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1. DIABETIS MELLITUS

1.1 CARACTERISTIQUES GENERALS

La diabetis mellitus (DM) és una sindrome organica multisistémica cronica (trastorn
endocri-metabolic) que es caracteritza per un augment dels nivells de glucosa en sang
(hipergluceémia) com a resultat d’'una defectuosa secrecié d’insulina i/o accié de I’hormona
sobre els teixits. Aquesta situacid conduira a alteracions en el metabolisme dels
carbohidrats, dels lipids i de les proteines. Els seus simptomes més destacables son la
poliuria (produccid excessiva d’orina), polidipsia (set intensa), pérdua de pes, visié borrosa,
asténia (debilitat provocada per la mala utilitzacié de glucosa en els musculs) i en alguns
casos polifagia (increment de la gana).

Les causes que donen lloc a l'aparicié de la diabetis mellitus poden ser diverses, ja que
hi poden intervenir diferents factors: factors hereditaris, habits alimentaris, alteracions
pancreatiques (inflamacions o intervencions quirdrgiques), processos infecciosos o
autoimmunes, estrés i obesitat.

Els pacients amb diabetis poden desenvolupar complicacions a diferents nivells, com ara
complicacions agudes, generalment com a consequéncia d’'un control inadequat de la
malaltia o complicacions de tipus cronic, degudes al propi desenvolupament d’aquesta.
Algunes d’aquestes complicacions poden ser:

¢ Hipoglucémia: disminucié dels nivells de glucosa en sang per sota de 50 mg/dl, que pot

ser provocada per un exercici fisic no habitual, sobredosis d’insulina, ingesta insuficient

d’hidrats de carboni o diarrees. Pot provocar tremolors, marejos, suor freda, mals de cap

i canvis en 'estat d’anim entre d’altres.

e Cetoacidosi: la deficiencia d’insulina provoca alteracions en els adipocits, amb la

consequent alliberacié d’acids grassos lliures, que s’oxiden en el fetge i donen lloc als

cossos cetonics. Aquest fet pot provocar deshidratacié severa, risc d’entrar en coma,
insuficiéncia renal, xoc hipovolémic i afectacié multiorganica.

o Esteatosi hepatica: fetge gras per I'acumulacié de triacilglicérids al citoplasma i als

mitocondris de les cél-lules hepatiques.

e Coma diabétic: provocat per I'excés de glucosa en sang.

e Coma insulinic: provocat pel déficit de glucosa en sang.

¢ Trastorns neurologics: dolors neuralgics, encefalopatia diabética, impoténcia sexual,

etc.

¢ Trastorns renals: glomeruloesclerosi diabética i infeccions urinaries.

e Trastorns oculars: glaucoma i retinopatia diabética deguda a I'obstruccié dels capil-lars

sanguinis del globus ocular, que provoca el 25% de les cegueres en pacients diabetics.

¢ Afectacions cutanies: infeccions de la pell, ulceracions, sequedat, ampolles, etc.
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e Trastorns cardiovasculars: gran tendéencia a desenvolupar aterosclerosi, i aixo pot

provocar angines de pit, insuficiencia cardiaca i infarts.

1.2 TIPUS DE DIABETIS

Segons el comité d’experts de I'ADA (Associacié Americana de Diabetes) i la OMS
(Organitzaci6 Mundial de la Salut) la classificacié de la diabetis mellitus es basa en
I'etiologia de la malaltia, i en distingeixen 4 categories: DM tipus 1 (DMT1), DM tipus 2
(DMT2), DM gestacional i altres tipus especifics, entre els quals hi trobem els MODY

(maturity-onset diabetis of the young), malalties del pancrees exocri o endocrinopaties.

1.2.1 DIABETIS MELLITUS DE TIPUS 1

Aquest tipus de diabetis correspon a la també anomenada diabetis dependent
d’insulina. Es presenta majoritariament en individus joves i es caracteritza per una nul-la
produccié d’insulina a causa de la destruccié autoimmune, per I'accié de les cél-lules T, de
les cél-lules B dels illots de Langerhans del pancrees. S’acostuma a diagnosticar abans dels
30 anys d’edat i afecta a 4,9 milions de persones, de les quals 1,27 milions sén europees.
Aixo equival a un 0,19% de la poblacié mundial, encara que la prevalenca més elevada (d’'un
0,25%) es troba a Ameérica del Nord, variacions que reflexen I'existéncia d’'una determinada
predisposicié genética entre poblacions.

Algunes de les complicacions que acompanyen a aquest tipus de diabetis sén
problemes oculars, renals, cardiovasculars i del sistema nerviés, com s’ha esmentat
anteriorment. Les persones que viuen amb aquesta malaltia és important que segueixin un
pla d’alimentacié adequat, realitzin exercici i controlin la pressio arterial aixi com els nivell de
colesterol. Es necessari mantenir els nivells de glucosa en sang el més proxims possible als
nivells normals, i per a aconseguir-ho se segueixen dietes, s’administra diariament insulina

al pacient de forma controlada, o fins i tot pot ser necessari realitzar un transplantament.

1.2.2 DIABETIS MELLITUS DE TIPUS 2

La diabetis mellitus de tipus 2, també coneguda com la diabetis no dependent
d’insulina, constitueix el 90% dels casos de diabetis en els paisos occidentals i tot i que el
diagnostic es dona habitualment en adults, també afecta (cada vegada més) a persones
joves. L’any 2000 es va estimar que al voltant de 170 milions de persones eren diabétiques
(DMT2) i que aquest nombre es podria incrementar fins a 370 milions al 2030 (Wild et al.,
2004).

Aquesta malaltia es basa en un complex mecanisme fisiopatologic que té com a
caracteristica principal el déficit relatiu en la produccié d’insulina i una deficient utilitzacio de

la glucosa per part dels teixits periférics, especialment al muascul i al teixit adipds,
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manifestant aixi una resisténcia a la insulina. La malaltia s’inicia amb una fase de tolerancia
a la glucosa alterada i amb una secrecié d’insulina retardada en el temps. En aquests
estadis inicials es produeix un augment en la secrecid d’insulina per a compensar la
resisténcia a I'hormona en els teixits periférics, i l'inici de la malaltia es produeix quan
aquesta compensacié no és suficient. En resum, la DMT2 representa I'etapa final d’'un
trastorn cronic progressiu causat per una combinacié entre la resisténcia a I'accié de la
insulina i la disminucié de la funcié de les cél-lules B pancreatiques, determinada per factors
genétics o anormalitats adquirides. Precisament, donat que la DMT2 a [linici del seu
desenvolupament és poc simptomatica, es creu que entre el 30 i el 50 % dels malalts dels
paisos occidentals no estan diagnosticats.

En la majoria dels casos, la DMT2 és una malaltia poligénica, amb patrons d’heréncia
complexos (Kahn et al., 1996). El fort component genétic de la malaltia queda evidenciat per
I'elevada incidéncia entre familiars i l'alta prevalenca en certs grups étnics. De tota manera,
fins ara només uns pocs gens han estat directament relacionats com a causants de la
malaltia. Entre els gens descrits, trobem mutacions en enzims claus en algunes sindromes
de diabetis familiar, mutacions en el DNA mitocondrial o mutacions en factors de transcripcio
com de 'HNF-1a (hepatocyte nuclear factor 1a), lHNF-13 (hepatocyte nuclear factor 18),
HNF-4a (hepatocyte nuclear factor 4a) o PDX-1 (pancreatic duodenal homeobox 1) causants
de la forma MODY (maturity-onset diabetis of the young).

Una gran varietat de factors ambientals han estat identificats com a factors de risc
per al desenvolupament de la DMT2; d’entre aquests hi destaca notablement I'obesitat, sent
aquest trastorn present aproximadament en un 80% dels diabétics de tipus 2. Els estudis de
poblaci6 demostren que els individus obesos tenen una major incidéncia de diabetis;
aquesta relacié recau en la reduccio a la sensibilitat a la insulina dels teixits periférics, el que
provoca un augment dels nivells plasmatics d’insulina. Altres factors de risc sén la manca
d’'activitat fisica, l'edat o [I'administraci6 perllongada d’alguns farmacs com els
corticosteroides.

A llarg termini, aquesta malaltia pot presentar les complicacions descrites en el punt
1.1. Sovint, els nens amb DMT2 tenen una elevada probabilitat de presentar hipertensio i
nivells alts de colesterol i triglicerids. També poden presentar arees de la pell engruixida i
com de “vellut” al voltant del coll, aixelles, dits del peu, colzes i genolls (acantosis nigricans).
Hi ha nenes que també poden presentar la sindrome d’ovaris poliquistics, relacionada amb
la resisténcia a la insulina.

Per a conviure amb aquesta malaltia els pacients han de seguir dietes saludables,
realitzar alguna activitat fisica i intentar mantenir un pes corporal adequat. En alguns casos
és necessaria I'administracio d’insulina i hauran de rebre farmacs que ajudin a combatre la
resisténcia a '’hormona. Aquest ultim punt és diana de molts dels estudis que es duen a

terme a la comunitat cientifica.
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1.2.3 DIABETIS GESTACIONAL

Aquest tipus de diabetis afecta a dones embarassades que mai han manifestat
diabetis perd que, durant 'embaras, han tingut nivells elevats de glucosa en sang. Pot ser
deguda a la produccié d’hormones per la placenta durant el desenvolupament fetal, donat
que aquestes hormones poden afectar o bloquejar la produccié d’'insulina en el cos de la
mare, generant una resisténcia a aquesta i provocant una situacié d’hiperglucémia. A partir
del moment en que la mare pateix una diabetis gestacional, augmenta la probabilitat que la
torni a manifestar en els seglents embarassos, i fins i tot podria arribar a desenvolupar una
DMT2. A més, s’haura de portar un control del creixement del fetus, ja que podria patir

macrosomia (pes superior al normal).

1.3 INSULINA

1.3.1 BIOSINTESI

La insulina (del llati insula: illa), descoberta al 1922, és una hormona polipeptidica
formada per 51 aminoacids. Es secretada per les cél-lules B del pancrees en forma de
precursor inactiu (preproinsulina), format per una unica cadena de 86 aminoacids, la qual
passa per I'aparell de Golgi on és modificada, en primer lloc eliminant el péptid senyal amino
terminal (preinsulina) i finalment amb l'escissié d’'un fragment intern de 31 aminoacids
(péptid C); els dos fragments restants queden units mitjangant ponts disulfur (Figura 1). La
molécula d’insulina madura i el péptid C s’emmagatzemen junts i es segreguen
simultaniament des dels granuls secretors de les cél-lules 3. Com que el peptid C és menys
sensible a la degradacio hepatica que la insulina, constitueix un marcador util de la secrecié

d’insulina i permet diferenciar I’hormona d’origen endogen i exogen.

Preproinsulina Proinsulina Insulina madura
NH3
Signal . il
sequence b NH; HaN NH;
: §— -8-5 §— 88
C A B | ~  Achain | B chain
1 S— et S—
4 s §8

ooc-#%

Signal sequence C peptide

Figura 1. Processament de la cadena polipeptidica de la insulina
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1.3.2 SECRECIO

El pancrees juga un paper primordial en el metabolisme, segregant diferents
hormones a la vena pancreatica-duodenal que drena a la vena porta, constituint un érgan de
vital importancia en el manteniment de I'homeostasi de la glucosa. La majoria de les
cel-lules endocrines (al voltant del 90%) estan agrupades formant estructures esfériques,
disperses en el teixit exocri, anomenades illots de Langerhans. En mamifers adults, els illots
representen entre un 1 i un 2 % de la massa pancreatica total, i sén una barreja complexa
de cél-lules i funcions, separades com a microdrgans o en coordinacié com a teixit.

Existeixen quatre tipus de cél-lules endocrines: les cél-lules B (que segreguen
insulina i en menor grau amilina) conformen la major part de l'illot (entre un 80 i un 90% de
lillot), les cél-lules a (secretores del glucago), les cél-lules & (secretores de la somatostatina)
i les cél-lules PP (que segreguen el polipéptid pancreatic). La insulina i el glucagé sén les
dues hormones principals en el control del balang entre 'emmagatzematge i consum de
glucosa. La somatostatina sembla tenir un efecte indirecte en ’homeodstasi de la glucosa,
inhibint tant la secrecié del glucagé com la d’insulina.

La glucosa és la reguladora essencial de la secrecié d’insulina, tot i que també es
veu influenciada per aminoacids, cossos cetonics, péptids gastrointestinals i
neurotransmissors. Les concentracions de glucosa superiors a 3,9 mmols/L estimulen la
sintesi d’insulina, principalment a l'intensificar la traduccio i el processament de la proteina.
La glucosa comenca a estimular la secrecio d’'insulina al ser introduida a les cél-lules  del
pancrees pel transportador de glucosa GLUT2. La fosforilaci6 de la glucosa per la
glucoquinasa és el pas limitant que controla la velocitat de la secrecié d’insulina. La
metabolitzacié posterior de la glucosa-6-fosfat per la via de la glucodlisi genera ATP que
inhibeix I'activitat d’'un canal de potassi sensible a 'ATP. Aquesta inhibicid provoca la
despolaritzacioé de la membrana de la cél-lula B, fet que provoca I'obertura de canals de calci
dependents de voltatge amb la consequient entrada de calci a la cél-lula i la secrecio
d’insulina. Les caracteristiques de la secrecid de la insulina mostren un patré pulsatiu de
descarrega de 'hormona, amb rafegues secretories petites aproximadament cada 10 minuts,
sobreposades a oscil-lacions de major amplitud de 80 a 150 minuts. Els apats indueixen
grans descarregues de secrecio d’insulina (increment entre 4 i 5 vegades del valor basal)
que acostumen a durar 2 o 3 hores abans de retornar als valors de referéncia. Els trastorns
d’aquests patrons secretoris normals constitueixen un dels signes més prematurs de la

disfuncio de la cél-lula § en la DM.

1.3.3 ACCIONS DE LA INSULINA

La insulina és I'hormona anabdlica per excel-léncia, és a dir, permet disposar a les

cél-lules de I'aport necessari de glucosa pels processos de sintesi amb despesa d’energia.
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Un cop la insulina és secretada cap a la sang venosa portal, el 50% és degradada
pel fetge i la que arriba a la circulacié general es fixa als receptors dels seus teixits diana.
L’hormona unida estimula I'activitat tirosina quinasa intrinseca del receptor, fet que provoca
I'autofosforilacié del receptor i el reclutament de molécules de senyalitzacié intracel-lular,
com els substrats del receptor de la insulina (IRS). Aquestes proteines adaptadores inicien
una cascada complexa de fosforilacio i desfosforilacié que, en ultima instancia, provoquen
I'ampli ventall d’efectes metabdlics i mitdgens de la insulina.

Els efectes de la insulina es poden classificar en dos grans grups: els aguts o a curt
termini, que fan referéncia a tots aquells efectes metabolics directes, i els d’efecte a llarg
termini (trofics). Dins d’aquests hi podriem incloure els efectes de la insulina sobre la
captacié i retencié d’ions i el metabolisme hidroeléctric, I'efecte vasodilatador, I'estimulacio
de la sintesi i degradacié de proteines via mTOR (membre de la familia de proteines PI3K),
I'efecte sobre I'expressid génica d’enzims metabdlics, efectes sobre el recanvi del RNA
missatger, i I'estimul del creixement, proliferacio i diferenciacié cel-lular (Flakoll et al., 2003;
Pirola et al., 2004).

1.3.3.1 EFECTES DE LA INSULINA EN EL METABOLISME GLUCIDIC

Tot i que en els periodes d’'ingesta i dejuni la concentracié de glucosa plasmatica ha
d’oscil-lar entre 4 i 7 mM en individus normals, aquests valors estan regulats per un balang
entre la glucosa absorbida a lintesti, la produccié de glucosa hepatica i el consum de
glucosa pel metabolisme als teixits periferics.

La insulina estimula la captacié de glucosa mitjangant 'activacié de la translocacio
dels transportadors de glucosa GLUT4 a la membrana plasmatica en el muscul i el teixit
adipéds, aixi com la sintesi de glicogen activant la glicogen sintasa. La insulina promou la
desfosforilacié d’aquest enzim a través de la inhibicié de quinases com la proteina quinasa
A (PKA) i la glicogen sintasa quinasa (GSK) (Cross et al., 1995) i I'activacié de fosfatases
(PP1). El mecanisme pel qual activa aquestes fosfatases no és clar, perd sembla ser que hi
esta involucrat la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI13K).

Un altre dels papers d’aquesta hormona anabdlica és el d’inhibir la gluconeogénesi
hepatica i I'alliberament de glucosa pel fetge. En aquests teixit actua de forma directa, perd
la insulina també pot influenciar el metabolisme glucidic a nivell indirecte, promovent canvis
en la generaci6 d’acids grassos (AG) ja que inhibeix la lipolisi (Figura 2). El flux d’AG
procedent del teixit adipds és capag d’estimular la produccié de glucosa. Aquest fet potencia
I'accio de la insulina alhora que afavoreix I'aparicioé de resisténcia a I’'hormona.

La insulina controla directament un conjunt d’enzims metabdlics per mecanismes de
fosforilacio i desfosforilacio, i també és capag de regular I'expressio de gens que codifiquen
per enzims hepatics relacionats amb la gluconeogeénesi i la glucolisi (Pilkis i Granner, 1992).

Aixi, inhibeix I'expressié de la fosfoenolpiruvat carboxiquinasa (pas limitant de la

6
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gluconeogénesi), disminueix la transcripcié dels gens de la fructosa-1,6-bifosfatasa i la
glucosa-6-fosfatasa, i augmenta la transcripcié de gens glucolitics com la glucoquinasa i la

piruvat quinasa.
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Figura 2. Regulacié del metabolisme de la glucosa al fetge. Enzims estimulats per la insulina (blau) i
enzims inhibits (vermell). Altres enzim regulats per la insulina (verd). GK, glucoquinasa; G-6-Pase,
glucosa-6-fosfatasa; F-1,6-Pase, fructosa-1,6-bifosfatasa; PEPCK, fosfoenolpiruvat carboxiquinasa;

PFK, fosfofructoquinasa; PK, piruvat quinasa; ACC, acetil CoA carboxilasa; FAS, acid gras sintasa.

1.3.3.2 EFECTES DE LA INSULINA EN EL METABOLISME LIPIDIC

Com en el cas dels carbohidrats, la insulina també promou la sintesi de lipids i
inhibeix la seva degradacio. En els adipocits, la glucosa és emmagatzemada sobretot en
forma de lipids degut a un augment en la captacidé de glucosa i l'activacio d’enzims
lipogénics com l'acid gras sintasa o I'acetilCoA carboxilasa. La insulina també inhibeix la
lipolisi en els adipodcits, principalment a través de la inhibicid de la lipasa sensible a les
hormones (Anthonsen et al., 1998), I'activitat de la qual depén de mecanismes de fosforilacié
en els que s’hi troba involucrada la proteina quinasa A (PKA). La insulina inhibeix la lipasa al
disminuir els nivell ’AMPc degut a l'activacié de fosfodiesterases especifiques en els
adipocits. A més, estimula la captacié i emmagatzematge de greixos en el teixit adipds

estimulant la lipoproteina lipasa (LPL) i la triglicérid sintasa.

1.3.4 TRANSDUCCIO DE LA SENYAL

El receptor de la insulina (IR) és una proteina heterotetramérica amb dues subunitats
a extracel-lulars i dues subunitats B que tenen una petita porcié extracel-lular, una porcio

transmembrana i una porcioé intracel-lular que presenta activitat tirosina quinasa (Ullrich et
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al., 1985). Aquest receptor es pot considerar un enzim al-lostéric amb dues subunitats
reguladores (a) que tenen inhibides a les dues subunitats catalitiques (). Quan s’hi uneix la
insulina, aquesta inhibicid desapareix i les subunitats B s’activen transfosforilant-se entre
elles i fosforilant a un grup de proteines conegudes com substrats del receptor de la insulina
(IRS) i a diferents isoformes de Shc i Cbl (Shoelson et al., 1988). Els IRSs més extensament
estudiats sén IRS-1 i IRS-2, que son ubicus, mentre que IRS-3 es troba només al teixit
adip6s i IRS-4 al ronyé i a 'encéfal (Giovannone et al., 2000). No s’ha pogut aclarir del tot la
importancia relativa i les funcions d'IRS-1 i IRS-2, perd estudis realitzats en knock-out
genetics d’'ambdods gens han mostrat que, en termes generals, els animals sense IRS-1
pateixen retard en el creixement, resisténcia a la insulina en teixits periféerics i disminucié de
la tolerancia a la glucosa (Araki et al., 1994), mentre que els animals sense IRS-2 presenten
resisténcia a la insulina en teixits periférics i fetge, i una disminuida massa de cél-lules f3,
donant lloc al desenvolupament de la DMT2. Els IRS sén unes proteines riques en regions
d’unio a tirosines fosforilades (regions PTB, PhosphoTyrosine Binding) que li permeten unir-
se al receptor (Giovannone et al., 2000). Un cop IRS ha estat fosforilat, recluta a la
membrana cel-lular a dues molécules de gran importancia en la resposta bioldgica a la
insulina: PI3K (fosfoinositol-3-quinasa) i Grb-2 (Growth factor receptor-bound protein 2) (Le
Roith et al., 2001; Ueki et al., 2002).

PI3K és probablement I'enzim de la via de senyalitzacié de la insulina més estudiat,
amb un doble paper tant en els efectes metabolics com mitdgens de la insulina. Es una
proteina dimérica amb una subunitat catalitica i una reguladora. Aquesta ultima s’uneix als
IRS fosforilats (Taniguchi et al., 2006) i provoca la fosforilacié de diversos fosfolipids de
membrana, fet que genera la formacié de fosfatidilinositol trifosfat (PIP3). ElI PIP3 és
I'encarregat d’unir-se i activar a PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase 1) i Akt (també
coneguda com PKB, proteina quinasa B), dos enzims que intervenen en la majoria dels
efectes metabolics de la insulina (Currie et al., 1999; Le Roith et al., 2001). En estudis
realitzats amb inhibidors de PI3K o amb construccions dominant negatiu de I'’enzim, s’ha
observat el bloqueig d’algunes de les accions metabodliques de la insulina com el transport
de glucosa i la sintesi de glucosa i lipids.

Després de que PDK1 i Akt s’hagin activat, aquest ultim fosforila diferents proteines
que indueixen processos metabolics com: la translocacié de GLUT4 a la membrana i, per
tant, la captacid de glucosa (Van Dam et al., 2005). Akt també inactiva GSK-3, provocant
I'activacio de la glicogen sintasa i la inactivacié de la glicogen fosforilasa i, per tant, donant
lloc a una major sintesi de glicogen i una menor degradacié d’aquest (Wojtaszewski et al.,
2001; Sakamoto et al., 2003). Un altre dels efectes d’Akt és la fosforilacié d’algunes
proteines ribosomals com p70S6K i la E4-Bl, que son factors d’inici de la traduccio i que, per

tant, estimulen la sintesi de proteines (Bhandari et al., 2001).
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D’altra banda, encara queda molt per esbrinar sobre els factors de transcripcio
relacionats amb I'augment d’expressié d’alguns enzims promogut per la insulina, perd hi ha
estudis que han destacat un paper important dels factors de transcripcié relacionats amb
mecanismes de fosforilacié realitzats per la familia de proteines d’Akt i del co-activador de
PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor-y), PGC-1a (peroxisome proliferator-
activated receptor y coactivator 1a) (Yoon et al., 2001).

PDK1 també interactua amb formes atipiques de la proteina quinasa C (PKCA i
PKCJQ), les quals han estat relacionades amb el transport de glucosa (Bandyopadhyay et al.,
1997). PKCC és la forma predominant en muscul esquelétic i teixit adipés en humans, i s’ha
vist que potencia el transport de glucosa estimulat per la insulina en muscul esquelétic de
rates (Etgen et al., 1999).

A més de la PI3K o la PKC atipica, s’han descrit d’altres proteines relacionades amb
la captacio de glucosa estimulada per la insulina com el producte del protooncogen Cbl, que
eés fosforilat pel receptor de la insulina (Ribon et al., 1997). Cbl s’associa amb la proteina
adaptadora CAP, la qual s’expressa en teixits sensibles a la insulina i esta marcadament
induida durant la diferenciacié adipocitaria per agonistes de PPARy (Ribon et al., 1998).
Aquesta via conclou amb l'activacié de la proteina TC10, important per a la translocacié a la
membrana de les vesicules que contenen GLUT4 (Chiang et al., 2001).

Els IRS fosforilats també s’uneixen a la proteina Grb-2, que alhora interactua amb
Shc provocant la dimeritzacié d’aquesta amb la proteina mSOS (Skolnik et al., 1993a). El
complex Grb-2/mSOS actua sobre una proteina GTPasa de membrana (Ras) i déna lloc a
l'activacio de la via de les MAPK (mitogen-activated protein kinase), essencials en la

regulacié del creixement i la proliferacid cel-lulars aixi com en I'expressié génica (Skolnik et

al., 1993b).
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Figura 3. Transduccio de la senyal del receptor de la insulina. El receptor de la insulina s’autofosforila
i catalitza la fosforilacié de diverses proteines cel-lulars com els IRS, Shc i Cbl. Aquestes proteines
interactuen a través dels seus dominis SH2, obrint diferents vies de senyalitzacié entre les quals hi
trobem l'activacié de PI3K, de la proteina Ras i la via de les MAPK i de Cbl/CAP, amb la posterior
activacio de TC10. Aquestes vies regulades de forma coordinada provoquen el trafic de vesicules, la
sintesi de proteines i I'activacid/inactivacié d’enzims, regulant el metabolisme glucidic, lipidic i proteic
(Saltiel et al., 2001).

1.4 RESISTENCIA A LA INSULINA | DIABETIS MELLITUS DE TIPUS 2

La resisténcia a la insulina és un estat metabdlic que es defineix com un defecte per
respondre correctament a concentracions normals d’insulina circulant, especialment al fetge
i als teixits periferics com el muscul i el teixit adipds. Per tal de compensar aquest problema,
es produeix una sobresecrecid d’insulina pel pancrees, donant lloc a una situacio
d’hiperinsulinémia (Reaven, 2005). S’han observat casos de resisténcia a la insulina en
diferents situacions patologiques, com son obesitat, caquéxia, hipertensié, cancer i infeccio.
Tot i aixi, 'aparicié de resisténcia a la insulina és el factor clau que desencadena dues de les
malalties metabdliques més prevalents, com soén la diabetis de tipus 2 i la sindrome
metabolica (veure apartat 1.5). Tots els pacients amb DMT2 presenten resisténcia a la
insulina, i diversos estudis de prevencié han observat com la resisténcia a la insulina pot
manifestar-se una o dues décades abans d’aparéixer la simptomatologia completa de la
diabetis (Lillioja et al., 1988; DeFronzo et al., 1992). De fet, la resisténcia a la insulina és la
caracteristica més fiable per a la prediccié del desenvolupament de la DMT2 (Warram et al.,
1990). Les causes poden ser d’origen genétic o factors adquirits, com per exemple I'obesitat,
sent aquesta una de les causes meés prevalents. En els individus que presenten resisténcia a
la insulina hi podem trobar, entre d’altres, defectes en el receptor d’insulina, en 'oxidacié de
glucosa, en la sintesi de glicogen, en la via de transduccié de senyal de I'IR, en el transport i
fosforilacio del seu receptor. Aquestes anormalitats donaran lloc a una disminucio de la
resposta a la insulina 0 a una menor sensibilitat dels receptors a la seva accié i, per tant,

parlarem de resisténcia a la insulina.

1.4.1 CONSEQUENCIES METABOLIQUES | CLINIQUES DE LA RESISTENCIA A LA
INSULINA

La combinacié de la resisténcia a la insulina i d’'un estat d’hiperinsulinémia incapag
de contrarestar-ho, pot desencadenar una série d’alteracions metaboliques que comprenen,
entre d’altres, una disminucié del metabolisme oxidatiu de la glucosa a nivell hepatic, un
augment dels acids grassos no esterificats i una major oxidacié d’aquests, afavorint la
produccié hepatica de glucosa (Taula 1). Alhora, aquestes alteracions poden desembocar en

manifestacions cliniques, com ara 'augment del risc de malalties cardiovasculars, I'aparicié
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de diabetis de tipus 2, la sindrome d’ovaris poliquistics, alguns tipus de cancer, esteatosi
hepatica, retinopaties i nefropaties (Reaven, 2005).

Defectes en la utilitzacié i emmagatzematge de la glucosa estimulada per la insulina
apareixen com la primera caracteristica detectable en els estadis inicials de la resisténcia a
la insulina. La insulina, juntament amb el glucagd, manté I'equilibri entre la utilitzacié i la
produccio de glucosa. Aquest balang és d’extrema importancia, donat que és necessaria una
continua aportacié de glucosa per al correcte funcionament dels diferents organs. Aixi, una
situacié d’hipoglucémia pot conduir a mort cel-lular mentre que una situacié d’hiperglucémia,
també pot generar danys tissulars. Per aix0, els nivells de glucosa en plasma es mantenen
en un rang de 5 mM, que és considerada la concentracio fisioldgica normal. L’homeostasi
glucidica és regulada primariament pel fetge i pel teixit muscular esquelétic. Després d’'un
apat, el muscul s’encarrega de captar fins a un 80% de la glucosa circulant (DeFronzo et al.,
1981), mentre que durant periodes de dejuni és el fetge qui, produint glucosa, s’encarrega
de que les concentracions de glucosa en sang no baixin en cap moment del rang fisioldgic
normal. La musculatura esquelética és aproximadament el 55% de tota la massa corporal en
individus no obesos, i donada la seva funcié generant forgca motriu i calor, és el major teixit
influenciat per 'accié global de la insulina en la regulacié del metabolisme glucidic i lipidic.
Aixi, el teixit muscular és clau per a la correcta accié de la insulina. Malgrat décades
d’estudi, encara se sap relativament poc al voltant de qué determina la generacié de
resisténcia a la insulina al muscul, perd es coneix que no es deu a una disminucié en el
contingut de transportadors de glucosa GLUT4, siné a una incapacitat de translocar-los a la
membrana plasmatica en resposta a la insulina perqué hi exerceixin la seva funcio. El que si
se sap és que un defecte en la capacitat oxidativa muscular, combinat amb un excés lipidic,
pot contribuir a 'acumulacié intramuscular de greixos, que avui en dia és el millor marcador
associat a resisténcia a la insulina en el muscul.

Per a fer una descripcié de quines consequiéncies deriven d'una resisténcia a la
insulina sostinguda en el temps, s’ha de fer referéncia a les funcions que aquesta hormona
exerceix en I'organisme. Tenint en compte que la insulina estimula la captacié de glucosa al
muscul o inhibeix l'alliberacié d’acids grassos del teixit adipds, durant la resisténcia a la
insulina ens trobarem en una situacié en la que es veura augmentada la glucémia i la
concentracié d’acids grassos circulants. Aixd, acompanyat d'un possible estat
d’hiperinsulinémia, fara que el fetge hagi de fer front a una major disponibilitat d’energia i
donara lloc a una sobreproduccié de VLDL, a una disminuci6 de les HDL, i a la formacio de
LDL més denses; per tant, hi haura una tendéncia a augmentar el contingut de lipids al
fetge, incrementant el risc de desenvolupar esteatosi hepatica (Reaven, 2005).

D’altra banda, degut a aquestes alteracions, es presenten anormalitats en el flux
sanguini i en la permeabilitat vascular. La resisténcia a la insulina fa que disminueixi

I'activitat de vasodilatadors com I'0xid nitric i augmenti la activitat de vasoconstrictors com
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'angiotensina Il i I'endotelina-1, i potencia la formacié de factors permeabilitzadors com el
VEGF (vascular endothelial growth factor) (Brownlee, 2001). Tots aquests canvis poden
acabar generant hipertensié, edemes, isquémia i hipoxia induida per una neovascularitzacio
en la retina, glomeruloesclerosi en el ronyd, o degeneracié axonal de nervis periférics
(Ginsberg, 2000). La patogénia de [l'aterosclerosi en individus no diabétics ha estat
extensament descrita, i té els seus inicis en una disfuncié endotelial (Lusis, 2000). En les
artéries de pacients diabétics, la disfuncié endotelial sembla estar relacionada amb la
resisténcia a la insulina (Hsueh i Law , 1998; Jiang et al., 1999) i la hiperglucémia, ja que
aquesta és capag d’inhibir la produccié d’oxid nitric en les cél-lules endotelials (Hsueh i Law ,
1998).

S’ha descrit que individus amb resisténcia a la insulina tenen augmentats alguns
factors de coagulacié, com el fibrinogen, el factor VIl i el PAI-1 (plasminogen activator
inhibitor 7). La causa de 'augment de fibrinogen no és clara, perd sembla estar relacionada
amb I'obesitat. L’augment del factor VII es relaciona amb I'hiperlipidémia (Miller, 1995). En el
cas del PAI-1, s’ha observat que tant els hepatocits com les cél-lules endotelials responen a
una situacié d’hiperinsulinémia augmentant la secreci6 de PAI-1. Altres estudis han
demostrat que la incubacié de ceél-lules endotelials amb VLDL augmenten la produccié de
PAI-1 mediat per la via de les MAPK (Eriksson et al., 1998).

A nivell de ronyé podriem donar un altre exemple d’aquesta relacié entre la
resisténcia a la insulina, la hiperinsulinémia i 'aparicié de manifestacions cliniques, ja que en
aquest organ s’hi dona una retencié de sodi i una disminucié en I'eliminacié d’acid Uric,
contribuint a I'aparicié d’hipertensié i a un augment d’acid uric en sang (Nordestgaard et al.,
1997).

Un darrer exemple és l'accid que exerceix lI'excés d’insulina en els ovaris,
augmentant la produccio de testosterona i facilitant I'aparicié d’ovaris poliquistics (Dunaif et
al., 1989).

Per tant, la hiperinsulinémia que té com a objectiu contrarestar la defectuosa accié de
la insulina pot ser, alhora, responsable d’algunes de les complicacions cliniques que poden

presentar els pacients amb DMT2.
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Alteracions en el metabolisme glucidic:

¢ Hiperglucémia

e Augment de la gluconeogénesi hepatica

e Intolerancia a la glucosa (disminucié de la captacio,
emmagatzematge i utilitzacié de glucosa)

e Formacio d’hemoglobina glicosilada (HbA+c)

Alteracions en el metabolisme lipidic:

e Augment de la lipolisi

e Augment de 'oxidacié d’AG

e Augment d’AG circulants

e Augment de LDL (menys diametre perd més denses)
e Augmentde TG

¢ Disminucié de HDL-C

Disfuncidé endotelial:

e Augmenta I'adhesio de cél-lules mononucleades

¢ Augmenta la concentracié plasmatica de dimetilarginines asimétriques
¢ Disminueix la vasodilatacié depenent de I'endoteli

Factors procoaqulants:

e Augment de PAI-1

e Augment del Fibrinogen

Canvis hemodinamics:

e Augmenta l'activitat del sistema nervios simpatic
e Augmenta la retencio renal de sodi

Marcadors d’inflamacio:

¢ Augmenta la proteina C reactiva
e Augmenta el nombre de leucocits

Alteracions en el metabolisme de I’acid uric:

e Augmenta la concentraci6 d’acid uric en plasma
¢ Disminueix I'eliminacié renal d’acid uric

Alteracions als ovaris:

e Augmenta la produccié de testosterona

Desordres respiratoris durant el son:

e Sindrome de I'apnea

Taula 1. Esquema de les alteracions associades a la resisténcia a la insulina i a la

hiperinsulinémia (Reaven, 2005).
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1.4.2 PAPER DEL TEIXIT ADIPOS EN LA RESISTENCIA A LA INSULINA

Com ja s’ha esmentat anteriorment, I'obesitat és un dels factors de risc davant
I'aparicié de DMT2 facilitant el desenvolupament de resisténcia a la insulina.

Un individu amb certa predisposiciéo genética i exposat a un estil de vida que ho
afavoreixi, tendira a guanyar pes i adipositat. El teixit adipds, més enlla de ser un teixit inert
que acumula triglicérids (TG), és un teixit endocri, el correcte funcionament del qual depén
de l'equilibri metabolic de tot 'organisme. Quan un individu té un balan¢ energétic positiu
sostingut en el temps, aquest excedent caloric s’emmagatzema inicialment com a TG en el
teixit adipds. Els adipdcits, més que dividir-se, emmagatzemen més TG per cél-lula, fet que
genera adipocits de mida més gran (Kersten, 2001). La hipertrofia del teixit adipds fa que els
adipocits tinguin caracteristiques funcionals particulars. Aixi, presenten una menor
concentracidé de receptors per a la insulina i, per tant, una menor sensibilitat a I’hormona
(Hotamisligil, 2003). En aquest teixit, una de les accions de la insulina és la d’inhibir la
lipasa, i una davallada de lactivitat d’aquest enzim augmentara la produccié d’AG, que
posteriorment s’alliberaran a la circulacié (Kersten, 2001). Alhora el teixit adipés també
canvia el seu patr6é de secrecié endocrina, produint una major quantitat de leptina i de TNF-

a, i una menor quantitat d’adiponectina (Hotamisligil, 2000; Fusshaue et al., 2003).

1.4.2.1 LEPTINA

La leptina és una hormona peptidica estructuralment similar a les citoquines i que es
produeix en proporcié a la massa de teixit adipds, sent aquesta secrecid6 major al teixit
subcutani que en el visceral (Wada et al., 2001). A l'hipotalem hi ha receptors per aquesta
hormona encarregats de regular la gana (senyal de sacietat) i la despesa energética, perd
també hi trobem aquests receptors al muscul i a les cél-lules B del pancrees (Wada et al.,
2001). En aquestes cél-lules, la unié de la leptina als seus receptors provoca 'augment de la
produccidé d’'un grup de proteines anomenades SOCS (supressors of cytokine signaling),
especialment la SOCS3, la qual s’uneix a IRS-2 provocant la seva ubiquitinitzacié i posterior
degradacio, quedant-se aixi la cél-lula 3 sense un dels seus factors de supervivéncia més
importants (Yang et al., 2000). Aquest, per tant, és un dels mecanismes pels quals
I'adipositat afavoreix el desenvolupament de la diabetis. Aixi doncs, el principal efecte de la
leptina sobre 'accié de la insulina és reduir-la perd no generant resisténcia, sind afectant la

seva produccio pancreatica.

1.4.2.2 TNF-a

El TNF-a és un citoquina proinflamatoria (detallat a 'apartat 2.3.2.5.1) de la que s’ha
suggerit que podria tenir un paper important en el desenvolupament de la resisténcia a la

insulina i, de fet, hi ha certes evidéncies que ho demostren. S’ha vist que la infusid cronica
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de TNF-a disminueix I'accié de la insulina en la captacidé periférica de glucosa i en la
produccioé de glucosa hepatica (Lang et al., 1992). EI TNF-a pot induir la disminucié del
nombre de transportadors de glucosa GLUT4, especialment al teixit adipés i al muscul
esquelétic (Stephens et al., 1991). A més, s’ha observat que el TNF-a es sobreexpressa als
adipocits dels animals obesos resistents a la insulina (Hotamisligil et al., 1993).
L’administraci6 de TNF-a en humans, indueix un estat hiperglucémic sense disminuir els
nivells d’insulina, el qual confirma la induccié d’'un estat de resisténcia a la hormona
(Hofmann et al., 1994). Les accions pleiotropiques del TNF-a poden contribuir a la
resisténcia a la insulina a través de diferents mecanismes moleculars: mitjancant la
disminucio de I'expressié dels RNA missatgers del transportador de glucosa sensible a la
insulina (GLUT4) (Hotamisligil et al., 1993) i mitjancant la mobilitzacié d’acids grassos
(Maasen, 2008); en aquest sentit, s’ha descrit que el TNF-a estimula la lipolisi i I'alliberament
d’acids grassos dels adipodcits (Hotamisligil, 2003). També és possible que el TNF-a
interfereixi directament en la via de senyalitzacié de la insulina (Hotamisligil et al., 1993). A
més, s’ha observat que en un model d’obesitat associat a un estat de DMT2 té lloc una
sobreexpressio del TNF-a i dels seus receptors al teixit adipds i al muscul; aixd podria donar
lloc a una produccid elevada de TNF-a al teixit adipds, on produiria directament els seus
efectes i, a més, el TNF-a circularia sistemicament fins al muscul, on induiria I'estat de

resisténcia a la insulina (Hofmann et al., 1994; Ruan et al., 2003; Hotamisligil, 2003).

1.4.2.3 ADIPONECTINA

L’adiponectina és una hormona produida especificament pel teixit adipds i que, a
diferencia del TNF-a, la major part de la seva produccio arriba a la circulacioé sistemica (Tsao
et al., 2002; Matsuzawa et al., 2004). S’expressa més en teixit subcutani que en visceral i la
seva concentracié augmenta quan la sensibilitat a la insulina millora. Per tal de que tingui
una adequada activitat biologica, I'adiponectina ha d’estar hidroxilada i glicosilada (Chandran
et al., 2003; Matsuzawa et al., 2004).

S’han identificat dos receptors diferents per I'adiponectina: 'AdipoR1, que s’expressa
majoritariament en muascul, i 'AdipoR2, que generalment trobem al fetge (Yamauchi et al.,
2003a). L’adiponectina es caracteritza per a generar efectes bioldgics protectors o
antiaterogenics (Tsao et al., 2002; Chandran et al., 2003; Diez et al., 2003; Matsuzawa et al.,
2004) (Taula 2).
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e Reduccié de la produccié hepatica de glucosa

o Estimulacié de la 3-oxidacié dels acids grassos en el fetge

e Inhibicié de 'adhesié de monocits a I'endoteli vascular

e Inhibicié de I'expressié dels receptors “scavenger’ de les LDL en el macrofags

e Inhibicié de la proliferacio i migracio de cel-lules musculars llises en la paret

arterial

¢ Increment de la fosforilacié del receptor de la insulina i, per tant, esta implicada en

part, en la resta d’accions insuliniques.

Taula 2. Efectes protectors de I'adiponectina (Chandran et al., 2003)

Per tant, tot alldo que provoqui una menor secrecié d’adiponectina estara afavorint
I'aparicié de la resisténcia a la insulina. Alguns dels factors que poden determinar la variacio

en els nivell plasmatics d’adiponectina es troben enumerats a la taula 3:

ASSOCIAT A NIVELLS ALTS ASSOCIAT A NIVELLS BAIXOS

e Sexe masculi e Sexe femeni

e Poc pes 0 normal e Sobrepés o obesitat

e Adequada maduracié adiposa o Lipodistrofia

e Insulinosensibilitat e Insulinoresisténcia

e Tractament amb agonistes de PPAR-y e Estimuls inflamatoris

e Abséncia de malalties cardiovasculars ¢ Preséncia de malalties cardiovasculars
o Diabetis mellitus de tipus 1 o Diabetis mellitus de tipus 2

Taula 3. Factors que determinen la variacié dels nivell plasmatics d’adiponectina.

1.5 SINDROME METABOLICA

S’anomena sindrome metabolica (SM) a la coexisténcia de diferents alteracions
metaboliques en un mateix individu que augmenten el risc de patir malalties cardiovasculars
o diabetis mellitus. Les primeres associacions existents entre diferents situacions cliniques
com la diabetis, hipertensio i dislipémies es van realitzar al voltant dels anys 20, encara que
el terme sindrome metabdlica no va ser utilitzat fins els anys 70 per designar factors de risc
associats a la diabetis (revisat per Demacker, 2007). Va ser Gerald Reaven al 1988 qui va
suggerir que aquests factors havien de coexistir en un mateix individu en la forma d’'una
sindrome “X” en la que la resisténcia a la insulina constituia el mecanisme fisiopatologic
basic. Al llarg dels anys s’han anat afegint més components a la definicié de la sindrome

metabodlica.
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Al 1998 un grup consultor de la Organitzacié6 Mundial de la Salut (OMS) va
determinar el nom de SM i va proposar un conjunt de criteris unificats: preséncia de diabetis,
intolerancia a la glucosa, glucémia anormal durant el dejuni, resisténcia a la insulina, més
dues de les alteracions seguents: pressid arterial elevada, dislipidémia (augment de TG i
disminucié de HDL), obesitat central o excrecié d’albumina alterada (Demacker, 2007).

En lactualitat hi ha dues grans definicions proporcionades per la Federacié
internacional de la diabetis (IDF) i la revisid del National Cholesterol Education Program
(NCED) (Alberti et al., 2005). Les dues definicions coincideixen en components essencials
com son la intolerancia a la glucosa, obesitat, hipertensio i dislipidémia pero difereixen en el
fet que la primera exclou qualsevol individu sense un increment en el diametre de la cintura.

La prevalencga de la SM varia en funcié de la definicio utilitzada per determinar-la, aixi
com l'edat, el sexe, I'origen étnic i I'estil de vida. Quan s'utilitzen criteris semblants als de
'OMS, la prevalenca del SM varia del 1,6 al 15 % depenent de la poblacié estudiada i del
rang d’edat (Aschner et al., 2002). La prevalenga estimada al EEUU és del 22% i varia del
6,7 % en les edats de 20 a 43,5 anys a 43,5 % en els majors de 60, sense apreciar
diferéncies pel que fa al sexe (Ford et al., 2002). En poblacions d’alt risc, com la de familiars
de persones amb diabetis, la prevalenga augmenta considerablement fins quasi el 50 %,
arribant a més del 80 % en persones diabétiques i al 40 % en persones amb intolerancia a la
glucosa (Ford et al., 2002).

L’etiologia de la SM es desconeix al ser la seva fisiopatologia extremadament complexa.
La majoria dels pacients tenen una edat considerablement avangada, soOn obesos,
sedentaris i tenen cert grau d’intolerancia a la insulina. Els factors més importants en la seva
aparicio soén: I'edat, factors genétics i I'estil de vida (poca activitat fisica i consum excessiu
de calories). Actualment, la insulinoresisténcia es considera com la principal responsable de
la major part de les alteracions que pateixen aquests pacients, fonamentalment de la
hiperglucémia, la hipertensié arterial, de I'augment de la produccié hepatica de VLDL i TG, i
de l'estimulacid de la proliferacid endotelial causant de l'inici del procés d’aterosclerosi
(Anderson et al., 2001). Aixi doncs, diverses hipotesis s’han postular en referéncia a
I'etiologia de la SM. La participacid genética ha estat avalada en diversos estudis
epidemiologics (Lusis et al., 2008). Alguns estudis clinics relacionen la SM amb patrons
anormals del creixement fetal i neonatal, mentre que la seva base molecular s’ha investigat
en assajos sobre les propietats del teixit adipdés (Slawik et al., 2007). Una situacio
inflamatoria lleu també sembla que influeix en totes les alteracions metabodliques presents en
els pacients amb aquesta sindrome. Aixi, un gran nombre de marcadors inflamatoris
s’incrementen durant el desenvolupament d’aquesta sindrome, com sén la proteina C
reactiva, el fibrinogen, la interleuquina-6 (IL-6) i el TNF-a, entre d’altres (Sutherland et al.,
2004). Experiments en ratolins suggereixen que la disminucié de l'adiponectina circulant

també estaria afavorint I'aparicié d’aquesta sindrome (Yamauchi et al., 2003b) ja que entre
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les seves accions hi trobem la d’augmentar la sensibilitat a la insulina i inhibir alguns dels
passos del procés d’inflamacié (Nawrocki et al., 2004). Altres autors donen més importancia
a l'estrés oxidatiu que té una gran varietat de causes com I'augment de l'acid Uric resultant

de dietes riques en fructosa (Nakagawa et al., 2006).

1.6 ESTRATEGIES | POSSIBLES DIANES TERAPEUTIQUES PER A LA
DIABETES MELLITUS DE TIPUS 2

La majoria de les terapies actuals per a la DMT2 es van desenvolupar en abséncia
d’'una definicié clara de dianes moleculars o de la patogénesi d’aquesta malaltia. Inicialment,
com a terapia sempre es recomanava un canvi en l'estil de vida, és a dir, seguir dietes
adequades i realitzar alguna activitat fisica, habits que en general promouran una pérdua de
pes, aixi com una disminucido del risc de patir malalties cardiovasculars, hipertensio,
dislipémies, disfuncié endotelial, etc.

Nous coneixements dels mecanismes patogénics claus, com la defectuosa
estimulacioé per part de la glucosa de la secrecié d’insulina o el paper de la lipotoxicitat com a
causa probable de la resisténcia a la insulina i, per tant, de les alteracions en el metabolisme
glucidic que genera en el teixit hepatic i muscular, han donat lloc a una série de noves
dianes farmacologiques.

La DMT2 representa, aproximadament el 90% dels casos de diabetis. S’ha estimat
que afecta a un 6% de la poblacié adulta de la societat occidental, i s’espera que aquests
valors incrementin un 6% cada any a la poblacié mundial, assolint d’entre 200 i 300 milions
de casos al 2010 (Moller, 2001). EIl principal potenciador d’aquest fet és I'increible augment
en la incidéncia de I'obesitat, amb un paper protagonista en la patogénesi de la DMT2. S’ha
vist amb claredat que un bon control de la hiperglucémia en aquests pacients, pot atenuar el
desenvolupament d’altres complicacions com la retinopatia o la nefropatia. Es per aquest
motiu que gran part de les terapies per a la DMT2 es basen en diferents estratégies per a
combatre aquesta hiperglucémia. Aquestes terapies tenen un efecte i tolerancia limitada, ja
que moltes delles tenen certa tendéncia a provocar un augment de pes. Altres
aproximacions terapeutiques estan enfocades als episodis d’hipogluceémia. Per aquest
motiu, s’ha de centrar I'atencié en la cerca i utilitzaci6 de mecanismes dependents de les
respostes fisiologiques i que alhora provoquin pérdua de pes o el seu manteniment.

Tant la sindrome metabdlica com la DMT2 estan associades a un notable augment
en la incidéncia de malalties arteriosclerdtiques i cardiovasculars, sent aquestes les
causants d’'un 80% de les morts i més d’un 75% de les hospitalitzacions per complicacions
en pacients amb diabetis. De fet, la DMT2 actualment representa una malaltia coronaria,
tenint aquests pacients aproximadament la mateixa probabilitat de patir un infart cardiac que

una persona no diabética amb una malaltia coronaria coneguda (Haffner et al., 1998). Per
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tant, seran necessaries terapies no només amb I'objectiu de disminuir la glucosa en sang,
sin6 també direccionades cap a la dislipémia diabética.

En els darrers anys s’han ampliat els coneixements i comprensido de les vies
metaboliques relacionades amb el desenvolupament de la DMT2 aixi com els defectes en la
participacié de diversos organs i sistemes, obrint-se un ventall de possibles dianes
terapéutiques adrecades a reduir I'excessiva produccio de glucosa hepatica o a potenciar la
secrecid dinsulina estimulada per la glucosa. Per altra banda, també s’han considerat
dianes moleculars especifiques de la via de senyalitzacio de la insulina i finalment enfocades
cap a la obesitat i I'alteracié del metabolisme lipidic mitjangcant agents que redueixen la gana
o0 augmenten la despesa energetica, pretenent oferir una millora en I'accié (i secrecid) de la

insulina.

1.6.1 ESTRATEGIES PER REDUIR LA PRODUCCIO HEPATICA DE GLUCOSA | LA
HIPERGLUCEMIA

El fetge té un paper fonamental en la regulacié de la glucosa d’origen endogen
mitjangant la sintesi de novo (gluconeogénesi) o el catabolisme del glicogen (glicogenolisi).
L’augment de la taxa de producci6 de la glucosa hepatica €s, en gran mesura, responsable
del desenvolupament d’hiperglucémia, sobretot en dejuni, en pacients amb DMT2 (DeFronzo
et al., 1992). Una disminucio relativa dels nivells d’'insulina o la reduccio de la resposta
hepatica a 'hormona pot conduir a un augment de la produccié de glucosa en aquest organ.

El glucagé és una hormona que contribueix a la hiperglucémia mitjangant
'estimulacid d’ambdds processos (glicogendlisi i gluconeogenesi) (Shah et al., 2000).
Anticossos anti-glucagé (Brand et al., 1994) i antagonistes peptidics del receptor del glucagé
(Unson et al., 1987) s’ha vist que son efectius in vivo. Més enlla del control del glucago, els
enzims que regulen la velocitat en determinats passos de les dues vies son bones dianes
terapéutiques.

S’ha pogut observar l'efectivitat d’'una molécula anomenada cloroindol-carboxamida
en models de diabetis en rosegadors, que actua inhibint la glicogen fosforilasa hepatica, un
enzim que catalitza l'alliberaci6 de mondmers de glucosa del glicogen emmagatzemat
(Treadway et al., 2001), tot i que aixd representi només una petita fraccié de la produccié de
glucosa hepatica en la DMT2 (Magnusson et al., 1992). Pero alhora s’ha de tenir en compte
que aquest inhibidor també pot alterar el catabolisme del glicogen al muscul durant I'exercici.

Altres dianes hepatiques han estat la fructosa-1,6-bifosfatasa i la glucosa-6-fosfatasa.
La inhibicié del primer enzim bloquejaria la gluconeogenesi evitant la conversié de fructosa-
1,6-bifosfat a fructosa-6-fosfat, mentre que inhibint el segon enzim, s’atenuaria 'iltim pas de

la produccio hepatica de glucosa comu en ambdues vies (Zhang i Moller et al., 2000).
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Tot i que la inhibicié de la produccié hepatica de glucosa és de gran interés com a
tractament, hi ha determinades complicacions inherents a aquests tipus d’aproximacions
terapéutiques, com soén la hipoglucémia, 'acumulacié hepatica de triglicérids o 'augment
plasmatic de lactat.

Moltes terapies son eficients disminuint la hiperglucémia inicial, perd no prevenen la
progressio de la malaltia; aixi doncs, en ultima instancia molts pacients requereixen insulina
(Horton, 2008). A més de la medicaci6 oral, la insulina és el més potent i versatil tractament
per combatre la hiperglucémia, pero és utilitzada de forma limitada ja que pot provocar
hipoglucemia. S'utilitzen analegs de la insulina com la glargina, que és d’accio perllongada i
que, un cop és injectada subcutaniament, precipita i es va alliberant a poc a poc a la
circulacio, o la insulina detemir, que s’uneix a I'albumina i es distribueix lentament pels teixits
fet que fa que hi hagi menys probabilitat a presentar hipoglucémia. També s’utilitza la
insulina NHP que, igual que les anteriors, és d’accié perllongada perd que al tenir
mecanismes d’accié variables dificulta I'obtencié dels objectius a llarg termini (Tibaldi, 2008).
El desenvolupament de nous dispositius d’'insulina com el llapis, bombes, o en un futur, la
insulina inhalada, proporcionen al pacient una opcié indolora per millorar la hiperglucémia
cronica. Poc després de linici de la terapia amb insulina, els pacients solen sentir millora en
els simptomes principals de la hiperglucémia. Pero a diferéncia del tractament de la DMT1,
en la que el tractament es basa essencialment en I'administracié d’insulina, encara no s’ha
assolit un consens en relacié al régim idoni d’insulina per pacients amb DMT2, i existeixen
estudis que recolzen la idea de combinar 'administracié d’un tractament basal amb insulina i
agents orals (Unger, 2008).

A més de la utilitzacio de la insulina o analegs com a tractament, cal fer referéncia a
estudis realitzats en base a la utilitzacié d’'una altra hormona amb el mateix objectiu. En
aquest cas, s’ha vist que I'is d’amilina, hormona secretada també a les ceél-lules B
pancreatiques, redueix la secrecié de glucago, inhibeix el buidat gastric, i en determinats
models animals disminueix la ingesta i exerceix un control de la sacietat (Unger, 2008).

Finalment esmentar que una altra estratégia seria reduir I'absorcié intestinal de
glucosa, i per a dur-ho a terme s’han fet estudis amb inhibidors de la a-glucosidasa

(acarbose), que és eficag perd pot provocar alteracions gastrointestinals (Moller, 2001).

1.6.2 ESTRATEGIES PER AUGMENTAR LA SECRECIO D’INSULINA ESTIMULADA PER
GLUCOSA

Un component clau de la fisiopatologia de la DMT2 sén les alteracions en la capacitat
de la glucosa per a induir la secrecié d’insulina per les cél-lules B i, per tant, la incapacitat
d’aquestes ceél-lules per a compensar la resisténcia a la insulina i provocar, en ultima

instancia, I'aparicié d’hiperglucémia.
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Les sulfonilurees son substancies que estimulen la secrecié de I'hormona des dels
illots pancreatics en abséncia d’alts nivells de glucosa plasmatics. Actuen bloquejant canals
de potassi en la cél-lula B, els quals normalment es tanquen per influéncia de 'ATP. Aquesta
accio condueix a un augment de calci lliure intracel-lular, que estimulara la secrecié
d’insulina a partir dels granuls d’emmagatzematge (Moller, 2001). A més, les sulfonilurees
augmenten els nivells d’insulina portal, inhibeixen la produccié de glucosa hepatica,
disminueixen la glucosa en dejuni i disminueixen ’'hemoglobina glicosilada (HbA1c), la qual
es forma en preséncia d’alts nivells de glucosa i quan aquesta es fixa a ’hemoglobina;
aquesta HbA:c si es manté en el temps pot donar lloc a algunes de les complicacions
cliniques anteriorment esmentades (Zacharay et al., 2008). Tot i aixi, el grup de recerca de
DeFronzo (Triplitt et al., 2006) va observar que I'HbA;c tendia a augmentar després del
tractament amb sulfonilurees durant 6-12 mesos. Aquests compostos presenten toxicitat
general i d’hipoglucémia sobretot en pacients amb trastorns hepatics o renals. Els diabétics
que presenten un major grau d’hiperglucémia en dejuni obtenen un major benefici de I'is de
les sulfonilurees. El tractament amb aquests farmacs també ha estat relacionat amb el
guany de pes i, per tant, no es recomana aquest tractament en pacients obesos (Pi-Sunyer,
2008).

A diferéncia de les sulfonilurees i de compostos derivats, hi ha altres alternatives
terapéutiques que intenten potenciar la secrecié d’insulina dependent de la glucosa. En
aquest sentit, dues hormones peptidiques com GLP-1 (glucagon-like-peptide) i GIP
(intragastric inhibitory peptide), a través dels seus receptors presents a les ceél-lules j3,
potencien la secrecid d’insulina estimulada per la glucosa (Drucker, 2001). Assajos clinics
han demostrat que I'administracié de GLP-1 o analegs millora la glucémia estimulant la
secreci6 d’insulina per la glucosa i la inhibicié de la secrecié de glucagd. A més, a elevades
concentracions el GLP-1 inhibeix el buidat gastric i augmenta la sacietat, fet que promou la
pérdua de pes (Horton, 2008). D’altra banda, estudis realitzats tant en cultius cel-lulars com
en animals experimentals, suggereixen que GLP-1 és capag¢ de promoure el creixement de
nous illots i provocar hiperplasia de les cél-lules B (Drucker, 2001). L’administracié exdogena
de GLP-1 o d’agonistes d’aquest, s’ha vist que redueix la ingesta energética en humans
(Drucker, 2001). Encara que tant el GLP-1 com el GIP tenen un gran potencial com a
terapies croniques per a la diabetis, estan condicionades a una rapida degradacié amino-
terminal per I'accié de la DPP-4 (dipeptidilpeptidasa-4), fet que provoca la seva inactivacio.
Una possible solucié per aquest problema ha estat la utilitzacié d’agonistes de GLP-1
modificats (resistents a DPP-4) com la exendin-4, de la qual es van obtenir resultats
prometedors després de la seva administracié en rates T2D (DMT2 induida per
estreptozotocina) que suggerien que un dels seus organs diana era el fetge donat que es
van observar augments tant a nivell de mMRNA com de proteina del transportador de glucosa

GLUT2 i una normalitzacié dels nivells de glicogen. En rates normals es va veure un
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increment de I'expressio de GLUT4 a nivell de muscul (Arnés et al., 2008). En alguns casos
va provocar efectes adversos, com nausees i diarrea (Unger, 2008).

S’ha descrit que I'is d'inhibidors de DPP-4 (sitagliptin, vildagliptin) augmenta els
nivells de GLP-1 circulants en rosegadors i en humans. En el cas dels rosegadors, aix0 es
va poder confirmar amb la utilitzacié de ratolins knock-out per DPP-4, en els que s’observa
'augment dels nivells de GLP-1 actiu aixi com un augment de la secrecié d’insulina (Marguet
et al., 2000).

Tant els analegs de GLP-1 com els inhibidors de la DPP-4 disminueixen I'HbAc, tot i
que aquests darrers no sembla que provoquin ni el buidat gastric ni una reduccié del pes
(Unger, 2008; Penfornis et al., 2008).

1.6.3 ESTRATEGIES DIRIGIDES A LA VIA DE SENYALITZACIO DE LA INSULINA

La importancia que recau en la resisténcia a la insulina periférica i hepatica en el
desenvolupament de la diabetis és indiscutible. Com van dir Saltiel i Kahn (2001) aquest
fenomen es pot deure a multiples defectes en la via de transduccié de senyal a nivell
d’activacié del receptor d’insulina (IR) o d’activacié de la PI3K entre d’altres. Un gran nombre
de molécules diana han estat i estan essent estudiades amb I'objectiu de potenciar la
transduccié de senyal produida per la insulina.

S’ha vist I'efecte de petites molécules no peptidiques d’origen natural com la DMAQ-
B1 (demethylasterriquinone B-1) aillada d’un fong. Aquest compost indueix 'activitat tirosina
quinasa del IR incloent la fosforilacié dels seus substrats (IRS), I'activacio de la PI3K i de
I'Akt, i a més és relativament selectiu davant la possible interaccié amb receptors de IGF-I.
Després de realitzar assajos en dos models de diabetis en ratolins als que se’ls hi va
administrar oralment aquest compost, es va observar una disminucié en els nivells de
glucosa plasmatica (Salituro et al., 2001).

Una segona estratégia dirigida al IR seria la utilitzacié dinhibidors d’enzims
encarregats de la desactivacio del receptor; per aixd s’han identificat una série de tirosina
fosfatases (PTPs) com a possibles dianes terapéutiques (Goldstein et al., 1998). El vanadi,
peroxovanadi i els seus derivats no sén inhibidors especifics de les PTPs; no obstant, s’ha
observat que I'administraciéo en humans de vanadil sulfat afavoreix la sensibilitat a la insulina
i que, per tant, una o més PTPs podrien ser un dels seus punts d’accié (Cohen et al., 1995).
PTP-1B és un enzim intracel-lular especificament relacionat amb un control negatiu de la
senyalitzacid de la insulina. Els ratolins que els hi mancava aquest enzim no nomeés
continuaven essent sans, sind que mostraven una millor sensibilitat a la insulina, i
sorprenentment també es veia una menor resisténcia a la insulina induida per I'obesitat,
resultat dificil d’explicar ja que la insulina actua com una de les principals hormones

anabolitzants en el teixit adipds (Elchebly et al., 1999).
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Un altre dels reguladors negatius de la senyalitzacié de la insulina i que ha estat
identificat com una diana terapéutica independent, és la GSK-3, que inhibeix la glicogen
sintasa i la posterior acumulacié de glicogen al muscul (Weston et al., 2001). Es van obtenir
resultats que suggerien que I'is d’'inhibidors selectius que disminuien I'activitat de la GSK-3
in vivo podien augmentar 'accié de la insulina (Ring et al., 2003 ; Liu et al., 2007). Tot i aixo0,
s’ha vist també que aquest enzim té un paper important en la proliferacié cel-lular i 'apoptosi
a través de la via del Wnt, involucrada en processos de proliferacio i diferenciacio cel-lular
en teixits especialitzats i en I'establiment de regions diferencials dins la cél-lula (Weston et
al., 2001; Meijer et al., 2001).

Shoelson i col-laboradors van identificar un nou grup de dianes moleculars, la
protagonista del qual és la IkB quinasa (IKK) com a mediador de l'increment de proteines
serina tirosina fosforilades que tenen com a efecte la regulacié negativa de la senyalitzacié
de la insulina (Yuan et al., 2001). Ho van poder confirmar amb la utilitzacié de salicilat, un
compost que pot potenciar I'accié de la insulina mitjangant la seva unié amb IKK, fet que
provocava la seva inhibicioé (Kim et al., 2001). S’ha vist que el TNF-a, un potencial mediador
de la resistencia a la insulina associada a la obesitat (Moller, 2000), pot activar el complex
IKK, fet que suggereix un paper important d’aquesta quinasa en I'aparicio de la resisténcia a
la insulina mediada per TNF-a (Shulman, 2000).

La PKCO també seria una diana terapéutica a considerar, ja que s’ha vist que la seva
activitat augmenta en el muascul dins el context d’'una resisténcia a la insulina induida per
lipotoxicitat (Kim et al., 2004).

1.6.4 ESTRATEGIES DIRIGIDES A L’OBESITAT, AL METABOLISME LIPIDIC | LA
LIPOTOXICITAT

Tenint en compte el paper fonamental de l'obesitat en el desenvolupament de la
resisténcia a la insulina i d’altres caracteristiques de la sindrome metabdlica, els éxits
obtinguts en quan a l'atenuacié de la gana o millora de la despesa energética sén
beneficiosos en la prevencid i el tractament de la DMT2. Un ampli ventall d’objectius
farmacologics per a I'obesitat estan essent estudiats (Spiegelman et al., 2001). Una de les
estrategies és modular els sistemes neuroendocrins que controlen el metabolisme energétic,
aixi com la via de la melanocortina, que podria tenir efectes beneficiosos selectius sobre
metabolisme periféric (accid de la insulina al fetge) (Obici et al., 2001). L’Gs d’agonistes del
receptor de la melanocortina-4 (MRC-4) ofereix bones perspectives terapéutiques, ja que
s’ha vist que un augment de I'expressié d’un antagonista natural de MRC-4 (Agouti) o els
knock-out per la mateixa molécula, presenten un fenotip amb multiples caracteristiques de la

sindrome metabolica (Huszar et al., 1997).
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Una altra linia de recerca va dirigida a disminuir la gana a través de la inhibicié
central de I'acid gras sintasa (Loftus et al., 2001). Diferents anomalies del metabolisme
lipidic son cada vegada més conegudes com a components de la patogenesi de la SM i la
DMT2. La ingesta de greixos i 'augment d’acids grassos circulants sén suficients per induir
resisténcia periférica i hepatica a la insulina (Ruderman et al., 1999). L’acumulacié de lipids
al muscul i, especificament, acids grassos de cadena llarga que contenen acil CoA, han
estat relacionats amb I'aparicié de la resisténcia. A més, s’ha descrit que I'acumulacié de
lipids dins els illots pancreatics perjudica la secrecié de I'hormona (Unger, 1995). Una
molécula que juga un paper important en l'acumulacié de lipids al fetge en situacié
d’hiperinsulinémia és el factor de transcripci6 SREBP-1, el qual estimula l'activitat de I'acid
gras sintasa (Shimomura et al., 2000). Totes aquestes observacions, confirmen la hipotesi
de l'existéncia d’una lipotoxocitat que trobem en la SM i la DMT2 causada per 'acumulacio
de triglicérids i AG de cadena llarga en el fetge i muscul (conduint a una reduccio del
metabolisme mediat per la insulina), i al pancrees (donant lloc a defectes en la secrecio de la
insulina).

Diverses dianes terapéutiques han estat estudiades per a prevenir o revertir la
lipotoxicitat relacionada amb I'obesitat. Entre aquestes hi tenim 'AMPK (quinasa activada
per AMP) i la acetil CoA carboxilasa (ACC), enzim que catalitza la formacié de Malonil-CoA,
potent inhibidor de I'oxidacioé d’acids grassos i de l'inici de la lipogénesi. L'AMPK és activada
com a resposta a una davallada de la carrega energética cel-lular, i TACC és inactivada
després de ser fosforilada per 'AMPK. Per tant, I'activacié de TAMPK i la posterior inhibicio
d’ACC donara com a resultat una reduccio de la sintesi lipidica i un augment de I'oxidacio
d’AG. L’activaciéo d’AMPK també provoca una reduccié de SREBP-1, reprimint I'expressié de
gens lipogénics (Winder i Hardie, 1999; Zhou et al., 2001). A més, TAMPK també esta
implicada en el mecanisme de captacio de glucosa en el muscul mediat per I'exercici (Mu et
al., 2001). S’ha vist que l'activacio al-lostérica de 'AMPK amb un analeg de I'adenosina,
'AICAR  (5-aminoimidazol-4-carboxamida-1-beta-D-ribofurandsid),  produeix  efectes
metabolics beneficiosos, incloent la inhibici6 de [alliberaci6 hepatica de glucosa i
incrementant la captacié de glucosa al muscul (Winder i Hardie, 1999; Cuthbertson et al.,
2007). Altres resultats mostren que la metformina sembla actuar per la via de TAMPK (Zhou
et al., 2001). Aquest compost disminueix la gluconeogénesi hepatica i I'esteatosi, i s’ha
observat que augmenta lleugerament la captacié de glucosa al muscul (millora la sensibilitat
a la insulina). Altres estudis van mostrar que era capag¢ de reduir en un 29% el risc de patir
malalties microvasculars. També indueix una disminucié de I'HbA,c perd aquest efecte no és

continuat, i no estabilitza la funcié de les cél-lules B (Zhou et al., 2001; Bloomgarden, 2008).
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1.6.5 ESTRATEGIES DIRIGIDES ALS PPARs

Els PPARs sén els factors de transcripci6 de més importancia en el control del
metabolisme de la glucosa i dels lipids. Els seus lligands naturals son els acids grassos i
derivats lipidics, permetent 'adaptacié a I'ambient nutricional que preval en cada moment
(Ferre, 2004). PPARa esta present a fetge, cor i en menys quantitat al muscul esquelétic;
quan s’activa, promou l'oxidacié dels acids grassos, la sintesi de cossos cetonics, i el
consum de glucosa. PPARy s’expressa en teixit adipds, intesti gruixut, muscul esquelétic i
cél-lules del sistema immunitari; la seva activacio indueix la diferenciacié de preadipocits a
adipocits, estimula 'emmagatzematge de triglicérids, i juga un paper important en la
sensibilitzacié a la insulina. PPARD té un patré d’expressid més ampli en individus adults i
també s’expressa durant I'embriogénesi en estadis molt primerencs (Grimaldi, 2005).
Aquests ultims anys s’ha demostrat que el tractament amb agonistes de PPAR® normalitza
els lipids circulants i també redueix la resisténcia a la insulina i I'adipositat en rosegadors i
primats. La utilitzacié de models animals i cel-lulars revela que aquest receptor nuclear juga
un paper important en el control central del consum dels acids grassos en teixit adipds i
muscul esqueléetic.

Degut a la seva funcio el PPARy és una de les dianes més estudiades per tal de
potenciar, amb la utilitzacié d’agonistes, la sensibilitat a la insulina. En aquest cas, s’han
realitzat molts estudis amb uns compostos anomenats tiazolidinediones (TZDs), inhibidors
de PPARYy. Entre els seus efectes més destacats hi trobem la seva capacitat per inhibir la
lipolisi i disminuir els TG com el cas de la pioglitazona, alhora tenen la capacitat de disminuir
les citoquines inflamatories (augmentades en el context de la diabetis) i de potenciar I'accio
periferica de la insulina (Bloomgarden, 2008). L’administraci6 de TZDs també té
consequéncies no tant satisfactories, ja que la retencié d’AG al muscul, TAB i fetge presenta
efectes adversos, aixi com el fet de que algunes d’elles com la rosiglitazona, provoquen un
augment de les LDL i fins i tot dels TG, per la qual cosa tendeixen a facilitar el guany de pes

corporal i que no es puguin administrar a persones amb problemes cardiovasculars.

1.6.6 ALTRES ESTRATEGIES

Degut a les mancances i propietats de cada un dels farmacs amb els quals es tracten
els pacients amb DMT2, molts estudis realitzats actualment estan enfocats a la combinacio
terapéutica de diversos agents per a obtenir uns beneficis majors. Per exemple, s’ha vist que
I'efecte dels inhibidors de la DPP-4 es potencien amb I'administracié de metformina (Ahrén,
2008); alhora hi ha estudis en els que la combinacié d’'una TZD amb metformina i agonistes
de GLP-1 proporcionen millores clares en els pacients (Zacharay, 2008; Penfornis, 2008).
Contrariament, s’ha observat que la combinacié d’insulina amb TZD augmenta el risc

d’edemes i problemes cardiovasculars (Tibaldi, 2000).
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2. LA CAQUEXIA ASSOCIADA AL CANCER

La caquéxia és una sindrome multifactorial, que apareix freqientment associada a
processos neoplasics, essent els més comuns el cancer de pancrees, el d’estobmac i el de
pulmé. Aquesta sindrome esta caracteritzada principalment per una important i progressiva
pérdua de pes corporal, una reduccié de la ingesta d’aliments i una inflamacié sistémica
(Fearon et al., 2006). La pérdua de pes corporal de I'’hoste és deguda a la desaparicio dels
diposits de greix i a la disminucié de la massa muscular, i apareix sovint acompanyada de
nausees, anémia, asténia, debilitat, alteracié de I'homeodstasi hormonal i immunodepressié
(Argilés et al., 1997).

Aquesta sindrome no nomeés esta associada al cancer, sind que és una resposta
comuna de I'organisme davant d’estimuls exdgens agressius com ara la infeccié, el trauma i
la immunodeficiencia (Pomposelli et al., 1988). En aquests casos, I'eliminacié de l'agent
causant pot ser suficient per a la recuperacio del pacient.

Una pérdua de pes superior al 30% es considera irreversible, i per aixd s’han dedicat
molts esforcos en I'estudi de I'etiopatogénia de la caquéxia (Argilés et al., 2007a). A més,
aquesta sindrome fa que els pacients que la presenten manifestin una resposta pitjor a la
quimioterapia i a la cirurgia (Argilés et al., 2007a). De fet, la caquéxia és una de les
principals causes de la mort dels pacients amb cancer, manifestant del 16 al 73% d’aquests
pacients, simptomes de la caquéxia (Argilés et al., 2007a). Aixi doncs, el grau de caquéxia
esta inversament correlacionat amb el temps de supervivéncia del pacient, i sempre implica
un pronostic desfavorable.

L’etiopatogénia de la caquéxia cancerosa és complexa i dificil d’entendre, i la seva
caracteristica principal, com ja s’ha mencionat anteriorment, és el desgast que pateixen
alguns teixits, principalment el muscul esquelétic i el teixit adipdés. S’han trobat moltes
causes que contribueixen a la pérdua de pes en els pacients amb cancer, perd cap
d’'aquestes explica totalment l'etiologia d’aquesta sindrome. Malgrat la complexitat de la
caquéxia, es poden diferenciar dos components basics entre les causes que condueixen a
I'estat caqueéctic: la disminucidé de la ingesta experimentada pel pacient amb cancer i les
alteracions de caracter bioquimic i fisioldgic que pateix com a conseqliéncia de la preséncia
del tumor. La disminucié de la ingesta s’ha descrit, en alguns casos, com una consequéncia
de 'obstruccié mecanica del tracte gastrointestinal i en altres casos, com a consequéncia de
'anoréxia produida per la preséncia i creixement del tumor, provocant sempre un estat de
malnutricio (Blitzer et al., 1961). A més, la competéncia pels nutrients entre el tumor i 'hoste
provoca un estat d'inanicié accelerat que comporta greus pertorbacions metabodliques en el
pacient (Argilés et al., 1992). Aquestes alteracions sén considerades com la causa de la
deplecié de les reserves de greix i del teixit muscular, i les podem classificar com a
alteracions produides per factors tumorals (provinents del tumor directament) i alteracions

produides per factors humorals (provinents del propi hoste en resposta al tumor,
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principalment les citoquines). En tot cas, pero, aquests canvis fisiologics només expliquen
una part de la sindrome de la caquéxia (Murialdo et al., 1991). De fet, les alteracions del
metabolisme intermediari de I'hoste associades a la caquéxia s’assemblen més a la resposta
que té lloc durant una situacié d’inflamacié o de lesions traumatiques (on es produeix una

pérdua important del nitrogen corporal) que a la fisiologia d’adaptacio al dejuni.

2.1 MALNUTRICIO

La malnutricid és un quadre clinic caracteritzat per una alteracié en la composicié de
'organisme, ocasionat per un desequilibri sostingut entre la ingesta de nutrients i les
necessitats nutricionals basiques. Quan aquest balang¢ és negatiu, es denomina desnutricid
(Argilés i Novartis Consumer Health S.A., 2005). La desnutricié és comuna en pacients amb
caquéxia associada a cancer, i és provocada per I'anoréxia i la disminucio de la ingesta de
nutrients (Baracos, 2006).

La incidéncia de la malnutricié en els pacients neoplasics varia en funcié de l'estat de
la malaltia, del tipus de tumor i de la localitzacié6 d’aquest. La malnutricid és responsable,
almenys en part, del deteriorament general de I'hoste. Tanmateix, no n’és el factor principal,
ja que una correcta nutricid per via parenteral o enteral no aconsegueix revertir aquesta
situacio, sind que nomeés la millora parcialment (Bennegard et al., 1984).

El procés de caquéxia es caracteritza principalment per la pérdua de teixit adipds i de
massa muscular, de manera que semblaria que la mort esdevé com a causa del dejuni.
Tanmateix, nombrosos estudis sobre les anormalitats de I'hoste indiquen que la caquéxia no
és un simple estat de malnutricié. Durant el dejuni es poden diferenciar clarament dues
fases referents al metabolisme proteic: una fase inicial aguda, en la qual es consumeixen
proteines musculars i hepatiques, i una segona fase on hi ha restriccié del consum proteic i
s’incrementa la utilitzacié de les reserves lipidiques. Aquest no és, pero, el comportament de
I'organisme en situacié de caquéxia, ja que els individus portadors de tumor presenten una
despesa energética que tendeix a estar elevada (Moldawer i Copeland, 1988), una
mobilitzacié de proteines constant, i la seva supervivéncia és, generalment, independent de
les reserves lipidiques (Morrison, 1984). A més, els individus sans s’adapten a una ingestio
menor reduint la despesa energética per compensar el déficit alimentari, mentre que els
individus portadors de tumor son incapagos de desenvolupar unes adaptacions
metaboliques comparables (Norton et al., 1987). Aixi mateix, en la caquéxia cancerosa el
desgast que presenta el muscul esquelétic contrasta amb la relativa preservacié del fetge i
altres organs, mentre que durant el dejuni aquests també estan afectats (Fearon et al.,
1988).

En general, durant la caquéxia té lloc una disminucié de la ingestié de nutrients,
causada en part per la mateixa terapia, els efectes locals del tumor, i la incapacitat d’'una

alimentacié adequada (Norton et al., 1987). Si la malnutricié fos la principal causa de la
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caquéxia cancerosa, I'aportaciéo de nutrients exdgens a través d’'una alimentacié forgada
(enteral o parenteral) disminuiria els simptomes de la caquéxia, i milloraria la supervivéncia i
la resposta a la terapia. Malauradament, aixd no passa en la caquéxia cancerosa (Brennan,
1981). De fet, el tumor, fins i tot pot utilitzar la nutricié parenteral en benefici propi com una
font suplementaria de nutrients. Aixi, s’ha observat que les cél-lules tumorals poden actuar
com a trampes de nitrogen, i d’aquesta manera continuar creixent (Mider, 1951). De fet, un
estudi dut a terme en rates portadores de tumor que havien estat sotmeses a una dieta
pobra en proteines, demostra que aquests animals presentaven una supervivéncia superior
si es comparen amb les rates portadores de tumor alimentades amb una dieta equilibrada.
S’ha comprovat que la substitucié dels carbohidrats per lipids com a font energética provoca
menys estimulacioé del creixement tumoral i una recuperacié adequada de I'hoste, gracies a
la baixa capacitat del tumor per utilitzar greixos (Kurzer i Meguid, 1986).

S’han descrit diversos mecanismes que poden estar implicats en la malnutricio, entre

els quals destaquen les alteracions de I'aparell digestiu (malabsorcio) i I'anoréxia.

2.1.1 ALTERACIONS DE L’APARELL DIGESTIU | MALABSORCIO

Les alteracions de I'aparell digestiu es poden deure directament al tumor si aquest esta
localitzat en algun lloc del tracte gastrointestinal i interfereix mecanicament en la digestio, o
si es troba en organs importants per a la digestié com en el cas del tumor pancreatic o quan
es localitza en la via biliopancreatica. La malabsorci6 que aixd suposa contribueix
notablement a I'empitjorament de l'individu. L’alteracié pot ser també d’origen iatrogénic
després d’'un tractament quirdrgic, per radiacions o amb farmacs antineoplasics. A més, el
tracte digestiu pot ser la diana de compostos alliberats pel tumor, com ara els esteroides, les
prostaglandines i les citoquines, els quals provoquen alteracions en I'absorcié de nutrients.
De fet, després de I'administracié de citoquines (el factor de necrosi tumoral a (TNF-a) o la
interleuquina 1(IL-1)) s’observa una disminucié de I'absorcié de lipids i aminoacids (Argilés i
Lopez-Soriano 1989; Argilés et al., 1998a). En casos de forta perdua de pes com en estadis
avancgats de cancer, poden donar-se pérdues d’enzims digestius, repercutint aixi en

I'absorcié de determinats nutrients (Argilés i Novartis Consumer Health S.A., 2005).

2.1.2 ANOREXIA

L’anoréxia es defineix com la pérdua de gana amb una sensaci6 de sacietat precog, la
qual cosa fa que tingui lloc una hipofagia a causa de la disminucié del nombre d’apats o de
la quantitat de menjar ingerit (Morrison, 1984). S’associa frequentment amb la caquéxia,
perd és dificil saber si n'és la causa o l'efecte. L’'anoréxia, tot i que no és totalment la
responsable del desgast tissular que pateixen els pacients neoplastics, és un factor

important que hi contribueix. De fet, I'anoréxia sembla que és més una conseqliéncia que
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una causa de la caquéxia, ja que pot manifestar-se quan la pérdua de pes ja ha aparegut, i
s’estableix llavors un cicle de retroalimentacio positiva entre el debilitament i la manca de
gana (Padilla, 1986). De fet, es pot afirmar que la caquéxia es perpetua i s’empitjora a si
mateixa a través d'un tipus de mecanisme de retroalimentacié positiva que involucra
I'anoréxia i que freqlientment condueix a la mort (Argilés et al., 2001).

La gana i els patrons alimentaris estan regulats per una série de factors psicologics,
gastrointestinals, metabdlics i nutricionals, aixi com també per efectes neuronals i endocrins
(Plata-Salaman, 1991).

2.1.2.1 MECANISMES D’INDUCCIO DE L’ANOREXIA

Les causes de l'anoréxia es poden deure, en alguns casos, al mateix tractament
anticanceros (quimioterapia, radioterapia o immunoterapia). Aquests tractaments produeixen
nausees i vomits, o bé una reduccié de la ingestié a causa d’alteracions en la percepcio del
gust i l'olor del menjar. Com a conseqliéncia, s’acaba induint 'anoréxia. També algunes
causes psicologiques pel fet d’haver desenvolupat un tumor, com ara la depressio, influeixen
a I'hora de manifestar I'anoréxia (Balducci i Hardy, 1985). L’anoréxia també es pot deure a
un efecte directe del tumor, quan aquest esta localitzat a I'hipotalem o a l'aparell digestiu
(Van Eys, 1985). S’ha suggerit que alguns tumors poden produir bombesina, la qual actuaria
a I'hipotalem i determinaria una sensacio de sacietat precog¢ (Cuttitta et al., 1985). De fet,
s’han observat nivells plasmatics elevats de bombesina en pacients amb cancer (Erisman et
al., 1982).

En la majoria dels casos, pero, I'origen de I'anoréxia cancerosa sembla provenir de les

alteracions metaboliques que pateix el pacient a causa de la preséncia del tumor.

2.1.2.2 MEDIADORS DE L’ANOREXIA

La ingestié és una activitat complexa que resulta de la interrelacié entre diferents
sistemes: el sistema nervios central, el fetge i el tracte gastrointestinal (Meguid et al., 1996).
Dins de cada sistema, diferents factors interaccionen per modular la ingesta segons les
necessitats corporals. Aixi, la sacietat, de la mateixa manera que la gana, €s més el resultat
de la interaccié reciproca de diferents estimuls quimics (inhibidors o estimuladors) en
diferents localitzacions anatomiques, que no l'efecte d’'un unic factor localitzat. Un dels
principals punts implicats en la regulacié de 'homedstasi energética és I'hipotalem. De fet, la
destruccié del nucli periventricular hipotalamic provoca hiperfagia i obesitat, mentre que la
destruccié de I'area lateral provoca una afagia total (Morrison, 1989).

S’han proposat diversos mediadors que regulen la ingesta a diferents nivells, la

produccié o actuacioé dels quals esta alterada en la sindrome de la caquéxia, alguns dels
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quals son citoquines, neuropéptids (la serotonina, el neuropeptid Y i el factor alliberador de

corticotropina) i hormones peptidiques (la insulina i el glucago).

2.2 ALTERACIONS METABOLIQUES

A més de la preséncia de l'anoréxia, una de les principals caracteristiques de la
caquéxia cancerosa és l'estat catabolic que pateix I'hoste, particularment al muscul
esquelétic i al teixit adipds. El desgast que pateixen aquests teixits també afecta al muscul
cardiac, fet que comporta disfuncions en aquest organ, les quals poden arribar a ser les
responsables del 20 % de defuncions associades al cancer. Altres organs, com ara el fetge,
la melsa, els ronyons i les capsules adrenals, pateixen, a vegades, un increment de pes
transitori. Les alteracions metaboliques representen I'aspecte més important de la caquéxia
cancerosa, ja que fins i tot en abséncia de malnutricié poden, per se, determinar un balan¢
energétic i nitrogenat negatiu, juntament amb un greu deteriorament de I'organisme. A més,
tot i que 'anoréxia és un component gairebé universal de la caquéxia, no explica totalment el
desgast que presenten els pacients, ja que els patrons de pérdua de pes i canvi de
composicié corporal difereixen dels de la inanicio, i els seus efectes catabdlics no es poden
contrarestar mitjangant 'administracio extra de calories.

La hipotesi actual per explicar la caquéxia és que aquesta es deu principalment a les
alteracions metaboliques produides per la preséncia del tumor. Aixi, en el pacient afectat per
la caquéxia s’observen alteracions del metabolisme energétic, glucidic, lipidic i proteic, que

condueixen a la simptomatologia d’aquesta sindrome.

2.2.1 METABOLISME ENERGETIC

Alguns autors han descrit una despesa energética incrementada, tant en repds com en
activitat, en els pacients amb cancer que presentaven pérdua de pes. En un estudi en
pacients amb tumors solids, es va constatar que un increment de la despesa energética
precedeix la pérdua de pes, fet que suggereix que aquest increment pot ser més una causa
de la caquéxia que no una consequiéncia (Hyltander et al., 1993). A diferéncia de les
persones sanes, on la pérdua de pes condueix a una adaptacié metabodlica que comporta
una disminucio de la despesa energética, els pacients amb cancer presenten una despesa
energetica molt elevada. Els organismes portadors de tumor mantenen cronicament un
balan¢g energétic negatiu, ja que l'energia utilitzada excedeix I'energia ingerida. Per
compensar aquest desequilibri energétic, I'organisme esta obligat a mobilitzar les reserves
energétiques. D’aquesta manera, inicialment mobilitza el glicogen hepatic i muscular;
seguidament incrementa la lipolisi al teixit adipés blanc (TAB) (amb la conseqlent alliberacio
d’acids grassos que s’oxiden per proporcionar energia, i glicerol, el qual es transforma en

glucosa mitjancant gluconeogénesi), i finalment comencga la protedlisi muscular, la qual
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proporciona aminoacids que entren en la via gluconeogénica o bé sén oxidats directament
per produir energia.

Els mecanismes bioquimics que expliquen 'augment de la despesa energética sén
tots aquells que comporten ineficiencia energética. Aquests mecanismes bioquimics es
poden classificar en quatre tipus principalment: I'activacié de vies metaboliques de reciclatge
amb un alt consum energétic, les alteracions de la bomba Na*-K*-ATPasa de la membrana
plasmatica, I'accié de les proteines desacobladores, i finalment altres com serien la febre i

els nivells elevats de catecolamines (Argilés i Novartis Consumer Health S.A., 2005).

2.2.2 METABOLISME GLUCIDIC

Els nivells plasmatics de glucosa, tant en pacients neoplastics com en animals
experimentals portadors de tumor, poden presentar una amplia variabilitat en relacié amb el
tipus de tumor i el seu grau de desenvolupament. Tot i aquesta amplia variabilitat en relacié
al metabolisme glucidic, es pot generalitzar pel que fa a situacions de caquéxia associada a
cancer, en les que hi ha dues caracteristiques principals a destacar: per una banda
'augment del reciclatge hepatic de la glucosa i per laltra el desenvolupament de la
intolerancia a la glucosa (Argilés i Novartis Consumer Health S.A., 2005).

Els tumors de creixement rapid es caracteritzen per l'alta capacitat glucolitica, que
porta a un augment de la gluconeogénesi hepatica de I'hoste i de l'activitat dels enzims
gluconeogénics (Taula 4) (Shaw i Wolfe, 1986). De fet, el consum de les reserves
energétiques de I'hoste es deu a un recanvi alterat de la glucosa, que desemboca en cicles
metabolics futils com el cicle de Cori (Taula 4). A més, lalliberacié periféerica de lactat
(glucolisi del tumor), aminoacids (protedlisi muscular) i glicerol (lipolisi) augmenta la
disponibilitat dels precursors gluconeogénics, els quals poden tenir també un paper en la
regulaci6 d’aquesta via.

FreqUentment, el pacient neoplastic presenta una intolerancia a la glucosa (Taula 4)
(Norton et al., 1985), que s’observa previament a I'aparicié de la caquéxia, i la magnitud
d’aquesta intolerancia es correlaciona amb el desenvolupament tumoral. Aquesta incapacitat
d'utilitzar la glucosa exdgena pot relacionar-se amb la resisténcia a la insulina dels teixits
(Taula 4) (Jasani et al., 1978).

A més les cél-lules tumorals sén importants consumidores de glucosa que, juntament
amb la glutamina i I'alanina, constitueixen les seves principals fonts d’energia. Les baixes
concentracions intracel-lulars de glucosa a les cél-lules tumorals generen un important
gradient de concentracié entre la sang i la massa tumoral, que afavoreix el tumor en la
competéncia que s’estableix entre aquest i els teixits de I'hoste. Sembla que aquest alt
transport de glucosa no és dependent dinsulina, ja que sovint s’observen estats
d’hipoglucémia en aquests pacients, paral-lelament a nivells d’insulina normals o fins i tot

baixos (Jasani et al., 1978).
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2.2.3 METABOLISME LIPIDIC

El metabolisme lipidic també esta alterat: s’observa una clara hiperlipémia i una
reduccio de les reserves de greix, principalment del teixit adipés (Taula 4) (Kralovic et al.,
1977). L’atrofia del teixit adipds, juntament amb la mobilitzacié de lipids que té lloc a I'hoste
durant el procés invasiu, contribueix notablement a la pérdua de pes corporal dels individus
caquéctics. Tanmateix, i a diferéncia del que passa en el dejuni, la supervivéncia dels
individus portadors de tumor esta generalment poc correlacionada amb les reserves
lipidiques (Morrison, 1989). La mobilitzacié de les reserves lipidiques sembla que esta
relacionada amb la massa tumoral, i té lloc en les primeres etapes de la malaltia, quan la
mida del tumor encara és petita. De fet, la caquéxia associada a cancer provoca quatre
alteracions principals en el metabolisme lipidic (Taula 4). En primer lloc, es ddéna una
activacio lipolitica i una inactivacié de la captacié de lipids circulants a nivell del TAB
(disminucié de l'activitat de la LPL). En segon lloc, s’observa una lipogénesi alterada, que
afecta tant al TAB (on es veu disminuida), com al fetge (on es veu augmentada). En tercer
lloc, i causada per les alteracions anteriors, una hiperlipémia, deguda a una
hipertrigliceridémia (degut a la inhibicié de la LPL), a una hiperacidémia (degut a 'augment
d’acids grassos circulants) i a una hipercolesterolémia (degut a I'excés de sintesi de
colesterol a la massa muscular) (Argilés i Novartis Consumer Health S.A., 2005). En quart i
ultim lloc, trobem un augment de la termogénesi en teixit adipés marré (TAM) i també en
muscul (Oudart et al., 1995).

2.2.4 METABOLISME PROTEIC

Una de les caracteristiques principals de la caquéxia associada a cancer és I'asténia.
Aquest simptoma esta directament relacionat amb la pérdua de massa muscular observada
en els estats caquéctics. Durant el dejuni, les proteines musculars son degradades per
obtenir aminoacids que posteriorment son utilizats per la gluconeogénesi; tot i aixi, quan
aquest periode s’allarga, la degradacid proteica disminueix per conservar el contingut de
nitrogen i mantenir la massa magra corporal. Aquesta capacitat, que és essencial per
conservar el nitrogen quan la ingesta és reduida, sembla que és absent durant I'estat de
caquéxia associada al cancer, conduint I'hoste a una deplecié del contingut de proteina

greu.

El muscul esquelétic, que representa gairebé la meitat del contingut proteic de tot el
cos, es troba, com ja s’ha indicat préviament, greument afectat per aquesta sindrome. A
part, si és té en compte que la caquéxia tendeix a desenvolupar-se en estadis avangats de
creixement neoplasic, la prevencio de la pérdua de muscul en pacients amb cancer és de
gran interés clinic (Argilés et al., 2007a). Es coneix que durant la caquéxia associada a

malalties neoplasiques, els musculs que es troben més afectats son els de fibra blanca,
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també anomenats de contraccié rapida o glucolitics, i en canvi els de fibra vermella de
contraccié lenta o oxidatius, no es troben tan afectats. Hi ha casos en que la pérdua de
massa muscular associada a altres malalties varien pel que fa a la taxa i al tipus de muscul

afectat.

Els musculs, en situacié normal, poden mantenir la seva massa i funcié gracies al
balang entre sintesi i degradacioé proteica associades a taxes equivalents de processos
anabolics i catabdlics respectivament. Els musculs creixen (hipertrofia) quan la sintesi
proteica excedeix a la degradacié. D’altra banda, els musculs minven (atrofia) quan
predomina la degradacié. No esta totalment clar a qué és deguda la pérdua de massa
proteica associada a caquéxia cancerosa, si €s deguda a canvis en la taxa de sintesi o bé
de degradacio, o bé deguda a canvis en totes dues taxes. S’ha suggerit que la massa
muscular disminueix durant la caquéxia cancerosa degut a una baixa taxa de sintesi
(Dworzak et al., 1998). Al contrari d’aquests resultats, d’altres autors asseguren, mitjancant
un marcador de degradacié de proteina miofibril.lar, que aquesta esta molt augmentada
(Mitch i Goldberg, 1996). Resultats del nostre grup demostren que la sintesi proteica, en els
nostres models tumorals experimentals, esta poc alterada en muscul esquelétic, perd que hi
ha un augment molt gran de degradacio, totes dues mesurades en estudis in vivo i in vitro
(Carbo et al., 1994; Costelli et al., 1993; Llovera et al., 1995).

A més d’'una pérdua massiva de proteina del muscul, la caquéxia associada al cancer
provoca una disminucié del contingut de DNA en aquest teixit, conduint a I'apoptosi (Van
Royen et al., 2000). Sembla doncs, que la degradaciéo de proteina i I'apoptosi sén dos
fendmens metabolics molt importants al muscul esquelétic d’'un individu portador d’un tumor
caquectic i que, per tant, estudis terapéutics centrats en aquestes dianes serien de gran
utilitat.

A diferéncia del que passa al muscul esquelétic, molts autors descriuen una sintesi
proteica hepatica augmentada en els animals portadors de tumor (Taula 4) (Tessitore et al.,
1987), de manera similar al que passa en situacions de sépsia o trauma (Fischer i
Hasselgren, 1991). A més, en pacients amb cancer s’ha observat un augment de la
produccié de proteines de fase aguda, com l'a-glucoproteina acida, I'a-antitripsina, les
proteines C-reactives i les haptoglobulines (Levin i Gevers, 1981), que s’han utilitzat com a
marcadors de la progressié tumoral en una gran varietat de tumors humans. La captacié
excessiva de certs aminoacids per les ceél-lules tumorals pot causar una disminucié de la
disponibilitat d’aquests compostos per part dels teixits de I'hoste, en particular del muscul
esquelétic (Taula 4), fet que contribuiria al balang nitrogenat negatiu observat en pacients
neoplastics (Argilés et al., 1992). Aquest balang nitrogenat negatiu comporta una alliberacié
massiva d’aminoacids, especialment en forma d’alanina i glutamina (Argilés i Azcon-Bieto,

1988), que en part sén captats pel fetge per ser utilitzats per la via gluconeogénica
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(Waterhouse et al., 1979) i per la sintesi de proteines de fase aguda (Tisdale et al., 2002),

de manera que s’estableix un flux important d’aminoacids del muscul cap al fetge (Fischer i

Hasselgren, 1991).

METABOLISME GLUCIDIC

METABOLISME LIPIDIC

METABOLISME PROTEIC

CANVIS HORMONALS

Gluconeogeénesi hepatica incrementada

Activitat del cicle de Cori incrementada

Intolerancia a la glucosa

Disminucio de la captacié de glucosa al muscul esquelétic

4 Hiperlipémia

Disminucio de les reserves lipidiques

Lipolisi incrementada

Disminucio de I'activitat de I'LPL (lipoproteina lipasa) en TAB

Augment de la termogénesi en teixit adipds marrd (TAM)

( Degradacio proteica al muscul esquelétic incrementada

Taxa de recanvi proteic incrementada

Sintesi proteica hepatica incrementada

Disminucio de la captacié d’aminoacids al muscul esquelétic
Recanvi elevat dels AACR (aminoacids de cadena ramificada)

\_ Canvis en el patr6 d’aminoacids circulants

Resisténcia a la insulina
Secrecio d’'insulina normal o disminuida
Augment de les hormones contrareguladores (cortisol,

catecolamines)

Taula 4. Principals alteracions metaboliques observades en la sindrome de la caquéxia (Argilés et

al., 2007a).

2.3 MEDIADORS DE LA CAQUEXIA CANCEROSA

Malgrat que la malnutricié i la competéncia metabolica que s’estableix entre el tumor i

’'hoste estan implicats en el desenvolupament de la caquéxia, s’ha de tenir en compte la

participacié de determinats factors circulants alliberats pel tumor o generats per la reaccié de

'hoste. Alguns dels efectes sistémics que tenen lloc en els individus amb cancer s’han

atribuit a factors lipolitics i proteolitics produits pel tumor (Beck i Tisdale, 1987). A més,

I'estat hormonal de I'hoste pot tenir un paper important, ja que s’han descrit nivells elevats

d’hormones catabdliques, nivells baixos d’insulina i resisténcia a la insulina en teixits

periférics (Taula 4). En resum, aquests mediadors es poden classificar en dos tipus: per una
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banda els factors tumorals produits per la neoplasia i per l'altra factors humorals produits per

cél.lules sanes del pacient en resposta al procés tumoral.

2.3.1 FACTORS TUMORALS

2.3.1.1 FACTORS MOBILITZADORS DE LiPIDS

S’ha suggerit que part dels efectes observats en animals experimentals portadors de
tumor podrien ser el resultat de 'accié directa dels compostos secretats pel mateix tumor.
Una part d’aquests compostos van rebre inicialment el nom de factors mobilitzadors de
lipids, i la seva concentracié al sérum de pacients amb cancer estaria relacionada amb la
magnitud de la pérdua de pes. Nakahara i Fukuoka (1948), a partir de teixits tumorals,
aillaren un factor anomenat toxohormona, que és una proteina de 75 kD responsable de la
pérdua de lipids i de la immunosupressié. Més tard, a partir de ratolins portadors de
sarcomes i de pacients amb hepatomes, es va aillar 'anomenada toxohormona-L, la qual,
administrada a animals experimentals, induia una clara mobilitzacié lipidica (Masuno et al.,
1984).

D’altra banda, el grup de Tisdale desenvolupa un model tumoral d’adenocarcinoma
muri de colon induit amb metilcolantré (MAC16), capa¢ de provocar caquéxia amb una
massa tumoral molt petita i en abséncia d'hipofagia (Tisdale, 1990). En aquest model s’ha
trobat un factor mobilitzador de lipids responsable de la dissolucié del teixit adipds i també
implicat en la degradacié proteica muscular, denominat factor mobilitzador de lipids o LMF
(Beck i Tisdale, 1987). Quan el factor lipolitic procedent dels animals amb MAC16 s’injecta a
animals sans, es produeix una reduccié de la massa corporal acompanyada d’'una pérdua de
teixit adipds, sense variacions en la ingesta (Beck et al., 1990). Aquest LMF ha resultat ser
un homoleg d’'una proteina sintetitzada per les cél-lules sanes del pacient coneguda com a
Zn-glicoproteina o ZAG, que també és capag d’induir la lipdlisi en adipocits murins (Hirai et
al., 1998). Aquests efectes semblen ser mediats via els receptors 3-adrenérgics (Russell et
al., 2004). Alhora s’ha observat que augmenta I'expressié d’'UCP1 (uncoupling protein-1 o
proteina desacobladora-1) en el TAM (teixit adipés marrd), i dUCP2 i UCP3 en miotubs,
igual com també ho fa la seva homodloga LMF (Russell et al., 2004). Semblaria que
'augment de I'expressié d’aquesta proteina, tant en TAB (teixit adipds blanc) com en TAM,
podria contribuir a la dissolucid de la massa adiposa que té lloc durant la caquéxia
associada a cancer. A més, s’ha descrit que els glucocorticoides estimulen I'expressié de
ZAG, suggerint que els nivells elevats de cortisol presents en caquéxia podrien conduir a un

augment de la lipolisi a través d’aquesta glicoproteina (Russell i Tisdale, 2005).
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2.3.1.2 FACTOR INDUCTOR DE PROTEOLISI (PIF)

El grup de recerca del Doctor Tisdale van identificar un compost amb un pes molecular
relatiu de 24 kD i amb caracteristiques de proteoglica que va ser anomenat factor inductor
de protedlisi o PIF (Lorite et al., 1998). Aquest pot induir caquéxia in vivo activant el
catabolisme proteic muscular sense provocar anoréxia. També s’ha detectat a I'orina de
pacients amb caquéxia cancerosa, perd0 no en individus sans o amb cancer amb poca
pérdua de pes corporal (Todorov et al., 1996). De fet, els factors inductors de protedlisi (PIF)
aillats pel grup de Tisdale van ser dos: un es va obtenir a partir del tumor muri inductor de
caquéxia MAC16 (Lorite et al., 1998) i l'altre, idéntic inmunoldgicament, a partir del
melanoma huma G361, tumor també inductor de caquéxia quan s’inocula a ratolins nude
(Todorov et al., 1999). Ambdds factors induien pérdua de pes corporal quan s’injectaven a
ratolins sans, sense produir canvis ni en la ingesta d’aliments ni en la beguda. La pérdua de
pes era deguda a la disminucié de la massa no grassa de la carcassa (Lorite et al., 1998,
Todorov et al., 1999). A més, s’han detectat nivells elevats de PIF en pacients amb tumor
afectats de caquéxia (Wigmore et al., 2000). S’ha descrit que la seva accidé pot ser inhibida
per part de I'acid eicosapentaenoic (EPA), fet que indica que la seva accié podria ser via els
metabolits de I'acid araquidonic (Barber et al., 1999). També s’ha vist que el PIF estimula la
sintesi de proteines de fase aguda a través de la via del factor de transcripci6 NF-kB
(Whitehouse i Tisdale 2003).

2.3.2 FACTORS HUMORALS

2.3.2.1 INSULINA

Entre les principals alteracions que apareixen en la caquéxia associada a cancer
trobem la intolerancia a la glucosa, deguda a la resisténcia a la insulina i a un bloqueig de la
resposta secretora d’insulina davant d’'una hiperglucémia (Argilés et al., 1997). Se sap que la
insulina actua sobre la proteina muscular per mitja de la disminucié de la protedlisi i
'augment de la sintesi proteica (Fulks et al., 1975). El paper important de la insulina es va
observar en estudis fets amb animals dejunats i diabétics, en els quals els nivells baixos
d’insulina contribuien a la protedlisi muscular (Li i Goldberg, 1976). També s’ha descrit que
en alguns tipus de tumor, malgrat haver-hi hiperinsulinémia, I’hoste perd massa muscular, a
causa segurament del desenvolupament de la resisténcia a la insulina (Lawson et al., 1982),
malgrat que no es coneix el mecanisme involucrat. D’altra banda, s’ha observat més
aclariment d’insulina en pacients neoplastics i anoréctics (Byerley et al., 1991), fet que pot
inhibir la supressié de la produccié hepatica de glucosa, i evitar aixi I'aparici6 de la

hipoglucémia. Aquestes alteracions del metabolisme poden reflectir una capacitat adaptativa
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de lindividu per evitar la hipoglucémia per restriccid caldrica, i és reversible amb

'administracio d’aliment (Zuniga-Guajardo et al., 1986).

2.3.2.2 HORMONES TIROIDALS

Des de fa molt temps, hi ha descrites alteracions dels nivells d’hormones tiroidals
associades a malalties neoplasiques. Aixi, s’han detectat nivells baixos de T; associats a
nivells normals, elevats o reduits de T,. Els nivells baixos de T; es poden deure a la inhibicié
de I'enzim responsable de la conversio periférica de T4 (Chopra et al., 1978). Els nivells
baixos de T, s’associen a malalties greus i es correlacionen positivament amb la taxa de
mortalitat. En animals portadors del carcinoma de Walker 256, s’han observat nivells baixos
d’ambdues hormones. Tant en aquest cas com en la patologia humana, els nivells de TSH
(hormona estimuladora de la tiroides) s6n normals, cosa que suggereix que la glandula

tiroide no esta en situacié d’hipofuncionalitat (Kumara-Siri et al., 1981).

2.3.2.3 GLUCOCORTICOIDES

En diferents malalties, com ara la infeccid, 'anoréxia i el cancer, s’han descrit nivells
elevats de cortisol. Aquest augment de la sintesi de glucocorticoides per la glandula adrenal
facilitaria la mobilitzacié de les proteines musculars i la captacié hepatica d’aminoacids. En
casos de cancer de mama, s’ha observat una correlacid directa entre I'estadi clinic de la
malaltia i la produccioé de cortisol (Saez, 1971). D’altra banda, en animals portadors de tumor
s’ha descrit una marcada hipertrofia de la glandula suprarenal, que no s’evita amb una

nutricié forgcada (Begg, 1958).

2.3.2.4 CATECOLAMINES

L’adrenalina i la noradrenalina sén mediadors que actuen sobre el sistema nervios
simpatic i sén sintetitzats en la porcié medul-lar de la glandula suprarenal. Normalment, en
els animals portadors de tumor, els nivells de catecolamines estan augmentats i, per tant,
proporcionen a I'organisme una gran quantitat de substrats susceptibles de ser oxidats, com
ara glicerol, acids grassos i cossos cetonics, i alhora deprimeixen I'oxidacioé de la glucosa.
Aquesta disponibilitat de substrats transformables en energia permet a I'organisme superar

situacions d’estrés de diversos origens.

2.3.2.5 CITOQUINES

S’ha suggerit que, d’entre els mecanismes que desencadenen la caquéxia cancerosa,
les citoquines tenen un paper primordial en un ampli ventall d’accions fisiologiques. La

produccié d’aquests mediadors de la resposta immunitaria esta regulada d’'una manera
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extraordinariament complexa, i els desequilibris en la produccié poden conduir a un ampli
ventall d’alteracions metaboliques.

Se sap que en situacions d’infeccio, trauma o creixement tumoral, I'hoste experimenta
una seérie d’alteracions bioquimiques i fisiologiques. Inicialment es va pensar que aquests
canvis eren atribuibles a factors produits per I'agent invasor, pero actualment se sap amb
certesa que son sintetitzats pel mateix hoste com a mecanisme de defensa enfront I'estimul
invasor.

En situacions de malaltia s’ha observat un augment de la sintesi de citoquines
(Moldawer i Copeland, 1988) que, com s’ha demostrat en un gran nombre d’estudis,
indueixen una série de canvis metabdlics importants produint una gran varietat de respostes
bioldgiques aixi com immunitat, inflamacié, hematopoiesi, curacié de ferides, i participacié en
la resposta sistémica contra agents invasius i altres malalties. De fet, les citoquines estan
considerades com a una arma de doble tall, ja que poden tenir efectes perjudicials i
beneficiosos a la vegada. Aixi doncs, en el cas de la sindrome que ens ocupa, contribueixen
a I'estimul de la resposta immunitaria davant el tumor, provocant citotoxicitat a nivell tumoral
facilitant la destruccié de les cél-lules neoplasiques i, com ja s’ha mencionat, moltes d’elles
estan relacionades amb les alteracions metabdliques del procés caquéctic (Argilés i Novartis
Consumer Health S.A., 2005).

El terme citoquina s’ha associat a vegades amb el concepte proteina similar a
hormona (hormone-like protein), ja que els dos tipus de molécules (citoquines i hormones)
actuen com a missatgers intercel-lulars. La diferéncia radica en el fet de que les hormones
son produides generalment per organs especialitzats (glandules endocrines) i provoquen els
seus efectes sobre cel-lules distants del punt on s’han sintetitzat, mentre que les citoquines
son produides per cél-lules aillades de diferents drgans del cos (principalment pel sistema
immunitari) i les seves accions es produeixen en el microambient que envolta la cél-lula
productora, i fan que el seu paper bioldgic consisteixi en establir una xarxa de
comunicacions entre les cél-lules de cada teixit o 6rgan (Billiau i Vandekerckhove, 1991).

Les citoquines regulen les interaccions entre cél-lula i cél-lula en situacions normals i
patofisiologiques, i poden exercir la seva accié de manera autocrina, paracrina o endocrina
mitjangant la interaccié amb receptors especifics que hi ha a la membrana de les cél-lules
diana, induint processos com proliferacio, activacié, diferenciacié o mort. Inicialment es van
considerar les citoquines com a reguladores de la resposta immune, perd posteriorment s’ha
constatat que tenen una funcié molt més amplia en la comunicacié cel-lular. Actualment se
sap que les citoquines formen una xarxa interactiva, de manera que les seves accions
poden encavalcar-se, ser antagoniques o sinérgiques, i induir la produccié d’altres citoquines
i dels seus receptors. A causa d’aquesta complexitat, han d’haver-hi mecanismes que en
controlin la seva biosintesi, alliberacio i accid. Pel que fa a la biosintesi i I'alliberacié de les

citoquines, aquestes estan estretament regulades per altres citoquines i factors en diferents
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aspectes: degradacio, modulacié dels receptors cel-lulars, o en la transduccié del senyal. La
producci6 i l'alliberacié de les citoquines esta influenciada per cicles de retroalimentacié
positiva i/o negativa de la mateixa citoquina o d’altres citoquines.

S’han descobert dos mecanismes que poden controlar I'accié de les citoquines. El
primer implica els antagonistes dels receptors (inhibidors de citoquines de tipus |), els quals
s6n molécules amb una homologia elevada amb les citoquines i que s’uneixen al receptor
corresponent bloquejant la transduccido del senyal; d’'aquesta manera s’estableix una
competéncia. El segon mecanisme consisteix en la unié que s’estableix entre les molécules
solubles del receptor (inhibidors de citoquines de tipus Il) i les citoquines. Aquestes
molécules segresten les citoquines i n'impedeixen la unié amb el receptor de la membrana
cel-lular (Gehr et al., 1992).

2.3.2.5.1 PRINCIPALS TIPUS DE CITOQUINES

Com ja s’ha indicat, durant la resposta immunoldgica de I'hoste davant d’una situacio
anomala s’alliberen nombrosos mediadors, i un d’aquests sén les citoquines. Les citoquines
constitueixen una superfamilia de compostos polipeptidics solubles que tenen
caracteristiques bioquimiques similars entre si, cosa que en dificulta la seva purificacié. Tot i
que l'existéncia de diverses citoquines es va descriure fa molts anys, el seu aillament en
forma pura a partir de teixits ha estat molt dificil. La dificultat radica en el fet que les
citoquines es produeixen en quantitats infimes i s6n molt labils. Fins als anys vuitanta no es
va disposar de les eines adients per afrontar aquestes dificultats. Aixi, es van poder purificar
i se’n van poder sequenciar els gens gracies a les técniques d'immunocitoquimica i DNA
recombinant (Trotta, 1991). Encara que sén produides per diferents tipus cel-lulars a la
vegada, a l'inici es van classificar, segons les cel-lules majoritariament productores, en
monoquines (citoquines produides per mondcits i macrofags) i limfoquines (citoquines
produides per limfocits). Actualment les podem agrupar en diferents families, segons es
mostra en la Taula 5. També es poden diferenciar dos grups de citoquines si en tenim en

compte el seu paper en la caquéxia: les procaquéctiques i les anticaquéctiques.
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Interleuquines (IL)
Se’n coneixen de la IL1 a la IL35
Factors de creixement hematopoétic
Eritropoetina
CSF (factors estimuladors de colonies):
MultiCSF (IL3)
GMCSF (granulocyte/macrophageCSF)
G-CSF (granulocytre-CSF)
M-CSF (macrophage-CSF)
Interferons (INF)
IFNa, IFNB i IFNy
Factors necrotics tumorals (TNF)
TNF-a o caquectina
TNF-B o limfotoxina
Factors de creixement
EGF (epidermal growth factor)
TGFa, TGFB (transforming growth factors)
FGF (fibroblast growth factor)
PDGF (platelet-derived growth factor)
NGF (nerve growth factor)
IGF (insulin-like growth factor)
Quimioquines
RANTES

MCP1 (monocyte chemotactic protein1)

Taula 5. Classificacié de les citoquines per families.

Les citoquines implicades en I'activacié de la resposta inflamatoria desencadenada pel
sistema immunitari en resposta a estimuls invasius reben el nom de proinflamatodries. Les
principals citoquines d’aquest grup sén el TNF-a, el TNF-B o limfotoxina, la IL1, la IL6,
'IFNa, I'IFNB i I'lFNy. Les citoquines que s’han relacionat amb la resposta caquéctica
(anomenades citoquines procaquéctiques) pertanyen a aquest grup de citoquines
proinflamatories, d’entre les quals destaquen el TNF-a, la IL1, la IL6 i 'IFNy. Aquestes
citoquines, secretades majoritariament pel sistema immunitari, actuen sobre diversos teixits
diana (medul-la dssia, miocits, hepatocits, cél-lules endotelials, adipocits, etc.) en els quals
activen una série de respostes bioldgiques que condueixen al desgast tissular associat a la
caquéxia (Argilés i Lopez-Soriano, 1999). De fet, també s’ha vist que els propis teixits diana,
com és el cas del muscul esquelétic, poden produir intrinsicament aquestes citoquines.
Aquestes proteines comparteixen molts efectes metabdlics i la seva activitat esta intimament

interrelacionada; fins i tot es produeixen efectes sinérgics.
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Hi ha un altre grup de citoquines, les antiinflamatories o anticaquéctiques, les quals
actuen en sentit contrari, modulant I'accié de les citoquines proinflamatoéries. En aquest grup
s’inclouen la IL10, la IL4, la IL13, 'antagonista del receptor IL1 (IL1ra), i altres molécules
com ara el receptor soluble de la IL6 (SIL6R) i els receptors solubles del TNF-a (STNFR)
(Argilés i Lépez-Soriano, 1998c). La IL15 és una citoquina que no té un paper antiinflamatori
tant potent com les anteriors, perd és una candidata important al grup de citoquines
anticaquéctiques gracies a les seves accions anaboliques sobre el muscul esquelétic (Quinn
et al., 1995, Figueras et al., 2004).

Cal destacar també entre les citoquines proinflamatories el TNF-a, ja que és una de
les que més impacte ocasiona en la simptomatologia de la caquexia. El TNF-a. és una
citoquina classificada com a procaquéctica, ja que és inductora de nombroses alteracions
metaboliques que condueixen al procés caquéctic (Argilés i Novartis Consumer Health S.A.,
2005) i que presenta una marcada pleiotropia, induint nombrosos efectes en molts tipus
cel-lulars. A més, el TNF-a és un important estimulador de secrecié d’altres citoquines, com
ara la IL6 i quimioquines (Pedersen et al., 2003). El TNF-a é€s una citoquina citotoxica per a
molts tipus cel-lulars tumorals i, a més, indueix necrosi de la vascularitzacié tumoral, a través
de la qual impedeix el subministrament sanguini de nutrients al tumor.

S’ha proposat el TNF-a juntament amb altres citoquines proinflamatories com la IL1,
com a factors claus per a l'anoréxia associada a caquéxia, possiblement a través de
I'augment dels nivells de CRH (hormona alliberadora de corticotropina), un neurotransmissor
del sistema nervidés central que suprimeix la ingesta (Stovroff et al., 1988, Opara et al.,
1995). A més, I'administraci6 de TNF-o a rata, ratoli i cobai, provoca una disminucié de
I'activitat LPL del teixit adipés. Aquesta disminucio de I'activitat LPL condueix a la incapacitat
de captar lipids exdgens per part del teixit adipds i 'augment dels triacilglicerols circulants,
una de les caracteristiques importants de la caquéxia associada al cancer (Grunfeld et al.,
1990). Utilitzant un anticos policlonal anti-TNF-a de rata, el nostre grup va poder observar,
que aquesta citoquina esta involucrada en les anormalitats presents en el metabolisme
lipidic trobades en rates portadores de tumor (Lopez-Soriano et al., 1997). Alhora, el nostre
grup de recerca va descriure que, almenys durant el creixement tumoral, la degradacio
proteica esta associada amb un increment de lactivitat i de I'expressié del sistema
dependent d’ATP i ubiquitina i, després de realitzar un tractament cronic amb un anticos
anti-TNF-a i observar que disminuia I'expressié del gen de la ubiquitina, es va pensar que
aquesta activacié era mediada pel TNF-a (Garcia-martinezet al., 1994a, Llovera et al.,
1996a; Llovera et al., 1997). Es va observar un augment en I'expressio dels receptors de
TNF-a (TNFR1 i TNFR2) tant en muscul esquelétic com en teixit adipds durant la caquéxia

(Figueras et al., 2005). Es va suggerir que I'efecte del TNF-a sobre el muscul podia ser
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directe ja que, mitjangant la incubacié de musculs EDL amb TNF-a, es va veure un
increment de la protedlisis dependent d’ATP i ubiquitina (Llovera et al., 1997). Sembla ser
que, després de la interaccié amb el seu receptor, aquesta citoquina actua via el factor de
transcripcid6 NF-kB (Chen et al., 2001). Durant la caquéxia associada a cancer, l'activitat
d’'unié d’aquest factor de transcripcié també es troba disminuida, fet que es troba associat a
una disminucié de I'expressié de MyoD, el principal factor de transcripcié de diferenciacié
muscular (Costelli et al., 2005). Utilitzant un model experimental de caquéxia associada al
creixement tumoral, el nostre grup també va poder observar que el TNF-a estava, en part,

involucrat en la fragmentacio del DNA (Carbé et al., 2002).

2.4 MUSCUL ESQUELETIC

Els teixits musculars son els responsables del moviment de materials a través del
cos, el moviment d’'una part del cos respecte una altra i la locomocié. Existeixen tres tipus de
teixits musculars en el cos: llis (o0 visceral), cardiac i esquelétic. Els tres tipus de fibres estan
adaptades per contraure’s en resposta a estimuls del sistema nervids. El teixit muscular
esquelétic s’'uneix a I'esquelet i és el responsable dels moviments voluntaris del cos. Les
funcions del muscul esquelétic son les del moviment, produccié de calor, donar postura i

suport al cos. El muscul esquelétic constitueix aproximadament el 40% del pes corporal.

2.4.1 RECANVI PROTEIC

En la rata adulta la vida mitjana de les proteines dels musculs de contraccid lenta i
rapida és de 12.2 i de 18.3 dies respectivament (Lewis et al., 1984). Durant la vida postnatal,
el rapid creixement del muscul va acompanyat d’'un increment de la taxa total de sintesi
proteica; quan s’expressen com a taxes fraccionades de sintesi o degradacié (el percentatge
de massa proteica sintetitzada o degradada per dia), aquestes son independents del tamany
muscular. Amb I'edat, ambdues taxes disminueixen progressivament (Lewis et al., 1984).
Les grans diferéncies entre les dues taxes (a favor de la sintesi) en el periode perinatal
disminueixen gradualment fins arribar a les condicions de no creixement assolides pels
musculs de I'adult. Aquests canvis del desenvolupament del recanvi proteic tenen a veure
tant amb les proteines miofibril.lars com amb les sarcoplasmatiques, i sembla que també
estan parcialment relacionats amb I'estat canviant de la diferenciacié dels musculs. Una
vegada el desenvolupament s’ha completat, les taxes absolutes de sintesi i degradacio
proteica estan correlacionades amb el nivell d’activitat expressat pel muscul. Degut a aixo,
els musculs que estan continuament actius (com el cor i el soleus) presenten de manera
similar taxes elevades de recanvi proteic, molt superiors a les dels musculs de contraccié
rapida que soén activats amb menys freqliéncia, com I'EDL (extensor digitorum longus)
(Goldspink et al., 1991).
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En individus adults sans, el recanvi proteic és continu i necessari per al manteniment
de la proteina corporal. Aquests individus tenen un balan¢ nitrogenat en equilibri, on la
sintesi proteica és igual a la degradacié. Tanmateix, en els individus portadors de tumor
aquest equilibri esta alterat i hi ha un flux de nitrogen des dels teixits normals als neoplastics,
que dona lloc a un clar balang nitrogenat negatiu (Kurzer i Meguid, 1986), a causa d'una
activacié de la degradacio enfront d’'una sintesi inalterada o reduida (recanvi proteic
incrementat) (Smith i Tisdale, 1993).

Durant la caquéxia, la sintesi proteica pot ser disminuida degut al desequilibri
d’aminoacids causat per I'augment de la utilitzacié d’aminoacids especifics, com ara els
aminoacids de cadena ramificada com la leucina, que no sén Unicament substrats de sintesi
proteica siné que actuen també com a activadors de la via de transduccié de la senyal que
modula I'inici de la traduccio (Yoshizawa et al., 1994). De totes maneres, el recanvi proteic
pot ser regulat per nombrosos factors, com sén la insulina, de la qual estudis en
preparacions de muscul esquelétic i cardiac han demostrat que estimula la sintesi proteica i
inhibeix la degradacio; el glucago, capag d’inhibir la sintesi proteica tant in vivo com in vitro;
les hormones tiroidees, les quals afecten a la taxa de sintesi i degradacio proteica muscular,
exercint efectes oposats segons la dosi utilitzada; i els glucocorticoides, que poden influir

notablement en la mida del muscul.

2.4.2 SISTEMES PROTEOLITICS

La protedlisi intracel-lular té una funcié molt important, ja que molts aspectes de la
fisiologia i el desenvolupament cel-lular estan controlats per la degradacié de proteines
especifiques. De fet, la degradacié de proteines reguladores (factors de transcripcid, enzims
o factors inhibidors) és essencial per al control del creixement cel-lular i per al metabolisme.
La degradacié rapida de proteines especifiques permet I'adaptacioé a les noves condicions
fisioldgiques i als canvis en la composicié de la cél-lula (Lecker et al., 1999a). En el cas del
muscul esquelétic, les proteines estan sotmeses a un recanvi continu, resultat del balang
entre les taxes de protedlisi i sintesi proteica. La regulacié de la proteolisi muscular té un
paper molt important en '’homeostasi energética, el control de la massa muscular i el
creixement corporal, tant en situacions fisiologiques com en les patologiques. La degradacio
proteica proporciona un mecanisme de control de qualitat que elimina selectivament les
proteines mal plegades o malmeses que sorgeixen a causa de mutacions, errors
biosintetics, o per I'efecte de radicals d’oxigen o per desnaturalitzacio (Lecker et al., 1999a).
La degradacio proteica és també important pel bon funcionament del sistema immunitari, ja
que aixi s’eliminen les proteines anormals (virus) que hi ha dins les cél-lules o a I'espai
extracel-lular. Al muscul esquelétic, la degradacié proteica t¢ un paper fonamental en

situacions de manca d’ingestié o malalties cataboliques, ja que proporciona amb aminoacids
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a altres teixits que els utilitzaran per a la gluconeogeénesi, la sintesi proteica i I'obtencio
d’energia (Mitch i Goldberg, 1996).

Mentre que la sintesi de proteines és un procés forga conegut, la degradacio proteica
és encara un camp on s’aporten coneixements nous. Actualment se sap que les cél-lules de
mamifers tenen diversos sistemes proteolitics que s'utilitzen per a diferents funcions
fisiologiques. Aquests sistemes proteolitics es classifiquen de la seglient manera (Lecker et
al., 1999a):

Sistema lisosomal

Sistemes citosolics no lisosomals:

Dependent de calci

Caspases o proteases ICE (interleukin-f converting enzimes)
Dependent d’ATP i ubiquitina

Dependent d’ATP i independent d’ubiquitina

Sistemes mitocondrials:
Dependent d’ATP

2.4.2.1 SISTEMA LISOSOMAL

La protedlisi lisosomal és un dels sistemes proteolitics més estudiats en les cél-lules
de mamifer. Els lisosomes son organuls cel-lulars que contenen gran nombre de proteases
(anomenades catepsines) i altres hidrolases acides, totes amb I'activitat optima proxima al
pH 5 (pH present a I'interior dels lisosomes). Es coneixen més de 40 enzims lisosomals, tots
ells hidrolitics: proteases, nucleases, glucosidases, lipases, fosfolipases, fosfatases i
sulfatases. S’ha descrit que la protedlisi s’inicia amb l'accié6 de les endopeptidases
(catepsines B i H), les quals sén el pas limitant, i el procés continua mitjangant les
exopeptidases (catepsines A i C). Els lisosomes s’encarreguen de degradar sobretot
proteines extracel-lulars (hormones), proteines plasmatiques i de membrana, glicoproteines,
bacteris fagocitats o receptors de membrana, els quals sén endocitades per la cél-lula
(Lecker et al., 1999a).

La via d'autofagia lisosomal de la protedlisi intracel-lular és un procés en gran part no
selectiu, i es considera el principal responsable de la degradacié total de les proteines
cel-lulars. De fet, més del 90% de les proteines de vida llarga i una fraccié de les de vida
curta sén degradades al lisosoma (Ahlberg et al., 1985).

El muscul esquelétic conté pocs lisosomes, i s’ha comprovat que les principals
proteases lisosomals (catepsines B, H, L i D) no contribueixen gaire a la protedlisi general en

musculs incubats (Temparis et al., 1994).
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En condicions nutricionals deficients, s’activa la degradacié de diverses proteines
solubles als lisosomes. S’ha observat que la no addicié d’insulina, aminoacids o sérum al
medi d’incubacid, provoca un augment de la proteolisi lisosomal en diferents teixits, com ara
el muscul esquelétic i cardiac (Kettelhut et al., 1988), fibroblasts (Chiang i Dice, 1988) i fetge
(Lardeaux i Mortimore, 1987), sense presentar variacions en el contingut d’enzims

lisosomals.

2.4.2.2 SISTEMA DEPENDENT DE CALCI

Aquest sistema esta distribuit ampliament a les cél-lules eucariotes. Els enzims que
pertanyen a aquest sistema proteolitic s’anomenen calpaines o proteinases neutres
activades per calci (CANP). Les calpaines sén enzims intracel-lulars, la majoria de les quals
son citosoliques, i entre un 7 i un 30% estan associades a estructures de membrana (Samis
i Elce, 1989). Estan regulades per la seva uni6 al calci i per modificacions autoproteolitiques.

S’han identificat fins al moment onze membres de la familia, que es divideixen en
mamifers segons la seva distribucié a I'organisme. Aixi, es poden dividir en ubiques (p-
calpaina i m-calpaina, les més estudiades), i especifiques de teixit: calpaina 3 (especifica de
muscul esquelétic), n-calpaina 2 i n-calpaina 2’ (especifiques d’estomac) (Saido et al.,
1994), n-calpaina 4 (especifica de tubuls digestius) (Sorimachi et al., 1997), n-calpaina 5, n-
calpaina 6 i n-calpaina 11 (expressades en diferents teixits i periodes de desenvolupament
en el ratoli) (Dear i Boehm, 1999). A més, s’han identificat dues proteines reguladores: una
d’inhibidora citosodlica, component del citoesquelet, anomenada calpastatina, i una
d’estimuladora al cervell i a les plaquetes (Takeyama et al., 1986). Tot aixd indica que
aquestes proteases pertanyen a un sistema proteolitic forga complex.

Les calpaines normalment no sén actives in vivo, perd poden activar-se mitjangant
interaccions amb els lipids de la membrana cel-lular, especialment amb el fosfatidilinositol i
per la preséncia de concentracions elevades de calci.

Entre els substrats proteics de les calpaines podem destacar les proteines de
membrana, proteines contractils i del citosquelet, proteines plaquetaries i enzims que
experimenten modificacions postraduccionals com ara la proteina quinasa C (Johnson et al.,
1990).

2.4.2.3 SISTEMA DEPENDENT D’ATP | UBIQUITINA

Actualment se sap que la gran majoria de proteines intracel-lulars sén degradades
pel sistema proteolitic dependent d’ATP i ubiquitina (Lecker et al., 1999a). Els substrats
proteics d’aquest sistema sén marcats préviament per la unidé covalent de diverses
molécules d’ubiquitina, i la protedlisi es duu a terme en el complex proteasdmic 26S, el qual

degrada les proteines fins a petits péptids (Kisselev et al., 1998). En aquest sistema
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proteolitic es degraden proteines anormals i proteines reguladores de vida curta, perd també
és el responsable del recanvi lent de les proteines de vida llarga, que constitueixen la gran
majoria de proteines intracel-lulars (Rock et al., 1994; Mitch i Goldberg, 1996), com també
de generar els péptids que es presenten al MHC (complex d’histocompatibilitat major) de
classe | durant la resposta immunitaria (Rock et al., 1994). A més, aquesta via proteolitica té
un paper molt important en la protedlisi accelerada de les proteines miofibril-lars durant el
dejuni i altres estats patologics, com s’explicara més endavant. S’ha postulat també que el
sistema proteolitic dependent d’ATP i ubiquitina podria ser una de les principals vies per la

qual es degradarien selectivament les proteines intracel-lulars.

2.4.2.3.1 UBIQUITINA

La ubiquitina esta implicada en una llista quasi inacabable de processos cel-lulars.
Aquesta proteina, formada per 76 aminoacids, és present en tots els eucariotes estudiats, ja
sigui en forma lliure o unida a un gran nombre de proteines citoplasmatiques, nuclears i de
membrana. Totes les funcions cel-lulars en les quals participa les duu a terme a través de
'associacid a un complex multienzimatic, que s’encarrega d’unir o desunir molécules
d’'ubiquitina a una gran varietat de substrats proteics. Les caracteristiques més rellevants
d’'aquesta proteina sén la gran conservacié durant I'escala evolutiva, la gran abundancia, i la
gran estabilitat estructural. S’ha demostrat que la ubiquitinitzacié té un paper important en el
metabolisme de les proteines, de 'RNA i del DNA (Schlesinger, 1990).

Estructura i propietats

La ubiquitina és una proteina petita, amb un pes molecular de 8,5 kD. La seva estructura
cristal-lina, com també I'analisi per ressonancia magnética nuclear (Vijay-Kurnar et al., 1987,
Weber et al., 1987), revelen una conformacié globular compacta, constituida per cinc
lamines B i una hélix o de tres voltes i mitja. Conté un nucli hidrofdbic i un gran nombre de
ponts d’hidrogen, fet que n’explica la gran estabilitat davant els canvis de temperatura (és
estable per sota dels 80°C) i de pH (roman plegada entre els pH 1i 13) (Cary et al., 1980), i
la seva resisténcia a la degradacid proteica, tot i mantenir un contacte molt estret amb les
proteases del sistema. Un dels punts més caracteristics de I'estructura de la ubiquitina és
que el seu extrem C-terminal (Argz4-Gly7s-Glyzs) sobresurt de I'estructura globular formant un
apéendix de gran mobilitat. A través d’aquest extrem interactua tant amb els enzims del
sistema com amb les proteines diana.

La ubiquitina és una de les proteines més abundants a la cél-lula, juntament amb
actina, la tubulina i les histones. S’ha estimat que, dependent del tipus cel-lular, hi ha de
I'ordre de 8-107 i 2-10® molécules d’ubiquitina per cél-lula (Carlson i Rechsteiner, 1987; Haas

i Riley, 1988). La ubiquitina esta en equilibri dinamic entre la forma lliure i les formes
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conjugades, ja sigui amb histones, amb proteines d’elevat pes molecular, o0 amb enzims

d’activacié o conjugacio del seu sistema (Carlson i Rechsteiner, 1987).

2.4.2.3.2 DEGRADACIO PROTEICA

La degradacié proteica és la funcid6 més estudiada i coneguda de la ubiquitina
(revisat per Rechsteiner, 1987; Hershko, 1991; Jentsch et al., 1992; Varshavsky, 1992). El
sistema proteolitic dependent d’ATP i ubiquitina té un paper molt important tant en la
degradacié de la majoria de les proteines cel-lulars com en el procés selectiu i de
presentaci6 d’antigens pel complex MHC de classe | (Rock et al., 1994).

A la céllula, la ubiquitina es pot trobar lliure o conjugada mitjangant una unié
covalent entre el seu extrem C-terminal i el grup s-amino dels residus de lisina de les
proteines. Per al comengament de la degradacié de les proteines per aquest sistema, és
necessaria la unié covalent de la ubiquitina amb els substrats proteics. Les proteines
conjugades amb multiples ubiquitines son les que tenen més probabilitats de ser
degradades pel sistema proteolitic dependent d’ATP i ubiquitina. La conjugacié de la
ubiquitina als substrats proteics és un procés que consta de diverses reaccions, en les quals

estan implicats diferents enzims i que requereixen energia en forma d’ATP.

2.4.2.3.3 ENZIMS DEL SISTEMA

E1: enzim activador de la ubiquitina

La primera reaccio consisteix en l'activacié de la ubiquitina, i la catalitza I'enzim E1,
anomenat també enzim activador de la ubiquitina (Figura 4). Es una reaccié dependent
d’ATP en la qual es forma adenilat d’'ubiquitina, seguida de la transferéncia de I'extrem C-
terminal de la ubiquitina a un residu de cisteina de I'enzim E1 mitjangant un enllag tioéster.
L’E1 esta associat als tres components principals del citosquelet (actina, tubulina i filaments
intermedis). La distribucié variable de I'E1 i la seva aparent distribucié al citosquelet
suggereixen que tant aquest enzim, com el sistema proteolitic dependent d’ATP i ubiquitina,

tenen funcions pleiotropiques (Trausch et al., 1993).

E2: enzim conjugador de la ubiquitina

La ubiquitina activada és transferida de I'enzim E1 a un residu especific de cisteina
d'un dels diferents enzims E2 (anomenats enzims conjugadors o transportadors de la
ubiquitina), mitjangant un enllag tioéster (Figura 4). Després, els enzims E2 transfereixen la
ubiquitina al substrat proteic, i es forma aixi una proteina conjugada ramificada en la qual
'extrem C-terminal del residu de la glicina-76 de la ubiquitina s’'uneix a residus de lisina

interns de la proteina diana, mitjangant un enllag isopeptidic.
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E3: lligases d’ubiquitina

Algunes de les reaccions de la conjugacié de la ubiquitina i el substrat requereixen un
tercer tipus d’enzims: E3 o lligases de la ubiquitina. Aquests enzims ajuden al reconeixement
dels substrats susceptibles de ser ubiquitinitzats (Ciechanover i Schwartz 1989; Hershko
1991). En aquests casos, la unié de la ubiquitina a les proteines diana té lloc en dues
etapes: primer el substrat proteic s’uneix en un lloc especific de I'E3, i després la ubiquitina
activada és transferida de 'E2 a la proteina (Figura 4). S’ha suggerit que, per facilitar
aquesta transferéncia, és probable que I'E3 tingui un lloc d’'uni6 amb I'E2. A causa de
I'elevada estabilitat dels llocs d’unié del substrat proteic, 'E3 sembla tenir un paper important
en la seleccié de les proteines que han de ser degradades. S’han identificat dues E3s
especifiques de muscul anomenades atrogin/MAFbx (proteina f-box d’atréfia muscular) i
MuRF1 (proteina de muscul RING finger1), que estan sobreexpressades en nombrosos
estats catabolics (Bodine et al., 2001). A més, recentment s’ha identificat una tercera E3
(E3a-ll), classificada també com a marcador d’atrofia (Acharyya i Guttridge, 2007). Aquests
enzims proporcionen l'alta especificitat que caracteritza el sistema dependent d’ATP i

d’'ubiquitina (Ciechanover et al., 2000).

Proteasoma 26S

El proteasoma 26S, de 1.500 kD, s’ha detectat tant al citoplasma com al nucli i
funciona com una proteasa dependent d’ATP (Goldberg i Rock, 1992; Rivett, 1993). Esta
implicat en la degradacié de proteines anormals, proteines de vida curta i llarga, proteines
reguladores de vida curta i antigens de presentacié (Peters, 1994). La degradacié de
substrats depén del grau de poliubiquitinitzacio, tot i que pot passar que la ubiquitina
s’alliberi de les proteines diana gracies a I'accié de certes hidrolases i quedi lliure per ser
reutilitzada en un nou cicle de conjugacio (Matsui et al., 1982) (Figura 4).

El proteasoma 26S esta format per diferents subunitats com sén la 19S i 11S
ambdues amb funcions reguladores, donant especificitat a la protedlisi o participant en el
desplegament del substrat (Lecker et al., 1999a). També presenta la particula 20S, la qual
és I'encarregada de degradar els substrats proteics, préviament marcats per la ubiquitina i
desplegats (Lecker et al., 1999a). Aquesta subunitat 20S té tres accions proteolitiques
especifiques: I'activitat “semblant a la quimotripsina”, I'activitat “semblant a la tripsina” i

I'activitat “semblant a la caspassa” (Tisdale, 2005).

Enzims desubiquitinitzants

Els enzims desubiquitinitzants es poden dividir en dues families: les hidrolases C-
terminals de la ubiquitina (UCH), anomenades també isopeptidases, i les proteases

especifiques de la ubiquitina (UBP) (Wilkinson, 2000). Aquests s’encarreguen de la
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regeneracio de la ubiquitina lliure i de la seva reutilitzacié, donant lloc a l'escissié de la
ubiquitina dels péptids petits derivats de la protedlisi de la proteina diana. Aquests enzims
s6n també necessaris per a la conjugacié reversible de proteines amb la ubiquitina, és a dir,
per eliminar la ubiquitina de les proteines conjugades incorrectament, mostrant aixi un paper
corrector (Matsui et al., 1982). Una altra funcid6 essencial d’aquests enzims és el

processament dels precursors biosintétics de la ubiquitina (Ozkaynak et al., 1987).

Tripeptidilpeptidasa Il i aminopeptidases

Una vegada les proteines han estat processades pel proteasoma, els oligopéptids de
6 a 9 residus que resten son rapidament degradats a tripéptids per la tripeptidilpeptidasa Il i
després degradats a aminoacids per part de les aminopeptidases. La seva funcidé és
important, ja que lI'acumulacié de péptids anormals a la cél-lula podria ser perjudicial

(Hasselgren et al., 2001).

Caspasses

Recentment s’ha proposat que les caspasses podrien exercir un pas inicial en la
protedlisi miofibril.lar mitjangant el trencament de [Il'actinomiosina. En aquest sentit les
caspasses, que son proteines executores de I'apoptosi, podrien estar preparant les proteines

miofibril.lars per fer-les accessibles a la ubiquitinitzacio (Du et al., 2004).

Ubiquitina

b Proteina a ser

degradada
E3

Activacio
Ubiquitina O Q‘ =4 2%

Conjugacié

% / Proteina

ubiquitinitzada

Péptids Proteasoma

Figura 4. Degradacio proteica a través del sistema proteolitic dependent d’ATP i ubiquitina. El procés
de degradaci6 proteica mitjangant aquest sistema consta de les seglents etapes: I'E1, juntament amb
I'ATP, genera un enllag tioéster d’alta energia amb la ubiquitina, que es transfereix a 'E2. Aixo permet el
reconeixement del substrat mitjangant el proteasoma 26S i, consequientment, la degradacio proteolitica
en un procés dependent d’ATP. En certes ocasions, el reconeixement del substrat per I'E2 esta mediat
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per la formacié d’'un complex substrat-E3. La ubiquitina s’allibera del proteasoma un cop s’ha degradat el
substrat, mitjancant l'accié dels enzims desubiquitinitzants. L'especificitat del procés de degradacio
sembla estar mediada pels enzims E2 i E3.

2.4.2.4 PROTEOLISI MUSCULAR EN ESTATS CATABOLICS

El desgast muscular que es produeix en pacients o animals amb caquéxia (com ara
durant el cancer, les infeccions croniques o els traumatismes) esta relacionat amb un
augment de la degradacio proteica, sense afectar practicament la sintesi proteica. Aixo
comporta 'aparicié d’'un balang nitrogenat negatiu al muscul. S’ha demostrat que el sistema
dependent d’ATP i ubiquitina té un paper important en el desgast de teixit muscular en
diverses situacions patologiques (Argilés et al., 1998b). El nostre grup d’investigacié ha
treballat durant molts anys en aquest camp, i ha aconseguit resultats que indiquen que
aquest sistema proteolitic és el que contribueix en més mesura en aquesta protedlisi
incrementada durant la caquéxia. Aixi, s’ha demostrat un increment dels nivells de conjugats
d’'ubiquitina (Garcia-Martinez et al., 1993) i també un augment de I'expressié dels gens
relacionats amb el sistema dependent d’ubiquitina (Llovera et al., 1994) al muscul esquelétic
de rates portadores de tumor que indueix caquéxia. Aquesta activacié del sistema
dependent d’ubiquitina es va demostrar també en un model d’incubaci6 de muscul
esquelétic in vitro (Llovera et al., 1995). L’activacié del sistema dependent d’ATP i ubiquitina
no sembla estar relacionada amb I'augment de la concentracié circulant de glucocorticoides
(augment que es dbéna en la caquéxia, apartat 2.3.2.3), com tampoc amb la preséncia d’'un
antagonista dels receptors de glucocorticoides (RU38486) (Llovera et al., 1996b). En dejuni,
en canvi, els glucocorticoides si que soén capacgos d’activar el sistema proteolitic dependent
d’ubiquitina (Wing i Goldberg, 1993). L’activacio del sistema proteolitic durant la caquéxia, a
meés, es pot fer revertir si s’administren agonistes B..adrenérgics, com ara el clenbuterol
(Costelli et al., 1995b) i el formoterol (Busquets et al., 2004).

Com ja s’ha comentat en l'apartat 2.3.2.5.1, el TNF-a té un paper destacat en
situacions de caquéxia cancerosa, i el nostre grup d’investigaciéo ha demostrat la implicacio
d’aquesta citoquina en I'activacio del sistema proteolitic dependent d’ATP i ubiquitina. Aixi, el
tractament amb anticossos anti-TNF-a. fa revertir l'increment d’expressié dels gens
relacionats amb el sistema dependent d’ubiquitina i ATP (Llovera et al., 1996a). Els ratolins
knockout pel receptor de tipus 1 del TNF-a portadors de tumor no presenten expressions
elevades dels gens del sistema dependent d’ubiquitina, la qual cosa indica que I'activacié del
sistema induida per la citoquina esta mediada per la uni6 al receptor de tipus 1 (Llovera et
al., 1998a). També I'administraci6 de TNF-o intravenosa provoca un increment de
I'expressio dels gens de la ubiquitina al muscul esquelétic de rates sanes (Garcia-Martinez
et al., 1994a). S’ha demostrat que el TNF-a actua directament sobre 'activacié del sistema
proteolitic dependent d’ATP i ubiquitina, ja que en musculs aillats incrementa la protedlisi
(Llovera et al., 1997).
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Algunes citoquines, com ara I'IFN-y i la IL-1, administrades intravenosament
provoquen un increment de I'expressié dels gens de la ubiquitina, mentre que la IL-6 i el LIF
(leukaemia inhibitory factor) no produeixen cap canvi de I'expressié (Llovera et al., 1998b).
Altres estudis, en canvi, indiquen que la IL-1 no sembla estar involucrada en I'activacio de la
protedlisi en rates portadores de tumor (Costelli et al., 1995a).

En models experimentals d’infecci6 aguda també s’ha demostrat I'activacid del
sistema de la ubiquitina al mascul esquelétic (Tiao et al., 1994) i s’han demostrat resultats
equivalents en pacients humans (Tiao et al., 1997). Algunes citoquines com ara la IL-6 no
semblen estar involucrades en I'activacié de la protedlisi en rates afectades per infeccions
agudes (Garcia-Martinez et al., 1994b).

També en models d’acidosi s’ha descrit un augment de l'activitat d’aquest sistema
proteolitic (Mitch et al., 1994), fet que explicaria la pérdua persistent de massa muscular que
acompanya els pacients afectats per una insuficiéncia renal cronica, i que es pot revertir
amb I'administracié de bicarbonat per tal de compensar I'estat acidotic dels pacients.

Els pacients afectats per la SIDA mostren simptomes clars de caquéxia, i també
presenten un increment de I'expressio dels gens del sistema proteolitic dependent d’ATP i
ubiquitina al muscul esquelétic (Llovera et al., 1998c).

Les rates a les quals s’ha induit diabetis mitjangant una injeccié d’estreptozotocina
també mostren un increment de la degradacié proteica, que esta associada a un increment
de I'expressié dels gens de la ubiquitina (Rodriguez et al., 1998) i dels enzims E2 i E3
(Lecker et al., 1999b).

Hi ha treballs on s’indica que en situacions cataboliques hi ha més degradacio de la
fraccié miofibril-lar per part del sistema proteolitic dependent d’ATP i ubiquitina: en pacients
en estat critic amb atrofia de les fibres musculars hi ha una associacié entre la pérdua de

filament de miosina i la preséncia d’ubiquitina (Helliwell et al., 1998).

2.4.3 VIES DE TRANSDUCCIO DE LA SENYAL AL MUSCUL ESQUELETIC DURANT LA
CAQUEXIA ASSOCIADA AL CANCER

Entendre les vies de senyalitzacid que regulen la massa del muscul esquelétic és
crucial pel desenvolupament de bones estrategies nutricionals o farmacoldgiques que poden
atenuar el desgast i la feblesa, ambdues caracteristiques de la caquéxia associada a cancer,
i poden millorar I'estructura del muscul i la seva funcié. Fins fa poc no es trobaven massa
estudis que fessin referéncia a les vies de senyalitzacié intracel-lular en caquéxia, perd
recentment hi ha hagut nombrosos avencos en aquest camp. Les vies més estudiades han
estat les de degradacio i sintesi proteica i 'apoptosi en muscul esquelétic.

Penner i col-laboradors (2001) van descriure un augment dels dos factors de

transcripcié NF-kB i AP1 (activator protein 1) en muscul esquelétic en un model experimental
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animal de sépsia. Al contrari del que s’esperava, dades recents del nostre laboratori
indiquen que NF-kB no estaria involucrat en el muscul esquelétic durant el desenvolupament
de la caquéxia associada al nostre model tumoral, perd en canvi, si que s’incrementa
l'activitat d’'uni6 d’AP1 (Moore-Carrasco et al., 2007). Resultats molt interessants mostren
que la inhibici6 de AP1 déna lloc a una reversid parcial de la degradacié proteica en el
muscul esquelétic associada a un creixement tumoral (Moore-Carrasco et al., 2007). A més,
el tractament amb TNF-a a les cél-lules musculars C2C12 provoca un augment de
I'expressio de c-jun (subunitat d’AP1) (Thinakaran et al., 1993). Altres estudis mostren com
I'ds d’'un oligonucleotid que competeix amb el lloc d’'unié de I'NF-kB, pot revertir la caquéxia
en un model muri experimental de caquéxia associat a un procés neoplastic, sense afectar
al creixement tumoral, pero frenant la metastasi (Kawamura et al., 1999; 2001). L’augment
d’'NF-kB que es dona en muscul esquelétic en un model experimental de sépsia, pot ser
mimetitizat pel TNF-a. Dades més recents mostren un augment de l'activitat d’'unié al DNA
del factor de transcripcio NF-kB i de la degradacié d’Ik-Ba (inhibidor d’'NF-kB), en muscul
esquelétic de pacients amb caquéxia associada a la malaltia pulmonar obstructiva cronica
(Agusti et al., 2004). Aixi doncs, sembla que és dificil confirmar si I'efecte de TNF-a sobre els
sistemes proteolitics és per via o no del factor de transcripciéo NF-kB (Costelli et al., 2005).

Una altra familia de factors de transcripcié importants sén els PPARs (receptors
activadors de la proliferaciéo peroxisomal) amb una importancia potencial en el procés de
deplecié muscular associat a la sindrome caquéctica. Realitzen funcions relacionades amb
el metabolisme lipidic, que poden ser de gran importancia en la caquéexia associada a
cancer. De fet, el nostre grup ha proposat una relacié potencial entre el muscul esquelétic i
el teixit adipés que podria estar lligada al control del pes corporal, de les reserves lipidiques i
de la massa muscular (Argilés et al., 2005).

Nombrosos estudis demostren que PPARa i PPARy son reguladors negatius de la
resposta inflamatoria (Delerive et al.,, 2001). A més, es coneix el mecanisme pel qual
aquests factors de transcripcid actuen en el procés antiinflamatori. Aixi, PPARa ho fa
antagonitzant la cascada de senyalitzacié del NF-kB (Delerive et al., 1999). A més, s’ha vist
com PPARa actua també estimulant I'expressio d’lk-Ba. D’altra banda s’ha observat que
PPARa també és capag d’interaccionar amb AP1, a través de la subunitat c-jun (Delerive et
al., 1999). PPARy també exerceix la seva funcié antiinflamatoria inhibint NF-kB, AP1 i
STAT1. Aquest factor de transcripcié actua inhibint la degradacié d’IkB.

Resultats molt recents mostren com el tractament amb agonistes de PPARd provoca
un augment de I'expressio de les lligases E3 (atrogin1 i MuRF1), tot i que no es veu un
augment de I'expressié ni tampoc de I'activitat del proteasoma (Constantin et al., 2007).
Aquest efecte ha estat descrit com a activacié del programa d’atrofia i induccié del canvi de
substrat energétic en el muscul per part de PPARJ, perd sense canvis en la funcio

mitocondrial.
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Altres factors de transcripcié que s’han vist implicats en condicions cataboliques sén
C/EBPB i 8, que es troben augmentats en muscul durant un estat de sépsia (Guttridge et al.,
2000), PW1, PGC1a, FOXO i Sp1. S’ha descrit un possible paper de la familia de factors de
transcripci6 FOXO en el control de la degradacié muscular en un model d’atrofia per
denervacio (Sandri et al., 2006). A més, es constata que el control transcripcional de les
ligases E3 (atrogin1 i MuRF 1) esta realitzat per part de FOXO i NF-kB (Sandri et al., 2004).

La miostatina és un membre de la superfamilia dels TGFp, i és una molécula que
exerceix una potent regulacié negativa de la massa muscular, i per tant pot ser una possible
diana terapéutica a tenir en compte (Lee, 2004; Tsuchida, 2008). Acharyya i col-laboradors
(2005) han demostrat una nova via de senyalitzacié per distrofina, una proteina que es troba
mutada en nombrosos tipus de distrofia muscular. La distrofina sembla bloquejar I'atrofia
inhibint vies d’atrofia muscular, com ara 'augment de I'expressié de les lligases E3 atrogin1 i
MuRF1 en models d’atrdfia muscular (Acharyya et al., 2005). A més, els canvis en la
distrofina es correlacionen positivament amb la caquéxia i negativament amb la
supervivencia en pacients amb cancer gastrointestinal amb varis graus de péerdua de pes
(Acharyya i Guttridge, 2007).

Pel que fa a les vies d’hipertrofia que es podrien activar per contrarestar I'elevada
degradacio de proteines, es pot assenyalar el paper antiproteolitic que tenen tant la insulina
com I'lGF1 (insulin-like growth factor1) inhibint el sistema de degradacié proteica dependent
d’ubiquitina i ATP ( Attaix et al., 2005).

2.5 ESTRATEGIES TERAPEUTIQUES

Com ja s’ha mencionat amb anterioritat, la caquéxia és una sindrome complexa. Els
components principals d’aquest estat patoldgic sén lanoréxia i les anormalitats
metaboliques com sén la intolerancia a la glucosa, la pérdua de massa adiposa, i la forta
degradacio6 proteica al muscul entre d’altres.

Encara que I'anoréxia representa un factor molt important en el desenvolupament de
la caquéxia, s’ha de tenir en compte que en la majoria de casos I'Us de la nutricié parenteral
total no atura la pérdua de pes corporal (Ng i Lowry, 1991). Com ja s’ha indicat en apartats
anteriors, sembla que els canvis a nivell metabdlic presents a I'hoste tenen un paper molt
important conjuntament amb 'anoréxia en el desenvolupament de la caquéxia (Argilés et al.,
1997). Per tant, les estratégies terapéutiques estan focalitzades en aquests dos factors. Es
important fer especial émfasi en que cap de les estratégies farmacoldgiques o nutricionals
que s’exposaran a continuacio resulten efectives per elles mateixes, i per tant el que cal és
fer una o varies aproximacions farmacoldgiques i nutricionals a la vegada que permetin

afavorir al maxim I'anabolisme del pacient.
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2.5.1 ESTRATEGIES PER CONTRARESTAR L’ANOREXIA

2.5.1.1 ESTRATEGIES FARMACOLOGIQUES

Derivats de la progesterona

Els derivats de la progesterona, com [lacetat de megestrol (MA) o la
medroxiprogesterona (MPA) son farmacs sintétics oralment actius. En humans aquests
compostos milloren la gana, la ingestio calorica i I'estat nutricional en diferents casos clinics
(Bruera et al., 1990; Loprinzi et al., 1993; Neri et al., 1997). El mecanisme pel qual provoca
un guany de pes no és conegut; malgrat aix0, s’ha postulat que el seu efecte esta
parcialment mediat pel neuropéptid Y, un estimulant del centre de la gana. En cas del MPA,
s’ha vist que és capac de reduir la produccid in vitro de serotonina i citoquines
procaquéctiques (IL1, IL6 i TNF-a) per part de monocits periférics aillats de pacients amb
cancer (Mantovani et al., 1997). Els casos d’humans tractats amb derivats de progesterona
demostren que si hi ha un efecte favorable en la gana i el guany de pes, perd aquest darrer
s’atribueix a un increment en la massa grassa i no de la massa muscular (Loprinzi et al.,
1993). Dades més actuals mostren com administrant MA en suspensié a pacients amb
estadis avancats de cancer i anoréxia, aquests experimenten una millora de la gana i de la
qualitat de vida (Tomiska et al., 2003).

Cannabinoides

Els cannabinoides, presents en la marihuana i els seus derivats, tenen un efecte
demostrat sobre el guany de pes corporal, i per aquest motiu han estat utilitzats per
incrementar la ingesta en pacients amb cancer (Mitchelson, 1992). El mecanisme pel qual
els cannabinoides exerceixen els seus efectes encara no s’ha aclarit. S’ha suggerit que
actuen mitjancant els receptors d’endorfina o bé inhibint la sintesi de prostaglandines
(Mitchelson, 1992). Altres estudis proposen que els derivats de la marihuana podrien actuar
inhibint la produccid/secrecié de citoquines (Watzl et al., 1991; Srivastava et al., 1998;
Facchinetti et al., 2003). Estudis recents mostren que pacients amb cancer en estat avancat
mostren una millora en la ingesta després de [I'administracié del delta-9-

tetrahidrocannabinoid, un derivat de cannabinoids (Strasser et al., 2006).

Glucocorticoides

Els corticosteroides varen ser la primera aproximacié farmacologica pel tractament de
'anoréxia en cancer. S’han utilitzat per incrementar la ingesta en pacients amb cancer, i
molts estudis demostren que els simptomes de la caquéxia, com I'anoréxia i I'asténia, poden

ser parcialment mitigats amb un tractament amb corticosteroides com la dexametasona i la
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prednisolona (Vigano et al., 1994). El mecanisme d’accié dels corticosteroides és ben
conegut: la seva acci6 antiinflamatoria es déna per la inhibicié de I'alliberament de TNF-a
(Han et al., 1990) i també s’ha relacionat amb la proteolisi muscular induida per TNF-a, fet
caracteristic de la caquéxia (Han et al., 1990). Tot i aix0, se sap que els efectes dels
glucocorticoides sobre la taxa de degradacioé en el muscul esquelétic son transitoris: poden
afectar primerament a la degradacié proteica miofibril.lar, perd només es pot observar
utilitzant dosis farmacoldgiques (Odedra i Millward, 1982; Odedra et al., 1983). Hi ha altres
estudis, perd, que descarten la implicacié dels glucocorticoides en el desgast del muscul
esquelétic associat a la caquéxia cancerosa (Llovera et al., 1996b).

D’altra banda, la disminucio de la sintesi proteica ha estat ampliament demostrada en
diferents estudis tant in vivo com in vitro (McGrath i Goldspink, 1982). A més, es coneix que
la sintesi de proteines miofibrilars és especialment sensible a la inhibici6 per
glucocorticoides (Odedra et al., 1983).

Altres tractaments farmacologics

S’han realitzat molts estudis per trobar noves estrategies farmacoldgiques per
contrarestar I'anoréxia, com son els basats en la ciproheptadina (inhibidor de la serotonina)
(Kardinal et al., 1990), la insulina (Tessitore et al., 1993; Lundholm et al., 2007) i alguns
mediadors orexigénics i anorexigeénics. Dins d’aquest ultim grup s’hi troben la leptina (Lopez-
Soriano et al., 1999; Aleman et al., 2002; Arpaci et al., 2002; Schulze et al., 2003),
I'adiponectina (Jacobi et al., 2006), la grelina (Nagaya et al., 2003) i el receptor de la
melanocortina MC4 (Foster i Chen, 2007). Una de les aproximacions terapéutiques més
destacables, la grelina, sembla millorar la ingesta i la composicié corporal dels animals
portadors de tumor, (Wang et al., 2006) a través d’efectes que involucren neuropéptids
orexigénics i canvis antiinflamatoris (Schulze et al., 2003; Akamizu i Kangawa, 2007; DeBoer
et al., 2007; Foster i Chen, 2007).

2.5.1.2 ESTRATEGIES NUTRICIONALS

La nutricioé enteral és una alternativa a la via oral en pacients amb tumors avancgats de
cap, coll o carcinoma esofagic, que no poden empassar perd conserven la gana i tenen un
bon estat fisic (Vigano et al., 1994). La nutricid parenteral total s’aplica a pacients amb
cancer desnutrits que no poden rebre ni una nutricié oral ni enteral. El seu Us clinic té
resultats conflictius. Mentre que en alguns estudis s’observa que aquest tipus de nutricio té
efectes beneficiosos (Muller et al., 1982; Bozzetti et al., 1987), altres, després d’avaluar les
consequéncies del tractament, conclouen que els beneficis sén limitats i poden portar

complicacions (Klein et al., 1986). De totes maneres, com ja s’ha indicat, les estratégies
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nutricionals sén eines pel tractament de I'anoréxia i de la caquéxia, i la combinacié de les

dues estratégies, la nutricional i la farmacolodgica, pot conduir a resultats prometedors.

2.5.2 ESTRATEGIES PER CONTRARESTAR LES ALTERACIONS METABOLIQUES

2.5.2.1 MEDIADES PER CITOQUINES

La presencia del tumor és un estimul invasiu que provoca l'alliberament de citoquines
per part de les cél-lules del sistema immune de l'hoste. Les citoquines que han estat
implicades en la resposta caquéctica son principalment: TNF-a, IL1, IL6 i IFNy (Evans et al.,
1989). Per combatre els canvis metabdlics produits per aquestes citoquines, I'estratégia
podria dirigir-se a neutralitzar-les. Aixi, es poden neutralitzar les citoquines mitjangant

farmacs que en bloquegen la sintesi o I'accié (Yamamoto et al., 1998).

2.5.2.1.1 BLOQUEIG DE LA SINTESI DE CITOQUINES

Tant la pentoxifil-lina com la talidomida sén dues drogues que inhibeixen la sintesi
del TNF-a. La pentoxifil-lina, un derivat de la metilxantina, és un inhibidor de la
fosfodiesterasa que inhibeix la sintesi de TNF-a mitjangant la disminucié de la transcripcio
génica. Hi ha estudis en els que es descriu que la pentoxifil-lina preserva I'eficacia del
tractament antitumoral (Balazs i Kiss, 1994) i n’hi ha que indiquen que no és capa¢ de
millorar la gana ni d’incrementar el pes corporal dels pacients caquéctics (Goldberg et al.,
1995). D’altra banda, s’ha vist que la talidomida disminueix la pérdua de pes associada a la

caquéxia en pacients amb cancer pancreatic avangat (Gordon et al., 2005).

2.5.2.1.2 BLOQUEIG DE L’ACCIO DE LES CITOQUINES

Anticossos i receptors solubles

En rates portadores de I'hepatoma ascitic Yoshida AH-130 (un tumor altament
caquéctic), la terapia amb anticossos anti-TNF-a provoca una reversid parcial de les
alteracions associades tant al metabolisme lipidic (Carbé et al., 1994) com al proteic (Costelli
et al., 1993). Malgrat aix0d, el tractament amb anti-TNF-a no ha donat gaire bons resultats en
la reversié del catabolisme proteic associat a la sépsia en humans (Reinhart et al., 1996). A
més, I'Us clinic d’etanercept (proteina de fusié contra el receptor p75 del TNF-a) o l'infliximab
(anticés monoclonal contra el TNF-a) en el tractament de la fallida cardiaca cronica tampoc
han funcionat (Anker i Coats, 2002). Estudis clinics pilot utilitzant combinacié d’etanercept
amb agents antitumorals (docetaxel) en pacients amb cancer avangat, mostren una
disminucié de la fatiga i una millora de la tolerancia al tractament antitumoral (Monk et al.,
2006).
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Per altra banda, la suramina (la qual preveu la unié de la IL6 al receptor de membrana)
bloqueja parcialment els efectes catabdlics associats amb I'adenocarcinoma 26 de colon en
ratoli (Strassmann et al., 1993). En humans, el tractament de malalts de SIDA amb
anticossos anti-L6 ha resultat molt positiu en la febre i la caquéxia (Emilie et al., 1994).

Fent referéncia a altres citoquines, la terapia anti-IFNy també ha estat efectiva en la
reversié de la caquéxia en ratoli portador del carcinoma pulmonar de Lewis (Matthys et al.,

1991) perd no hi ha encara dades cliniques.

Citoquines antiinflamatories

El grau de la sindrome caquéctica no només depén de la produccié de les citoquines
esmentades anteriorment, conegudes com a citoquines proinflamatories, siné també de les
anomenades citoquines antiinflamatories com son la IL4, la IL10, i la IL12. A dosis baixes de
IL12 s’han observat efectes anticaquéctics en el model d’adenocarcinoma de colon de ratoli,
encara que son insuficients per inhibir el creixement tumoral. Els efectes de la IL12 sembla
que son dependents d’una important disminucié de la IL6 (Mori et al., 1996), que és la
responsable de la caquéxia associada a aquest model tumoral (Fujimoto-Ouchi et al., 1995).

Estudis realitzats en el nostre laboratori han proposat a la IL15 com un factor anabdlic
del muscul esquelétic (Carbo et al., 2000). Encara que no hi dades a nivell clinic, si que hi
ha dades obtingudes d’animals experimentals portadors de tumor, en els que la IL15

condueix a una millora en la massa muscular (Carbo et al., 2001; Figueras et al., 2004).

2.5.2.2 EFECTE MEDIAT PER HORMONES

L’altra estratégia per evitar els canvis metabdlics que perjudiquen la salut del pacient
consisteix en la utilitzaci6 d’hormones que reverteixen algunes de les alteracions
metaboliques presents als pacients amb caquéxia associada al cancer. S’ha demostrat, en
models experimentals, que I'administracié d’hormona del creixement recombinant de rata a
rates portadores de tumor resulta en una considerable estimulacié de la sintesi proteica (Ng
et al.,, 1993). Aixi mateix, sembla que IGF-l actua com a mediador d’algunes propietats
anaboliques de I'hormona del creixement (Froesch et al., 1985) i podria estar implicat en la
regulacio del recanvi proteic (Florini et al., 1985). A més, I'|GF-I també disminueix la lipolisi
(Froesch et al., 1985), una via metabdlica que s’activa en I'adipocit durant la caquéxia
cancerosa. També s’ha observat que 'administraci6 de melatonina a pacients amb tumors
metastasics provoca una disminucié en els nivells de TNF-a circulant per inhibicié de la
secrecié d’aquesta citoquina (Lissoni et al., 1994), i una menor pérdua de pes (Lissoni et al.,
1996). A més, el tractament amb melatonina sembla que redueix la toxicitat a la
quimioterapia (Lissoni et al., 1997). D’altra banda, Bartlett i col-laboradors (1994) van

estudiar els efectes de la somatostatina en combinaci® amb la insulina i 'hormona del
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creixement en animals portadors de tumor; el tractament incrementava el pes de la

carcassa, el pes muscular i el contingut proteic (Bartlett et al., 1994).

2.5.2.3 ALTRES APROXIMACIONS

Existeixen moltes altres estratégies farmacoldgiques per contrarestar les alteracions
metaboliques que es donen durant la caquéxia associada a processos neoplasics entre les
quals es troben els esteroides anabodlics (Patton et al., 1986; Hengge et al., 1996), els acids
grassos o-3 (Fearon et al., 2003), els aminoacids de cadena ramificada (Busquets et al.,
2002), els nucledtids (Van Buren et al., 1990) i el sulfat d’hidrazina (Chlebowski et al., 1990).
Entre aquestes aproximacions terapéutiques també es troben els inhibidors de I'enzim
convertidor de l'angiotensina (ACE) (Zhao i Xie, 2001; Anker et al., 2003), els farmacs
antianémics com l'eritropoietina (EPO) (Kanzaki et al., 2005), I'ATP i la creatina (Agteresch,
et al., 2002), la 5’desoxi-5-fluorouridina (Tanaka et al., 1990), els inhibidors del proteasoma,
els B-bloquejants (Lainscak i Keber, 2006), els antagonistes de la miostatina (TGFp que
regula negativament el creixement i el desenvolupament muscular) (McFarlane et al., 2006),
el receptor 2 del factor alliberador de la corticotropina (Argilés et al., 2007b), i els agonistes
dels receptors B2-adrenérgics (Busquets et al., 2004).

Una de les aproximacions terapéutiques experimentals de més importancia, pero que
presenta una alta toxicitat associada, és la dels inhibidors del sistema de degradacié
proteica dependent d’ATP i d’'ubiquitina. De fet, I'increment de la degradaci6 proteica en el
muscul esquelétic durant la caquéxia implica I'activacié d’aquest sistema de degradacid. Aixi
doncs, es disposa d’inhibidors d’aquest sistema proteolitic, com la lactacistina i la p-lactona,
els quals poden bloquejar en les cel-lules més del 90% de la degradacié de proteines
normals i de vida curta (Lee i Goldberg 1998). Aquests compostos, perd, tenen una elevada
toxicitat perqué no son inhibidors especifics del sistema proteolitic en el teixit muscular. Per
tant, sén necessaris més estudis per descobrir inhibidors de les lligases d'ubiquitina
especifiques de muscul (MuRF1, atrogin1) que s’han considerat com a marcadors d’atrofia
muscular, i que podrien ajudar a frenar el catabolisme proteic amb efecte només al muscul
(Bodine et al., 2001).
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3. NUTRACEUTICS

A Tliniciar-se el nou mil-lenni, la ciéncia dels aliments i de la nutrici6 ha guanyat
protagonisme en I'ambit de la Medicina. La interaccio entre la medicina i els aliments cada
vegada és més reconeguda i accepta els components dels aliments com a nutrients
essencials per al manteniment d’'una bona qualitat de vida. Recentment existeix un interés
accentuat pel consum de certs aliments que, a més d’un valor nutritiu, aporten beneficis a
les funcions de I'organisme. Hipocrates, fa gairebé 2500 anys citava, “deixa que I'alimentacié
sigui la teva medicina i que la medicina sigui la teva alimentacié”, de la mateixa manera, la
relacio entre dieta i salut va ser reconeguda per la medicina xinesa cap a I'any 1000 AC.
Actualment, existeix una renovada atencié en incloure certs components nutricionals als
aliments processats amb l'objectiu de complementar alguna possible deficiéncia en la
poblacio.

Investigacions en el camp de I'epidemiologia i la dietética permeten establir certes
relacions entre els estils de vida i els habits alimentaris, determinant la incidéncia d’algunes
malalties. Aquests estudis han ressaltat que existeixen certs ingredients naturals que
proporcionen beneficis i resulten extraordinariament Utils per a la prevencié de malalties o

fins i tot per al seu tractament.

3.1 CONCEPTES

Degut a la importancia i efecte de la nostra dieta en la salut, han anat sorgint una
série de conceptes que sovint creen confusidé i que tant la seva definici6 com la seva

regulacio pot variar d’un pais a un altre.

3.1.1 ALIMENTS FUNCIONALS

El primer d’aquests conceptes és el d’aliment funcional, que va ser proposat al Japé
'any 1980 i que va ser descrit com I'aliment del que s’ha demostrat satisfactoriament que
aporta efectes beneficiosos per l'organisme, a més dels seus valors nutricionals
corresponents, com el fet d’aportar la quantitat necessaria d’hidrats de carboni, greixos,
proteines, vitamines, etc. S6n aquells aliments naturals o processats que, a part del seu
contingut nutritiu, contenen ingredients que realitzen una activitat especifica en les funcions
fisiologiques del cos, afavorint la capacitat fisica i la salut mental. Un exemple podria ser el
tomaquet, que conté licopé, compost del que s’ha demostrat que actua reduint el risc de
cancer de prostata (Ansari et al., 2005), o alguns peixos rics en acids grassos omega-3 que
redueixen el risc de patir malalties cardiovasculars, o la fruita i les verdures que soén fonts
excel-lents de fibra, vitamines i minerals, i alhora també contenen components com fenols,
polifenols, terpens i alcaloides que poden proporcionar importants beneficis per la salut més

enlla de la nutricid basica. Estudis en [l'Ultima década han demostrat que diferents
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micronutrients de la fruita i la verdura actuen reduint I'aparicié d’alguns tipus de cancer
(Aggarwal et al., 2006).

Les principals tasques dels aliments funcionals estan relacionades amb un optim
creixement i desenvolupament, el funcionament adequat i prevencié de malalties del sistema
cardiovascular, hepatiques i degeneratives com el cancer, I'aportacié d’antioxidants i la
proteccid del sistema gastrointestinal, entre d’altres. La cerca de terapies alternatives per
algunes de les malalties croniques que afecten a la societat com sén el cancer, I'obesitat, la
diabetis, la hipertensio, els trastorns cardiovasculars i I'envelliment, sumant a les seves
causes la falta de certs nutrients en els aliments, porten com a conseqliéncia I'avencg en la
tecnologia alimentaria, considerant la salut com un bé preferentment controlable a través de
I'alimentacié. També contribueixen al seu desenvolupament els canvis de la reglamentacié
en les legislacions vigents en diversos paisos, provocant un gran interés en el
desenvolupament d’aliments funcionals. Es poden considerar aliments funcionals als també
anomenats aliments modificats o enriquits, amb una variacié en la seva composicié original
(addicié d’alguns nutrients, especialment vitamines i minerals), la funcié especifica dels
quals és restaurar o augmentar el seu valor nutricional per a satisfer les necessitats

nutritives d’'un determinat grup poblacional (Zeisel, 1999).

3.1.2 SUPLEMENT DIETETIC

La DSHEA (Dietary Supplement Health and Education Act) defineix suplement
dietétic com un producte destinat a complementar la dieta per a millorar la salut i que conté
un o més dels seguents ingredients: vitamines, minerals, aminoacids, herbes o altres tipus
botanics. Son substancies dietétiques que complementen la dieta augmentant la quantitat
total ingerida diariament d’aquesta substancia. S’acostuma a ingerir en forma de pastilla,
capsula, pols o liquid. No s’utilitza com un aliment convencional ni com a element Unic de la
dieta, ha d’estar etiquetat com a suplement dietétic, i la dosi a administrar no esta inclosa

com a part de la definicio (Zeisel, 1999).

3.1.3. NUTRACEUTIC

La Nutraceutica Médica es dedica a la investigacio i desenvolupament de productes
que son constituents naturals dels aliments i que demostren aportar beneficis tant en la
prevencié com en el tractament de determinades malalties.

El terme nutracéutic va ser definit pel Dr Stephen DeFelice I'any 1989 i prové de la
conjunciod entre les paraules “nutricié” i “farmaceutic”’, tot i que el concepte ja venia essent
utilitzat des del Paleolitic i es trobava en ple desenvolupament en paisos industrialitzats com
per exemple al Japd, on ja utilitzaven els aliments com a medicaments (Kalra, 2003). Un

compost nutracéutic es pot definir com un suplement dietétic, presentat en una matriu no
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alimentaria (pastilles, capsules, etc.), i es tracta d’'una substancia natural bioactiva
concentrada present als aliments i que, administrada en dosis superiors a l'existent en
aquests, té un efecte favorable sobre la salut, major del que podria tenir I'aliment no
suplementat. Per tant, es diferencien dels medicaments donat que aquests ultims no tenen
un origen bioldgic natural, i es diferencien dels extractes d’herbes, infusions i similars en la
concentracié dels seus components i que els darrers no han de tenir necessariament una
accio terapéutica (Zeisel, 1999).

La frontera en la que un ingredient alimentari es converteix en un nutracéutic sovint
no esta ben definida. Hi ha casos en els que un nutrient utilitzat per al tractament d’'una
malaltia és considerat un farmac, mentre que el mateix nutrient, utilitzat per els seus
beneficis per la salut, hauria de ser considerat un suplement dietétic o un aliment funcional.
Per exemple, aquest enfoc podria tenir lloc davant un agent que ajuda a disminuir el
colesterol o a tractar I'aterosclerosi, o0 aquest mateix agent utilitzat per a prevenir-la.

Alhora, alguns suplements soén considerats farmacs quan soén ingerits en quantitats
que mai podrien ser adquirides en la dieta tot i ser nutrients essencials quan soén ingerits en
petites quantitats. Aquest és el cas del triptdofan, que és un aminoacid necessari pel
metabolisme i per a la incorporacid a proteines, perd aquest mateix aminoacid, en dosis
altes, augmenta la sintesi de serotonina i, per tant, actua com a farmac per fer front a
linsomni (Zeisel, 1999).

Un altre dels punts a aclarir en front a la utilitzacié d’aquest tipus de productes és que
pel fet de ser naturals son segurs per a la nostra salut. La tedrica seguretat garantida deriva
d’'una historia d’exposicié a I'agent com a part de la dieta normal. Quan la dosi és superior a
I'exposicid habitual no es pot garantir la seva seguretat, de la mateixa forma que si
s’excedeix en la ingesta d’un aliment determinat pot arribar a perjudicar el nostre organisme.
Per tant, és evident que s’ha d’exigir una rigorosa avaluacio de la seguretat dels nutracéutics
ja que, per exemple, existeixen plantes que contenen una gran varietat de productes quimics
toxics que les ajuden a sobreviure en el seu habitat i defensar-se de bacteris, insectes o
herbivors. Aixi, els fabricants podrien agregar inadvertidament toxics durant el procés de
fabricacié. També s’ha de tenir en compte i ser estudiada la forma d’emmagatzematge dels
productes naturals.

L’'us de nutraceutics per a obtenir resultats terapéutics favorables minimitzant els
efectes secundaris en front la cerca de nous farmacs, és un objectiu preferent en moltes

companyies farmacéutiques i de biotecnologia (Kalra, 2003).
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3.2 Vi

El vi ha format part de la cultura humana des de fa
6000 anys, i al llarg de les seves etapes evolutives 'home
’ha considerat un plaer pel paladar, una ajuda per a la
convivéncia i un element amb propietats que beneficien la

salut. D’aquesta forma, diverses begudes han estat

utilitzades per a prevenir i tractar diferents malalties. Aixo és _
degut a que es fan a base de productes naturals com el raim, la poma, I'arrds o la civada
entre d’altres, i que al ser tractats no perden les seves propietats i en alguns casos fins i tot
les incrementen. Avui en dia, nombrosos estudis han confirmat algunes d’aquestes
propietats que es coneixen des de fa milers d’anys.

Les propietats dietetiques i terapéutiques del vi sén reconegudes actualment per la
ciéncia i son degudes a la seva composicié, aportant propietats digestives i presentant
viatmina B,, la qual permet eliminar toxines i potenciar la regeneracié hepatica. També és
diurétic, conté una elevada concentracié de sal minerals, €s un bon bactericida i presenta
caracteristiques antiseptiques i antial-lérgiques. Actua en el sistema cardiovascular prevenint
infart, accelerant la depuracié de colesterol ja que reforga l'accié de la vitamina C,
estabilitza les fibres de col-lagen i evita la produccié d’histamina. Tot i aixi, com va citar
Hipocrates, pare de la medicina, “el vi és una cosa meravellosament apropiada per 'home

si, tant en salut com en malaltia, és administrada en la seva justa mesura’.

3.2.1 RESVERATROL

El resveratrol (3,5,4-trihidroxiestilbé) és un

OH
compost fenolic present en plantes com el cep, el
cacahuet o el pi. La seva sintesi s’'indueix en situacions Q
d’estrés per un trauma o una infeccié, i és per aixo que HO Q

OH

se I'ha classificat com una fitoalexina, ja que confereix

proteccié a la planta. Fins al 1992 el resveratrol no tenia interés en el mén de la Bioquimica
Clinica, pero en aquest any es va detectar la seva preséncia en el vi. Aquest descobriment
va tenir lloc en un moment en el que determinats estudis epidemioldgics senyalaven que el
consum de vi moderat podia ser un factor capac de disminuir el risc de malalties coronaries.
Va sorgir aixi el terme “paradoxa francesa”, en el que s’observava que a Francga la taxa de
malalties cardiovasculars era sorprenentment més baixa tenint en compte I'elevat consum
de greixos d’origen animal existent en aquest pais. Es va suggerir que I'element diferencial
era l'elevat consum de vi, i posteriorment es va poder comprovar que el resveratrol era
possiblement el factor responsable d’aquesta proteccié. En aquest sentit, 'accié antioxidant

que presenta aquest compost era capac¢ de disminuir I'oxidacié de les lipoproteines de baixa
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densitat (LDL), les quals estan implicades en la formacié de plaques aterosclerotiques
(Rimando et al., 2005). A part dels efectes hipolipidémics esmentats anteriorment, un dels
mecanismes més importants d’actuacio d’aquest nutracéutic es centra en la seves propietats
antioxidants, que tendeixen a protegir a les cél-lules dels danys exercits per les especies
reactives de I'oxigen (ROS). Alhora, és capag d’inhibir 'agregacio plaquetaria actuant sobre
'enzim ciclooxigenasa (COX), el qual intervé en la sintesi del tromboxa A,, compost
fonamental en el procés d’agregacio (Russo et al., 2001). A més, es va veure que podia
modular la produccié d’'oxid nitric a I'endoteli vascular (Klinge et al., 2008).

Altres estudis amb animals experimentals han permés ampliar la llista d’efectes
beneficiosos d’aquest compost, ja que s’ha vist que I'administracié de resveratrol pot
prevenir la formacié de tumors induits quimicament, fet que es podria relacionar amb la
prevencié de cancer en humans (Jang et al., 1997). El seu efecte antitumoral s’ha pogut
veure tant in vitro com in vivo (Jang et al., 1997 ; Carbo et al., 1999). S’ha proposat com a
mecanisme d’actuacio la inhibicié de COX2 i dels factors NF-kB i AP-1, tots dos implicats en
el procés de tumorogénesi i transactivacié de gens relacionats amb la inflamacio, gens
antiapoptotics i reguladors del cicle cel-lular (Holmes-McNary et al., 2000; Manna et al.,
2000; Banerjee et al., 2002b). A més, altres publicacions han demostrat que el resveratrol
bloqueja parcialment el desgast muscular associat a diferents patologies interferint en
I'activacio de NF-kB. Aquest factor de transcripcid sembla estar associat a la induccio de
protedlisi exercida pel factor PIF (factor inductor de protedlisi) en ratolins portadors del tumor
MAC16 (Wyke et al., 2004).

3.3 SOJA

La soja (Glycine max) és una llegum de la familia de
les papilionacies dins la qual hi trobem plantes tan comuns ‘r ’

com les mongetes o els pésols. Es una planta anual d’1’5 m

d’algada aproximadament, i té el seu origen al sud-est

asiatic. Hi ha proves de la seva existéncia a la Xina des de fi‘
fa més de 5000 anys i el seu Us com a aliment apareix

documentat, en aquest pais, des de I'any 2800 AC.

La soja és molt rica en calci, amb un contingut proxim al de la llet de vaca, per la qual
cosa pot aportar totes les propietats d’aquest mineral i, al mateix temps, resulta
especialment adequada per aquelles persones que no toleren bé la llet o presenten
intolerancia a la lactosa. Alhora, és important per les persones que pateixen osteoporosi,
com dones en I'etapa de la menopausa reduint els seus simptomes. També posseeix molta
riqguesa en fosfor, un mineral molt important per 'organisme ja que contribueix en la formacié
dels ossos i intervé en la composiciéo de molt enzims, a més de ser important per a la bona

salut dels nervis i el bon funcionament del cervell. La soja és també utilitzada pel seu elevat
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contingut proteic i en molt casos substituint la proteina animal, fet que aporta beneficis en la
circulacio al reduir el colesterol. El seu alt contingut en potassi contraresta al sodi, ajudant a
I'eliminacio de liquids de I'organisme, el que la fa interessant, juntament amb el contingut de
magnesi, en el tractament de la hipertensié. Tanmateix, el potassi és important per al bon
manteniment del cor, nervis i ronyons. A més, s’ha demostrat que la soja funciona com un
potent anticancerigen. Estudis realitzats al Japo, on és habitual el consum de sopa de soja,
van demostrar que la seva ingesta diaria reduia fins a un terg la possibilitat de desenvolupar
cancer d’estémac. Com s’ha esmentat anteriorment, el consum de productes de soja ha
estat relacionat amb molts beneficis per la salut, associats amb el sistema ossi i
cardiovascular i protegint de determinats tipus de cancer, com el cancer de mama, d’uter, de
colon o el de prostata. Molts d’aquests beneficis venen donats, en gran part, pel contingut

d’isoflavones i fitoestrogens que presenta aquesta planta.

3.3.1 ISOFLAVONES DE LA SOJA

Flavonoide (del llati flavus, "groc") és el terme genéric amb el que s’identifica una
série de metabolits secundaris de les plantes. Son sintetitzats a partir d’'una molécula de
fenilalanina i 3 de malonil-CoA mitjangant el que es coneix com la via biosintética dels
flavonoides, I'estructura base dels quals es cicla gracies a un enzim isomerasa. L’estructura
base, un esquelet Cs-C3-Cg, pot patir posteriorment moltes modificacions i addicié de grups
funcionals, fet que converteix als flavonoides en una familia formada per molts compostos,
encara que tots els productes finals es caracteritzen per ser polifendlics. Els que conserven
el seu esquelet poden classificar-se segons les isomeritzacions i grups funcionals. D’aquesta
manera, tenim les xalcones, les flavones, els flavonols, els flavandiols, les antocinines i els
tanins condensats. Si I'esquelet pateix algun tipus de modificacié ens apareixen també els
isoflavonoides o els neoflavonoides.

Entre les funcions dels flavonoides hi trobem la d’oferir a les plantes resisténcia a la
fotooxidacioé de la llum ultraviolada del sol, a més intervenen en el transport de 'hormona
auxina, en la de defensa en front I'herborisme i com a atraients d’animals pol-linitzadors. Els
flavonoides han adquirit protagonisme arrel de la seva activitat bioldgica en 'lhome, que els
consumeix amb els vegetals. S6n molt apreciats en la Medicina com a antimicrobians,
anticancerigens o disminuint el risc de malalties cardiovasculars, entre d’altres.

L’any 1923, Allen Doisy descriu I'existéncia de productes derivats de les plantes amb
activitat estrogeénica, entre els quals hi trobem les isoflavones de la soja. Aquestes soén
diferents als esteroids enddgens humans perd amb capacitat d’'unir-se als receptors
estrogenics. Les més importants sén la genisteina i la deiceina, i s’han presentat evidéncies
que aquests compostos poden jugar un paper beneficios en el sistema cardiovascular,
contra el cancer, la inflamacid, I'obesitat i la diabetis, entre d’altres. Per exemple, estudis

d’intervencio nutricional realitzats en animals suggereixen que la ingesta de proteines de la
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soja associades amb isoflavones milloren el control de la glucosa i la resisténcia a la insulina
(Wagner et al., 2008).

3.3.1.1 GENISTEINA

La genisteina és una de les isoflavones
més abundants de la soja i dels seus derivats.
Comparteix estructura amb un potent estrogen
endogen anomenat 17-f estradiol (Barnes et al.,

2000) i per tant té la capacitat d'unir-se als seus

receptors perd exercint en I'organisme ambdues
accions, estrogénica i antiestrogénica, aquesta
ultima per competéncia per la unié amb el receptor. També s’ha observat la seva similaritat
estructural amb el tamoxifé un antiestrogen sintétic provat com a agent preventiu en dones
amb risc de cancer de mama (Dewick, 1994; Dixon et al., 2002).

S’han realitzat multiples estudis, tant in vitro com in vivo, que han anat evidenciant
els multiples efectes que la genisteina pot exercir en el nostre organisme i no tan sols
relacionats amb la seva activitat estrogénica anteriorment esmentada. En aquest sentit, s’ha
observat que la genisteina és capac d’inhibir la topoisomerasa i la proteina tirosina quinasa
(Akiyama et al., 1987). També s’ha observat que és capac¢ de millorar els parametres de
neoformacié ossia i redueix els indicadors de resorcid (Alekel et al., 2000).

Assajos en animals experimentals han mostrat que tant la soja de la dieta com el
consum de genisteina purificada, poden conferir un efecte protector en front a determinats
tipus de cancer, com soén el cancer de mama, colon i pell (Barnes, 1995; Kazi et al., 2003),
aixi com la capacitat d’inhibir el creixement de diverses linies tumorals humanes (Yu et al.,
2004; Russo et al., 2006). S’ha suggerit que els mecanismes pels quals realitza aquests
efectes poden ser per inhibicié de la proliferacié de les cél-lules tumorals (Fotsis et al., 1995;
Aggarwal et al., 2006), inhibicié de I'angiogénesi (Fotsis et al., 1993), inhibici6 de la invasio
de cél-lules tumorals i metastasi (Li et al., 1999), i per les seves propietats antioxidants.
Altres estudis han mostrat com la genisteina és capag¢ d’estimular enzims antioxidants com
la glutatié peroxidasa (Wei et al., 1993; Suzuki et al., 2002). Els efectes de la genisteina
s’han estudiat ampliament en el cancer de prostata i de mama. En relacié al primer, s’ha
observat que la genisteina és capag¢ de bloquejar el cicle cel-lular per la disminucié de la
ciclina B1 i de Cdc25C i per l'increment de p21 in vitro (Davis et al., 1998). Altres estudis
realitzats en cél-lules mamaries han mostrat I'efecte apoptdtic de la genisteina per
I'estimulacio de la caspasa 3 (Kumi-Diaka et al., 2000) i alhora s’ha vist la inhibicié d’'NF-kB a
través de la via d’Akt (Li et al., 2002; Sarkar et al., 2002; Gong et al., 2003). A més, tant en
cél-lules mamaries com prostatiques, s’ha observat la capacitat de la genisteina per inhibir el

proteasoma incidint en I'activitat de la quinasa dependent de ciclina p27, Ik-Ba (inhibidor del
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factor nuclear NF-kB) i la proteina proapoptotica Bax. Tanmateix, inhibeix I'activitat semblant
a la tripsina de la subunitat 20S purificada del proteasoma (Kazi et al., 2003; Landis-Piwowar
et al., 2006). A més, aquesta isoflavona pot atenuar la induccié de I'expressio del
proteasoma per part de PIF (Smith i Tisdale, 2003).

Estudis epidemioldgics suggereixen que una dieta rica en isoflavones contribueix a
una disminucio en la incidéncia de malalties cardiovasculars (Hwang et al., 2001). En aquest
sentit, la genisteina sembla regular els lipids plasmatics i disminuir les LDL (lipoproteines de
baixa densitat) en dones menopausiques (MerzDemlow et al., 2000). Recentment s’ha
demostrat que la genisteina pot disminuir el mMRNA de la LPL del teixit adipds (Naaz et al.,
2003; Heim 2004). A més, pot intervenir en I'adipogénesi i activar PPARa (Kim et al., 2004) i
PPARy (Dang et al.,, 2003). Alhora es va suggerir que la genisteina podia disminuir
I'expressio de PPARYy i C/EBPa en adipocits 3T3-L1 per la inhibicié de l'activitat de C/EBPJ3,
la qual és necessaria per la diferenciacié adipogénica (Harmon et al., 2002; Orgaard i
Jensen, 2008). A tots aquests estudis relacionats amb I'obesitat, s’hi afegeixen d’altres que
demostren una disminucié de la sintesi de colesterol i de l'esterificacié i I'alliberacié de
I'apolipoproteina B (lipoproteina principal de les particules d’ LDL) en hepatdcits (Borradaile
et al., 2002)

La genisteina és una de les isoflavones més estudiades també per la seva implicacio
en el sistema immune. S’han realitzat estudis in vivo en els que s’ha observat com és capag
de disminuir els elevats nivells de TNF-a induits per LPS (Zhao et al., 2006). En resultats
més recents, s’ha vist la seva capacitat per a potenciar la resposta citotdoxica mediada per
les cél-lules NK (natural killer) i els limfocits T, i la produccié de citoquines per aquests
limfocits. Alhora també inhibeix la resposta inflamatdria a al-lergies (Sakai et al., 2008). La
genisteina a dosis elevades pot inhibir la proliferacié de limfocits T induida per un mitogen o
al-loantigen in vitro (Rapaport et al., 1997). Els seus efectes també s’han relacionat amb
I'atrofia del timus (Yellayi et al., 2002).

3.4 TE VERD

El te (Camellia sinensis) és la base d’una de les begudes
més antigues del mén, i els seus extractes sén un dels agents
medicinals utilitzats des de temps ancestrals. Es consumit per
aproximadament un ter¢ de la poblacid mundial diariament i és
originari del sud de Xina i conreat extensament a I'Asia i paisos de
I'’Africa central (Liao, 2001). La medicina tradicional asiatica coneix
les seves virtuts des de fa mil-lennis, perd a Occident fa poc més

de dues décades que se l'estudia en profunditat comprovant les

seves propietats curatives i preventives. Recentment, molts estudis

en humans han suggerit que el te verd possiblement contribueix a la reducci6 del risc de
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malalties cardiovasculars, a la prevencié d’alguns tipus de cancer, al control del pes
corporal, a la salut bucal, presenta accié antibacteriana, protegeix la pell en front al sol,
incrementa la densitat dssia i t& poder neuroprotector (Cabrera et al., 2006). Els principals
tipus de te son el te negre i el te verd. Aquest ultim és al que se li atribueixen multiples
propietats favorables per a I'organisme, fet que es basa en el seu procés de fabricacié. El te
negre resulta d’'un procés de fermentacié de la fulla mentre que el te verd es produeix a
partir de fulles fresques, seques i joves de la planta en les quals el procés de fermentacio és
aturat mitjangant calor que destrueix un enzim oxidant, la polifenol oxidasa. Al no actuar
aquest enzim, la planta seca segueix tenint el mateix aspecte, i d’aqui que se’l conegui com
a te verd. L’enzim polifenol oxidasa actua sobre els polifenols provocant la seva oxidacio i
transformant-los en uns compostos amb una coloracié marronosa. Ambdds mantenen les
seves propietats estimulants, digestives i circulatories, perd les propietats atribuibles als
polifenols, de les que posteriorment se’n fara referéncia, queden eliminades en el procés de
fermentacié al que es veu sotmés el te negre. Aixd fa que, des d’'un punt de vista
fitoterapéutic, sigui més aconsellable la utilitzacié del te verd (Tijburg et al., 1997; Hodgson
et al., 2000).

Les fulles del te verd contenen moltes sals minerals i vitamines, com son seleni, calci,
crom, magnesi, manganes, ferro, zinc, fosfor, potassi, al-lumini, fluor i vitamines A,C,E, B2 i
acid folic. També hi trobem aminoacids com la valina, arginina, asparagina, leucina, etc. A
més, conté un 2-4% d’alcaloides dels quals els més abundants son la cafeina i la teofil-lina, i
un 3% de polifenols del tipus flavonoide (antioxidants naturals) que sén els que li confereixen
el gran efecte medicinal. Els principals flavonoides del te verd sén les catequines, a les quals
se’ls hi atribueix un 25% del seu pes sec (Balentine et al., 1998).

El té¢ verd generalment no produeix efectes secundaris; els efectes adversos més
freqlents so6n en persones que en consumeixen en grans quantitats, 'insomni, ansietat i

altres simptomes provocats pel contingut de cafeina.

3.4.1 CATEQUINES DEL TE VERD

Les catequines son metabolits polifendlics antioxidants de les plantes. Dels polifenols
totals presents al te verd, aproximadament un 60% soén catequines (Graham, 1992). Les
catequines estan formades per 5 atoms de carboni i contenen dos nuclis fendlics (dos
anells) que estan units per 3 atoms de carboni que, juntament amb un atom d’oxigen, formen
part d’'un tercer anell. Els carbonis de dos dels anells sén enantiomers (+) o (-) (Yamamoto
et al., 1997). S’han identificat 8 catequines diferents a I'extreure els polifenols del te amb
etilacetat, sent les majoritaries la (-)-galat d’epigalocatequina (EGCG) i la (+)-galocatequina
(GC), les quals representen el 65% de les catequines. Una tassa de te conté entre 100-200

mg dEGCG (Zaveri, 2006). S’han associat al consum de te diferents efectes beneficiosos
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sobre la salut, i en particular aquests efectes s’han atribuit a les principals catequines, sent

'EGCG el que presenta una major activitat farmacolodgica (Stagg et al., 1975).

3.4.1.1 GALAT D’EPIGALOCATEQUINA

El galat d’epigalocatequina (EGCG) és

OH
considerat l'ingredient actiu principal del te i la = _OH
catequina més abundant d’aquest i ha estat diana de ||

e L HO O o e ey

molts estudis cientifics amb l'objectiu de testar els |
seus efectes terapeéutics. Entre les seves propietats hi a
destaca la de presentar accié antioxidant, participant OH |

. : £ i, O
en el segrest d’ions metal-lics fonamentals per a la & |
formacioé de radicals lliures de I'oxigen (ROS) i també r’f OH
segrestant anions superoxid i radicals hidroxil que OH

podrien malmetre el DNA cel-lular i iniciar reaccions de peroxidacié. Els peroxids tenen un
paper important en la carcinogénesi alterant el DNA, el creixement i la diferenciacio cel-lular.
Estudis in vivo semblen demostrar que el consum d’aquest compost bloqueja parcialment
I'activacio de carcindgens que involucren el citocrom P450 hepatic (Argilés i Lépez-Soriano,
1998). LEGCG, a l'estar atenuant I'accié d’aquests radicals, esta prevenint malalties com el
cancer de pell, de mama, de prostata i de pulmé (Mukhart i Ahmad 2000; Yang et al., 2002),
malalties cardiovasculars o I'envelliment, juntament amb malalties neurodegeneratives com
el Parkinson o I'Alzheimer (Mandel i Youdim, 2004), totes elles relacionades, en part, amb
I'accié dels ROS.

Les propietats anticancerigenes del te s’han pogut observar en estudis en models
animals, en diferents estadis de la malaltia (inici, promocié i progressié) (Chung et al., 2003).
Aquesta polifacética acci6 de 'EGCG s’atribueix a la combinacié de la seva activitat
antioxidant, amb el seu efecte antiproliferatiu i el proapoptotic (Gouni-Berthold et al., 2004),
aixi com també per la seva accié anti-angiogénica i anti-metastasica (Adhami et al., 2003;
Fassina et al., 2004; Lim et al., 2008). En ceél-lules tumorals de mama i de prostata, el
tractament amb EGCG pot provocar l'aturada del cicle cel-lular en fase G1 i la inhibicié de
quinases dependents de ciclines per la induccié de factors com p27 o p21 (Park i Dong,
2003; Gupta et al., 2004). Altres estudis van mostrar que, a més, 'lEGCG era capag d’inhibir
I'activacio d’'NF-kB el qual, en resposta als ROS, activa I'expressio de gens proinflamatoris i
antiapoptotics (Schoonbroodt et al., 2000).

En estadis avangats del tumor, les ciclooxigenases-1 i 2 (COX-1 i COX-2),
involucrades en la progressid del tumor, son regulades per I'endotelina, doncs s’ha pogut
observar que en cél-lules tumorals d’ovari, I'expressié del receptor per aquesta proteina és
inhibida per I'accié de 'EGCG (Spinella et al., 2006).
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A més, aquesta catequina té la propietat d’inhibir I'activitat del proteasoma, permetent
lacumulacié d’'lk-Ba, i proteines proapoptotiques com ara Bax (Nam et al, 2001).
Concretament, exerceix el seu efecte sobre la subunitat 20S del proteasoma inhibint la seva
activitat semblant a la quimiotripsina, fet observat en subunitats 20S aillades i en cél-lules
humanes (Nam et al., 2001; Wan et al., 2004).

Com s’ha esmentat anteriorment, el consum de te ha estat relacionat amb una
disminucié de la incidéncia de malalties cardiovasculars (Sano et al., 2004). En aquest
sentit, cal destacar la capacitat de 'TEGCG per a disminuir la susceptibilitat de les LDL a ser
oxidades, tret important en el desenvolupament de lesions aterosclerotiques (Miura et al.,
2000; Kalkan et al., 2004), la inhibici6 de la lipooxigenasa endotelial (Ho et al., 1992) i la
prevenci6 de la fragmentacié de 'Apo B en LDL aillades (Hashimoto et al., 2000). Alhora,
s’ha posat de manifest la capacitat de TEGCG in vivo per a disminuir 'absorcio intestinal de
colesterol sense veure’s afectades les HDL, aixi com per disminuir els seus nivells
plasmatics (lkeda et al., 1992; Raederstorff et al., 2003). Una fase fonamental en el
desenvolupament d’ateromes és l'adhesié de monodcits a la paret endotelial i la seva
posterior infiltracio i diferenciacidé a macréfags (Sanchez-Muniz et al., 2001). En cultius de
cél-lules endotelials tractades amb dosis de 10-100 uM d’'EGCG, aquest és capag d’inhibir,
de forma dosi-dependent, I'expressiéo de molécules d’adhesié. A més, s’ha pogut observar
com 'EGCG provoca una disminucio de I'agregacio plaquetaria disminuint I'entrada de calci
a l'interior de la plaqueta (Kang et al., 1999).

Una altra de les seves propietats és la d’exercir un control del pes corporal, i per tant
aportant beneficis en trastorns com l'obesitat, el sindrome metabolic o la diabetis (Bose et
al., 2008). L'EGCG té la capacitat d’'incrementar la termogénesi i I'oxidacié de greixos. S’ha
observat que aquesta catequina, in vitro, inhibeix la catecol o-metiltransferasa, enzim
responsable de la degradacié de la noradrenalina, fet que provoca un augment en el temps
d’actuacié d’aquest neurotransmissor en els adipocits marrons (Borchardt et al., 1975).
Alhora s’ha observat en preadipocits murins que 'EGCG és capa¢ d’inhibir la seva
proliferacid i 'acumulacié de TG durant la seva diferenciacié (Kao et al., 2000a), a més
d’inhibir I'acetil CoA carboxilasa, enzim que intervé en la sintesi d’AG (Watanabe et al,,
1998). En adipocits tractats amb 'EGCG s’ha observat un increment en la sensibilitat a la
insulina (Anderson i Polansky 2002; Wu et al., 2004) i un possible potenciament de la
translocacio a la membrana de GLUT4 estimulant aixi la captacié de glucosa (Ueda et al.,
2008; Jung et al., 2008). També s’ha considerat que els polifenols del te exerceixen efectes
inhibitoris sobre gens codificants per PPARy, CD36 entre d’altres, i estimula PPARa i LDL-R
en cél-lules a nivell transcripcional (Kaul et al., 2004; Kuhn et al., 2004).

En models de distrofia muscular el tractament amb EGCG proporciona un cert grau
de proteccio per part d’aquest compost en el muscul en front a la necrosi massiva i alhora

I'estimulacié del muscul cap a un fenotip més resistent (Dorchies et al., 2006).
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Donat que també s’ha demostrat un efecte antibacteria, antiviric (Stapleton et al.,
2004) i certa activitat antiinflamatoria (Dona et al., 2003; Ahmed et al., 2008), ultimament
també s’ha descrit I'efecte d’aquesta catequina en malalties infeccioses com la SIDA, on
s’ha observat una disminucié de la replicacié del virus HIV-1. Tot i aixi, en aquest camp
queda un llarg cami per tal d’esbrinar el seu possible efecte terapéutic (Zaveri, 2006; Nance i
Shearer, 2003).

Finalment, també cal esmentar els possibles efectes adversos derivats del consum
de les catequines que, tot i no ser nombrosos, s’han pogut veure. Aixi com injeccions
intraperitoneals d’EGCG produeixen canvis significatius en determinats parametres
endocrins com, per exemple, la disminucié de testosterona en mascles o la disminucio de 2-

estradiol en femelles, i la possible variacié en el pes del dérgans sexuals (Kao et al., 2000b).

3.4.2 ALCALOIDES DEL TE VERD

S’anomenen alcaloides a aquells metabolits secundaris sintetitzats per les plantes,
generalment, a partir d’aminoacids i, per tant, estan nitrogenats. La seva estructura quimica
és variada i posseeixen una acci6 fisioldogica important en els animals tot i utilitzar dosis
baixes, amb efectes psicoactius, fet que fa que siguin molt utilitzats en medicina per a tractar
problemes de la ment i calmar el dolor. Es considera que un alcaloide és, per definicio, un
compost quimic amb un nitrogen heterociclic procedent del metabolisme dels aminoacids.
Generalment, actuen sobre el sistema nervidés central (SNC), perd en alguns casos també
afecten al sistema nervids simpatic i parasimpatic. L’activitat bioldgica dels alcaloides és
variable; la més estudiada és I'accié euforitzant, tot i que d’altres poden tenir efecte
depressor en el SNC (Azcon-Bieto et al., 2000).

3.4.2.1 TEOFIL-LINA

Un dels alcaloides meés estudiats en el camp de la 0
nutracéutica és la teofil-lina, actualment comercialitzada com a ‘ H
tractament per 'asma bronquial i per a I'estimulacié cardiaca. H3CHN,//\“\\ M
La teofil-lina (1,3-dimetilxantina) és un alcaloide de la familia )\ ‘ />
de les metilxantines, la mateixa a la qual pertanyen la cafeina i Df’f N I

la teobromina (Pareja et al., 2005). Es troba al te i a la xocolata |

de forma natural. El cacao (Theobroma cacao) conté una gran CHs
varietat de components amb efectes estimulants per a I'organisme: la xocolata negra conté
de mitjana 460 mg/100 g de teobromina i 65 mg/ 100g de cafeina, mentre que la teofil-lina
esta present en quantitats menors. Els seus efectes principals son la dilatacié general dels
vasos periferics, la broncodilatacid, la relaxacié de la musculatura llisa bronquial i els vasos

pulmonars per acci6 directa sobre aquests en els receptors B dels pulmons, estimulacié a
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nivell de I'escorca cerebral, cardiaca i del muscul esquelétic, inhibicié de I'alliberacio de
mediadors a partir de mastocits i altres cél-lules inflamatories, enfortiment de la contraccio
del diafragma i estimulacié de la funcié endocrina i exocrina, per exemple, augmentant la
secreci6 d’acid clorhidric (Nyska et al., 1998).

El mecanisme d’accié de la teofil-lina no és coneix completament. Es caracteritza per
ser un inhibidor de fosfodiesterases (PDE) no selectiu, possiblement explicant aixi el seu
efecte broncodilatador provocant un augment d’AMPc inhibint les PDE 3 i 4 i augmentant el
GMPc amb la inhibici6 de PDE5 (Rabe et al., 1995). Tal i com succeeix en resposta a
I'adenilatciclasa, la teofil-lina provoca un augment de 'AMPc intracel-lular, activant la PKA i
desencadenant un seguit de reaccions enzimatiques que poden tenir com a consequéncia la
secrecid d’hormones esteroidees com el 17B-estradiol (Pareja et al., 2005). L'AMPc també
és un important regulador intracel-lular que funciona com a mediador de l'activitat per a un
elevat nombre d’hormones, com la 'hormona adrenocorticotropica (ACTH), el glucagd o
'adrenalina. Per altra banda, i també relacionat amb el seu efecte broncodilatador, s’ha
observat que la teofil-lina altera la concentracid6 de calci i inhibeix l'accié de les
prostaglandines en la musculatura llisa (Barnes, 2005), bloqueja els receptors d’adenosina i
inhibeix l'alliberacié d’histamina i leucotriens en els mastocits (Pauwels et al.,, 1995).
L’activitat de les cél-lules nervioses esta regulada, entre d’altres factors, per I'adenosina;
quan aquesta s’uneix als seus receptors, redueix l'activitat de les cel-lules diana, accié que
no exerceix la teofil-lina. Aquest alcaloide estimula el sistema nervidos central actuant
directament sobre el cervell, sense disminuir I'activitat de les cél-lules diana, fet que
comporta un augment de l'activitat nerviosa i provoca una emissiéo d’adrenalina i els seus
consequents efectes, com 'augment del ritme cardiac, 'augment de la contraccié cardiaca,
la canalitzacié dels fluxos sanguinis cap als musculs en detriment dels drgans periférics, i la
produccio de glucosa hepatica (Pauwels et al., 1995).

La teofil-lina ja fa anys que és utilitzada com a tractament per a 'asma i la malaltia
pulmonar obstructiva cronica (MPOC) juntament amb els glucocorticoides i els Bo-agonistes,
perd altres estudis han evidenciat, alhora, un efecte antiinflamatori i immunomodulador
d’aquest alcaloide (Barr et al., 2003; Barnes, 2003). En pacients amb MPOC, baixes dosis
de teofil-lina proporcionen efectes antiinflamatoris reduint el nombre total de neutr&fils
(Culpitt et al., 2002). A més, també es va observar que era capa¢ de disminuir el TNF-a
(Semmler et al., 1993; Reuter et al., 1999), citoquina que es troba elevada en aquest tipus
de pacients (Semmler et al., 1993; Di Francia et al., 1994; Barnes, 2005). Altres estudis
mostren un augment en [lalliberacié de la citoquina antiinflamatoria 1L-10, efecte
possiblement mediat per a la inhibici6 de les PDE (Mascali et al., 1996). També s’ha
observat la seva capacitat per inhibir la fosfoinositol-3 quinasa &, un subtipus relacionat amb
la resposta a I'estrés oxidatiu (Foukas et al., 2002). Entre totes les propietats que s‘han anat

estudiant d’aquest compost cal destacar la capacitat de la teofil-lina per a prevenir la
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translocaciéo de NF-kB al nucli, reduint aixi I'expressié de gens proinflamatoris en pacients
amb MPOC (Tomita et al., 1999). La inhibici6 de NF-kB sembla ser deguda a un efecte
protector en front a la degradacio de la proteina IkB-a, la qual evita la translocacié d’aquest
factor nuclear (Ichiyama et al., 2001). En els macrofags alveolars i bronquials I'activitat de la
histona desacetilasa es troba disminuida, provocant un increment de la resposta inflamatoria
mediada per NF-kB, doncs davant aquesta situacié s’ha pogut observar un efecte més
d’aquest compost, potenciant I'activitat d’aquest enzim sota condicions d’estrés oxidatiu (lto
et al., 2002; Cosio et al., 2004). Altres estudis han mostrat que la teofil-lina promou I'apoptosi
in vitro de neutrofils (Yasui et al., 1997), en eosindfils s’ha relacionat amb una reduccio de la
proteina antiapopotica Bcl-2 (Chung et al., 2000) i 'apoptosi de linfocits T relacionat amb la
inhibici6 de PDE (Ohta et al., 1999). També és capac¢ de millorar la sensibilitat als
corticosteroides en pacients amb MPOC (Barnes, 2005). Estudis recents en eosinofils
humans aillats han demostrat que la teofil-lina és capa¢ de potenciar tant els nivells de
mRNA com de proteina del PPARy, suggerint un possible paper d’aquest en l'efecte
antiinflamatori de la teofil-lina (Usami et al., 2006).

Val a dir que s’han estudiat, i cal continuar-ho fent, els efectes adversos d’aquest
compost, ja que els seus efectes beneficiosos estan estretament relacionats amb la dosi i
alguns d’ells requereixen altes dosis de teofil-lina. Si s’excedeix en la dosi pot provocar
efectes adversos com nausees, vomits, diarrea, dolor epigastric nerviosisme o cefalea
(Pareja et al., 2005; Barnes, 2005).

3.5ALL

L’all (Allium sativum), de la familia de les Liliacies, és una de
les plantes medicinals més estudiades i de la que s’ha demostrat
cientificament la capacitat d’aportar efectes beneficiosos per la nostra
salut. Es coneix des de temps remots, sent utilitzat per un gran
nombre de cultures com l'egipcia, la grega, la romana o la hindu.
Sembla ser que el seu origen s’ubica a I'’Asia central, des d’on es va

estendre ampliament (Block, 1985). Els seus components principals

sén aigua, carbohidrats i greixos. Alhora conté aminoacids (acid
glutamic, arginina, acid aspartic, leucina, lisina, valina, etc.), vitamines (principalment B6 i C),
minerals i olis essencials rics en components sulfurosos (Argilés i Lopez-Soriano, 1998).

Al llarg de les ultimes décades, s’han realitzat molts estudis en els que s’ha
demostrat I'ampli ventall d’efectes beneficiosos que pot proporcionar la ingesta d’all, entre
els quals hi destaquen la disminucié del risc a patir malalties cardiovasculars per la seva
capacitat per disminuir el colesterol en sang, la inhibici6 de l'agregacié plaquetaria o
'augment de la lisis del fibrinogen (Agarwal, 1996; Steiner et al., 1998; Steiner et al., 2001).

També existeixen clares evidéncies en la disminucié del risc a patir determinats tipus de
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cancer inhibint I'activacié de carcindgens i/o la destoxificacié d’aquests (Milner, 2001). S’ha
pogut observar que el consum d’all esta inversament relacionat amb la incidéncia de cancer
de colon (Steinmetz et al., 1994), d’estébmac (You et al., 1989) i el de prostata (Hsing et al.,
2002). L’all també potencia el sistema immunoldgic amb lactivaci6 de macrofags i
I'estimulacio de la proliferacidé de cél-lules T (Lau et al., 1991), pot incidir en els nivells de
glucosa sanguinia (Sheela et al., 1995), i alhora ofereix proteccié en front infeccions
bacterianes, viriques o fungiques (Guo et al., 1993; Harris et al., 2001; Davis, 2005). Per
ultim, esmentar els seus efectes neuroprotectors en front I'envelliment (Nishiyama et al.,
1997; Borek, 2006).

Molts estudis consideren que, pels efectes anteriorment esmentats aixi com per les
seves propietats antioxidants (Borek, 2001; Khanum et al., 2004), l'all seria adequat com a
preventiu i/o en el tractament d’'una série de malalties prevalents en la nostra societat com
sén el cancer, I'obesitat, la diabetis i I'aterosclerosi, entre d’altres.

Degut a totes aquestes caracteristiques, al llarg dels anys s’han anat generant una
série de productes basats en l'all (extractes, en pols, macerat, olis, etc.), cada un d’ells
presentant diferents proporcions dels seus components, que després de molts anys de
recerca, se€’ls hi ha anat atribuint els efectes terapéutics d’aquesta planta. Alhora, i després
d’anar esbrinant sobre quins compostos recauen les propietats de l'all, s’ha vist el paper
primordial dels seus components organosulfurats, els quals representen un 1% del seu pes
sec (Jones et al., 2004). Consequientment, la purificacié d’aquests compostos i I'estudi del

seu potencial terapéutic ha estat objectiu de molts estudis cientifics.

3.5.1 COMPONENTS ORGANOSULFORATS DE L’ALL

Les propietats medicinals de l'all es relacionen amb
tota una série de compostos rics en sofre (organosulfurats) HQCMSWCHE
presents en aquesta planta, que poden ser tant hidrosolubles
com liposolubles. ElI component sulfurat primari és el y- sulfur d’al-fil
glutamil-S-alquenil-L-cisteina, el qual pot ser hidrolitzat donant lloc a l'al-liina (sulfoxid de S-
alquenil-L-cisteina). L’al-lina s’acumula durant el procés d’emmagatzematge dels bulbs a
baixes temperatures, i és el precursor dels components organosulfurats (OSCs). Durant el
processat de lall, s’allibera I'enzim al‘linasa, que actua sobre l'al-lina donant lloc a la
formacio d’al-licina. Aquest és un compost molt inestable que es descomposara i donara lloc
als OSCs liposolubles, entre els qual hi destaquen el sulfur d’al‘lil (DAS), el disulfur d’al-lil
(DADS), el trisulfur d’allil (DATS) i I'ajoeno (Block, 1985). Al mateix temps, del compost
primari y-glutamil-S-alquenil-L-cisteina apareixen els components hidrosolubles, com la S-
al-lil-cisteina (SAC) i la S-al'limercaptocisteina (SAMC), generalment després d’una

fermentacio alcohdlica (Knowles et al., 2001).
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La forma en la que es prepara i s’ingereix 'all és important a I'hora d’obtenir els seus
efectes beneficiosos. L’all cru i cuit tenen diferents propietats medicinals, és a dir, alguns
dels efectes de l'all es produeixen amb una major efectivitat ingerint I'all cru, mentre que
d’altres s’obtenen de I'all cuit. Per exemple, l'al-licina no esta present en I'all siné que es
forma quan I'al'liina i I'al-linasa es combinen, fet que es produeix quan l'all és triturat, o en el
cas de suplements d’all, durant el procés digestiu, I'al-licina només perdura uns minuts, aixi
que és important ingerir-lo rapidament després de ser tallat. Al ser cuinat, aquest compost es
destrueix (Argilés i Lopez-Soriano, 1998).

Com s’ha esmentat anteriorment, la majoria dels efectes beneficiosos que aporta I'all
recauen en els OSCs, a partir dels quals s’han realitzat diferents estudis. S’ha observat que,
tant els compostos hidrosolubles com liposolubles, poden influenciar en nombrosos
esdeveniments moleculars relacionats amb el cancer, com son la proliferacio i diferenciacio
cel-lular, 'angiogénesi, la inhibicié de la mutagénesi o I'eliminacioé de radicals lliures (Milner,
2006). També s’ha observat que els seus compostos hidrosolubles tenen un fort poder
antioxidant, sent capagos d’augmentar 'activitat de la superoxid dismutasa, la catalasa o la
glutatié peroxidasa, i que inhibeixen la peroxidacio lipidica. Altres observacions indiquen una
disminucié del risc de patir malalties cardiovasculars, ja que s’ha vist una inhibicié de la
lipogénesi hepatica aixi com de I'enzim HMG-CoA reductasa (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
reductasa) provocant una disminucié del colesterol (Liu et al., 2001). Tanmateix, poden
augmentar la microcirculacié evitant, per exemple, accidents vasculars en casos de diabetis
(Borek, 2006). Estudis realitzats en cél-lules T humanes van mostrar la capacitat del SAC
per inhibir el TNF-a i l'activitat d’'NF-kB (Geng et al., 1997).

Per altra banda, hi trobem el DAS i tots els seus derivats, que son els que i
confereixen a l'all tant la seva olor com el seu gust tan caracteristic. En base a aquests
components liposolubles de I'all s’han realitzat nombrosos experiments que mostren un
ampli ventall d’efectes. En estudis en rates i ratolins que presentaven una diabetis induida
quimicament, 'administracié d’oli d’all va induir una disminucié de la glucosa en sang (Farva
et al., 1986; Swanston-Flatt et al., 1990). A més, es va veure una disminucié de la fosfatasa
acida, de la fosfatasa alcalina, de I'aspartat transferasa i de I'amilasa sérica (Ohaeri, 2001).
Per aquest motiu, recentment ha estat revisat el paper de 'all com a agent antidiabétic (Liu
et al., 2007).

El DAS és un dels nutracéutics més estudiats de I'all pel que fa a tumorogénesi. S’ha
estudiat I'efecte antiproliferatiu del DAS i els seus derivats, observant-se que aquests eren
més potents que els components hidrosolubles. Estudis in vifro mostren la capacitat de
suprimir la proliferacié de cél-lules tumorals canines (Sundaram i Milner 1993), resultats que
es repeteixen pel DAS i els seus derivats en cél-lules humanes de cancer de colon, pell i
pulmé (Knowles et al., 2001). Per altra banda, en models animals de cancer de mama es va

observar la seva capacitat per atenuar 'augment de ROS durant el desenvolupament
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d’'aquesta patologia (Green et al., 2003). Un dels mecanismes que s’ha proposat pel qual els
OSCs disminueixen el risc de cancer és per la disminucid de lactivitat del citocrom
P4502E1, el qual és responsable de I'activacio de diferents carcindgens, fet que s’ha pogut
observar en models animals de cancer de colon (Park et al., 2002; Wargovich, 2006) i per
I'activacio del metabolisme xenobidtic destoxificant (Zhang et al., 2006). En diferents linies
cel-lulars tumorals humanes, el tractament amb OSCs liposolubles ha provocat I'aturada del
cicle cel-lular o l'apoptosi. S’han descrit diferents mecanismes pels quals podrien realitzar
aquests efectes com per exemple, mitjangant un augment de Bax i una disminucié de Bcl-2
(Thomson et al., 2003), o un augment de p53 (Nakagawa et al., 2001; Wen et al., 2004), o
per una disminucié dels complex cdk-1-ciclina B1(Knowles et al., 2003). Per altra banda,
també podria ser degut a un increment de I'acetilacié d’histones (Hi, Hs) o el fet que
influencii en 'homeostasi del calci (Rizzuto et al., 2003). Totes aquestes accions han anat
sent descrites al llarg de molts estudis cientifics.

Altres efectes clau que caracteritzen a aquests compostos liposolubles sén les seves
propietats antiinflamatories i antioxidants ja anteriorment esmentades, i que diferents estudis
han anat corroborant. Entre aquests hi trobem la capacitat per inhibir l'alliberacié de
citoquines proinflamatories i inhibir I'activitat d’'NF-kB. S’ha observat com DADS i DATS
disminueixen la produccié de d’oxid nitric induida per LPS en macrofags, accié que sembla
ser que exerceixen mitjangant la inhibicié de I'expressié de I'dxid nitric sintasa i de la
ciclooxigenasa-2 (Chang et al., 2005; Liu et al., 2006).

A més, 'administracio de DAS en hepatocits podria induir la hemooxigenasa-1 (OH-
1), la qual juga un paper important en situacié d’estrés oxidatiu a través de la via de les
MAPK (Gong et al., 2004). EI DAS també estimula 'activitat de la glutatié peroxidasa (Pinto
et al., 2001). Addicionalment, aquests compostos sén capagos d’activar enzims
destoxificants com la glutatié-S-transferasa (GST) i la quinona reductasa (Sparnins et al.,
1986; Guyonnet et al., 2001). Alhora estimulen la sintesi de glutatié, que és substrat de la
GST actuant com a antioxidant intracel-lular (Dickinson et al., 2002).

En estudis en humans, I'administracid d’oli d’all pot donar lloc a la millora de
problemes de coagulacid, donat que s’ha vist que el DAS té capacitat antitrombotica,
disminueix la formacié de tromboxans, posseeix activitat fibrinolitica, i evita la formacio

d’agregacions plaquetaries (Laurence et al., 1989; Banerjee et al., 2002a).

3.6 ACIDS GRASSOS ESSENCIALS

El consum d’olis i greixos i la seva possible relacié amb diferents tipus de patologies
han estat ampliament estudiats. En particular, s’ha vist que el consum d’aquests nutrients
manté una estreta relaci6 amb malalties cardiovasculars i amb el cancer. Els greixos es
diferencien entre si per la seva composicid en acids grassos (AG). En aquest sentit,

existeixen AG saturats, monoinsaturats i poliinsaturats. Els primers sén molt abundants en
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els greixos d’origen animal (excepte al peix), mentre que els

mono i poliinsaturats son principalment d’origen vegetal. (-L‘_":)
S’anomenen acids grassos essencials (AGE) aquells AG y

que el nostre organisme no pot sintetitzar i que, per tant, s’han A

d’obtenir de la dieta. Molts mamifers, entre ells 'home, sén

incapacos de sintetitzar determinats AG poliinsaturats amb

dobles enllagos prop de I'extrem metil de la molécula (Nettleton,

1991). Els AGE poden ser precursors d’eicosanoids, els quals
sén un grup de compostos que afecten a diferents processos fisioldogics com la coagulacié o
agregacié plaquetaria, la contraccioé dels vasos sanguinis o el manteniment de la pell, i que
poden intervenir en el metabolisme del colesterol. Alhora, poden tenir activitat per ells
mateixos, essent importants constituents de la membrana plasmatica, conferint-li fluidesa i
influenciant en el comportament d’aquesta en front la unié amb enzims i receptors. Poden
tenir accio antibiotica (Sun et al., 2003), estimulen la sintesi d’oxid nitric inhibint 'enzim
convertidor d’angiotensina (Okuda et al., 1997) i poden regular la produccié de citoquines
per les cél-lules T (Kumar et al., 1992; Kumar et al., 1994).

Existeixen dos tipus d’AGE: els de la série w-6, que deriven de I'acid linoleic, i els de
la série w-3, derivats de I'acid a-linolénic. Aquests s’han d'obtenir de la dieta, i un cop
interioritzats es poden convertir en altres tipus d’AG poliinsaturats com I'acid araquidonic
(AA), l'acid eicosapentaenoic (EPA) i I'acid docosahexaenoic (DHA). Els metabolits de
cadena llarga que s’obtenen sén importants a nivell cerebral, per la retina, el fetge, els
ronyons, les glandules adrenals, entre d’altres (Das, 2006). La relacié entre la quantitat ’'AG
w-3 i d'w-6 presents a la membrana pot ser modulat per la dieta, i aquesta relacio influeix en
la neurotransmissio i en la formacié de prostaglandines, ambdds processos vitals per a un
bon funcionament cerebral (Haag, 2003) (Figura 5).

Els AG poliinsaturats, per ells mateixos o per a tota la série de compostos
bioldgicament actius que en deriven, poden estar relacionats tant en processos fisiologics

com patologics.

3.6.1 ACIDS GRASSOS w-6 : ACID LINOLEIC

Els AG w-6 es troben en llavors, verdures, fruits secs, fruites i olis de girasol, soja o
carbassa (Ollis et al., 1999; Das, 2002). El precursor d’aquesta série d’AG és l'acid linoleic.
Aquest és metabolitzat donant lloc a la formacié de determinades prostaglandines i a I'acid
araquidonic, que alhora deriva en altres compostos que poden ser tant prostaglandines con
leucotriens o tromboxans, alguns del quals promouen agregacié plaquetaria, trombosis i
reaccions inflamatories. La major part de les seves activitats bioldgiques s’han relacionat
amb el metabolisme energétic i amb una reduccié de la gana. D’aquesta forma, redueix la

ingesta d’aliments per una sensacié de sacietat, facilita la pérdua de pes i redueix el
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sobrepés i I'obesitat alentint, per exemple, el desenvolupament d’aterosclerosi (Gaullier et
al., 2004).

A part de les seves funcions fisioldogiques, s’ha de tenir en compte que, quan la dieta
és rica en AG w-6, I'acid araquidonic i els seus potents eicosanoids es produeixen
significativament, conduint a una sobreactivacié del sistema immunologic que podria
contribuir I'aparicié de malalties croniques com el cancer, malalties coronaries i diabetis
entre d’altres. Fins i tot hi ha estudis en els que s’ha observat que I'acid linoleic és capag de
promoure el creixement de ceél-lules tumorals, estimulant directament la mitosi o inhibint

I'apoptosi (Cravo et al., 2000).

3.6.2 ACIDS GRASSOS w-3: ACID EICOSAPENTAENOIC

Les principals fonts d’ AG de la série dels w-3 son el peix blau, I'oli de llinaga, llavors
(soja, mostaca, carbassa), fruits secs (nous, pipes), hortalisses de fulla verda i cereals (Ollis
et al., 1999; Das, 2002).

En l'organisme, I'acid a-linolénic, precursor dels w-3, pot ser metabolitzat de tres
maneres diferents: com a font d’energia a través de la seva B-oxidacié, emmagatzemant-se
en forma de triglicérids i fosfolipids de la membrana plasmatica, i per ultim, convertint-se en
AG w-3 de cadena llarga, d’entre els quals hi destaca I'acid eicosapentaenoic (EPA) i I'acid
docosahexaenoic (DHA). Els AG w-3 tenen diferents efectes bioldgics que els fa utils en la
prevencio i tractament de determinades malalties o condicions croniques com la diabetis de
tipus I, malalties del fetge, artritis reumatica, pressié sanguinia elevada, malalties coronaries
i determinats tipus de cancer. Per exemple, els AG presents en l'oli de peix han tingut una
amplia i controvertida aplicaci6 en medicina, des de [lalleujament de malalties
dermatologiques, passant per algunes de les malalties anteriorment esmentades,
inflamacions intestinals, patologies renals o problemes cardiovasculars (Argilés i Lépez-
Soriano, 1998).

Bioquimicament, els efectes beneficiosos d’aquest conjunt d’AG es poden explicar si
considerem la seva facilitat per a competir com a substrats amb els AG w-6 en la sintesi
d’eicosanoids, formats enzimaticament per ciclooxigenases i lipooxigenases. Cada vegada
€s més clar que els AG w-3, al competir amb els AG w-6, disminueixen la formacié d’alguns
eicosanoids relacionats amb la formacié de lesions artritiques i trombotiques, desplacant
l'acid araquidonic de la membrana cel-lular i disminuint la formaci6 de molécules
proinflamatories (Das, 2006; Calder, 2008).

L’EPA és precursor d’alguns eicosanoids que, com s’ha esmentat anteriorment,
regulen, entre d’altres, processos inflamatoris. La seva alliberacié és una resposta normal a
les lesions i la seva accio es requereix per a la reparacié del teixit malmés. No obstant, no
tots els eicosanoids sén iguals. Els que provenen de I'EPA tendeixen a no promoure la

inflamacié. Aquesta és una de les principals raons per la qual els experts en nutricid
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recomanen el consum d’AG w-3, ja que dietes riques en aquest tipus d’AG poliinsaturats sén
beneficioses per I'organisme, disminuint la inflamacié i reduint aixi el risc de patir malalties
croniques. A més, 'EPA i el DHA poden ser metabolitzats en uns compostos antiinflamatoris
anomenats resolvines, rebent aquest nom degut a que es localitzen en llocs en recuperacio
d’'inflamacions. Un balang adequat entre els diferents derivats dels AG poliinsaturats poden
determinar el progrés i finalitzacié d’una determinada patologia (Das, 2006).

L’EPA ha estat en el punt de mira de molts estudis com a potencial agent terapéutic,
ja que s’han anat evidenciant numerosos efectes beneficiosos després de I'administracio
d’'aquest compost. S’ha observat in vivo que els AG w-3 tenen un efecte moderador en front
al desenvolupament de resisténcia a la insulina després d’'una dieta rica en greixos.
Diferents estudis han suggerit que aquest efecte es basa en la capacitat d’'aquests AG per
evitar la disminucié de la PI3 quinasa i atenuar la disminucié de la translocacié del
transportador GLUT4 a la membrana de les cél-lules musculars. També s’ha vist que
inhibeix la disminucié de I'expressié de GLUT4 en teixit adipés i que, alhora, disminueix
I'activitat i 'expressio de I'enzim glucosa-6-fosfatasa del fetge, disminuint aixi la produccié de
glucosa hepatica i augmentant la captacio de glucosa per part del mascul i del teixit adipés.
En relacié a la proteccié d’accidents cardiovasculars, també esmentar que entre els efectes
d’'aquest AG w-3 hi trobem el de regular les HDL, la peroxidacié lipidica i els enzims
antioxidants (Kesavulu et al., 2002).

Estudis en I'area del cancer i de patologies associades, també han confirmat la
capacitat dels AG w-3 (concretament de 'EPA), d’aportar beneficis per a I'organisme. Alguns
estudis han mostrat una disminucié de la progressié del tumor aixi com una disminucio de la
pérdua de pes deguda al creixement d’aquest. A més, s’ha pogut observar un retard en el
desenvolupament d’anoréxia, tret caracteristic d’aquests tipus de pacients, revertint la
pérdua de pes (Ramos et al., 2004). En un model de sarcoma en rata es va poder observar
la influencia de 'EPA sobre determinats senyals hipotalamics relacionats amb la ingesta,
com un augment del NPY (neuropéptid Y), una disminucié de 'hormona estimuladora de
melanocits (a-MSH), com també una disminucié dels receptors de la serotonina, donant lloc
a un augment de la ingesta (Goncalves et al., 2006). Alhora, es va veure que 'EPA era
capac d’interferir en la sintesi de citoquines proinflamatories i en la produccié de derivats de
I'acid araquidonic (Calder, 2002). S’ha vist com en pacients amb caquéxia associada al
cancer als que se’ls administrava com a complement nutricional EPA els hi aportava efectes
favorables interferint en multiples mecanismes implicats en aquesta sindrome, revertint-la
fins al punt de millorar la supervivéncia del pacient (Argilés, 2005). En el context de la
caquéxia també s’ha vist una atenuacio de I'atrofia muscular per una reduccio de I'activitat
del sistema proteolitic dependent d’ubiquitina (Whitehouse et al., 2007) i una disminuci6 de
'accié de PIF a través de la inhibicié de la fosfolipasa A, , fet que evita I'alliberament d’acid

araquidonic el qual, en ultima instancia, és capag¢ d’activar NF-kB mitjancant la degradacio
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de Ik-Ba (Smith et al., 1999; Whitehouse et al., 2003). En aquest mateix ambit, es va veure
la capacitat dels AG w-3, després de I'administracio de capsules d’oli de peix, per inhibir la
lipolisi i la degradacio proteica associada a models de caquéxia (Tisdale, 2001; Argilés et al.,
2001)., alhora que també era capacg de disminuir la fatiga i les proteines de fase aguda, fets
relacionats amb la disminucié de la IL-6 (Wigmore et al., 1997).

En estudis en cultius cel-lulars es van obtenir resultats que indicaven que I'EPA era
capag¢ de disminuir la produccié de IL-1 B i del TNF-a dels monodcits i la produccio de IL-6 i

IL-8 de les cel-lules endotelials (Khalfoun et al., 1997; Babcock et al., 2002).
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Figura 5. Metabolisme dels acids grassos essencials de la série w-6 i w-3.
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Obijectius

La diabetis i el cancer son algunes de les malalties més prevalents de la societat
occidental, ambdues caracteritzades per presentar greus alteracions metaboliques, les quals
dificulten el manteniment d’'una bona qualitat de vida. Existeixen mudltiples terapies
farmacologiques per a combatre-les pero, cada vegada és més evident que una bona
alimentaci6 podria evitar o, si més no, alentir el desenvolupament d’aquestes malalties. En
I'actualitat, tot i que aquesta visi6 ja formava part d’altres cultures des de fa milers d’anys,
s’han potenciat els estudis cientifics on els protagonistes son els components que formen

part de la nostra dieta i s’han demostrat les seves propietats beneficioses.

L’objectiu principal d’aquesta tesi doctoral ha estat estudiar un ventall de nutracéutics
presents en diferents aliments per tal de determinar la seva potencialitat de cara a utilitzar-
los com a estratégia terapéutica per fer front a dues situacions cataboliques: la diabetis

mellitus de tipus 2 (DMT2) i la sindrome caquéctica associada al cancer.

Les aproximacions experimentals utilitzades han estat varies. D'una banda, per
I'estudi de I'efecte dels nutracéutics sobre la DMT2, varem utilitzar el model animal de rates
diabétiques Goto-Kakizaki. Per altra banda, per l'estudi d’aquests sobre la caquéxia
cancerosa, varem realitzar una primera aproximacié in vitro en un model d’hipertérmia
puntual en cél-lules musculars de la linia C2C12, i una segona aproximacio in vivo, utilitzant
el model tumoral de I'hepatoma ascitic Yoshida AH-130 en rates i el carcinoma pulmonar de

Lewis en ratolins.

Els aspectes que s’analitzen en aquesta tesi doctoral sén els seguents:

1. Efecte de 'EPA sobre la diabetis mellitus de tipus 2

Per I'estudi de I'efecte de I'acid eicosapentaenoic (EPA) sobre la DMT2 es van

utilitzar rates Goto-Kakizaki, un model espontani de DMT2, i es va valorar:

e L’estat general de l'animal (guany de pes, ingesta, pesos dels diferents organs i
teixits i mesura de determinats parametres plasmatics).

e 'efecte de 'EPA en metabolisme glucidic

e L’ efecte de 'EPA en metabolisme lipidic

e L’ efecte de 'EPA en la inflamacio
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2. Efecte dels nutracéutics sobre la caquéxia cancerosa

Per a la realitzacié d’aquest treball i, donat I'ampli ventall de nutracéutics existents,
varem haver d’escollir aquells que, per les seves propietats beneficioses, podrien ser bons
candidats pel tractament de la caquéxia:

e Resveratrol

e Genisteina

e Galat d’epigalocatequina

e Teofil-lina

e Sulfur d’al-lil

Per I'estudi de I'efecte d’aquests nutracéutics sobre la caquéxia cancerosa es van dur

a terme les seglents aproximacions experimentals:

» Model in vitro d’hipertermia puntual (model experimental d’'induccié de protedlisi) en
cél-lules musculars de la linia C2C12, per tal de testar diferents dosis dels nutracéutics i

valorar el possible efecte sobre la degradacié proteica.

» Models in vivo de caquéxia cancerosa en rates portadores de I'hepatoma ascitic
Yoshida AH-130 i en ratolins portadors del carcinoma pulmonar de Lewis, per tal de
valorar:

e [ ’estat general de I'animal (guany de pes, ingesta, pesos dels diferents drgans

i teixits i mesura de determinats parametres plasmatics)

e El creixement tumoral

e | 'expressid de gens implicats en els principals sistemes proteolitics

e Els nivells plasmatics de citoquines
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Materials i métodes

1. ESTUDIS IN VIVO

1.1 ANIMALS | CONDICIONS D’EXPERIMENTACIO

Els experiments presentats es van realitzar emprant rates mascles de les soques
Goto-Kakizaki (model espontani de diabetis tipus Il (Taconic, Denmark)) i Wistar, i ratolins
mascles de la soca C57BL/6J (Harlan Interfauna Ibérica). Els animals es van mantenir
estabulats en condicions ambientals estandard (22 + 2°C de temperatura, humitat relativa
del 70-80%, cicle d’il-luminacié de 12 hores diaries de llum), amb lliure accés al pinso i
'aigua. La dieta (Teklad Global, Harlan Interfauna Ibérica) estava constituida per un 63.9%
d’hidrats de carboni, 14.5% de proteina i 4% de greix en el cas de les rates i per a ratolins la
composicio era de 57.3% d’hidrats de carboni, 18.9% de proteina i 5.7% de greix.

Tots els protocols utilitzats van ser préviament autoritzats pel Comité Etic de la

Universitat de Barcelona, i la manipulacié va seguir la normativa de la Comunitat Europea.

1.2 MODELS EXPERIMENTALS

1.2.1 MODEL DE DIABETIS: GOTO- KAKIZAKI

Goto-Kakizaki és un model espontani de diabetis de tipus Il (Diabetis no dependent
d’'insulina). Les rates que la manifesten presenten alteracions metabdliques, hormonals i
vasculars similars als de la diabetis humana i, a diferéncia d’altres models animals de
diabetis, les rates Goto-Kakikazi no s6n obeses. Aquests animals presenten hiperglucémia,
una defectuosa secrecié d’insulina en resposta a la glucosa, tant in vivo com en ceél-lules
pancreatiques aillades, resisténcia a la insulina a nivell hepatic i periféric i, en estats més
avancats, poden arribar a manifestar retinopatia, microangiopatia, neuropatia o nefropatia.

Aquest model s’obté per repetici® d'encreuaments selectius entre rates que
presenten una menor tolerancia a la glucosa, potenciant aixi, que després de 3 o 4

generacions, els animals manifestin la simptomatologia propia de la diabetis de tipus Il.

1.2.2 HEPATOMA ASCITIC YOSHIDA AH-130

L’hepatoma ascitic Yoshida AH-130 és un tumor de rapid creixement (temps de
duplicacié de 24 hores) que conté cél-lules poc diferenciades i que causa, a les rates
portadores, una rapida perdua de pes corporal i del contingut proteic del muscul esquelétic,
aixi com altres importants alteracions metaboliques (Baccino et al., 1984).

Les ceél-lules tumorals van ser recollides amb una xeringa estéril directament de la
cavitat peritoneal d’una rata amb un tumor en fase exponencial (7 dies després de la

inoculaciod), es van diluir en PBS estéril (tampd fosfat sali, Lonza group, Suissa) a una
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concentracié de 10* cél-lules/ml, i es van inocular, mitjangant una injeccié intraperitoneal, 2
ml (10® cél-lules) a cada una de les rates del grup de portadores de tumor. Al final del
periode experimental, es va recollir el tumor de la cavitat peritoneal i es va mesurar el seu
volum en una proveta graduada. En un tub eppendorf es va barrejar 875 ul de PBS, 100 pl
de blau tripa i 25 pl de suspensié de cél-lules tumorals; es va agitar suaument, i es van
posar 20 yl a 'hematocitometre. Es van comptar les cél-lules de 6 quadrets de cadascun
dels quadrants (X) i es va calcular la mitjana dels 16 quadrets que composen un quadrant;
tenint en compte que la suma dels 16 representa un volum de 0.1 mm® el nombre de
cél-lules es va calcular de la segiient forma: X x 16 x F (factor de dilucié) x 10* = nombre de
cel-lules / ml.

Aquest model tumoral es va mantenir in vivo en la nostra coldnia de I'estabulari de
forma permanent, obtenint-se per a la realitzacié dels experiments, mostres de tumor en

fase de creixement exponencial 7 dies després de la inoculacio.

1.2.3 CARCINOMA PULMONAR DE LEWIS (LLC)

El LLC constitueix un model experimental de caquéxia caracteritzat pel creixement
d’'un tumor primari solid, en aquest cas en una de les potes posteriors, i per I'aparicié de
metastasis pulmonars. Es també de creixement rapid i provoca un elevat grau de caquéxia.

Per tal de procedir a la seva inoculacié, es van injectar intramuscularment 200 pl del
tumor que contenien 5x10° cél-lules. Les cél-lules van ser obtingudes de tumors en fase
exponencial de creixement de ratolins als que se’ls havien injectat la mateixa quantitat de
cél-lules 15 dies abans. El comptatge de cél-lules és va dur a terme de la mateixa manera
que en el model anterior pero, al tractar-se d’'un tumor solid, préviament s’havien de
disgregar les cél-lules i resuspendre-les en PBS estéril.

Els experiments es van realitzar fins a 14 dies després de I'indcul, moment en el que
determinavem el nombre de metastasis pulmonars i el pes del nodul tumoral com a
indicadors del desenvolupament del tumor, ja que l'elevada necrotitzacié d’aquest, ens

dificultava la determinacio del nombre total de cél-lules tumorals.

1.2.3.1 DETERMINACIO DE LES METASTASIS PULMONARS

Una vegada netejat el pulmd varem separar els 5 I16buls pulmonars i els vam pesar
(pes total del pulmé). El nombre de metastasis es va estimar visualment en funcié de la seva
superficie 1mm?, 4mm?, 9mm?, 16mm? i 25mm?, les classificavem en els tipus 1,2,3,4 i 5
respectivament. Calculavem el pes de les metastasis mitjancant la féormula 4/3mr®. Vam

[l

considerar que cada metastasi s’aproximava a una geometria esférica, on “r’ era el seu radi.
El volum fou llavors convertit en el pes assumint que la densitat del tumor era proxima a la
unitat. La seglent taula ens relaciona el tipus de metastasi i el seu respectiu pes (Donati,
1978):
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Tipus pes (mq)
0.52
4.19

14.13

33.49

65.41

AR WN -

1.3 TRACTAMENTS

A continuacié es descriuen els diferents tractaments realitzats. En tots els casos es
va dur a terme el seguiment de la ingesta, del consum d’aigua i del pes corporal diariament

durant 'administracié de tots els tractaments de cada un dels experiments.

Acid eicosapentaenoic (EPA) i acid linoleic (LINO)

El tractament cronic va consistir en una administracié intragastrica diaria durant 28
dies a rates Goto-Kakizaki de 3 setmanes d’edat. Els animals es van dividir en 3 grups: el
grup control, un segon grup al que s’administrava 0.5 g/kg de pes corporal (pc) d’EPA
(Novartis Nutrition Corporation, Minnesota, USA) i un ultim que va rebre 0.5 g/kg pc de LINO
(Novartis Nutrition Corporation, Minnesota, USA). S'utilitzava com a vehicle la
carboximetilcel-lulosa a I'%. Al grup control es va administrar, de la mateixa manera, el

volum equivalent del vehicle.

Resveratrol

El tractament cronic va consistir en una administracié intraperitoneal diaria en ratolins
controls i portadors del carcinoma pulmonar de Lewis durant 14 dies, a partir del moment de
'inocul. Els animals es van dividir en diferents grups: control i tractats a les dosis de 5i 25
mg/kg pc de resveratrol (Sigma Aldrich). Com a vehicle es va utilitzar DMSO:PBS (1:20) que

també va ser administrat (el volum equivalent) als grups control.

Genisteina

El tractament cronic va consistir en una administracio intragastrica diaria en rates
control i portadores de I'hepatoma ascitic Yoshida AH-130 durant 7 dies a partir del moment
de I'indcul. Els animals es van dividir en diferents grups: control i tractats a les dosis de 10, 5
i 2.5 mg/kg pc de genisteina (Sigma Aldrich). Es va preparar un estoc de genisteina amb
dimetilsulfoxid (DMSOQO) (Sigma Aldrich), que posteriorment va ser dissolt en el vehicle
d’administracio: oli de blat de moro (5% de DMSO). Al grup control se’ls va administrar, de la

mateixa manera, el volum equivalent del vehicle amb un 5% de DMSO.
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Galat d’epigalocatequina (EGCG)

El tractament cronic va consistir en una administracio intragastrica diaria en rates
portadores de I'hepatoma ascitic Yoshida AH-130 durant 7 dies a partir del moment de
inocul. Els animals es van dividir en diferents grups: control i tractats a les dosis de 50, 25 i
10 mg/kg pc ’'EGCG (Sigma Aldrich). Com a vehicle es va utilitzar aigua, que també va ser

administrada (el volum equivalent) als grups control.

Teofil-lina

El tractament cronic va consistir en l'administracié intragastrica diaria en rates
portadores de I'hepatoma ascitic Yoshida AH-130 durant 7 dies a partir del moment de
inocul. Els animals es van dividir en diferents grups: control i tractats a les dosis de 50, 25 i
10 mg/kg pc de teofil-lina (Sigma Aldrich). Com a vehicle es va utilitzar oli de blat de moro on
el tractament quedava en suspensio. Als grup control se’ls hi va administrar el volum

equivalent del vehicle.

Sulfur d’al-lil (DAS)

El tractament cronic va consistir en una administracié intragastrica diaria a rates
control i portadores de I’hepatoma ascitic Yoshida AH-130 i a ratolins controls i portadors del
carcinoma pulmonar de Lewis durant 7 i 14 dies, respectivament, a partir del moment de
inocul. Els animals es van dividir en diferents grups: control i tractats a les dosis de 150,
100 i 25 mg/kg pc de sulfur d’al-lil (Sigma Aldrich). Com a vehicle es va utilitzar oli de blat de

moro que també va ser administrat (el volum equivalent) als grups control.

Es va realitzar el seguiment de la ingesta, del consum d’aigua i del pes corporal

diariament durant 'administracié de tots els tractaments de cada un dels experiments.

1.4 ANESTESIA | SACRIFICI

Al finalitzar els experiments, els animals van ser pesats i anestesiats
intraperitonealment amb 2 ml/kg d’'una barreja (3:1) de ketamina (Imalgene®, Merial, Francga)
i xilacina (Rompun®, Bayer, Alemanya). La mort va ser provocada per I'extraccié de la sang
després de l'obertura de la cavitat peritoneal i assegurada mitjangcant la ruptura del

diafragma.

1.5 EXTRACCIO DE TEIXITS | SANG

Inicialment es va obrir la cavitat abdominal i, una vegada visualitzada l'aorta, es va

procedir a I'extraccié de la mostra de sang amb una xeringa heparinitzada de 5 ml; aquesta
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sang es va dipositar en un tub que es va mantenir fred en gel. A continuacié es van extreure
els teixits, que immediatament van ser congelats en nitrogen liquid per freeze-clamping i

pesats, i es van conservar a -80°C.

1.6 MESURA DE LA COMPOSICIO CORPORAL

La composicio corporal va ser valorada en rates Wistar portadores del tumor ascitic
Yoshida AH-130 abans de la seva inoculacié i 7 dies després del creixement tumoral. Es va
dur a terme en col-laboraci6 amb el grup de recerca del Dr. Anker (Departament de
Cardiologia, Charité Medical School, Berlin, Alemanya) realitzant una espectroscopia per
ressonancia magnética nuclear amb el sistema EchoMRI-700™ (Echo Medical Systems,
Houston, TX). Aquest dispositiu ens permet determinar la massa adiposa, la massa magra,
els fluids corporals i I'aigua corporal total amb una sensibilitat de 2 g. El sistema es basa en
un iman que constitueix I'analitzador i que té un camp magnétic de 0.05 T en la regié
sensible. Es produeixen una série de polsos a 2 MHz que indueixen canvis en la polaritzacio
magnética de I'hidrogen nuclear, aquests canvis es produeixen a diferents temps en funcié
de cada teixit i s6n aquestes diferéncies les que determinen la quantitat de cada una de les

substancies estudiades (Akashi et al., 2008).

1.7 MESURA DE L’ACTIVITAT LOCOMOTORA

L’activitat locomotora va ser valorada en rates Wistar portadores del tumor ascitic
Yoshida AH-130 en col-laboracié amb el grup de recerca del Dr. Anker (Departament de
Cardiologia, Charité Medical School, Berlin, Alemanya) mitjangcant un sistema de sensors
Supermex (Muromachi, Tokio, Japd) durant un periode de 24h abans de la inoculacié del
tumor i 7 dies després del creixement d’'aquest. Els animals estaven en gabies individuals i

els resultats s’expressaren com a nombre de moviments realitzats en un dia.

2. ESTUDIS EX VIVO

2.1 PREPARACIO DE TEIXITS AILLATS

Es van extreure els musculs EDL (extensor digitorum longus) i els teixits adiposos
dorsals (TABd) de rates anestesiades amb Imalgene®-Rompun® (3:1) (segons el métode
utilitzat per Busquets et al., 2002) dels que es van preparar tires (strips) o es van mantenir
sencers depenent de I'experiment. Els musculs es van col-locar en un suport metal-lic de
manera que es pogués mantenir la tensié muscular en la que es troben els EDL en situacié
fisiologica (Figura 1). S’ha descrit que, durant 3 hores d’incubacid, els mudsculs mantenen

intactes els seus nivells d’ATP i fosfocreatina (Busquets et al., 2000).
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OXIGENACIO
SORTIDA ENTRADA

a — B

Figura 1. Dibuix esquematic del sistema utilitzat per a realitzar
incubacions de musculs EDL.

Un cop extrets els dos teixits, es van incubar en vials de vidre durant 30 min a 35°C
(en un bany termostatitzat) sota una atmosfera d'O./CO, (19:1), en 3 ml de tampd Krebs-
Henseleit suplementat amb piruvat (2 mM), HEPES (20 mM) i aminoacids de cadena
ramificada (leucina 17 mM, isoleucina 10 mM, valina 20 mM), a pH 7.4, préviament gassejat
amb carbogen durant 20 min. A continuacié es va procedir a incubar els teixits en el medi
adequat segons el tipus d’assaig (aquest procediment es troba detalladament explicat a
'apartat 8.1.1.).

Els teixits procedien de rates control en les que es va complementar el medi
d’incubacié amb EPA i LINO 2 mM i de rates Goto-Kakizaki que préviament havien estat
tractades diariament durant 28 dies amb 0.5 g/kg pc d’'EPA, 0.5 g/kg pc de LINO i d’un grup

control que se li havia administrat el volum equivalent del vehicle (carboximetilcel-lulosa).

3. ESTUDIS IN VITRO

3.1 CULTIUS CEL-LULARS

3.1.1 NORMES GENERALS DE MANIPULACIO

Quan es treballa amb cultius cel-lulars, és imprescindible mantenir condicions
estrictes d’esterilitat, i és extremadament important mantenir un seguiment de les
caracteristiques observables del cultiu al microscopi, per detectar aviat contaminacions
(bacteris, fongs, llevats) o canvis espontanis en el fenotip dels cultius.

Es va intentar sempre mantenir la maxima netedat possible; també rentant-nos les
mans amb sabd i mullant-les amb etanol abans de comencgar. Es va treballar sempre sota
campana de flux laminar vertical, la seva superficie es descontaminava amb etanol abans i
després de cada sessio de treball. Tot el material fungible esteéril es guardava en bosses ben

tancades per protegir-lo de contaminacions i bruticia, obrint-les i tancant-les preferentment
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dins de la campana i mantenint-les dins de la sala de cultius. Les ampolles de medis i
reactius, els succionadors i altre material que no estigués convenientment embolicat, es
fregava amb una mica d’alcohol abans d’introduir-lo dins de la campana. Les ampolles de
medi estérils s’obrien i es tancaven dins de la campana, a prop de la flama del encenedor
Bunsen, i es segellaven amb una cinta al voltant del tap abans de treure-les. Tota substancia
o material que hagués d’estar en contacte amb les cél-lules es procurava que fos especific
per cultius (normalment ja estérils) o s’esterilitzaven per filtracié (filtre de 0,22 um) o per
temperatura (autoclau).

Tenint en compte que el flux laminar de la campana és vertical de dalt a baix, els taps
de les ampolles i les tapes de les plaques obertes es col-locaven boca avall, i es procurava
no passar la ma o qualsevol altre objecte per sobre dels medis, plagues al descobert o
qualsevol material destinat a estar en contacte amb les cél-lules. També es realitzaven
neteges periddiques de la campana i de l'incubador per evitar contaminacions, i tota la sala
era sotmesa a radiacions ultraviolades durant tota la nit. Les condicions dins de I'incubador
eren sempre de 37°C, 90% d’humitat relativa i 5% de CO,. Es va procurar mantenir les
cél-lules el menor temps possible fora de I'incubador.

Degut a que les cel-lules amb les que treballem s6n immortalitzades, és relativament
facil l'aparicié d’alteracions fenotipiques degudes a [l'adquisici6 espontania de
caracteristiques de transformacio; per aixd seguiem atentament I'aspecte dels cultius en
I'observacié microscopica, i no utilitzavem cél-lules de més de 12 subdivisions a partir de la
zero del proveidor. EI manteniment de I'estoc es va fer de manera que mai arribés a la
confluéncia per no deplecionar el component mioblastic de la poblacié de cél-lules, ja que
una vegada els mioblasts han iniciat el programa miogenic, perden irreversiblement la
capacitat proliferativa. Les cél-lules congelades van ser mantingudes en nitrogen liquid.

Al no ser detectable a simple vista, es va comprovar I'abséncia de contaminacio per
micoplasma mitjangant el kit de deteccié de micoplasmes (Biological Industries Co. Reactiva
S.A).

3.1.2 LiNIA CEL-LULAR C2C12

Aquesta linia cel-lular és un subclon derivat per H. Blau (Blau et al., 1985) de la linia
cel-lular miogénica murina C2, establerta a partir de cel-lules satél-lit de muscul esquelétic
de I'extremitat posterior de ratoli C3H adult (Yaffe i Saxel, 1977). Aquesta linia es diferencia
rapidament i produeix amplis miotubs contractils que expressen caracteristiques de muscul
esquelétic. Aquest clon proporciona un model excel-lent per a I'estudi de la miogénesi in
vitro i la diferenciacio cel-lular (Blau et al., 1985).

Les cél-lules amb les quals treballavem varen ser obtingudes directament de
I’American Type Culture Collection (ATCC CRL-1772, Lot # F-15168).
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3.1.3 MEDIS DE CULTIU, SUPLEMENTS | ANTIBIOTICS

Dubelco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Aquest medi és esteéril i esta suplementat amb 4,5 g glucosa/ml, 110 mg piruvat

sodic/ml i 2 mM L-glutamina. L’obriem dins de la campana i el suplementavem
immediatament amb 100 unitats de penicil-lina/ml, 100 mg d’estreptomicina/ml, 25 ng de
fungizona/ml i el sérum corresponent. Una vegada obert es conservava a 4°C i no més de 15

dies.

Sérum Fetal Bovi (FBS)

Es molt important mantenir un lot constant de sérum, ja que un canvi d’aquest pot

introduir molta variabilitat en els experiments. Tots els experiments es van dur a terme amb
FBS sempre de la mateixa casa comercial i del mateix lot. El sérum es va conservar en
aliquotes de 50 ml a -20°C. Per inactivar el complement, abans d’aliquotar es sotmetia el

serum 1 hora a 55°C.

Sérum Equi (HS)

Sempre utilitzavem el mateix HS i del mateix lot. Manteniem les mateixes

consideracions de conservacio i manipulacié que amb el FBS.

Antibiodtics
Varem utilitzar la combinacié de Penicil-lina-Estreptomicina-Fungizona (PSF); els dos
primers son antibiotics, i el tercer és un antifungic. S’afegia al DMEM just després d’obrir

I'ampolla, diluint-lo 1:100. Es conserva en aliquotes de 5 ml a -20°C.

Tripsina (Tripsina-Versene)

Es convenient utilitzar tripsina amb EDTA (acid etilendiaminotetracétic, Sigma-
Aldrich) perqué aquest ultim és un agent quelant dels cations bivalents, fet que inhibeix
I'adhesi6 intercel-lular i a la placa. S’aliquotaven en tubs estérils de 15 ml (ja que resisteix

varis cicles de congelaci6 i descongelacio), i es conservava a -20°C.

3.1.4 TECNIQUES GENERALS EN CULTIUS CEL-LULARS

3.1.4.1 MANTENIMENT DE L’ESTOC

L’estoc es va mantenir sempre en DMEM 10% FBS en plaques de 10 cm de diametre
o en flascons de rosca de 75 mm?, i es va mantenir sempre per sota del 80% de confluéncia,
fent subdivisions cada dues o tres vegades per setmana en les que es diluien les cél-lules
entre 5i 15 vegades. Es posava especial cura en que les cél-lules estiguessin ben disperses
perqué no es formessin clons, ja que en el centre d’aquests grups els mioblasts poden
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comengcar el programa miogénic. Les aliquotes descongelades procedien d’'una subdivisio 2
0 3 a partir de l'original, de les quals no es van realitzar més de 8 o 10 subdivisions. El
temps aproximat de duplicacié de la poblacié és d’unes 24 hores (quan les cél-lules no estan

gaire diluides). Una placa de 10 cm de diametre conté aproximadament 4 x 10° cél-lules.

3.1.4.2 SUBDIVISIO

S’aspirava el medi de les plaques i es rentaven dues vegades amb PBS o amb
DMEM sense sérum (procurant eliminar tota la resta de sérum ja que aquest inhibeix la
tripsina). S’afegia 1 ml de tripsina sense diluir per placa de 10 cm de diametre i s’incubaven
durant 7 min a 37°C. Es treien i es parava la reaccidé afegint medi amb sérum. Es
centrifugava a 220 g durant 4 min i es retirava el sobrenedant que contenia la tripsina.

Finalment es resuspenien les cél-lules amb medi amb sérum.

3.1.4.3 COMPTATGE

Una vegada tripsinitzades les cél-lules i feta la primera dilucio, es resuspenien molt
bé amb I'ajuda d’una pipeta Pasteur estéril, s’agitava bé el tub, i es prenia una aliquota de
15 ul per posar en ’lhematocitdmetre (cambra de Neubauer). Observant al microscopi a 100
augments, es comptaven 6 dels 16 quadrets de cada quadrant. El nombre de cél-lules es
calculava de la segient manera:

N° cél-lules/ ml = mitjana del comptatge dels 4 quadrants x 10*

3.1.4.4 SEMBRA

Una vegada tripsinitzat I'estoc, es feia una primera dilucié d’aproximadament 1.5-2 x
10° cél-lules/ml, i es realitzava el comptatge. Després de fer els calculs es sembrava a 3.7 x
10* cél-lules/cm?, de forma que es posaven:
- En cada placa de 10 cm de diametre, 10 ml de medi amb 2.5 x 106 cel-lules.
- En cada pouet d’una placa de 6 pous, 2 ml amb 3.5 x 10° cél-lules.

Una vegada realitzada la dilucié de cél-lules desitjada, s’agitava el tub periddicament
per evitar que aquestes es dipositessin al fons. Una vegada sembrades, s’agitaven les
plaques suaument d’esquerra a dreta, endavant i endarrere, per repartir-les bé per tota la

superficie.

3.1.4.5 CONGELACIO

Les cél-lules tripsinitzades i resuspeses en DMEM-10%FBS es comptaven, es
centrifugaven durant 4 min a 220 g i, una vegada eliminat el sobrenedant, es resuspenien en
medi de congelacié (DMEM-10%FBS, 10% DMSO) a una concentracié de 10° cél-lules/ml.

Es repartien en aliquotes d’1 ml en els vials de congelacié i es procedia a la seglent
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sequéncia de congelacié: 1h a 4°C, 2 hores a -20°C i tota la nit a -80°C. Es conservaven

congelades en nitrogen liquid.

3.1.4.6 DESCONGELACIO

L’'aliquota es descongelava el més rapidament possible en un bany a 37°C i es
resuspenia rapidament en 10 ml de DMEM-10%FBS, per evitar I'acci6 del DMSO. Es
centrifugava a 220 g durant 4 min i es descartava el sobrenedant. Finalment, es resuspenien

en 10 ml de DMEM-10% FBS i es sembraven en una placa de 10 cm de diametre.

3.2 ESTUDIS EN CULTIUS DE C2C12 DIFERENCIADES

Les céllules C2C12 es van sembrar a 3.7x10* cél-lules/cm? en DMEM-10%FBS. Al
dia seguent les cél-lules es trobaven en un 90-100% de confluéncia, de manera que es
procedia al canvi de medi per diferenciar; en aquest cas s’utilitzava DMEM-10%HS. Els

experiments es van realitzar a dia 5 ¢ 6 de diferenciacio (segons el tipus d’experiment).

3.2.1 MODEL PROTEOLITIC D’HIPERTERMIA PUNTUAL

Varem utilitzar el model descrit per Smith i col-laboradors (2005). Aquest model de
protedlisi es basa en sotmetre a les cél-lules a un augment de temperatura durant un
periode de temps curt. Els experiments es van realitzar a dia 5 de diferenciacio, dia en el
que es van incubar les cel-lules amb DMEM durant 2 hores i posteriorment es va substituir el
medi per DMEM-10%HS que contenia el tractament. Les cél-lules es van incubar a 41°C
durant 6 hores. Passat aquest temps, es van recollir les cél-lules i el medi, 0 es van retornar

a les condicions normals (37°C) durant 24h depenent de I'experiment.

3.2.2 TRACTAMENTS

A la taula seglent s’hi poden veure els diferents tractaments utilitzats en els
experiments in vitro d’aquest treball, les dosis escollides i la preparacié prévia a la seva

administracio:

Producte Dosis testades Solucié mare
RESVERATROL (Sigma) | 100, 10, 1, 0.1 uM DMSO
GENISTEINA (Sigma) 50,10, 5, 2.5 yM DMSO
EGCG (Sigma) 10, 5, 0.5, 0.25 yM PBS
TEOFIL-LINA (Sigma) 0.1, 0.05, 0.01 mM DMSO
DAS (Sigma) 1,0.5,0.25,0.1 mM Etanol
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Posteriorment a I'obtencié dels estocs, es van preparar els tractaments en medi
DMEM + 10%HS, quedant finalment concentracions tant d’etanol com de DMSO inferiors al
0.1%.

3.2.3 TAXA DE DEGRADACIO PROTEICA

Per a la determinacié de la taxa de degradacié proteica es van seguir els métodes
descrits per Gulve i col-laboradors (1991) amb algunes modificacions. Les cél-lules C2C12
es van sembrar i diferenciar com s’ha descrit anteriorment en plaques de 6 pous. Per marcar
radioactivament les proteines es va utilitzar fenilalanina (Phe) tritiada (L-[2,3,4,5,6-
3H]fenilalanina, 126 Ci/mmol, Amersham, UK). S'utilitza la fenilalanina com aminoacid
marcador ja que no és significativament degradat ni sintetitzat pel muscul, proporcionant
d’'aquesta forma un bon parametre per la mesura del recanvi proteic. S’ha de tenir en
compte que la seva reutilitzacié és minimitzada amb un excés d’aminoacid en el medi (Attaix
et al., 1994). Els miotubs van ser incubats amb 2 ml/pou de DMEM-10%HS i 1 ul *H-Phe/m
a dia 4 de diferenciacio durant 24 hores.

Els experiments es van realitzar a dia 5 de diferenciacio, dia en el que varem incubar
les cél-lules durant 2 hores a 37°C amb DMEM. Passat aquest temps es va substituir el
DMEM pel medi de diferenciacié que contenia les diferents dosis del tractament. Les
cél-lules es van mantenir a 41°C durant 6 hores. Acabat aquests procés es van recollir
aliquotes d’'1 ml de medi, vam rentar les cél-lules amb PBS i les varem guardar a -80°C. En
algunes d’aquestes plaques es va renovar el tractament passades les 6 hores a 41°C i van
ser retornades a condicions normals (37°C) fins a les 24h, en aquest cas es va recollir medi
ales 6iales 24 hores.

En alguns casos també s'afegia el tractament en el moment de posar la radioactivitat

realitzant aixi un pretractament de 24h (Figura 2).

RECOLLIDA MEDI | CEL-LULES
SEMBRA DIFERENCIACIO

i
Dia 0 Dia 4 Dia 5 Dia 6
3
H-Phe TRACTAMENT
(pretractament)
6 ha41°C

Renovacioé tractament

(només a 24h)

Figura 2. Esquema del disseny experimental utilitzant el model d’hipertérmia puntual
per a la valoraci6 de la taxa de degradacié proteica en C2C12.
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Processament de les mostres

Medis: Als medis de les aliquotes obtingudes de I'experiment (0.5 ml), se’ls va afegir
250 pl d’acid tricloroacétic (TCA) al 10% i es van incubar 1 hora a 4°C. Passat aquest temps,
es van centrifugar durant 5 min a 9600 g a 4°C per separar les proteines del medi i varem
recollir el sobrenedant. Aquest va ser transferit a un vial de comptatge amb 10 ml de liquid
d’escintil-lacié i 47.5 pl de NaOH 10 M per neutralitzar el TCA.

Cél-lules: les plaques es van mantenir en gel. Per lisar les cél-lules es va afegir 0.5
ml de desoxicolat sodic 0.1%-NaOH 0.1M per pou i es van incubar durant 1 hora a 37°C. Tot
el volum del lisat es va transferir a un vial de comptatge amb 10 ml de liquid d’escintil-lacio i
es va neutralitzar el medi amb 26 pl de TCA al 30%.

Els vials de comptatge van ser agitats i es van guardar tota la nit protegits de la llum
a 4°C. El contingut de radioactivitat va ser determinat en un comptador d’escinti-lacié liquid
(Packard 2100TR). Els resultats van ser obtinguts a partir del quocient entre la radioactivitat

alliberada al medi i la comptabilitzada a I'interior de les cél-lules.

4. ANALISI DE L’EXPRESSIO GENICA

4.1 EXTRACCIO DE L’'RNA

Per a I'extraccié d’'RNA es va utilitzar el reactiu Tripure Isolation Reagent (Roche), el
qual permet obtenir aproximadament 0.5-2 uyg RNA/mg de teixit en el cas de muscul i teixit
adipds blanc aixi com de cél-lules en cultiu. Per realitzar I'extraccid, es van homogenar entre
100 i 200 mg de teixit amb 1 ml de Tripure en un politré a velocitat mitjana (8000-16000
rpm). Els homogenats es van centrifugar (12000 g 1 min 4°C) per eliminar restes de teixit no
disgregades, i el sobrenedant es va passar a un tub eppendorf nou. Després d’afegir 200 ul
de cloroform, es va agitar durant 15 segons i es van incubar les mostres 10 min a
temperatura ambient. Es va centrifugar (12000 g 15 min 4°C) i es van obtenir tres fases: una
inferior amb els dissolvents organics (fenol-cloroform), una superior (la fase aquosa) que
contenia 'RNA, i un anell central que corresponia a les proteines. Després de passar la fase
superior a un nou eppendorf, es van afegir 500 ul d’isopropanol, es va incubar 5 min a
temperatura ambient, i es va centrifugar 10 min en les condicions anteriors. Un cop eliminat
el sobrenedant, el precipitat va ser resuspés en 1 ml d’etanol al 75% en aigua DEPC
(tractada amb dietil pirocarbonat, Sigma Aldrich) i es va tornar a centrifugar durant 5 min en
les mateixes condicions. Finalment, després d’eliminar el sobrenedant i assecar el precipitat,
es va resuspendre 'RNA en 40 ul d’aigua DEPC i es va procedir a la valoracié de la seva

concentracié amb un espectofotometre Nanodrop ND-1000.
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Per a I'extraccid d’RNA de ceél-lules, el protocol a seguir va ser el mateix, amb la
diferéncia de que el pas inicial no va ser ’lhomogenitzacié siné que es van posar 500 ul de

Tripure a cada un dels pous, i amb I'ajuda d’una rasqueta es va recollir el lisat.

4.2 TRANSCRIPCIO REVERSA | PCR A TEMPS REAL (PCR-RT)

La reaccid en cadena de la polimerasa (PCR) es basa en I'amplificaci6 d'una
determinada regid6 de DNA, simulant el procés de replicaci6 que es produeix de forma
natural a la cél-lula. Aquesta técnica permet obtenir un gran nombre de copies a partir d’'un
determinat segment mitjangant la utilitzacié d’oligonucledtids sintétics (encebadors) d’uns
15-25 pb complementaris a la zona flanquejant de la regié que es vol amplificar. La PCR
consisteix en un numero de cicles en els quals es produeixen canvis de temperatura que
provoquen la desnaturalitzacié del DNA, la hibridacié dels oligonucledtids, i finalment
I'extensio que permet a la Taq polimerasa sintetitzar la resta de la cadena complementaria.
Aquest cicle (desnaturalitzacié-hibridacio-extensio) es repetira un determinat nimero de
vegades depenent dels nivell d’expressié del gen que es vol estudiar, de la concentracio

d’encebadors amb la qual treballem, i de la mida de I'amplico.

En aquest treball s’ha utilitzat la técnica de la PCR a temps real, que es realitza en

dues parts: la transcripcio reversa i I'amplificacié del fragment amb la PCR-RT.

Transcripcio reversa (TR)

Degut a que I'RNA esta format d’'una Unica cadena i és termosensible, s’haura de fer
una transcripcié reversa abans d'iniciar 'amplificacié. En aquest procés és genera una copia
de DNA complementari (cDNA) sobre la que podrem aplicar la metodologia de la PCR.

Varem partir d’'una dilucié d’'RNA de 0.5 pg/ul i, préviament a preparar la reaccié de
TR, varem realitzar un tractament amb DNAses barrejant 8 ul de la mostra amb 1 pl de
tampd d’incubacié, 0.5 yl de DNAasa (DNAsa | recombinant Rnase free, Roche) i 0.5
d’'inhibidor de RNAses (Promega Njys;:A 40 U/ul). Ho vam incubar 10 min a 37°C i
seguidament 5 min a 75°C per inactivar I'enzim.

Seguidament vam preparar la reaccié de TR en la que varem afegir, als 8 pul de
mostra anterior, 2 pl d’'una barreja de dNTP (desoxiribonucledtids) 10 mM (Attend-Bio), 2 pl
d’encebadors oligo(dT) (kit Ready-to-go stock: 0.55 ug/ul, Attend-bio) i 2 pl d’encebadors
random (Roche). Aquesta barreja la varem incubar 10 min a 65°C en el bany termostatitzat.
Un cop transcorregut aquest temps i conservant les mostres en gel, vam preparar la barreja
per a la TR que consistia en afegir a cada una de les mostres 4 ul de tampé TR 5x (Roche),
0.5 ul d’inhibidor d’RNAses i 0.5 ul de transcriptasa reversa (10U, Roche). Un cop afegida la
barreja a cada un dels tubs eppendorf que contenien les mostres, ho varem barrejar, incubar

1 hora a 55°C al bany termostatitzat, i finalment 5 min a 85°C al termomixer per aturar la
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reaccid. Immediatament es van posar les mostres en gel i es va afegir una quantitat d’ aigua
estéril, adequant aquesta diluci6 en funcié dels nivell d'expressid dels gens que
posteriorment voliem estudiar. En aquest pas, l'aigua també adquireix la funcié de diluir la
sals de la TR ja que podrien inhibir la reaccié de la PCR. Les mostres obtingudes es van

guardar a -20°C.

PCR a temps real

La PCR a temps real ens dona una mesura semiquantitativa del cDNA. Per a poder
detectar els nivell d’amplificacié vam utilitzar el kit LightCycler® FastStart DNA MasterPLUS
SYBR Green | de Roche. El Syber Green és una molécula fluorescent que s’'uneix al DNA de
doble cadena intercalant-se, per tant, en els fragments amplificats.

Per aix0, es va emprar un termociclador de 32 capil-lars (Light Cycler 3.5, Roche) en
els quals hi vam posar 5 ul de la mostra més 5 pl d’'una barreja de reaccié formada per 2 pl
Sybr Green i de 0.2 a 0.6 pl de cada encebador (sentit i antisentit). Per a dissenyar els
encebadors es va utilitzar el programa Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/
primer3_www.cgi) a partr de la sequéncia del mRNA obtinguda al PubMed
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Realitzant un megablast en una altre aplicacié de la mateixa pagina

web, ens vam assegurar de I'especificitat dels encebadors dissenyats.
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A la taula seglent es detallen els encebadors utilitzats en aquest treball:
Mida del
producte (pb)

Gen Encebadors

188 5 CGCAGAATTCCCACTCCCGACCC 3 212
5 CCCAAGCTCCAACTACGAGC &

o 5 CACCAAGAAGGTCAAACAGGA 3’
Ubiquitina C 87
5 CAAACCCAAGAACAAGCACA Z

c2 5 GTTTCCATTGGGATTGTTGG 3’ 161
5 TGTTCCATTGGTTCATCAGC 3

c8 5 CGACCCATCAGGTGTTTCAT 3’ 108
5 CGGCAAGTCATTTCCTTCAT 3

E2 5 CTCTCTCCCCACAGCATTGT 3 159
5 CTCCTCCTCCTCCTCCTCAT 3

Murf 5 GTGAAGTTGCCCCCTTACAA 3 149
u
5 GTGGCTGTTTTCCTTGGTCA 3

. 5 TGTGCGATGTTACCCAAGAA 3
Atrogina 138
5 GGTGAAAGTGAGACGGAGCA 3’

. 5 AGTGTGGGGATGGCTGTAAT 3’
catepsina B 121
5GGGATGGTGTAGGGTAAGCA 3’

. 5 GAGGAAGATGGGTGAGGACA 3’
m-calpaina 91
5 GCTGAGGTGGATGTTGGTCT 3’

5’CTCTGACATTTGCAGGTC 3’
FAT 214
5’CACAGGCTTTCCTTCTTTGC &

5 GCATGGATGATCGGCTATTT 3
FATP 179
5 GATGTTCCCTGCTGAGTGGT &

5 CATCACGGACACGCTTTCACC 3
PPARG 301
5 GTTCTTCAAGTAGGCCTCGTAG 3'

5GAAGCCATCCAGGACACCAT 3
PPARS 172
5'AAGGTCTCACTCTCCGTCTT 3'

PPAR 5 GATCCTCCTGTTGACCCAGA 3’ 164
Y 5 TCAAAGGAATGGGAGTGGTC 3

5 AGCGTAGGTACCAACACTTTCT &
GLUT4 80
5 CCGCCCTTAGTTGGTCAGAAG 3

INF 5 TACTGAACTTCGGGGTGATTGGTC 3 298
-a
5 AGCCTTGTCCCTTGAAGAGAACC 3’

IL-6 5TCCTACCCCAACTTCCAATGCTCZ 78
5TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCCZ
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4.3 ANALISI DE L’ACTIVITAT DELS FACTORS DE TRANSCRIPCIO: ESTUDIS
DE RETARD EN GEL

4.3.1 OBTENCIO DELS EXTRACTES NUCLEARS

Per realitzar els estudis de retard en gel (EMSA) és necessaria I'obtencio d’extractes
nuclears. El protocol que varem utilitzar va ser una adaptacié dels descrits per Blough i
col-laboradors (1999) i Hayashi i Faustman (2000), que es basen en I'extraccioé i purificacio
de les proteines que es troben en el nucli mitjangant un augment de 'osmolaritat i de la forga
ionica. En aquest procés, els nuclis es contrauen i alliberen de forma soluble les proteines
entre les quals hi trobem els factors de transcripcié que estan units al DNA i que son
I'objectiu d’aquest estudi.

Per a I'obtencié d’extractes nuclears a partir de teixit, es van homogenar 50 mg de
teixit muscular amb 3 ml de tampd 1 (veure composicid a la Taula 1) amb el politré a
velocitat mitja durant 45 segons. L’homogenat es va centrifugar (2300 g 5 min 4°C), es va
separar el sobrenedant (el qual contenia la fraccio citoplasmatica) i es va guardar a -80°C. El
precipitat el varem resuspendre en 500-1000 ul de tampd 2 (Taula 1) i es va incubar durant
30 min a 4°C. Posteriorment es va centrifugar (2300 g 5 min a 4°C) i es va recuperar el
sobrenedant, que corresponia a la fraccié nuclear. Per comprovar la puresa dels extractes
nuclears, es realitza una quantificacié de proteina pel métode BCA (detallat a I'apartat 5.2) i

un Western blot de la tubulina, una proteina del citoesquelet que no es localitza al nucli.

4.3.2 ESTUDIS DE RETARD EN GEL o EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)

L’EMSA ens permet detectar i caracteritzar in vitro la interacci6 DNA-proteina; per
tant, és una eina molt important en I'estudi de 'activitat dels factors de transcripcié. Aquesta
técnica es basa en I'observaci6 de la migracio, en un gel de poliacrilamida no
desnaturalitzant, del complex DNA-proteina, que és més lenta que la de la molécula de DNA
lliure. Per a dur a terme aquest assaig, es van incubar extractes nuclears amb una sonda
marcada radioactivament. Aquesta sonda contenia la sequéncia consens dels factors de
transcripcid estudiats. El producte d’aquesta incubacié es va carregar en el gel on la
mobilitat de la sonda estava determinada per la seva unié amb les proteines dels extractes
nuclears. Com a control positiu varem utilitzar cél-lules Hel.la (Kit Promega), a més de
carregar en el gel un competidor especific i un d’inespecific per comprovar I'especificitat de

la unio.

4.3.2.1 MARCATGE DE LA SONDA | PREPARACIO DE LES MOSTRES

Els oligonucledtids que contenen la seqliéncia consens pels factors de transcripcio

estudiats, els vam obtenir a partir del kit de Promega E3000. Per obtenir el marcatge de la
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sonda, es van incubar durant 10 min a 37°C els oligonucleodtids (1.75 pmol/ul), ATP marcat
amb *?P, T4 polinucledtid quinasa i aigua bidestil-lada estéril en el tampé per a la T4
polinucledtid quinasa. Finalment es va bloquejar la reacci6 amb EDTA 0.5M. Un cop
marcades les sondes, es va afegir tampd TE (Taula 1) i es va purificar la mostra mitjangant
les columnes Micro spin G-25 (Amersham). Després de la purificacié de la sonda, es va
afegir 25 pl d’aquesta a cada mostra i ho varem deixar durant 20 min a temperatura ambient

perqué s’unissin les proteines al DNA.

4.3.2.2 ELECTROFORESI

En primer lloc es van preparar els gels en condicions no desnaturalitzants per
permetre la separacié dels oligonucledtids lliures dels complexes DNA-proteina. La
concentracié de la barreja de reaccié i la relacié arcrilamida i bisacrilamida a utilitzar
depenen de la mida de la sonda i la migracié dels complexes que volem detectar. Per
assajos amb sondes petites, d’entre 25-30 parells de bases (pb), el percentatge idoni és d’'un
7%; per sondes més grans, el percentatge a utilitzar sera d’un 4%.

Varem utilitzar el sistema d’electroforesi Protean Il Xi Cell (Biorad) acompanyat amb
tampé TBE 0.5X (Taula 1) durant aproximadament 1h a 350 V. Un cop va finalitzar
I'electroforesi, es va assecar el gel en l'assecador BioRad Gel Drier, realitzant un
preescalfament a 80°C, i deixant assecar el gel entre 60-120 min (mai menys de 60 min).
Finalment el varem exposar en un pel-licula fotografica (Hyperfilm MP, Amersham) durant
24h a -80°C i el varem revelar. Un cop revelada, es va quantificar densitométricament les
bandes obtingudes amb el programa d’analisi d’'imatge Phoretix (versid6 2.51, Phoretix

International Ltd).

Taula 1. Tampons utilitzats en la técnica de 'TEMSA

Tampd 1 Tampé 2 TBE

Hepes 10 mM pH 7.5 Hepes 20 mM pH 7.9 Tris-HCI 0.45 mM
MgCl, 10 mM Glicerol 25% Acid boric 0.45 mM
KCI 5 mM NaCl 500 mM EDTA10 mM pH 8
EDTA 0.1 mMpH 8 MgCl, 1.5 mM

Trité X-100 0.1%
Ditiotreitol (DTT) 1M
PMSF 0.1 mM
Aprotinina 2 pg/ml
Leupeptina 2 pug/ml

EDTA 0.1 mMpH 8
DTT 1M

PMSF 0.1 mM
Aprotinina 2 pg/ml
Leupeptina 2 pug/ml
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5. ANALISI DEL CONTINGUT PROTEIC

5.1 EXTRACCIO DE PROTEINA TOTAL

Es van homogenar 100 mg de teixit en 1 ml de tampd d’extraccié (Trizma base
50mM, sacarosa 0.25 mM, EDTA 5 mM, tritd 0.5% i cocktail d’'inhibidors de proteases
(SIGMA, 5 pl per ml de tampd)), en el politrdé (Ultra Turrax T25 Polytron) a velocitat mitjana
(8000-16000 rpm). Els homogenats es van centrifugar (4500 g 1 min a 4°C) i el sobrenedant

es va recollir en un eppendorf nou, a on es va guardar a -20°C fins la seva utilitzacio.

5.2 DETERMINACIO DE LA PROTEINA TOTAL

La determinacio de la quantitat de proteina es va realitzar amb el kit d’assaig de BCA
(Pierce), molt util en el casos ens els que el tampd d’homogeneitzacié porta algun detergent
que pugui interferir en la quantificacié per altres métodes com ara el Bradford.

El métode de BCA és una reacciéo compatible amb detergents que es basa en la
utilitzacié d’acid bicinconic per la determinacié colorimétrica de la proteina total. Aquest
métode combina la reduccié de Cu®* a Cu' en un medi alcali (reaccié de Biuret) amb la

deteccié colorimeétrica del catié de coure per I'acid bicinconic.

PROTEINA + Cu®* » COMPLEXE TETRADENTAT- Cu™

|

Cu' + ACID 2 BICINCONIC (BCA) » COMPLEX BCA- Cu'*

El producte de la reaccié és de color porpra, i es forma per la quelacié de dues
molécules de BCA amb un i6 coure. Aquest producte pot ser quantificat a 590 nm.

Per realitzar les determinacions, es va preparar una recta patr6 de 0-2000 ug
proteina/ml. En una placa d’ELISA de 96 pouets es va posar 25 ul d’estandard o mostra i
200 pl del tampé de reaccio (40 parts del reactiu A: 1 part del reactiu B). Després d’incubar-

ho 2 hores a 37°C es va determinar I'absorbancia a 590 nm en un lector de plaques d’ELISA.

5.3 WESTERN BLOT

El Western blot és una técnica per a la deteccié de proteines especifiques en una
mostra de teixit homogenat o un extracte cel-lular. Es duu a terme mitjancant un gel
d’acrilamida sotmés a una electroforesi per separar les proteines desnaturalitzades en funcio
del seu pes molecular. Posteriorment, les proteines son transferides del gel a una
membrana de nitrocel-lulosa, on sén detectades utilitzant anticossos especifics per a cada
una de les proteines estudiades. El resultat ens permet examinar la preséncia i quantitat

d’'una determinada proteina en una mostra i comparar-la entre mostres de diferents grups.
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Preparacié del gel i de les mostres

En aquests tipus d’electroforesi s’utilitzen dos gels: un gel concentrador (stacking) i
un gel separador (running), cadascun d’ells amb una concentracié diferent d’'una solucié
d’acrilamida:bisacrilamida (37.5:1, Protogel, National Diagnostics) (veure composicié a la
Taula 2). El primer conté un 5% d’acrilamida i té la funci6 d’apilar les proteines en un mateix
punt just a I'inici del separador, on la concentracié d’acrilamida dependra de la mida de les
proteines que volem estudiar. Tots dos gels contenen dos catalitzadors de la polimeritzacid,
que son el persulfat amonic (PSA) al 13% i la tetrametilendiamina (TEMED).

Abans de carregar les mostres en el gel, se’ls va afegir tampé de mostra 3x (Taula

2), i seguidament es van bullir durant 5 minuts.

Taula 2. Composici6 dels gels i tampons utilitzats en la técnica del Western blot.

Gel concentrador Gel separador Tampo de mostra
Tris-HCI 0.126 M pH 6.8 Tris-HCI 0.39 M a pH 8.8 Tamp¢ fosfat 30 mM pH7
SDS 0.1% SDS 0.1% Glicerol 30%

Acrilamida al 5% Acrilamida ( % variable) SDS 7.5%
TEMED 0.1% TEMED al 0.06% Ditiotreitol 9.72 mM
PSA 0.1% PSA 0.1% Blau de bromofenol 0.05%

Condicions d’electroforesi i transferéncia

L’electroforesi es va realitzar amb el sistema Mini-Protean Il de BioRad. El gel va
correr sotmés a un voltatge de 100 volts amb tampé d’electroforesi (veure composicié a la
Taula 3) fins que el blau de bromofenol va arribar a la part inferior del gel. Un cop finalitzada
I'electroforesi, es va preparar la transferéncia, utilitzant la membrana Immobilon-P Transfer
Membrane (Millipore, USA). La transferéncia es va realitzar a 25 mA durant tota la nit, o bé a
400 mA durant 1 hora en tampd de transferéncia (Taula 3). Per comprovar que la
transferéncia es realitzés correctament, el gel es va tenyir amb blau de Coomassie, i la
membrana amb Pounceau. Per aixd, es va tenyir el gel durant 5 min amb blau de
Coomassie (0.25% Coomasie Blue G-250, metanol 45%, acid acétic 10%) i la membrana
amb Pounceau (0.2% de Pounceau S en acid acetic al 3%). Després de les tincions, es va
decolorar la membrana 10 minuts amb aigua destil-lada, i els gels amb solucié de destincio
(150 ml d’acid acétic, 150 ml d’isopropanol i 2 | d’aigua destil-lada) i es van visualitzar les

bandes.

Deteccio de les proteines:

Préviament a la incubaci6 amb els anticossos, es va realitzar el bloqueig de la
membrana incubant la membrana a temperatura ambient durant 1 hora amb 5% de llet

desnatada en pols en PBS per evitar unions inespecifiques. Després varem realitzar 3
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rentats de 10 min amb tampd TBS |l (Taula 3). La membrana es va incubar durant tota la nit
a 4°C amb l'anticos primari i després de 3 rentats més, en les mateixes condicions que les
anteriorment descrites, es va incubar amb I'anticos secundari durant 1h (anticds que porta
unit 'enzim peroxidasa, necessari per a la visualitzacié dels resultats). Un cop finalitzada la
incubacié es van realitzar 3 rentats més.

Per revelar, es van incubar les membranes durant 1 min amb ECL™ (Amersham
Biosciences), i rapidament es van exposar a una pel-licula fotografica (Hyperfim MP,
Amersham), la qual, un cop revelada, va servir per quantificar densitométricament les
bandes obtingudes amb el programa d’analisi d’'imatge Phoretix (versid6 2.51, Phoretix

InteARNtional Ltd). Es va utilitzar la bomba de Na*-K* com a control de carrega.

Taula 3. Tampons utilitzats en la técnica de Western blot

Tampo d’electroforesi  Tampd de transferéncia TBS | TBS i

Tris 0.025 mM pH 8.3 Tris 25 mM Tris 20 mM Tris 4 mM

glicina 0.195 M Glicina 192 mM NaCl 150 mM NaCl0.5M

SDS 0.1% SDS 0.02% Tween 20 0.05%  Tween 20 0.5%
Metanol 20% pH7.4 pH 7.4

Els anticossos utilitzats en aquest treball van ser:

Anticossos Procedéncia Dilucio
Glut 4 Cedit pel Dr. A. Zorzano 1:400
AMPK Cedit pel Dr. A. Zorzano 1:1000
IK-Ba Cedit pel Dr.R. Hay 1:50

Bomba de Na™-K Developmental Studies Hybridoma Bank, lowa | 1:100

Goat Anti-rabbit (BioRad)

Donkey Anti-Mouse (Jakcson ImmunoResearch)

Ac Secundaris: 1: 3000

La dilucié dels anticossos es va realitzar en TBS | (Taula 3).

6. MESURES PLASMATIQUES

Per a I'obtencié del plasma, es va centrifugar la sang durant 10 minuts a 1200 g a
4°C i varem descartar el precipitat.

6.1 METABOLITS

Les mesures dels diferents metabolits en plama es van obtenir per quimica seca

utilitzant tires reactives multiparamétriques d’Spotchem Il Panel-2 (proteina total, albumina,
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calci, triglicérids, acid uric i lactat dehidrogenasa) (A. Menarini Diagnostics). Aquestes tires
estan composades per una tira de plastic on s’han adherit diferents camps reactius per a
cada parametre. La determinacié es produeix per una série de reaccions acoblades que
tenen com objectiu final la formacié d’'un cromofor el qual es mesura a una longitud d’ona de
610 nm.

Una quantitat fixa de plasma es va col-locar i es va estendre de manera uniforme per
tota la superficie de la tira; a continuacio el plasma penetra dins la capa de reactiu on s’inicia

la reaccio.

6.2 NIVELLS PLASMATICS D’HORMONES

Insulina

Els nivells d’insulina van ser obtinguts mitjangant la utilitzacié d’'un kit per a la
deteccid i quantificacié d’insulina en plasma de rata (Insulin ELISA kit, Cat.#EZRMI-13K,
LINCO Research). Aquest assaig es basa en la captura de les molécules d’insulina
contingudes a la mostra per anticossos monoclonals que la reconeixen i que es troben
cobrint els pouets de la placa. Posteriorment aquest complex és reconegut per un segon
anticos biotinitzat i lligat a 'enzim peroxidasa, que també s’hi uneix i que, a I'afegir-hi el seu
substrat, ens permetra espectrofotométricament (450 nm) mesurar la seva activitat i, per

tant, la quantitat d’'insulina a la mostra (ng/ml plasma).

Adiponectina

Els nivells d’adiponectina van ser obtinguts mitjangant la utilitzacié d’'un kit per a la
deteccié i quantificacié6 d’adiponectina en plasma de rata (Rat Adiponectin ELISA kit, Cat.
No.CYT288, CHEMICON®). Les bases d’aquest assaig son similars a les del kit anterior i la
lectura espectrofotométrica es realitza també a 450 nm. Resultats expressats com ug/ml

plasma.

6.3 CITOQUINES INFLAMATORIES

Factor de necrosi tumoral (TNF-a)

Per a determinar la quantitat de TNF-a en plasma es va utilitzar el kit Rat TNF-a
Immunoassay (Quantikine®, R&D Systems). El kit es basa en la captura de les molécules de
TNF-a contingudes per anticossos monoclonals que es troben recobrint els pouets de la
placa; posteriorment s’afegeix un segon anticos anti-TNF-a unit a un enzim, i finalment el
substrat d’aquest, que ens donara un producte colorejat detectable per espectrofotometria

(450 nm). Els resultats varen ser expressats en pg/ml plasma.
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Interleugquina-6 (IL-6)

Per a determinar la quantitat de IL-6 en plasma es va utilitzar el kit Rat IL-6
Immunoassay (Quantikine®, R&D Systems). Les bases d’aquest assaig sén les mateixes
que en el kit anterior. La lectura espectrofotomeétrica es realitza també a 450 nm, i els

resultats varen ser expressats en pg/ml plasma.

Interleuquina-10 (IL-10)

Per a determinar la quantitat de IL-10 en plasma es va utilitzar el kit Rat IL-10 ELISA
set (BD Biosciences, San Diego). Les bases d’aquest assaig sén les mateixes que en el kit
anterior. La lectura espectrofotométrica es realitza també a 450 nm i els resultats varen ser

expressats en pg/ml plasma.

7. VALORACIONS DEL METABOLISME GLUCIDIC

7.1 TEST ORAL DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA

Aquest test es va realitzar a rates mascles Goto-Kakizaki a dia 0, 15 i 28 de
tractament amb EPA i LINO. Per a dur-lo a terme, es van administrar als animals 3 g/kg pc
de glucosa intragastricament. Es van anar recol-lectant mostres de sang de la cua cada 30
min durant un periode de 3 hores. D’aquestes mostres n’obteniem la concentracié de
glucosa (mg/dl) mitjangant I'aparell ACCU-CHEK (Roche), on s’hi col-locaven unes tires de

plastic a les que hi haviem posat una gota de sang.

7.2 NIVELLS DE GLICOGEN EN MUSCUL

La determinacid de glicogen en muscul es va realitzar a partir dels musculs
gastrocnemius de rates Goto-Kakizaki tractades durant 28 dies amb EPA i LINO. Aquesta
técnica es basa en la capacitat de les bases fortes de solubilitzar les proteines cel-lulars,
alliberant aixi el glicogen sense gairebé alterar-lo. El glicogen es precipita amb etanol i
s’hidrolitza en medi acid. D’aquesta forma s’allibera la glucosa, que posteriorment es va
valorar espectrofotométricament.

De manera més detallada, es van utilitzar 200 mg de teixit que varem col-locar en
tubs de vidre que contenien 1 ml de KOH al 30%. Els varem incubar a 100°C durant 20 min
en agitacio i els varem deixar refredar. A continuacié es van afegir 2 ml d’etanol fred, es
varen tapar amb parafilm i es van deixar a -20°C tota la nit. Posteriorment es van centrifugar
a 400 g a 4°C durant 15 min i varem eliminar el sobrenedant. Varem redissoldre el precipitat

amb 1 ml d’aigua destil-lada i 2 ml d’etanol i es va tornar a deixar tota la nit a -20°C.
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L’endema es va centrifugar 15 min a 400 g, es va obtenir el sobrenedant, s’hi va afegir 1 ml
d H,SO, i es va incubar durant 2-3 hores a 100°C amb agitacié constant. Després varem
neutralitzar el contingut amb KOH al 30% i es va enrasar amb aigua destil-lada fins a 2 ml.
Arribat aquest punt, es va procedir a la valoracio de la glucosa mitjancant el kit Glucose PAP
CP (ABX Pentra) basat en la incubacié de les mostres amb un reactiu i en la posterior
determinacio de la concentracié de glucosa mitjangant un lector de plaques d’ELISA a 500

nm. Els resultats van ser expressats com mg de glucosa /g de muscul.

7.3 CAPTACIO DE 2-DESOXI-["*C]JGLUCOSA EN C2C12

La 2-desoxiglucosa (2-DOG) és un analeg de la glucosa que és captat per les
cél-lules pel mateix sistema de transportadors, i que presenta la caracteristica de que, a
diferéncia de la glucosa, no pot ser metabolitzada. Aixd permet fer una estimacio indirecta
de la taxa de captacié de glucosa. Per estudiar la captacié de 2-DOG en ceél-lules C2C12, es
va realitzar un experiment establint diferents grups: control i cél-lules tractades a la dosi de
500 uM d’EPA i de LINO. Un cop ja haviem sembrat i diferenciat les cél-lules en plaques de
6 pous, vam realitzar I'experiment a dia 7 de diferenciacié. Es van rentar dues vegades amb
PBS i es van afegir 3 ml de tampd Krebs-Henseleit (NaCl 150 mM, KCI 6.17 mM, H,KPO,
1.54 mM, MgSQO, 1.58 mM, CaCl, 0.5 mM) a pH 7.4 suplementat amb piruvat 2 mM, HEPES
20 mM, 2-desoxiglucosa 25 mM i 0.1uCi/ml de 2-desoxi-["*C]glucosa (activitat especifica 56
mCi/mmol, Amerhsam, UK); en el cas del grup tractat, el medi també contenia EPA o LINO.
Es van incubar les cél-lules 3 hores a 37°C. Posteriorment es van rentar els pous dues
vegades amb el tamp6 Krebs-Henseleit i es van incubar durant 1 hora més a 37°C amb 1 ml
d’ NaOH 0.1N -Trit6 0.1%. Es va realitzar una valoracié de proteines pel métode de BCA, i
es va valorar la radioactivitat continguda en 250 pl del lisat cel-lular en un comptador
d’escintil-lacié liquid (Packard 2100TR). Els resultats es van expressar com mmols de 2-

DOG per mg de proteina.

7.4 CAPTACIO DE 2-DESOXI-['*C]GLUCOSA EN MUSCULS EDL AiLLATS

Per determinar la captacié de 2-DOG en musculs aillats, es van extreure els musculs
EDL de rates anestesiades amb Imalgene®-Rompun® (3:1). Els musculs es van manipular
amb les consideracions abans esmentades. Un cop extrets, es van incubar en vials de vidre
durant 30 min a 35°C (en un bany termostatitzat) sota una atmosfera d’O,/CO, (19:1), en 3
ml de tampé Krebs-Henseleit complementat amb piruvat (2 mM), HEPES (20 mM) i
aminoacids de cadena ramificada (leucina 17 mM, isoleucina 10 mM, valina 20 mM), a pH
7.4, préviament gasejat amb carbogen durant 20 min. Passat aquest temps, es van transferir
els musculs a vials nous amb 2 ml de medi d’incubacié fresc, el qual portava, en el cas dels
grups tractats, 2 mM d’EPA i de LINO. Després de 30 min d’incubacio, es van posar els
musculs en uns altres vials amb el mateix medi, i es van incubar durant 2 hores més. Passat
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aquest temps es va procedir a realitzar un ultim canvi de medi, compost en aquest cas per
tamp6 Krebs-Henseleit complementat amb manitol 1 mM, D-[*H]manitol (activitat especifica
20 Ci/mmol, Amerhsam, UK), 2-desoxiglucosa 0.1 mM i 2-desoxi-D-[**C]glucosa (activitat
especifica 56 mCi/mmol, Amerhsam, UK). El manitol serveix com a mesura indirecta de la
quantitat de 2-DOG que, en lloc de ser absorbida, es queda a I'espai intersticial. Amb aquest
medi radioactiu, es van incubar els musculs durant 30 min meés, temps després del qual es
van recollir els musculs, es van netejar amb medi d’incubacié per eliminar les restes de
tragador adherit i no incorporat, i van ser congelats en nitrogen liquid. Els medis es van
utilitzar per determinar la radioactivitat present.

Per determinar la quantitat de 2-DOG captada pel muscul, es van posar els EDL en
tubs Pyrex amb 250 ul de Protosol® (Du Pont) amb el qual es van incubar a 50°C durant
hores fins la seva completa digestio. Un cop el teixit va estar totalment digerit, es van afegir
250 pul de tolué i 300 pl d’'H,O, al 30%, amb els quals es va incubar durant 10 min a la
mateixa temperatura. Posteriorment es va neutralitzar amb 150 ul d’acid aceétic al 25% i es
va realitzar el recompte de la radioactivitat amb 10 ml de liquid d’escintil-lacio, realitzant una
doble determinacio tant pel *H com pel *C en un comptador d’escintil-lacié liquid (Packard

2100TR). Els resultats es van expressar com nmols de 2-DOG / g muscul.

8. VALORACIONS DEL METABOLISME LIPIDIC

8.1 DESTi METABOLIC DEL PALMITAT

La valoracié del desti metabodlic de l'acid palmitic es va realitzar mitjancant la
incubacié de trossets de teixit adipés blanc dorsal (TABd) (100 mg) i de tires de musculs
aillats de rates Goto-Kakizaki que havien estat sotmeses a un tractament cronic intragastric
durant 28 dies d’ EPA i LINO (0.5 g/kg pc).

8.1.1 OXIDACIO

Es van extreure els teixits de rates anestesiades amb Imalgene® -Rompun® (3:1).
Els musculs es van col-locar en un suport metal-lic, de manera que es pogués mantenir al
maxim les condicions de tensi6 fisiologiques. Un cop extrets, es van incubar (preincubacio)
en vials de vidre durant 30 min a 35°C (en un bany termostatitzat) sota una atmosfera
d'O,/CO, (19:1), en 3 ml de tampd Krebs-Henseleit suplementat amb piruvat (2 mM), HEPES
(20 mM) i aminoacids de cadena ramificada (leucina 17 mM, isoleucina 10 mM, valina 20
mM), a pH 7.4, solucié que varem anomenar medi d’'incubacié la qual s’havia de gassejar
amb carbogen durant 20 min abans de la seva utilitzacié. Passat aquest temps, es van
transferir els teixits a vials nous amb 2 ml de medi d’incubacié suplementat amb 0.2 mM

d’acid palmitic. Per evitar que aquest precipités, es va suplementar el medi amb albumina
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(2%) i es va anar afegint el palmitat gota a gota mantenint el medi a 37°C i en agitacio
constant. Es van incubar durant 2 hores en aquestes condicions, i seguidament es van
tornar a transferir a vials nous amb 2 ml de medi d’incubaci6, 0.2 mM d’acid palmitic i 1.56
nM d’acid [*“C]palmitic (400000 dpm/vial; activitat especifica 60 mCi/mmol; Amersham,UK).
Es van incubar durant 30 min gassejats amb carbogen i els seglents 30 min sense gassejar
(Figura 3). Per tal de recollir el CO, produit, es van afegir al medi 200 ul d’acid percloric al
60% en el cas del muscul i 100 pl en els vials amb TABd, i 150 pl d’hidroxid d’hiamina al
paper insertat en el tap (els vials van ser tapats amb un tap de cautxd, al qual se li havia
insertat una tira de paper on posteriorment es recolliria el CO,). Es van deixar incubar durant
1 hora amb agitacié constant i, d’aquesta manera, I'acid va desplagar el CO, produit a gas,
el qual va ser recollit en el paper impregnat d’hidroxid de hiamina.

Per determinar la quantitat de palmitat que havia estat oxidat, es va posar la tira de
paper amb I'hidroxid d’hiamina en vials amb 10 ml de liquid d’escintil-lacio i es va procedir al
seu recompte en un comptador d’escinti-lacié liquid (Packard 2100TR). Els resultats es van

expressar com nmols de CO, produit per gram de teixit.

PALMITAT fred

+
@ G : PALMITAT fred [“C1-PALMITAT

EXTRACCIO PREINCUBACIO INCUBACIO AMB CARBOGEN  SENSE CARBOGEN
30 min 2h 30 min 30 min
SZTI===2~7
CAPTACIO

Figura 3. Esquema del disseny experimental per a I'estudi de I'oxidacio.

8.1.2 DESTi DEL PALMITAT

Per analitzar el desti metabolic de I'acid palmitic es va realitzar una extraccié de
proteines i lipids del muscul i del TAB. Els teixits, un cop triturats en un morter amb nitrogen
liquid, es van col-locar en tubs de vidre. Es van precipitar les proteines afegint 0.5 ml de
TCA fred, vortejant i incubant 15 min a 4°C. Després d’una centrifugacié (3000 g, 10 min), el
sobrenedant es va guardar per I'extraccié de lipids, i el precipitat es va resuspendre en 1 ml
de cloroform:metanol (2:1). Es va centrifugar en les mateixes condicions, posant el
sobrenedant obtingut amb l'anterior per la posterior extraccié de lipids. Per realitzar
I'extraccio de proteines, es va deixar assecar el precipitat i després es va resuspendre amb
2 ml d’'NaOH 0.3 N i desoxicolat sodic 0.4%. Es va bullir durant 1 hora i, un cop refredats els
tubs, es van posar les proteines en vials amb 10 ml de liquid d’escintil-lacié i 100ul d’HCI
(per neutralitzar) pel seu posterior recompte. Respecte a I'extraccio de lipids, es van afegir 5

ml de cloroform:metanol (2:1) als sobrenedants recollits i es va agitar per inversié durant 5
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min. Després es van afegir 5 ml de PBS i es va tornar a agitar per inversi6 5 min,
centrifugant posteriorment a 2000 g durant 2 min. Un cop separades les fases, es va
descartar la superior (de la qual vam comptar 500 pl en 8 ml de liquid d’escintil-lacié que
corresponien al palmitat en fase soluble) i la inferior es va transferir a un vial i es va deixar
evaporar. Un cop els lipids van estar secs, es van resuspendre en 8 ml de liquid
d’escintil-lacié i es va procedir al seu recompte en un comptador d’escinti-lacié liquid
(Packard 2100TR). Els resultats es van expressar com nmols d’acid palmitic incorporat per

gram de teixit.

8.2 DESTi METABOLIC DE LA TRIOLEINA

8.2.1 OXIDACIO

Al final del tractament cronic amb EPA i LINO es va realitzar una administracié
intragastrica amb una canula metal-lica (Fine Science Tools) de 0.5 pCi de glicerol tri[1-
14C]oleate (activitat especifica 50 mCi/mmol; Amersham, Bucks.,UK) dissolt en 0.5 ml de
trioleina (Sigma; Triolein (C18:1, [cis]-9) 99%), sense anestésia perd procurant el minim

estres per I'animal.

Es va determinar la taxa d'oxidacié d’aquest lipid i la seva incorporacié diferencial als
teixits per estudiar el seu desti metabdlic (Oller do Nascimento i Williamson, 1986). Per
determinar la taxa d’oxidacié d’aquest acid gras, el CO, expirat va ser recollit cada 60 minuts
durant 5 hores mitjangcant la seva absorcié en Lumasorb (Lumac, Holanda) i la taxa de
produccié de CO, es va estimar mitjancant el comptatge de la radioactivitat de la mostra de

Lumasorb.
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OBTENCIO ALIQUOTES

3o DE LUMASORB
ﬂ HORA 1 HORA 2 HORA 3 HORA 4 HORA 5
ADMINISTRACIO DE ﬁ
TRIOLEINA

SACRIFICI

8.2.2 ABSORCIO INTESTINAL

Per determinar la radioactivitat absorbida, es va mesurar la quantitat de "*C-trioleina
que havia estat retinguda al tracte gastrointestinal (TGI). Es va homogenar el tracte en un
Waring-Blender amb 150 ml d’acid percloric al 3%, es va agafar una aliquota d’1 ml, i es va
realitzar I'extraccié de lipids segons el métode de Stansbie i col-laboradors (1976). En tubs
de vidre de 20 ml es va posar 1 ml de ’'homogenat amb 3 ml de KOH 30% i es va incubar 10
min a 70°C. Després es va afegir a cada tub 3 ml d’etanol 100% i es va incubar 2 hores més,
remenant de tant en tant. Després de deixar-ho refredar, es van afegir 3 ml de H,SO, per
saponificar els lipids. Un cop freds, es va procedir a I'extraccié de lipids afegint 5 ml d’eter
de petroli de 40-60°, remenant 10 min i centrifugant. La fase superior amb I'éter de petroli i
els lipids es va transferir a un tub nou, i es va repetir I'extraccioé de la fase inferior. L'éter de
petroli, amb els lipids, es va posar en un vial d’escintil-lacié prepesat i es va deixar evaporar,
de manera que al vial van quedar els lipids. Per diferéncia de pes d’aquests vials (vial amb
lipids - vial buit) es va obtenir la quantitat de lipids per gram de teixit.

Posteriorment, es van dissoldre els lipids en 10 ml de liquid d’ escintil-lacié i es va
procedir al recompte de la radioactivitat. La diferéncia entre la radioactivitat administrada i la

que restava al TGl va permetre determinar el percentatge de [“C]-trioleina absorbida.

8.2.3 INCORPORACIO A TEIXITS

Per calcular la quantitat de radioactivitat incorporada als teixits, es va realitzar una
extraccié de lipids amb éter de petroli de 500 mg de cada teixit (0 150 ul en el cas del
plasma), de la mateixa manera que amb el TGI, i es va expressar la quantitat de
radioactivitat incorporada en funcié de la radioactivitat absorbida. El percentatge de lipids
tissulars es va calcular per gravimetria, igual que en I'apartat anterior.

De la mateixa manera es va procedir a I'extraccié de lipids de les carcasses dels
animals, amb un pas previ d’homogeneitzacioé d’aquestes en 350 ml d’HCIO, al 3%. D’aquest
homogenat varem agafar 1.5 ml i es realitza el protocol esmentat anteriorment.

En el cas del fetge s'incorpora un pas més ja que també conté lipids no
saponificables. En aquest teixit després de la incubacio de 2 hores amb etanol es van afegir

5 ml d’éter de petroli es va remenar durant 10 min i es va centrifugar a 100 g per separar les
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dues fases. Els lipids no saponificables es trobaren a la part superior que varem traspassar
en un vial i ho varem deixar evaporar. Amb la part inferior es va seguir realitzant el mateix
procediment que en la resta de teixits anteriorment explicats. Els resultats es van expressar

com % de la dosi absorbida /g de teixit.

8.3 ACTIVITAT DE LIPOPROTEINA LIPASA

L’activitat de la lipoproteina lipasa (LPL) es va valorar en teixit adipds blanc dorsal,
teixit adipés marré i cor de rates Goto-Kakizaki que havien rebut un tractament cronic
intragastric d’EPA i LINO (0.5 g/kg pc) durant 28 dies. Es van mesurar segons una
modificacié del métode de Ramirez i col-laboradors (1985), basat en la utilitzacié d'un
precursor radioactiu en forma de liposomes reconstituits i la quantificacié dels acids grassos
lliures alliberats per I'accié de I'enzim. Aquesta técnica només és valida per teixits sense
lipasa hepatica, donat que no es realitza una deslipidacid préevia. Les mostres es van
homogenar en fred i manualment amb tampd IB (veure composicio a la taula 4) amb una
proporciéo de 100 mg de teixit per ml de tampé IB. Es van centrifugar (5000 g 3-5 min), i
després d’eliminar els lipids que quedaren en la part superior, es va guardar la fase aquosa
descartant-ne el precipitat. El tampo d’incubacié estava format per tampé LPL (taula 4) del
que varem descongelar una aliquota en el moment de la valoraci6 i li vam afegir serum de
rata dejunada (dejuni de 24 hores i inactivat a 65°C durant 5 min) en proporcié 29:1. El
substrat es va preparar afegint a 600 pCi de glicerol tri[9,10(n)*H]oleat (activitat especifica
10 Ci/mmol; Amersham, Bucks., UK), 49 mg de trioleina i 8 ml de tolué. Després de barrejar
molt bé, es van agafar 100 ul de la barreja per cada ml de tampé a utilitzar, i es va deixar
evaporar el tolué. Un cop evaporat el solvent, es va afegir la quantitat proporcional de tampd
d’'incubacié amb sérum, sonicant en fred durant 3-5 min, fins a obtenir una emulsié
homogeénia. Un cop preparades les mostres i el tampd d’incubacié, es van afegir en tubs de
vidre 5 ul de la mostra homogenada, 15 ul de tampé IB i 180 ul de tampdé LPL (amb el
substrat), i es va deixar incubar a 25°C durant 30 min. La incubaci6 es va aturar afegint 3.5
ml de cloroform:metanol:hepta (28:25:20) fred i 1 ml de K,CO3; 0.1 M pH 10, agitant al vortex
i centrifugant (3000 g, 15 min) per separar les fases. Finalment, es va valorar la radioactivitat
que contenien 0.5 ml de la fase aquosa obtinguda. Els resultats varen ser expressats en
mU/mg de teixit.

Taula 4. Tampons utilitzats en la valoracié de 'activitat de la LPL

Tampd IB (pH 7.5) Tampo LPL (pH 7.5)

HEPES 10 mM PIPES 18.75 mM

EDTA 1 mM MgCl, 57.4 mM

DTT 1 mM BSA lliure d’acids grassos 0.57 mg/mli

Sacarosa 250 mM

Heparina 5 U/ml
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9. ANALISI ESTADISTICA

Les analisis estadistiques de les dades presentades en aquest treball es van realitzar

amb el test estadistic t-Student.
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V. RESULTATS






Resultats

1. EFECTE DE L’EPA SOBRE LA DIABETIS MELLITUS DE TIPUS 2

Els pacients amb DMT2, com s’ha esmentat anteriorment, es caracteritzen
principalment per la preséncia de resisténcia a la insulina i, per tant, un conjunt d’alteracions
metaboliques provocades per la manca d’accié d’aquesta hormona. Tenint en compte
'elevada incidéncia d’aquesta malaltia en la poblacié, varem voler testar el potencial
terapéutic dels acids grassos essencials w-3, i més concretament de I'EPA (acid
eicosapentaenoic) a diferents nivells en un model experimental de DMT?2.

Per estudiar si 'EPA podia millorar la sensibilitat a la insulina i/o influir favorablement
en els trastorns metabolics que desencadenen aquesta malaltia, es van utilitzar rates Goto-
Kakizaki (model espontani de DMT2), amb les quals varem realitzar una série
d’aproximacions tant ex vivo com in vivo després de I'administracio intragastrica d’'EPA a la
dosi de 0.5 g/kg de pes corporal (pc) durant 28 dies. En aquest estudi es va incorporar un
grup d’animals tractats amb acid linoleic (LINO) a la mateixa dosi per poder comparar els
possibles efectes de 'EPA amb un AG de la familia dels w-6. Un cop finalitzat el tractament,
es van realitzar diferents estudis a nivell de metabolisme glucidic, lipidic i de marcadors
d’inflamacio.

Durant tot el tractament es va fer un seguiment del pes dels animals, de la ingesta i
de la beguda i es va observar que ni 'EPA ni el LINO provocaven canvis significatius en

aquests parametres respecte els animals diabétics no tractats (Taula 1).

CONTROL EPA LINO
Pes inicial 115+ 6.6 117.7+5.0 117 £ 6.0
Pes final 264.8 +5.3 2629+44 2624+54
Guany de pes 44+01 43+01 42+01
Ingesta 19.2+04 18.7+0.3 19.2+04
Beguda 204 +0.2 204 +0.7 20.3+0.7

Taula 1. Pes, ingesta i beguda dels animals durant el tractament. El pes dels animals esta
expressat en g, la ingesta i la beguda en g i ml respectivament i per dia. Els resultats s’expressen
com la mitjana £ SEM, n = 14. CONTROL: grup no tractat, EPA: grup tractat amb acid
eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb acid linoleic.

Un cop finalitzat el tractament, es van sacrificar els animals dels quals es van extreure
i pesar els diferents teixits i organs. No es van observar, per efecte d’aquests compostos,

canvis en el pes dels musculs ni en el dels diferents teixits adiposos valorats (Taula 2).
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CONTROL EPA LINO
GSN 1309 + 93.5 1218 £45.8 201 +£50.7
Tibialis 349+ 15.6 329+11.9 329+12.8
Soleus 8757 82+ 3.0 85+4.1
EDL 88 +3.8 80+24 80 £ 3.1
TABd 4044 £ 222.9 3784 + 161.7 3989 + 250
TABe 2055 +83.3 1938.6 + 111.5 1989 + 107.7
TAM 306 + 16.5 207 £12.9 304 £ 20.3

Taula 2. Pes dels musculs i teixits adiposos un cop finalitzat el tractament. Els pesos dels teixits
s’expressen en mg / 100 g de pes corporal inicial. Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n
> 14. CONTROL: grup no tractat, EPA: grup tractat amb acid eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat
amb acid linoleic. Gastrocnemius (GSN), extensor digitorum longus (EDL), teixit adipds blanc dorsal
(TABJ), teixit adipos blanc epididimal (TABe) i teixit adipds marré (TAM).

Com en els resultats anteriors, tampoc varem observar influéncia del tractament en el

pes dels diferents organs estudiats (Taula 3).

CONTROL EPA LINO
Fetge 10.5+£0.9 8.8+0.6 9.7+0.8
Cor 864 +48.8 785 +29.8 839 +49.7
Ronyons 1.8+0.1 1.7+01 1.7+01
Melsa 638 £ 42 643 £ 27.7 638 + 35.2
Pulmons 876 +47.8 840 +24.1 872+ 36.2
TGl 17 1 17 +1 17 £ 0.1
Carcassa 174 £ 7.2 167 £5.8 1707

Taula 3. Pes dels organs i de la carcassa un cop finalitzat el tractament. Els pesos del fetge, els
ronyons, el TGI (tracte gastrointestinal) i la carcassa s’expressen en g / 100 g de pes corporal
inicial. Els pesos del cor, la melsa i els pulmons s’expressen en mg / 100 g de pes corporal
inicial. Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n = 14. CONTROL: grup no tractat, EPA:
grup tractat amb acid eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb acid linoleic.

Posteriorment, per recollir més dades de I'estat general del animals sotmesos al
tractament, vam fer una valoracié dels nivells circulants de diferents parametres, valorant aixi
la concentracio de la proteina total, de I'albumina, del calci, dels triglicérids, de I'acid uric i de
'enzim lactat deshidrogenasa en el plasma de cada un dels animals i, en cap cas, es van

veure canvis significatius (Taula 4).
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CONTROL EPA LINO
Proteina total 58+0.1 5701 56+0.1
Albimina 3.7+01 3.6+ 0.1 3.6+0.1
Calci 10.8+0.2 10.6 £ 0.2 10.8 0.1
Triglicérids 79.6+10.3 723+9 65.3+7.6
Acid aric 1.8+0.3 1.4+0.1 1.7+04
LDH 747 £1312 895 + 115 1031 £ 161

Taula 4. Mesura de diferents parametres plasmatics a les rates després del tractament. La
proteina total i 'albumina s’expressen en g/dl; el calci, els triglicerids i I'acid uric en mg/dl; la
LDH (lactat deshidrogenasa) en IU/I. Els resultats s’expressen com la mitjana = SEM, n = 14.
CONTROL: grup no tractat, EPA: grup tractat amb acid eicosapentaenoic i LINO: grup tractat
amb acid linoleic.

1.1 ESTUDI DEL METABOLISME GLUCIDIC

El paper de la insulina en el metabolisme de la glucosa és ben conegut, sent la
principal responsable de la seva captacidé i utilitzacié per part dels teixits i del seu
emmagatzematge en forma de glicogen. Es per aixd que ens varem plantejar realitzar una
série d’estudis per a valorar si 'administracié d’EPA era capag de potenciar la sensibilitat a la
insulina atenuant la intolerancia a la glucosa o, si més no, atenuar, a diferents nivells, les
consequéncies derivades de la resistencia a 'hormona, ja que aquesta, alhora, controla
directament un conjunt d’enzims metabdlics, aixi com també és capac¢ de regular I'expressié
génica d’enzims hepatics relacionats amb la gluconeogénesi o la glucdlisi (Pilkis i Granner,
1992).

1.1.1 TEST ORAL DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA (OGTT)

Un dels primers estudis que vam realitzar durant el tractament i un cop finalitzat
aquest va ser un test oral de tolerancia a la glucosa. Aquest test s’utilitza per mesurar la
concentracié que assoleix la glucosa i la seva correcta absorcié. Es una prova médica que
s’utilitza per a detectar tant hiperglucémies com hipoglucémies i per al diagnostic de la
diabetis.

Per dur a terme aquest estudi, es van administrar intragastricament 3 g/kg de glucosa
i es van recollir mostres de sang cada 30 minuts durant un periode de 3 h. Les corbes de
glucosa en sang van ser determinades a dia 0, 15 i 28 del tractament amb EPA i LINO.

En les grafiques seglents es mostren les corbes de la concentracié de glucosa en
sang els 3 dies en els que es va realitzar el test (Figura 1A,1B i 1C). Es pot observar que,
durant tot el mes, no es van detectar canvis en el resultat de 'OGTT en funcié del tractament

amb EPA, aixi com tampoc amb LINO.
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Figura 1A. Corbes del test oral de tolerancia a la glucosa (OGTT) a dia 0
de tractament. Mesura de la concentracié de glucosa en sang cada 30
min i expressada en mg/dl. Els resultats s’expressen com la mitjana +
SEM, n = 6. CONTROL: grup no tractat, EPA: grup tractat amb acid
eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb acid linoleic.
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Figura 1B. Corbes del test oral de tolerancia a la glucosa (OGTT) a dia
15 de tractament. Mesura de la concentracié de glucosa en sang cada 30
min i expressada en mg/dl. Els resultats s’expressen com la mitjana *
SEM, n = 6. CONTROL: grup no tractat, EPA: grup tractat amb acid
eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb acid linoleic.
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Figura 1C. Corbes del test oral de tolerancia a la glucosa (OGTT) a dia
28 de tractament. Mesura de la concentracié de glucosa en sang cada 30
min i expressada en mg/dl. Els resultats s’expressen com la mitjana *
SEM, n = 6. CONTROL: grup no tractat, EPA: grup tractat amb acid
eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb acid linoleic.
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1.1.2 NIVELLS DE GLICOGEN EN MUSCUL

Finalitzat el tractament, varem valorar el contingut de glicogen en muscul esquelétic
ja que aquest teixit, després d’'un apat, s’encarrega de captar una gran part de la glucosa
circulant i demmagatzemar-la en forma de glicogen (DeFronzo et al., 1981). En aquest cas

no vam veure canvis per efecte de 'EPA ni del LINO (Figura 2).
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Figura 2. Nivells de glicogen en muscul valorats després del tractament
i expressats en mg de glucosa / g muscul. Els resultats s’expressen com
la mitjana £ SEM, n = 13. CONTROL: grup no tractat, EPA: grup tractat
amb acid eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb acid linoleic.

1.1.3 NIVELLS PLASMATICS D’ADIPONECTINA

Una altra de les determinacions que varem realitzar va ser la dels nivells plasmatics
d’adiponectina, hormona produida pel teixit adipds que arriba a la circulacié sistémica i de la
que s’ha detectat un augment de la seva concentracié quan la sensibilitat a la insulina
millora (Matsuzawa et al., 2004). Els resultats obtinguts, perd, no van mostrar efectes del

tractament (Figura 3).
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Figura 3. Nivells plasmatics d’adiponectina valorats després del
tractament i expressats en pg / ml de plasma. Els resultats s’expressen
com la mitjana + SEM, n = 12. CONTROL: grup no tractat, EPA: grup
tractat amb acid eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb acid
linoleic.
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1.1.4 NIVELLS PLASMATICS D’INSULINA

S’ha vist que en casos de DMT2 no tan sols hi ha alteracions degut a la resisténcia a
la insulina sin6 també per una situacié d’hiperinsulinémia provocada per un intent, per part
del pancrees, de contrarestar la manca d’actuacié de I’hormona. Per aquest motiu, entre els

nostres estudis vam voler valorar els nivells plasmatics d’insulina.
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Figura 4. Nivells plasmatics d’nsulina després del tractament i expressats en
ng/ ml plasma. Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n = 13. * p<
0.05 (vs CONTROL). CONTROL: grup no tractat, EPA: grup tractat amb acid
eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb acid linoleic.

Els resultats obtinguts mostren que en les rates a les que se’ls hi va administrar EPA
presenten una disminucio significativa de la insulina circulant respecte el control, a diferéncia

del grup tractat amb LINO on no varem veure cap efecte significatiu (Figura 4).

1.1.5 NIVELLS D’AMPK

L'’AMPK (quinasa activada per AMP) és un enzim que actua com a sensor de la
carrega energeética cel-lular i que s’activa quan hi ha canvis en els dipodsits energétics de la
cél-lula, com per exemple, en el cas de I'exercici. Entre les seves funcions, s’ha vist que
presenta un paper important en el consum de glucosa estimulant la captacié de glucosa en
el muscul i la glucolisi. També juga un paper important en el metabolisme lipidic, reduint la
sintesi lipidica aixi com també la gluconeogénesi al fetge, i provocant un augment de
I'oxidacié d’AG.

Per tant, degut a la seva actuacié en el metabolisme i donat que, juntament amb la
insulina i el glucagd, participa activament en la regulacié de la glucémia, varem trobar
interessant valorar el contingut proteic de 'AMPK tant en el muscul esquelétic com en el

teixit adipos de les rates diabetiques després del tractament.
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Figura 5. A) Western blot ’AMPK en muscul esquelétic i teixit adipds de les rates després
del tractament. B) Els resultats s’expressen com a % respecte el control (C) i representa el
contingut ’AMPK respecte la proteina Na'K'ATPasa. Els resultats s’expressen com la
mitjana + SEM, n 2 5. ** p< 0.01 (vs CONTROL). CONTROL: grup no tractat, EPA: grup
tractat amb acid eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb acid linoleic.

En aquest estudi no varem observar canvis en el muscul esquelétic perd si un
augment significatiu de 'AMPK en el teixit adipds del grup tractat amb EPA. En cap dels dos

teixits s’observaren canvis per efecte del LINO (Figura 5).

1.1.6 CAPTACIO DE 2-DESOXIGLUCOSA EN CEL-LULES C2C12

Per estudiar els possibles efectes d’aquests nutracéutics en la captacié de glucosa,
varem realitzar un experiment in vitro incubant a 37°C cél-lules de la linia muscular C2C12
amb EPA i LINO a una dosi de 500 uM durant 3 h, i vam valorar la captacié de 2-DOG
transcorregut aquest temps (més detalls a la seccié de materials i métodes 7.3).

Com es pot observar a la Figura 6, les ceél-lules incubades amb l'acid gras w-3
mostraven un increment significatiu (46%) en la captacié de glucosa respecte les cél-lules

control. En canvi, el tractament amb LINO no va produir canvis destacables en la captacio

de glucosa.
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Figura 6. Captacié6 de 2-DOG en cél-lules de la linia muscular murina
C2C12 expressada en nmols de 2-DOG / mg de proteina. Els resultats
s’expressen com la mitjana + SEM, n 2 5. CONTROL: grup no tractat,
EPA: grup tractat amb acid eicosapentaenoic i LINO: grup tractat amb
acid linoleic.
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1.1.7 CAPTACIO DE 2-DESOXIGLUCOSA EN MUSCULS AILLATS

Continuant amb el plantejament del punt anterior i havent observat I'efecte de 'EPA
en la captacié de glucosa in vitro, varem voler repetir 'experiment, perd en aquest cas ex
vivo, incubant muasculs EDL (extensor digitorum longus) amb els dos compostos a una dosi
de 0.2 mM i, posteriorment, valorar la captaci6 de 2-DOG (més detalls a la seccié de

materials i métodes 7.4).
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Figura 7. Captacio de 2-DOG en muscul aillat de rata expressada en
nmols de 2-DOG / g muscul. Els resultats s’expressen com la mitjana *
SEM, n = 7. CONTROL: grup no tractat, EPA: grup tractat amb acid
eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb acid linoleic.

Els resultats obtinguts en aquest experiment no van mostrar canvis significatius en la

captaci6 de glucosa en cap dels dos tractaments (Figura 7).
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1.1.8 EXPRESSIO GENICA DE GLUT4 EN EL MUSCUL ESQUELETIC

A continuacid, i en relacié als experiments anteriors en els que, tot i no observar un
augment de la captacié de glucosa en EDL, si 'observarem in vitro, varem voler determinar
si 'EPA podia influir en I'expressié del transportador de glucosa GLUT4 en el muscul

esquelétic de les rates que havien estat sotmeses al tractament durant un mes.

200 -
160 -
n
-]
= 120 -
<
-
2
O 80 is
o
s m CONTROL
40 _ EPA
O LINO
0 _

Figura 8. Expressi6 de GLUT4 en muscul esquelétic. Els resultats
s’expressen en % respecte el control de mRNA de GLUT4 respecte rRNA
18S. Els resultats s’expressen com la mitjana £+ SEM, n 2 9. ** p< 0.01 (vs
CONTROL). CONTROL: grup no tractat, EPA: grup tractat amb acid
eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb acid linoleic.

Obtinguts els resultats, varem observar un increment significatiu d’'un 40% respecte el
control de I'expressio génica de GLUT4 en el muscul de les rates tractades amb EPA (Figura
8).

1.2 ESTUDI DEL METABOLISME LIPIDIC

Com ja s’ha esmentat anteriorment, entre les funcions de la insulina també hi trobem
la d’intervenir en el metabolisme lipidic promovent la sintesi de lipids i inhibint la seva
degradacié. En situacié de diabetis, en la que els pacients presenten intolerancia a la
glucosa, hi ha un augment en l'oxidacié d’AG. Donada aquesta situacié, varem realitzar un
seguit d’experiments per a valorar si el tractament tenia algun efecte en la utilitzacié i desti

dels acids grassos.

1.2.1 ACTIVITAT LPL

El primer que varem valorar va ser l'activitat de la lipoproteina lipasa (LPL) en
diferents teixits, ja que la insulina promou I'emmagatzematge de greixos mitjangant

I'estimulacié d’aquest enzim (Figura 9).
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Figura 9. Mesura de l'activitat de 'enzim LPL en diferents teixits i expressada en mU/
g de teixit. Els resultats s’expressen com la mitjana £ SEM, n = 6. CONTROL (C):
grup no tractat, EPA: grup tractat amb acid eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat
amb acid linoleic. Teixit adipds blanc (TAB), teixit adipés marrd (TAM).

No varem observar canvis en I'activitat de la LPL en cap dels teixits estudiats de les

rates que havien estat tractades amb EPA i LINO respecte les controls.

1.2.2 DESTi METABOLIC DEL PALMITAT EX VIVO

Per a valorar I'efecte de 'EPA sobre el metabolisme dels AG, varem aillar el muscul
EDL i el teixit adipos dels animals que havien estat sotmesos al tractament, i els varem
incubar amb palmitat marcat radioactivament per a la posterior determinacié de la seva
oxidacio6 i la incorporacié a lipids i a proteina tissular (més detalls a la seccié de materials i

métodes 8.1).
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Figura 10. Destins metabolics del palmitat en el muiscul de rates tractades. A) Produccié de CO, B)
Incorporacié de palmitat a lipid i proteina muscular. Resultats expressats en nmols / g de muscul. Els resultats
s’expressen com la mitjana + SEM, n =2 11. * p< 0.05, *** p< 0.001 (vs CONTROL); # p< 0.5, ## p< 0.01 (EPA vs
LINO). CONTROL (C): grup no tractat, EPA: grup tractat amb acid eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb
acid linoleic.

120



Resultats

Els resultats obtinguts en els muscul incubats ens van mostrar una disminucio
significativa de I'oxidacié del palmitat d’'un 76% respecte el control en el grup tractat amb
EPA, i cap efecte degut al tractament amb LINO. Pel que fa a la incorporaci6 del palmitat als
lipids tissulars, no varem observar diferéncies significatives, perd si varem detectar una
disminucié significativa en la incorporacié del palmitat a proteina en el grup de 'EPA
respecte el control, veient alhora una disminucié significativa en la captacié total del grup

tractat amb EPA respecte el tractat amb LINO (Figura 10).

Realitzant el mateix procediment en el teixit adipds, els resultats van mostrar, de la
mateixa manera que en el muscul, una disminucié significativa (50%) de I'oxidacié en el grup
tractat amb EPA, a diferéncia de grup tractat amb LINO en el que no varem veure canvis
respecte el grup control. Fent referéncia a la incorporacid tissular, varem observar un
augment significatiu de la incorporacio del palmitat als lipids del teixit adipds dels animals
tractats amb EPA. En canvi, no varem detectar efecte dels tractaments en la incorporacio de

palmitat a proteina ni en la captacié total (Figura 11).
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Figura 11. Desti metabolic del palmitat en el teixit adipés de rates tractades. A) Produccié de CO; B)
Incorporacié de palmitat a lipid i proteina del teixit adipds. Resultats expressats en nmols / g de teixit. Els
resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n = 11. * p< 0.05, ** p< 0.01 (vs CONTROL). CONTROL (C): grup
no tractat, EPA: grup tractat amb acid eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb acid linoleic.

1.2.3 DESTi METABOLIC DE LA TRIOLEINA IN VIVO

Donades les diferéncies observades en el desti metabolic del palmitat de I'assaig
anterior, varem voler determinar quin seria I'efecte de I'EPA in vivo. Amb aquest objectiu,
varem valorar el desti metabolic de la trioleina en rates que havien estat tractades durant 28
dies amb EPA i LINO. Per tal de valorar el desti metabolic de la trioleina, la qual va ser
administrada abans d’iniciar I'estudi, vam determinar la seva oxidacié i la seva incorporacio a

lipids en diferents teixits dels animals (més detalls a la seccié de materials i métodes 8.2).
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CONTROL EPA LINO
CO, 20.46 £ 0.51 19.74 £+ 1.18 19.59 £ 1.75
Absorcié 88.5+2.65 87.2+255 88.9+2.65
Incorporacié a lipid (% dosi abs / g)
GSN 0.039 £ 0.002 0.046 £ 0.004 0.046 £+ 0.005
Fetge 0.377 £ 0.026 0.370 £ 0.013 0.414 + 0.025
Cor 0.119 £ 0.007 0.128 £ 0.013 0.125 + 0.009
TABe 0.260 + 0.047 0.310 £+ 0.046 # 0.205+0.017
TABd 0.269 + 0.029 0.259 + 0.040 0.200 + 0.019 *
TAM 0.956 £ 0.271 1.455 + 0.331 0.923 +0.175
Plasma 0.054 £ 0.010 0.072 £ 0.008 0.094 +0.015 *

Incorporacio a lipid (% dosi abs / teixit total)

GSN
Fetge
Cor
TABe
TABd
TAM

0.061 = 0.004
3.922 +0.284
0.122 + 0.005
0.657 £0.123
1.148 + 0.138
0.329 + 0.081

0.064 + 0.005
3.379 £ 0.149
0.117 £ 0.008
0.783 + 0.099 ##
1.128 + 0.194
0.527 +0.125

0.063 = 0.007
3.769 £ 0.247
0.117 £0.010
0.451 £ 0.043
0.862 + 0.097
0.327 £ 0.052

Taula 5. Desti metabolic de la trioleina en rates tractades amb EPA i LINO. La produccié de CO3 i
la incorporacio de la trioleina a lipid dels diferents teixits s’expressa com a percentatge de la dosi
absorbida per g o teixit total. La dosi absorbida es representa com la dosi administrada menys la
retinguda al tracte gastrointestinal. Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n = 8. * p<
0.05, (vs CONTROL); # p< 0.5, ## p< 0.01 (EPA vs LINO). CONTROL: grup no tractat, EPA: grup
tractat amb acid eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb acid linoleic. Gastrocnemius (GSN),
teixit adipds blanc dorsal (TABd), teixit adipds blanc epididimal (TABe) i teixit adipos marré (TAM).

Els resultats que es recullen a la Taula 5, mostren que ni 'EPA ni el LINO no van

provocar canvis en I'oxidacié de la trioleina com tampoc en la seva absorcié. Pel que fa a la

incorporaci6 a lipids tissulars, varem observar un augment significatiu de la incorporacié de

trioleina al TABe del grup tractat amb EPA respecte al grup tractat amb LINO, en el qual

varem veure una disminucié significativa de la incorporacié de trioleina al TABd i un

augment significatiu dels seus nivells circulants respecte el grup control.
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Quan referiem els resultats obtinguts per teixit total, tot i no observar canvis en la
resta de teixits, varem observar que es mantenia 'augment significatiu de la incorporacié de

trioleina al TABe del grup tractat amb EPA respecte el tractat amb LINO.

1.2.4 EXPRESSIO DELS TRANSPORTADORS FAT | FATP

Per esbrinar si les diferéncies en el contingut lipidic observades tant ex vivo com in
vivo estaven relacionades amb els transportadors d’AG, varem estudiar els nivells
d’expressio dels transportadors FAT (translocasa d’AG) i FATP (transportador d’AG) al

muscul esquelétic i al teixit adipds dels animals diabétics sotmesos al tractament.

MUSCUL ESQUELETIC
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Figura 12. Expressio dels transportadors FAT i FATP en muscul esquelétic referida en %
respecte el control de mRNA de FAT i FATP respecte rRNA 18S. Els resultats
s’expressen com la mitjana £+ SEM, n = 5. CONTROL: grup no tractat, EPA: grup tractat
amb acid eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb acid linoleic.

Com es pot observar a la Figura 12, no varem observar canvis en I'expressio de FAT
ni de FATP en muscul per efecte del tractament.

En canvi, en el teixit adipds, varem poder observar una disminucié significativa de
'expressio de FAT i FATP del 50% i 40% respectivament en el grup tractat amb EPA
respecte el control, i alhora una disminucié també significativa del 70% de FAT i 60% de

FATP en el grup tractat amb LINO respecte el grup control (Figura 13).
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Figura 13. Expressidé dels transportadors FAT i FATP en teixit adipds referida en %
respecte el control de mRNA de FAT i FATP respecte rRNA 18S. Els resultats s’expressen
com la mitjana =+ SEM, n = 5. * p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001 (vs CONTROL).
CONTROL: grup no tractat, EPA: grup tractat amb acid eicosapentaenoic, i LINO: grup
tractat amb acid linoleic.

1.2.5 EXPRESSIO DELS FACTORS DE TRANSCRIPCIO PPAR a, 5 i y

Paral-lelament, varem voler estudiar els PPARs, una familia de factors de
transcripcié que tenen com a lligands naturals els AG i la implicacié dels quals en el
metabolisme lipidic és ben coneguda. A trets generals i, com ja s’ha esmentat anteriorment,
PPARa esta relacionat amb un augment del catabolisme dels AG i del consum de glucosa,
mentre que PPARy promou I'emmagatzematge de triglicérids, i tant aquest com PPARd
juguen un paper important en la sensibilitzacié a la insulina. Es per aixd que, mitjangant la
técnica de la PCR a temps real, varem estudiar el possible efecte de 'AG w-3 i w-6 escollits
en I'expressié d’aquests receptors nuclears tant en muscul esquelétic com en teixit adipos.

Aixi, en muscul esquelétic 'administracié cronica d'EPA va donar lloc a una
disminucio significativa de I'expressiéo de PPARa respecte el grup control i el grup tractat
amb LINO. Alhora, varem observar una davallada de PPAR® promoguda pels dos
tractaments. En canvi, tot i semblar que en el grup del LINO hi havia una tendéncia a la
disminucié de PPARYy, no s’observaren diferéncies significatives en la seva expressio génica
(Figura 14).
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Figura 14. Expressid dels factors de transcripci6 PPARs a & y en muscul esquelétic
referida en % respecte el control de mMRNA de PPARs respecte rRNA 18S. Els
resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n = 6. * p< 0.05, ** p< 0.01 (vs
CONTROL); # p< 0.05 (EPA vs LINO). CONTROL: grup no tractat, EPA: grup tractat
amb acid eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb acid linoleic.

Pel que fa als nivells d’expressio dels PPARs en el teixit adipds, esmentar que

practicament es varen mantenir inalterats en ambdés grups tractats (Figura 15).
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Figura 15. Expressié dels factors de transcripcié PPARs a & y en teixit adipos referida
en % respecte el control de mMRNA de PPARs respecte rRNA 18S. Els resultats
s’expressen com la mitjana + SEM, n = 6. CONTROL: grup no tractat, EPA: grup tractat
amb acid eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb acid linoleic.
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1.3 ESTUDI DE LA INFLAMACIO

Com s’ha esmentat anteriorment, existeixen diferents factors que poden anar obrint
cami cap al desenvolupament de resisténcia a la insulina. La sobreproduccié de citoquines
inflamatories que es pot donar, per exemple en casos d’obesitat, pel teixit adipds, pot
generar un conjunt de trastorns que dificulten entre d’altres processos la correcta actuacio
de la insulina. Per tant, normalment un pacient amb DMT2 o que comenca a desenvolupar
resisténcia a 'hormona, també presentara un quadre inflamatori . Amb la intencié d’esbrinar
si 'EPA era capag¢ d’atenuar aquesta resposta inflamatoria, varem realitzar una série

d’aproximacions a nivell molecular.

1.3.1 NIVELLS PLASMATICS DE CITOQUINES PROINFLAMATORIES

El primer que varem avaluar varen ser els nivells de citoquines circulants,
concretament els de dues de les citoquines proinflamatories protagonistes en moltes
situacions patologiques, com son la IL-6 i el TNF-a. Del TNF-a ja hi ha certes evidéncies que
la relacionen amb I'aparicid de la resisténcia a la insulina (més detall a la seccié de la
introduccio 1.4.2.2).

TNF-a IL-6
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Figura 16. Nivells de les citoquines TNF-a i IL-6 en plasma de rates tractades expressats en pg/ ml de
plasma. Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n = 6. * p< 0.05 (vs CONTROL). CONTROL:
grup no tractat, EPA: grup tractat amb acid eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb acid linoleic.

En aquest estudi varem observar que 'EPA no mostrava efectes en els nivells de cap
de les dues citoquines estudiades, i el LINO provocava una certa tendéncia a incrementar el

TNF-a i un augment significatiu de la IL-6 (Figura 16).

1.3.2 EXPRESSIO GENICA DE CITOQUINES PROINFLAMATORIES

Tot i no obtenir les diferéncies esperades en I'estudi anterior, varem voler comprovar
si a nivell transcripcional aquests nutraceutics exercien algun tipus d’efecte sobre aquestes

citoquines. Per aix0, varem avaluar els nivells d’expressié génica tant del TNF-a com de la
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IL-6 en muscul esquelétic i teixit adipés dels animals que havien estat sotmesos als
tractaments cronics (Figura 17).
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Figura 17. Expressi6 de les citoquines inflamatories TNF-a i IL-6 en muscul esquelétic i teixit adipos
de rates tractades referida en % respecte el control de mRNA de les citoquines respecte rRNA 18S.
Els resultats s’expressen com la mitjana £+ SEM, n = 11. * p< 0.05, ** p< 0.01 (vs CONTROL).

CONTROL: grup no tractat, EPA: grup tractat amb acid eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb
acid linoleic.

o |

% citoquines/18S

En el cas del muscul esquelétic, varem observar una disminucié significativa
(aproximadament del 50%) del TNF-a degut a ambdés tractaments, i una disminuci6 del 75%
i del 60% de la IL-6 en els grups de 'EPA i el LINO respectivament. En el teixit adipés no
varem obtenir resultats tant evidents, perd si una clara tendéncia a disminuir el TNF-a en els

dos grups tractats, i només en el grup de 'EPA es va veure una disminucio significativa dels
nivells d’expressié de la IL-6.

1.3.3 NIVELLS D’NF-kB

Per a continuar amb aquesta linia d’estudi després dels resultats obtinguts
anteriorment, en els que veiem que els tractaments eren capagos d’intervenir en I'expressié
del TNF-a, varem obtenir extractes nuclears de teixit muscular dels animals tractats per a

valorar els nivells de NF-kB actiu mitjancant la técnica de TEMSA (més detalls a la seccio de
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materials i métodes 4.3). Aquest és un factor de transcripcié que participa en la resposta
immune i en la inflamacid, i pot estar constituit per diferents subunitats (p50 i p65) en forma
d’homodimer o heterodimer. Normalment es troba al citoplasma en la forma inactiva unit a la
seva proteina inhibidora (Ik-Ba). Diversos estimuls, com la IL-1 o el TNF-a, provoquen

I'activacio d’'NF-kB, la seva posterior translocacio al nucli, i 'activacié de gens que codifiquen

per a diferents citoquines i molécules d’adhesio entre d’altres.
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Figura 18. A) EMSA d’'NF-kB en muscul esquelétic. B) Dades expressades com a percentatge
del contingut muscular d’NF-kB unit al DNA respecte el control. Resultats expressats com la

mitjana + SEM, n 2 5. * p< 0.05, (vs CONTROL). CONTROL.: grup no tractat, EPA: grup tractat
amb acid eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb acid linoleic.

Com s’indica a la Figura 18, en el tractament amb LINO es va poder observar un
increment significatiu de 'homodimer p50/p50 i de I'heterodimer p50/p65 respecte el grup

control; en canvi no es van observar efectes degut al tractament amb EPA.
1.3.4 NIVELLS D’Ik-Ba

Finalment, varem valorar el contingut de l'inhibidor d’NF-kB mitjangant Western blot
tant en muscul esquelétic com en teixit adipos.

Els resultats obtinguts en muscul esquelétic no van mostrar canvis en el contingut
d’'Ik-Ba, a diferéncia del que es va observar en teixit adipds, on només el tractament amb

LINO produia una disminucié significativa d’aquest factor (Figura 19).
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Figura 19. A) Western blot d’'lk-Ba en muscul esquelétic i teixit adipds de les rates després del
tractament. B) Els resultats s’expressen com a % d’Ik-Ba respecte la proteina Na"K*ATPasa. Els
resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n = 5. * p< 0.05, (vs CONTROL). CONTROL: grup
no tractat, EPA: grup tractat amb acid eicosapentaenoic, i LINO: grup tractat amb acid linoleic.

2. EFECTE DELS NUTRACEUTICS SOBRE LA CAQUEXIA
CANCEROSA

En els ultims 20 anys, la caquéxia ha despertat un gran interés tant en la medicina
clinica com en la investigacié basica. L’anoréxia i les profundes alteracions metabdliques
que caracteritzen aquesta sindrome han definit el desenvolupament de diferents estratégies
terapéutiques, perd només unes poques han arribat a nivell clinic amb resultats positius
(Argilés et al, 2004). Un dels principals objectius en aquest camp és la cerca d’estratégies
que permetin millorar la qualitat de vida dels pacients, aixi com contrarestar els mecanismes
que condueixen al desgast de la massa muscular. En aquesta Tesi Doctoral varem decidir
utilitzar com a estratégia terapéutica 'administracio de nutraceutics procedents de diferents
aliments per tal d’estudiar el seu potencial anticaquéctic. Per a dur a terme aquest treball,
varem realitzar dos tipus d’aproximacions: una primera aproximacio in vitro en cultius
cel-lulars amb un model d’hipertérmia puntual que indueix un augment de la taxa proteolitica
(una de les principals causes de la caquéxia), i una segona en animals portadors del tumor
ascitic de Yoshida AH-130 i del carcinoma pulmonar de Lewis, ambdds altament caquéctics.
En aquestes diferents situacions varem administrar els diferents nutracéutics per estudiar el

seu possible potencial terapéutic.
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2.1 ESTUDI DEL POTENCIAL TERAPEUTIC DEL RESVERATROL

Per tal de continuar amb la linia de recerca ja establerta al nostre grup en relacié al
resveratrol, varem iniciar un plantejament experimental amb el qual preteniem estudiar el
potencial anticaquéctic d’aquest nutracéutic. Per aixd, varem fer una primera aproximacio in
vitro per a determinar si el resveratrol era capa¢ d’influir en el procés de degradacié de
proteines préviament induit amb el model d’hipertérmia puntual en miotubs, model que
reprodueix el dany muscular en cél-lules en cultiu (més detalls a la seccié de materials i
meétodes 3.2.1). Posteriorment, si d’aquest experiment extréiem resultats favorables,

podriem procedir a testar el resveratrol en animals caquéctics.

21.1 APROXIMACIO IN VITRO: EFECTE DEL RESVERATROL SOBRE LA
DEGRADACIO PROTEICA EN MIOTUBS C2C12

Aixi doncs, amb l'objectiu de demostrar un possible efecte del resveratrol sobre la
degradacié proteica, el primer que varem fer va ser dissenyar un experiment utilitzant el
model d’hipertérmia puntual en cél-lules de la linia muscular C2C12. Vam testar 3 dosis
diferents de resveratrol (100, 10 i 0.1 yM), en dos grups: un incubat a 37°C durant 6h i l'altre
sotmeés a la hipertérmia durant el mateix periode de temps.

Els resultats ens mostraven un clar efecte del model d’hipertérmia, augmentant
significativament la protedlisi en tots els grups, perd pel que fa a I'efecte del resveratrol
nomeés varem veure una tendéncia a atenuar la protedlisi a la dosi més baixa testada (Taula
6).

37° 6h H
Cc 100 + 8.7 149 + 6.8 ##
100 pM 943 +3.9 140.3 + 0.8 #H#
10 uM 87.6+2.1 131.5+6.6 ##
1uM 89.6+4.8 130.5+ 2.9 ##

Taula 6. Experiment de degradacio proteica en cél-lules C2C12 tractades amb diferents dosis de
resveratrol: 100, 10 i 1 uM durant els diferents temps d’incubacioé i temperatura. Els valors de
degradacié proteica es calculen com el percentatge de radioactivitat entre els aminoacids
alliberats al medi respecte a la radioactivitat total incorporada, i estan expressats com el
percentatge respecte a les cel-lules control (37°C 6h). Els resultats s’expressen com la mitjana +
SEM, n=6. ## p< 0.01, ### p< 0.001 (efecte de la hipertermia). Control (C): sense tractament,
Hipertérmia (H): incubacié a 41°C durant 6h.

Ja que no haviem obtingut resultats clars en I'experiment anterior, varem repetir-lo
canviant el rang de dosis de resveratrol, utilitzant en aquest cas 10, 1 i 0.1 yM. Aquest
assaig es va dividir en 4 grups condicionats a diferents temps d’incubacioé i temperatura: un

incubat 6h a 37°C, un segon sotmeés a la hipertérmia durant 6h, un tercer grup incubat 24h a
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37°C, i un Ultim sotmés a la hipertérmia i passades les 6h va ser retornat a les condicions
normals (37°C) fins a les 24h. En aquests dos ultims grups els hi vam renovar el tractament
passades les 6h.

Com es pot observar a la Taula 7, la hipertérmia va augmentar la taxa proteolitica en
tots els miotubs incubats a 41°C (H), i en el cas de l'ultim grup (H+R) només en aquells que
no havien rebut tractament. Pel que fa a l'efecte del resveratrol atenuant aquesta
sobreactivacio proteolitica, varem veure una disminucio significativa de la degradacié de
proteines en situacié control (6h 37°C) a les dues dosis més baixes. En situacié
d’hipertérmia (H) o en aquelles que després de la incubacié a 41°C havien estat retornades
a 37°C, el resveratrol va ser significativament efectiu a totes les dosis sent aquesta

diferéncia més marcada també a les dosis de 1i 0.1 uyM.

37° 6h H 37° 24h H+R
(9 100 £ 4.2 11424 # 323.9+6.7 370.1 £ 7.8 ##
10 uM 91.6+1.8 103.9+36#* 326.7 £ 6.9 3415+56*
1uM 87.1+23% 97 + 2.8 #*** 3156.1+£5.2 318.2+3.8***
0.1 uM 87.3+34% 96.1 2.9 *** 318.8 £ 5.1 311.4+£9.7 **

Taula 7. Experiment de degradacié proteica en cél-lules C2C12 tractades amb diferents dosis de
resveratrol 10, 1 i 0.1 yM durant els diferents temps d’incubacié i temperatura. Els valors de
degradacio proteica es calculen com el percentatge de radioactivitat entre els aminoacids alliberats al
medi respecte a la radioactivitat total incorporada, i estan expressats com el percentatge respecte a
les cél-lules control (37°C 6h). Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n=6. *p<0.05, ** p<
0.01, *** p< 0.001 (efecte del tractament vs C), # p< 0.05, ## p< 0.01 (efecte de la hipertérmia).
Control (C): sense tractament, Hipertérmia (H): incubacié a 41°C durant 6h, Hipertérmia durant 6h i
retorn a 37°C fina les 24h (H+R).

21.2 APROXIMACIO IN VIVO: EFECTE DEL RESVERATROL EN RATOLINS
PORTADORS DEL CARCINOMA PULMONAR DE LEWIS

Els resultats positius obtinguts de I'efecte del resveratrol sobre la degradacio proteica
en miotubs, ens van conduir a testar aquest compost en un model in vivo de caquéxia. En
aquesta ocasié varem administrar intraperitonealment 5 i 25 mg/kg pc de resveratrol en
ratolins portadors del carcinoma pulmonar de Lewis. Aquest model, desencadena una
situacid de caquéxia en 'animal caracteritzada per una forta pérdua de massa muscular i
adiposa, de forma semblant a ’hepatoma ascitic de Yoshida AH-130, model que en estudis
previs del grup s’havia utilitzat per la valoracié del potencial anticaquéctic del resveratrol. La
possibilitat que ens oferia la utilitzacié del LLC era la d’administrar el tractament durant un
periode de temps més llarg, ja que aquest tumor pot créixer durant 14 dies i a més, la
valoracié del possible efecte antimetastasic del nutracéutic ja que el LLC presenta

metastasis pulmonars de forma espontania (Sugiura, 1955).
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Aixi doncs, el nostre disseny experimental es basava en 5 grups: un grup control (C)
(sense tumor) i un grup control pero tractat amb resveratrol a la dosi de 5 mg/kg pc (C+5) i,
per altra banda un grup tumor (T) i dos grups portadors de tumor tractats amb 5 i 25 mg/kg

pc de resveratrol (T+5 i T+25 respectivament).

c C+5 T T+5 T+25
Pesinicial 255+09  246+09 25711 24.7 £ 1 23.9+0.8
Pesfinal 267+13 25711 227+11#  219207# 216+1.1#
Ingesta  1155+11  103.5%9 82.5+9# 81+5# 8l1t4#

Taula 8. Pes i ingesta dels animals control (C) i tumor (T) sense i amb tractament amb resveratrol
a la dosi de 5 i 25 mg/kg pc (C+5), (T+5) i (T+25). El pes dels animals esta expressat en g i la

ingesta en g per 100g de pes corporal inicial. Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n =
5. # p<0.05 (efecte del tumor).

Com es pot observar a la Taula 8, la preséncia de tumor provoca una disminucio
significativa tant del pes final com de la ingesta dels ratolins portadors respecte els controls,
perd no veiem cap efecte del resveratrol.

Valorant els pes dels musculs i dels teixits adiposos, varem veure com tots (excepte
el soleus) es veien disminuits significativament per efecte del tumor, i que el resveratrol
provocava una augment significatiu del TAM en els controls tractats a la dosi de 5 mg/kg pc
respecte els controls i en els portadors de tumor tractats a la dosi de 25 mg/kg pc respecte
els animals amb tumor no tractats (Taula 9).

Cc C+5 T T+5 T+ 25
GSN 557+ 6 552 £ 13 413 + 13 it 417 + 18 #i# 437 + 20 ##
Tibialis 167 5 181+8 125 + 6 #HH 119 + O #HH# 121 £ 2 #HH#
Soleus 28+2 28+ 1 26+ 1 19+3 26 1
EDL 37 %1 37+2 19 + 2 it 25+ 2 #ht 20 £ 2 HH#
TABd 328 + 26 334 + 51 63 + 8 #itH 51 £ 12 #iHt 59 + 17 #iHt
TAM 236 £ 15 371+£35** 158 + 14 ## 188 + 16 ## 202+9*

Taula 9. Pes dels musculs i teixits adiposos dels animals control (C) i tumor (T) sense i amb
tractament amb resveratrol a la dosi de 5 i 25 mg/kg pc (C+5), (T+5) i (T+25). Els pesos dels teixits
s’expressen en mg / 100 g de pes corporal inicial. Els resultats s’expressen com la mitjana £+ SEM, n =
5. * p< 0.05, ** p< 0.01 (efecte del tractament); ## p< 0.01, ### p< 0.001 (efecte del tumor).
Gastrocnemius (GSN), extensor digitorum longus (EDL), teixit adipds blanc dorsal (TABd) i teixit
adip6s marré (TAM).

Fent referéncia a la resta d’organs, varem poder observar I'efecte del tumor en
alguns d’ells, disminuint significativament el pes del cor i la carcassa, i augmentant el pes de

la melsa. No varem apreciar cap efecte del tractament (Taula 10).

132



Resultats

Cc C+5 T T+5 T+ 25
Fetge 59+0.2 59+05 6.4+0.2 6.2+0.3 6.5+£0.2
Cor 489+ 9 473 £ 26 440 + 6 #iHt 435+ 28 433 £ 17
Ronyons 1.2+0.03 1.2+£0.03 1.2+0.03 1.2+£0.08 1.2+0.02
Melsa 38117 390 + 27 1288 + 138 #H# 1352 + 107 ### 1343 + 82 #i#H#
Carcassa 86 + 1 89+4 67 + 2 it 66 + 3 #i# 68 + 1 #i#

Taula 10. Pes dels dorgans i de la carcassa dels animals control (C) i tumor (T) sense i amb tractament amb
resveratrol a la dosi de 5 i 25 mg/kg pc (C+5), (T+5) i (T+25). Fetge, ronyons i carcassa expressats en g/ 100
g de pes corporal inicial. Cor i melsa expressats en mg / 100 g de pes corporal inicial. Els resultats
s’expressen com la mitjana + SEM, n = 5. L’analisi estadistica (t-Student): * p< 0.05 (efecte del tractament); #

p< 0.05, ## p< 0.01, ### p< 0.001 (efecte del tumor).

A continuacié varem valorar el pes del tumor, en aquesta ocasio, no es realitza el

comptatge de cél-lules tumorals degut a les zones necroétiques que presenta aquest tumor.

Els resultats no ens mostren cap efecte del tractament (Figura 20).
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Figura 20. Pes del tumor en g del animals portadors de tumor (T) i
tumor tractats amb resveratrol a la dosi de 5 i 25 mg/kg pc (T+5) i

(T+25). Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n=6.

Finalment varem valorar el nombre i pes de les metastasis i, en aquest cas, varem

observar com el tractament amb resveratrol reduia significativament ambdds parametres

(Figura 21).
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Figura 21. Efecte del resveratrol sobre les metastasis pulmonars. A) Nombre de metastasis B) pes
de les metastasis (mg) en animals portadors de tumor (T) i tumor tractats amb resveratrol a la dosi
de 5i 25 mg/kg pc (T+5) i (T+25) expressats com a % de pulmé afectat. Els resultats s’expressen

com la mitjana + SEM, n=6. * p< 0.05, *** p< 0.001 (vs T); # p< 0.05 (T+5 vs T+25).

133



Resultats

2.2 ESTUDI DEL POTENCIAL TERAPEUTIC DE LA GENISTEINA

Degut als resultats obtinguts fins al moment en diversos grups de recerca, ens els
que s’havien estudiat les propietats de la soja i dels seus components, varem voler estudiar
el potencial anticaquéctic de la genisteina per tal d’esbrinar si aquest nutracéutic era capag¢
d’exercir un efecte beneficios davant d’aquest estat catabodlic. Per dur a terme aquest
objectiu, varem realitzar una série d’aproximacions tant in vitro com in vivo, testant diferents

dosis i avaluant els efectes d’aquest compost.

2.2.1 APROXIMACIO IN VITRO: EFECTE DE LA GENISTEINA SOBRE LA DEGRADACIO
PROTEICA EN MIOTUBS C2C12

Per a realitzar aquest experiment es va escollir, com en el cas anterior, el model
proteolitic d’hipertérmia puntual (H) en cél-lules C2C12. Aquest model pot ser comparable a
una situacié de caquéxia cancerosa in vivo, ja que hi trobem una proteodlisi augmentada
degut a I'activacio del sistema proteolitic dependent d’ATP i ubiquitina, fet descrit préviament
en el nostre grup d’'investigacio.

Aixi doncs, varem voler estudiar I'efecte de la genisteina sobre la protedlisi activada
en miotubs C2C12 sotmesos a un augment puntual de temperatura. Per aix0, vam realitzar
un primer experiment per testar diferents dosis del producte i avaluar-ne I'efecte sobre la
proteolisi. El nostre disseny experimental es basava en 6 situacions: per una banda miotubs
sotmesos a una incubacié de 6h a 37°C (37°C 6h) i altres a una hipertérmia puntual a 41°C
durant 6h (H). Alhora repetiem aquestes dues situacions perd preincubant els miotubs amb
genisteina 24h i 48h prévies a la hipertérmia, ja que sospitavem, degut a treballs anteriors,
que aquest compost necessitava un major temps d’incubacié per a mostrar els seus

possibles efectes.

En els resultats presentats a la Taula 11 podem observar un clar efecte del model
d’hipertérmia puntual sobre la protedlisi, veient un augment significatiu del 30% de la
degradaci6 proteica en tots els grups incubats a 41°C respecte als incubats a 37°C. Pel que
fa al tractament, detectem un efecte de la genisteina a les dosis de 10 i 5 yM, sent capac¢ de
disminuir de forma significativa la degradacio proteica en situacié d’hipertérmia. No varem

observar cap diferéncia en aquells grups que havien estat preincubats amb genisteina.
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37° 6h H
C 1003 131.6 + 3.6 ###
50 pM 104.2+1.6 125.6 + 3.2 #HH#
10 uM 948+3 1183+ 4.2 #HE™
5uM 93.3+2.6 121.6 £ 2.9 #H#™*
pre-24h 37° pre-24h H
C 100 £ 4.1 126.9 + 6 ##
50 uM 1118124 136 + 6.5 ##
10 uM 98.4+3.2 135.7 + 6.1 #i##
5uM 1029+ 2.1 131.5 = 3 #it#
pre-48h 37° pre-48h H
C 1003 122.1 £ 1.7 #i#
50 uM 109.7 £ 3.9 127.4 + 3.8 ##
10 uM 1076 +1.8 126.2 + 2.3 #iH#
5uM 103.3+4 126.3 + 3.5 #iH#

Taula 11. Experiment de degradacié proteica en cél-lules C2C12 tractades amb diferents
dosis de genisteina: 50, 10, 5 yM. Els valors de degradacié proteica es calculen com el
percentatge de radioactivitat entre els aminoacids alliberats al medi respecte a la
radioactivitat total incorporada, i estan expressats com el percentatge respecte a les
cel-lules control incubades a 37°C. Els resultats s’expressen com la mitjana £+ SEM, n=6.
*p<0.05 (efecte del tractament); ## p<0.01, ### p<0.001 (efecte de la hipertermia). Control
(C): sense tractament, Hiperteérmia (H): incubacié a 41°C, pre-24h i pre-48h: incubacié amb
genisteina 24 i 48h abans de I'experiment.

2.2.2 APROXIMACIO IN VIVO: EFECTE DE LA GENISTEINA EN ANIMALS PORTADORS
DEL TUMOR ASCITIC YOSHIDA AH-130

Una vegada obtinguts els resultats in vitro de I'efecte de la genisteina i observat un
efecte positiu i alhora prometedor a algunes de les dosis escollides, vam voler determinar els
efectes d’aquest producte en rates portadores de I'hepatoma ascitic Yoshida AH-130, model
tumoral de rapid creixement i que provoca caquéxia a les rates portadores del tumor. Aquest
estudi es basava en un experiment pilot dins el qual preteniem testar diferents dosis del
producte en rates a les que préviament se’ls hi havia inoculat el tumor. Per dur a terme
aquesta primera aproximacié in vivo, vam dividir els animals en 4 grups: un grup tumor
sense tractar (T) i 3 grups amb tumor tractats amb 3 dosis diferents d’aquest component de
la soja (T+dosi) 10, 5i 2.5 mg/kg pc i dia. El tractament dels animals es va iniciar el dia de
'indcul del tumor i va durar 7 dies fins que es va procedir al sacrifici d’aquests.

En aquest experiment no vam veure efecte de la genisteina ni en el pes ni en la
beguda dels animals, perd varem observar una disminucio significativa de la ingesta en el

grup tractat a la dosi de 2.5 mg/kg pc dia (Taula 12).
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T T+10 T+5 T+25
Pes inicial 128+ 7.4 140.5+ 2.1 1352+3.8 134129
Pes final 130+ 6.2 145+4.3 138.9+4.4 129.6 + 6.1
Guany de pes 2+3.2 45+29 3.7+29 454
Ingesta 67.4+0.6 69.4+0.7 67.8+2 60.8 + 1.3 **
Beguda 1771+ 114 201.2+16.8 204.2+11.8 198.3+9.9

Taula 12. Pes, ingesta i beguda dels animals amb tumor (T) després del tractament amb genisteina a les
dosis de 10 (T+10), 5 (T+5) i 2.5 (T+2.5) mg/kg pc. El pes dels animals esta expressat en g, la ingesta i la
beguda en g i ml respectivament i per 100g de pes corporal inicial. Els resultats s’expressen com la mitjana
+ SEM, n 2 5. ** p<0.01 (vs T).

Posteriorment varem valorar el pes dels diferents organs i teixits dels animals.
Estudiant el pes dels musculs, varem observar que el del GSN i el del tibialis de les rates
tractades a la dosi de 10 mg/kg pc tendien a disminuir, i que aquesta disminucidé era
significativa en el tibialis a les dosis de 5 i 2.5 mg/kg pc respecte el grup no tractat. Pel que
fa als diferents teixits adiposos valorats, vam observar una disminucio significativa dels pes
del TABd i del TABe en els grups tractats a les dosis de 10 i 2.5 mg/kg pc respecte el grup

tumor (Taula 13).

T T+10 T+5 T+25
GSN 561.4 +17.6 5154 +11.9 515.3+224 532.5+12.3
Tibialis 180+ 3.4 167.6 +3.8 166.7 + 0.8 ** 166.3+3.9*
Soleus 39.1+£18 37618 37.5+1.8 35.2+13
EDL 385+13 38.3x0.9 389+ 1 39.7+13
TABd 761.5+85.9 596.6 + 16.9 * 598.7 + 88.9 504.8 + 63.4 *
TABe 1022 + 120.2 686.7 + 64 * 747.6 £ 62 707 +61.8*
TAM 181.9+28.6 180 + 13.1 185.6 £+ 13.8 187.1 £ 16.4

Taula 13. Pes dels musculs i teixits adiposos dels animals amb tumor (T) després del tractament amb
genisteina a les dosis de 10 (T+10), 5 (T+5) i 2.5 (T+2.5) mg/kg pc. Els pesos dels teixits s’expressen
en mg / 100 g de pes corporal inicial. Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n = 5. * p< 0.05,
** p< 0.01 (vs T). Gastrocnemius (GSN), extensor digitorum longus (EDL), teixit adip6és blanc dorsal
(TABJ), teixit adipds blanc epididimal (TABe) i teixit adipds marré (TAM).

Com es pot observar a la Taula 14, en la resta d’0rgans estudiats no varem observar

diferéncies induides pel tractament amb genisteina.
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T T+10 T+5 T+25
Fetge 57+05 53+0.3 54+0.2 51+0.2
Cor 368.5 +13.7 365.6 +17.8 353 + 8.1 336.6 + 16.9
Ronyons 0.9 £0.05 0.8 £0.03 0.9+0.03 0.8 £0.03
Melsa 274.2 + 38.1 284.7+22.8 2716155 265.9+17.5
TGl 1M1.1+£11 11.4+0.3 10.6 £ 0.1 94+0.5
Carcassa 75.8 +2.1 729+17 725+3.9 70.5+1.6

Taula 14. Pes dels organs i de la carcassa dels animals amb tumor (T) després del tractament amb
genisteina a les dosis de 10 (T+10), 5 (T+5) i 2.5 (T+2.5) mg/kg pc. Els pesos del fetge, els ronyons,
el TGI (tracte gastrointestinal) i la carcassa s’expressen en g / 100 g de pes corporal inicial. Els
pesos del cor i la melsa en mg / 100 g de pes corporal inicial. Els resultats s’expressen com la
mitjana + SEM, n = 5.

També vam estudiar I'efecte de la genisteina tant en el volum com en el nombre de
cél-lules tumorals, i vam observar que les rates tractades a la dosi de 5 mg/kg pc
presentaven una disminucié significativa del volum tumoral i alhora un increment també

significatiu del nombre de cél-lules (Figura 22).
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Figura 22. A) Volum de tumor en ml B) nombre de cél-lules tumorals totals per 10° dels animals amb
tumor (T) després del tractament amb genisteina a les dosis de 10 (T+10), 5 (T+5) i 2.5 (T+2.5) mg/kg
pc. Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n 2 5. * p< 0.05, *** p< 0.001.

2.2.3 APROXIMACIO IN VIVO : EFECTE DE LA GENISTEINA EN ANIMALS CONTROL

Degut als resultats obtinguts en I'experiment in vivo anterior, i presentant la
genisteina la capacitat de disminuir el pes del teixit adipds, varem voler esbrinar si aquest
compost exercia aquest mateix efecte en rates que no fossin portadores de tumor. Per aixo,
varem dissenyar un experiment constituit per dos grups: un primer grup no tractat i un altre
grup tractat a la dosi de 10 mg/kg pc, dosi a la qual haviem vist els efectes més clars de la
genisteina. El procediment realitzat va ser el mateix que en el cas anterior, és a dir, varem
tractar les rates durant 7 dies i varem procedir a I'extraccié i valoracié dels diferents organs i

teixits.
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Cc C+10
Pes inicial 126.4 £ 4.1 126.2+5
Pes final 164.6 £4.9 159.6 £5.5
Guany de pes 38.2+1.3 334143
Ingesta 99.5+2.9 96.1+5
Beguda 158.3+4.8 136.4 £ 12.6

Taula 15. Pes, ingesta i beguda dels animals control (C) després del tractament
amb genisteina a la dosi de 10 (C+10) mg/kg pc. El pes dels animals esta expressat
en g, la ingesta i la beguda en g i ml respectivament i per 100g de pes corporal
inicial. Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n=6.

No vam detectar efecte de la genisteina ni en el pes ni en la beguda com tampoc en

la ingesta dels animals (Taula 15).

C CcC+10
GSN 6419+ 157 638.6 + 19.1
Tibialis 204.7 +5.7 208.6 + 8.4
Soleus 448+1.9 457 +1.5
EDL 46.9+1.3 47.8+1.5
TABd 1154 + 131 1053 + 120
TABe 9252 +59.9 877.8+67.7
TAM 230.6 + 6.6 256.8 + 14.9

Taula 16. Pes dels musculs i teixits adiposos dels animals control (C) després del
tractament amb genisteina a la dosi de 10 (C+10) mg/kg pc. Els pesos dels teixits
s’expressen en mg / 100 g de pes corporal inicial. Els resultats s’expressen com la
mitjana + SEM, n=6. Gastrocnemius (GSN), extensor digitorum longus (EDL), teixit
adipds blanc dorsal (TABd), teixit adipés blanc epididimal (TABe) i teixit adipés marrd

(TAM).
C Cc+10
Fetge 6.2+0.1 6.5+0.7
Cor 454.9 + 16.1 458.8 +24.2
Ronyons 1.02 +0.02 1.05+£0.04
Melsa 361.1+11.1 367.7 £ 29
TGI 16.5+ 0.6 16.7 £ 0.8
Carcassa 91.1+£0.9 88.7+25

Taula 17. Pes dels organs i de la carcassa dels animals control (C) després del
tractament amb genisteina a la dosi de 10 (C+10) mg/kg pc. Els pesos del fetge, els
ronyons, el TGI (tracte gastrointestinal) i la carcassa s’expressen en g / 100 g de
pes corporal inicial. Els pesos del cor i la melsa s’expressen en mg / 100 g de pes
corporal inicial. Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n=6.

138



Resultats

En aquest experiment amb rates control no varem observar cap canvi ni en els
musculs ni en els teixits adiposos estudiats per efecte del tractament (Taula 16). Com
tampoc varem observar cap variacié en el pes de la resta d'dérgans per efecte de la

genisteina (Taula 17).

2.3 ESTUDI DEL POTENCIAL TERAPEUTIC DE L’EGCG

El seguent nutracéutic escollit va ser el galat d’epigalocatequina (EGCG), catequina
procedent del te, del qual ja havien estat ampliament estudiades algunes de les seves
propietats (antioxidant, antitumoral, etc.), les quals ens van fer pensar que seria convenient

estudiar el seu possible potencial anticaquéctic.

2.3.1 APROXIMACIO IN VITRO: EFECTE DE L’EGCG SOBRE LA DEGRADACIO
PROTEICA EN MIOTUBS C2C12

El primer que varem realitzar va ser un experiment in vitro utilitzant el model
d’hipertérmia puntual, per avaluar diferents dosis de 'EGCG i estudiar els seus efectes en la
degradaci6 proteica. Per a dur a terme aquest experiment, varem sotmetre les cél-lules a 4
situacions de temps i temperatura: un grup incubat 6h a 37°C (control), un altre sotmeés
durant 6h a una hipertérmia (41°C), un tercer grup incubat 24h a 37°C i finalment un grup
sotmés a la hipertérmia perd posteriorment retornat a les condicions normals fins passades

les 24h. En aquest dos ultims grups varem renovar el tractament passades les 6h

d’hipertérmia.
37° 6h H 37° 24h H+R
C 100+ 4.4 128.6 + 3.9 ### 359.7 £ 10.6 3824 £13.5
10 uM 99.4+26 128.48 + 5.2 #i# 3283+2* 376.5 £ 3.7 it
5uM 87.4+14* 117.7 + 4.3 #H# 3227+82% 354 +7#
0.5 uM 87.9+32* 118.6 £ 3 ### 339.5+129 3394+79%

Taula 18. Experiment de degradacio proteica en cél-lules C2C12 tractades amb diferents dosis
d’EGCG: 10, 5i 0.5 uyM durant els diferents temps d’incubacioé i temperatura. Els valors de degradacid
proteica es calculen com el percentatge de radioactivitat entre els aminoacids alliberats al medi
respecte a la radioactivitat total incorporada, i estan expressats com el percentatge respecte a les
cel-lules control (37°C 6h). Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n=6. *p<0.05 (efecte del
tractament), # p< 0.05, ## p< 0.001 (efecte de la hipertérmia). Control (C): sense tractament,
Hipertérmia (H): incubacié a 41°C durant 6h, Hipertérmia durant 6h i retorn a 37°C fins les 24h (H+R).

Els resultats representats a la Taula 18 ens mostren un clar efecte de la hipertérmia,
ja que s’observa un augment significatiu de la degradacié proteica de gairebé un 30% en

tots els grups sotmesos a la hipertérmia i d’'un 12% en dos dels grups tractats que van ser
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incubats a 41°C i posteriorment retornats a condicions normals. Pel que fa a l'efecte del
nutracéutic estudiat, veiem que 'EGCG és capa¢ de disminuir la degradacié proteica un
13% en aquells miotubs incubats a 37°C durant 6h a les dosis de 5i 0.5 pM i un 10% en els
miotubs incubats durant 24h a les dosis de 10 i 5 uyM. En situacié d’hipertérmia, I'efecte del
tractament s’observa de forma significativa a la dosi de 0.5 pM en el grup H+R i alhora,
malgrat no ser significatiu, es detecta una tendéncia a disminuir la degradacié proteica en el

grup H a les dues dosis més baixes.

2.3.2 APROXIMACIO IN VIVO: EFECTE DE L’EGCG EN ANIMALS PORTADORS DEL
TUMOR ASCITIC YOSHIDA AH-130

Una vegada avaluats els resultats dels experiments in vitro, varem voler anar més
enlla i testar, en situacié de caquéxia, el potencial terapéutic de 'lEGCG. Per a dur a terme
aquest assaig varem inocular a rates Wistar el tumor ascitic Yoshida AH-130 anteriorment
esmentat i del que ja ha estat ben descrita la seva capacitat per induir un estat de caquéxia
en els animals portadors. Varem dividir 'experiment en 4 grups: animals portadors de tumor
sense tractar i 3 en els que vam administrar 3 dosis diferents del producte (50, 25 i 10 mg/kg
pc i dia). La durada del tractament va ser d’'una setmana en paral-lel al creixement tumoral.

El primer que varem mesurar va ser el pes, la ingesta i la beguda dels animals,

parametres en els que no varem veure cap efecte induit per 'TEGCG (Taula 19).

T T+50 T+25 T+10
Pes inicial 1254 +4.6 127.7 £ 3.1 131.1+1.2 127 +4.2
Pes final 13153 1272+5.3 133.5+4.5 131.8+6.3
Guany de pes 6.1+£3.9 -0.5+35 23147 48+238
Ingesta 82.3+3.7 82.2+3.6 82.2+17 89.1+4.5
Beguda 152.8+13.3 136.7 £ 3.7 159 + 3.3 1549 +8.9

Taula 19. Pes, ingesta i beguda dels animals amb tumor (T) després del tractament amb EGCG a
les dosis de 50 (T+50), 25 (T+25) i 10 (T+10) mg/kg pc. El pes dels animals esta expressat en g, la
ingesta i la beguda en g i ml respectivament i per 100g de pes corporal inicial. Els resultats
s’expressen com la mitjana + SEM, n = 5.

A continuacié varem pesar els diferents musculs i teixits adiposos on no varem
detectar cap efecte de 'EGCG, excepte una disminucié del GSN a la dosi més alta

administrada (Taula 20).
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T T+ 50 T+25 T+10
GSN 5563.8+7.5 5205+9* 545.5+14.9 551.1 £ 101
Tibialis 169.1+£2.3 16767 169.3+£4.9 165.1£3.9
Soleus 38.7 £ 1.36 35.6 £ 1 37+2.1 379+1.2
EDL 43.1+11 39.7£ 2.2 40.5+1.6 396+14
TABd 589.6 £ 63.5 556 + 54.2 559.5+124.2 607.5 +69.6
TABe 730.7 779 626.6 + 85.9 626.3 +73.5 5569.3 £ 53.7
TAM 166.5+ 18 170.7 £+ 13.6 158.3+17.3 166.8 + 6.1

Taula 20. Pes dels musculs i teixits adiposos dels animals amb tumor (T) després del tractament amb
EGCG a les dosis de 50 (T+50), 25 (T+25) i 10 (T+10) mg/kg pc. Els pesos dels teixits s’expressen en
mg / 100 g de pes corporal inicial. Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n = 5. * p< 0.05 (vs
T). Gastrocnemius (GSN), extensor digitorum longus (EDL), teixit adipds blanc dorsal (TABd), teixit
adipds blanc epididimal (TABe) i teixit adipos marrd (TAM).

En el pes de la resta d’drgans tampoc varem observar cap canvi per efecte del

tractament (Taula 21).

T T+50 T+25 T+10
Fetge 5403 51+0.2 5401 5501
Cor 359.6 £ 11.6 355.2+8.8 346.2 + 16.6 372.9+13.9
Ronyons 0.9 £0.03 0.9+0.02 0.8 £0.01 0.9+0.03
Melsa 2921 +19.1 296 £ 19.8 297.5+10 308.6 + 16.4
TGl 114 +1 10.5+04 11.1+£0.7 11.2+£0.3
Carcassa 76.9+2.1 72.7+13 745+26 747+1.4

Taula 21. Pes dels organs i de la carcassa dels animals amb tumor (T) després del tractament amb
EGCG a les dosis de 50 (T+50), 25 (T+25) i 10 (T+10) mg/kg pc. Els pesos del fetge, els ronyons, el
TGl (tracte gastrointestinal) i la carcassa s’expressen en g / 100 g de pes corporal inicial. Els pesos
del cor i la melsa s’expressen en mg / 100 g de pes corporal inicial. Els resultats s’expressen com la
mitjana + SEM, n = 5.

A l'observar les dades referents al tumor que es mostren a la Figura 23 veiem que
'EGCG tampoc afecta al creixement tumoral, ja que no s’observen canvis ni en el seu volum

ni en el nombre total de cél-lules tumorals.
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Figura 23. A) Volum de tumor en ml, i B) nombre de cél-lules tumorals totals per 10° dels animals amb tumor (T)
després del tractament amb EGCG a les dosis de 50 (T+50), 25 (T+25) i 10 (T+10) mg/kg pc. Els resultats
s’expressen com la mitjana + SEM, n = 5.

2.4 ESTUDI DEL POTENCIAL TERAPEUTIC DE LA TEOFIL-LINA

Per a continuar dins la mateixa linia de recerca, en la que teniem com a objectiu
testar un ventall de nutracéutics dels quals ja s’havien demostrat les seves propietats
beneficioses, varem voler estudiar la teofil-lina, un alcaloide present en el te i la xocolata.
Les seves propietats ens feien pensar que seria un bon candidat terapeutic per a
contrarestar les alteracions que caracteritzen la sindrome caquéctica. Per a dur a terme
aquest estudi, varem mantenir el plantejament anteriorment utilitzat, realitzant una série
d’aproximacions in vitro, i en funcié dels resultats testar el producte en un model tumoral in

Vivo.

2.4.1 APROXIMACIO IN VITRO: EFECTE DE LA TEOFIL-LINA SOBRE LA DEGRADACIO
PROTEICA EN MIOTUBS C2C12

Inicialment varem dissenyar un experiment amb miotubs de la linia cel-lular C2C12
sotmesos al model d’hipertérmia puntual. En aquest cas, per a veure si la teofil-lina era
capa¢ de disminuir la degradacioé proteica, varem dividir les cél-lules en dos grups: un
incubat a 37°C i l'altre a 41°C durant 6h ambdds. Dins de cada un d’ells varem separar les

cel-lules per tal de testar 3 dosis diferents del producte (0.1, 0.05i 0.01 mM).

Observant els resultats obtinguts d’aquest experiment, varem veure un clar efecte del
model d’hipertérmia, ja que en tots els grups incubats a 41°C augmentava de forma
significativa la degradacio proteica entre un 30-50%. A més, varem veure que la teofil-lina,
davant d’aquesta situacio, era capag de disminuir-la significativament a les dosis de 0.1 i de
0.01 mM (Taula 22).
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37° 6h H
Cc 100 £ 4.6 150.9 + 3.9 #HH#
0.1 mM 91.8 + 3.1 135.9 + 2.7 ### **
0.05 mM 101.7+ 3.6 141.7 + 3.5 #i#
0.01 mM 99.3+46 138.4 + 2.3 #H# ™

Taula 22. Experiment de degradacié proteica en cél-lules C2C12 tractades amb diferents dosis
de teofil-lina: 0.1, 0.05i 0.01 mM durant els diferents temps d’incubacio i temperatura. Els valors
de degradacié proteica es calculen com el percentatge de radioactivitat entre els aminoacids
alliberats al medi respecte a la radioactivitat total incorporada, i estan expressats com el
percentatge respecte a les cél-lules control (37°C 6h). Els resultats s’expressen com la mitjana +
SEM, n=6. * p<0.05, ** p<0.01 (efecte del tractament), ### p< 0.001 (efecte de la hipertérmia).
Control (C): sense tractament, Hipertérmia (H): incubaci6 a 41°C durant 6h.

Ja que l'efecte era més evident a la dosi de 0.1 mM, varem repetir I'experiment a
aquesta dosi perd, per comprovar si el fet d’incubar les cél-lules amb teofil-lina durant més
temps condicionava el seu efecte, varem decidir afegir dues noves situacions ja anteriorment
utilitzades que sén: la incubacié a 37°C durant 24h, i sotmetent els miotubs a la hipertérmia
durant 6h i posteriorment retornant-los a condicions normals (37°C). En aquest dos grups
vam renovar el tractament passades les 6h de la incubacio a temperatura elevada. Tot i aixi,

nomeés varem obtenir una disminucio significativa de la protedlisi al grup H (Taula 23).

37° 6h H 37° 24h H+R
Cc 100 £ 3.3 141.6 + 0.3 ## 338.6 + 8.6 359.7 £ 10.6
0.1mM 952+34 128.2 + 3 #it ** 332.9+18.8 388.6 + 20.1

Taula 23. Experiment de degradacié proteica en cél-lules C2C12 tractades amb teofil-lina a la dosi de
0.1 mM durant els diferents temps d’incubacié i temperatura. Els valors de degradacio proteica es
calculen com el percentatge de radioactivitat entre els aminoacids alliberats al medi respecte a la
radioactivitat total incorporada, i estan expressats com el percentatge respecte a les cél-lules control
(37°C 6h). Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n=6. **p<0.01 (efecte del tractament), ###
p<0.001 (efecte de la hipertérmia). Control (C): sense tractament, Hipertérmia (H): incubaci6 a 41°C
durant 6h, Hipertérmia durant 6h i retorn a 37°C fins les 24h(H+R).

2.4.2 APROXIMACIO IN VIVO: EFECTE DE LA TEOFIL-LINA EN ANIMALS PORTADORS
DEL TUMOR ASCITIC YOSHIDA AH-130

Donat els bons resultats obtinguts en I'aproximacio in vitro, varem voler aprofundir en
I'estudi d’aquest nutracéutic inoculant el tumor ascitic Yoshida AH-130 en rates que, degut a
la preséncia d’aquest, desenvolupen la sindrome caquéctica. Per dur-ho a terme, varem
dissenyar un experiment pilot en el qual preteniem testar 3 dosis de teofil-lina (50, 25, 10

mg/kg pc i dia) en animals portadors del tumor. El tractament, de la mateixa manera que en
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els assajos anteriorment mostrats, el varem administrar intragastricament durant els 7 dies
del creixement tumoral.

El primer que varem fer va ser determinar si el tractament exercia algun efecte en el
pes, la ingesta i la beguda dels animals. No vam veure cap canvi en aquests parametres,
excepte que la dosi de teofil-lina de 50 mg/kg pc provocava un increment en la beguda
(Taula 24).

T T+50 T+25 T+10
Pes inicial 156.3+6 1563.7+5.5 159 +£5.3 154.8 +6.3
Pes final 169 £ 12.9 167.8+7.7 170.7 £5.5 168.3 +8.3
Guany de pes 9.5+33 13.8+3.8 11.7+£26 13+£1.9
Ingesta 112.4+£53 117 +£5.3 105.1 £3.27 120.7 £3
Beguda 251+14.8 347.6 £33.3* 260.9+9 273379

Taula 24. Pes, ingesta i beguda dels animals amb tumor (T) després del tractament amb teofil-lina a les
dosis de 50 (T+50), 25 (T+25) i 10 (T+10) mg/kg pc. El pes dels animals esta expressat en g, la ingesta
i la beguda en g i ml respectivament i per 100g de pes corporal inicial. Els resultats s’expressen com la
mitjana + SEM, n 2 5. * p< 0.05 (vs T).

A continuacié varem estudiar el pes dels musculs, on es va poder observar I'efecte de la
teofil-lina a 'augmentar significativament el pes del soleus (9%) a la dosi de 50 mg/kg pc i,
tot i no ser significatiu, a les altres dues dosis es mostrava una tendéncia a augmentar el pes
del GSN respecte el grup tumor (T). En els teixits adiposos blancs no s’observaren canvis,
perd si que es va produir una disminucié significativa del teixit adipés marré a la dosi de 50

mg/kg pc respecte el grup T (Taula 25).

T T+ 50 T+25 T+10
GSN 572.4+12.8 580.3+11.6 605.6 £ 13.5 589.3 + 10.6
Tibialis 184 +5.9 184.5 £ 8.1 191+3.5 190.2+5
Soleus 409+1.2 445+0.7* 426+0.9 416+0.8
EDL 444 +1 43.7 1 45412 43.9+0.8
TABd 651.5 + 158.2 676.8 +110.8 647.4 +72.7 728.6 +103.2
TABe 596.3 + 106.4 573.9+£85.3 665.5 +77.1 5556.9+44
TAM 188.5 +28.2 127.6 £ 12* 140.4 +12.1 153.7+9.5

Taula 25. Pes dels musculs i teixits adiposos dels animals amb tumor (T) després del tractament amb
teofil-lina a les dosis de 50 (T+50), 25 (T+25) i 10 (T+10) mg/kg pc. Els pesos dels teixits s’expressen
en mg / 100 g de pes corporal inicial. Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n = 5. * p< 0.05
(vs T). Gastrocnemius (GSN), extensor digitorum longus (EDL), teixit adipés blanc dorsal (TABd), teixit

adipos blanc epididimal (TABe) i teixit adipds marrd (TAM).
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En els organs estudiats vam poder observar un efecte de la teofil-lina, augmentant

significativament un 11% el pes del cor a la dosi de 50 mg/kg pc respecte el grup no sotmes

a tractament. En la resta d’d0rgans no s’observaren canvis (Taula 26).

T T+50 T+25 T+10
Fetge 55+0.2 6+0.2 55+0.2 55+0.1
Cor 357.2+8.1 397.8+10* 366.2+9 351.3+7.2
Ronyons 0.9+0.03 0.9+0.03 0.9+0.02 0.9+0.02
Melsa 306+7.9 300 £ 18.5 286.9 + 33.2 338.6 £23.1
TGl 10.8+0.2 10.7£2.2 11.8+04 11.8+04
Carcassa 89.1+9.2 76.5+15.7 794+ 1.1 80.6 £ 0.6

Taula 26. Pes dels organs i de la carcassa dels animals amb tumor (T) després del tractament amb
teofil-lina a les dosis de 50 (T+50), 25 (T+25) i 10 (T+10) mg/kg pc. Els pesos del fetge, els
ronyons, el TGI (tracte gastrointestinal) i la carcassa s’expressen en g / 100 g de pes corporal
inicial. Els pesos del cor i la melsa s’expressen en mg / 100 g de pes corporal inicial. Els resultats
s’expressen com la mitjana + SEM, n 2 5. * p< 0.05 (vs T).

A nivell tumoral no varem veure I'efecte de la teofil-lina, ja que un cop realitzat I'estudi

tant del volum com del contingut total de cél-lules tumorals, no es van observar canvis

remarcables ( Figura 24).
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Figura 24. A) Volum de tumor en ml, i B) nombre de cél-lules tumorals totals per 10° dels animals amb
tumor (T) després del tractament amb teofil-lina a les dosis de 50 (T+50), 25 (T+25) i 10 (T+10) mg/kg pc.
Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n 2 5.

2.4.2.1 ACTIVITAT LOCOMOTORA | COMPOSICIO CORPORAL

Fins al moment, els resultats obtinguts dels assajos amb teofil-lina ens revelaven un

potencial efecte beneficidés per fer front a la caquéxia en els animals portadors de tumor

sotmesos al tractament. En base a aix0, varem voler anar més enlla en la valoracio de I'estat

general d'aquests animals. Com ja s’ha explicat anteriorment, un pacient que presenta

caquéxia, a més d’'una inflamacié sistémica (Fearon et al., 2006), pateix una important

pérdua de pes tant a nivell dels dipdsits de greix com de la massa muscular, i que aquesta
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sindrome sol anar acompanyada d’asténia i debilitat (Argilés et al., 1997). Per aix0, i en
col-laboracié amb el grup de recerca del Dr. Anker (Departament de Cardiologia, Charité
Medical School, Berlin, Alemanya), varem realitzar dos experiments per a valorar la
composicié corporal i l'activitat locomotora dels animals portadors de tumor, ambdds
parametres considerats marcadors de la qualitat de vida de I'animal (Bauhofer et al., 2001).
En aquest cas, a més dels dos grups portadors de tumor tractat o no a la dosi de 50 mg/kg

pc de teofil-lina, varem afegir un grup control (C: no portador de tumor).
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Figura 25. Activitat locomotora de les rates Control (C), Tumor (T) i Tumor
tractades amb teofil-lina a la dosi de 50 mg/kg pc (T+50). Valorada en el
moment de I'indcul del tumor (1) i al final del tractament (2) i expressada com

a nombre de moviments durant 24h. Els resultats s’expressen com la mitjana +
SEM, n = 5. # p< 0.05, ## p< 0.01 (vs C).

Els resultats obtinguts en I'estudi de 'activitat locomotora (més detalls a la secci6 de
materials i métodes 1.7), com era d’esperar, no mostren diferéncies en el moment de
inocul. En canvi si varem veure un clar efecte del tumor disminuint significativament en
ambdods grups l'activitat dels animals després d’'una setmana de creixement tumoral, i que el
tractament no era capag de millorar aquesta situacio (Figura 25).

A continuacié vam estudiar la composicié corporal per ressonancia magnética (més

detall a la seccié de materials i métodes 1.6).

Cc T T+50
A Greixos 32+11 -4.3 £ 0.5 #HHt 2.3 +0.7 #i#t#t ™
A Massamagra 23.5+1.5 1.7 £ 1.7 ##t# 7 + 3 #it
A Aigua 21.2+16 0.8 + 1.5 #it# 6.3+ 2.8 ##
A Fluids 0.03+0.24 -0.7+£02# 0.04+0.3%

Taula 27. Composicié corporal de les rates Control (C), Tumor (T) i Tumor tractades
amb teofil-lina a la dosi de 50 mg/kg pc (T+50). Mesurat com lincrement (A) de
greixos, massa magre, aigua i fluids i expressat en g. Els resultats s’expressen com
la mitjana + SEM, n 2 5. * p< 0.05 (vs T); # p< 0.05, ## p< 0.01, ### p< 0.001 (vs C).
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Els resultats obtinguts ens varen mostrar una disminucio significativa tant de greixos i
de massa magra com d’aigua i fluids per efecte del tumor respecte el grup control. En aquest
cas, el tractament amb teofil-lina en animals portadors provocava un augment significatiu
dels greixos i una clara tendéncia a augmentar tant la massa magra com l'aigua corporal
respecte el grup portador de tumor sense tractar. A més, el nivell de fluids dels animals

tractats es manté igual que en els controls (Taula 27).

2.4.2.2 NIVELLS D’EXPRESSIO DELS GENS DELS SISTEMES PROTEOLITICS

Seguidament varem voler estudiar si I'efecte positiu de la teofil-lina observat a la dosi
de 50 mg/kg que haviem obtingut en I'experiment anterior en el pes dels musculs i del cor,
es veia reflectit en I'expressiéd diferents gens que formen part els principals sistemes
proteolitics. Després de I'extraccié del mMRNA dels soleus i dels cors de les rates sotmeses al

tractament, varem analitzar I'expressié génica mitjangant la técnica de la PCR a temps real.

SOLEUS COR

T T+50 T T+50
Dependent d’'ubiguitina
Ubiquitina 100+7.4 57.9+8.7** 100 + 16.8 58.7 +10.7
c2 100+ 6.4 95.3+23.9 100 + 15.6 63+7.4*
C8 100+ 7.4 87.7+22.8 100 £ 10.1 62.4+85*
E2 100 £ 24.5 54.6 £ 15.5 100+ 24.4 51+8.5
Murf 100 + 11 468+ 155% 100 + 30 57.2+12.4
Atrogina 100+ 5.6 92.3+18 100 + 13.2 94.3+13
Dependent de calci
m-Calpaina 100 £ 19.3 121.7 £ 37.2 100 + 18.8 55.4+58*
Lisosomal
Catepsina B 100+ 7.1 135.5 + 30.7 100 + 20.5 57.5+6.7

Taula 28. Expressié de diferents gens dels sistemes proteolitics en soleus i cor de rates amb TUMOR (T)
tractades amb teofil-lina a la dosi de 50 mg/kg pc (T+50). Els resultats s’expressen en % respecte el control
del mRNA del gen respecte el rRNA 188S. Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n = 4. * p< 0.05, **
p< 0.01 (vs T).

Com ja ha estat descrit per diversos autors, els nivells de mRNA dels gens dels
sistemes proteolitics es troben augmentats en preséncia de tumor, principalment els gens
del sistema dependent d’ATP i ubiquitina. Com es pot observar a la Taula 28, la teofil-lina
provoca una disminucié significativa de gairebé el 50% de I'expressio d’ubiquitina en soleus
respecte el grup portador de tumor no tractat. En el cor també veiem una clara disminucié
(p=0.07) tot i no acabar de ser estadisticament significativa. Dins aquest mateix sistema

també veiem una disminucié significativa de les subunitats del proteasoma (C2 i C8) en el
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cor dels animals tractats. Alhora s’observa una tendéncia clara a disminuir E2 tant en cor
com en soleus i finalment una disminucié significativa de Murf (també aproximadament del
50%) en els soleus dels animals tractats respecte el grup tumor. En canvi, en el sistema
proteolitic dependent de calci i el lisosomal no vam observar cap diferéncia en soleus, pero
si una disminuci6 significativa de la m-calpaina i una tendéncia a disminuir de la catepsina B

en el cor degut a 'administracié del tractament.

2.4.2.3 NIVELLS PLASMATICS DE CITOQUINES: TNF-a i IL-10

En resposta a la infeccio, al creixement tumoral o a altres estimuls invasius, el TNF-a
és produit principalment per cél-lules del sistema immunitari. De tota manera, molts altres
tipus cel'lulars poden també produir i secretar aquesta citoquina (Aggarwal i Natarajan,
1996). Malgrat que els efectes del TNF-a en diversos tipus cel-lulars sén molt coneguts, els
estudis sobre muscul esquelétic encara son confusos i fins i tot contradictoris. S’ha descrit
que el muscul és la principal font de pérdua de proteina en les patologies que tenen associat
un desgast muscular, i que el TNF-qa, citoquina proinflamatoria, t¢ un paper clau en aquest
procés de desgast muscular (Argilés i Lopez-Soriano, 1999).

Per tant, degut a la participacido d’aquesta citoquina en el desenvolupament de la
caquéxia, varem considerar que seria interessant estudiar I'efecte d’aquest nutracéutic sobre
el TNF-a. Com ja s’ha esmentat anteriorment, s’han realitzat estudis en els que s’ha
observat que la teofil-lina era capa¢ de produir una disminucié del TNF-a (Semmler et al.,
1993; Reuter et al., 1999); consequentment varem voler comprovar si en animals portadors
del tumor Yoshida AH-130 el tractament a la dosi de 50 mg/kg pc de teofil-lina mostrava
també aquest efecte. Per dur-ho a terme, varem valorar els nivells plasmatics de TNF-a. A
més, per aprofundir en la valoracié de I'efecte antiinflamatori de la teofil-lina, varem afegir a
lestudi la quantificacid dels nivells plasmatics de la IL-10, una citoquina de caracter

antiinflamatori.
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Figura 26. Nivells de les citoquines TNF-a i IL-10 en plasma de rates amb tumor tractades amb
teofil-lina a la dosi de 50 mg/kg pc (T+50) expressats en pg/ ml de plasma. Els resultats s’expressen
com la mitjana + SEM, n = 4. ** p< 0.01 (vs T).
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Com es pot observar a la Figura 26 el tractament amb teofil-lina indueix una
disminucio significativa (60%) dels nivells plasmatics del TNF-a respecte el grup tumor (T).
En canvi, no s’observen canvis en els nivells circulants de la citoquina IL-10 degut al

tractament.

2.5 ESTUDI DEL POTENCIAL TERAPEUTIC DEL DAS

Seguint amb el mateix plantejament, el seglient i ultim nutracéutic presentat en
aquest treball va ser un dels components organosulfurats de I'all anomenat sulfur de d’al-lil
(DAS), del que ja han estat demostrades moltes de les seves propietats beneficioses per
'organisme, algunes d’elles relacionades amb el creixement tumoral i amb la inflamacié.
Degut a aquests antecedents, varem decidir testar el potencial anticaquéctic d’aquest

compost.

2.5.1 APROXIMACIO IN VITRO: EFECTE DEL DAS SOBRE LA DEGRADACIO
PROTEICA EN MIOTUBS C2C12

Degut als bons resultats obtinguts després de la utilitzacié del model in vitro
d’hipertérmia puntual, varem dissenyar un experiment semblant als anteriors, en el que
varem sotmetre els miotubs a diferents condicions de temps i temperatura d’incubacié i a 3
dosis diferents de DAS (1, 0.5 i 0.25 mM). La primera condicié experimental era una
incubacié de 6h a 37°C, la segona es basava en les 6h d’hipertérmia (incubaci6 a 41°C), una
tercera en la que incubavem les cél-lules 24h a 37°C, i finalment un grup sotmés a les 6h
d’hipertérmia i posteriorment retornat a les condicions normals fins passades les 24h.

Els resultats recollits a la Taula 29 mostren, una vegada mes, el clar efecte de la
hipertérmia augmentant significativament la degradacié proteica, al voltant d’'un 25% en tots
els grups analitzats. En quant a I'efecte del DAS, podem veure una disminucid significativa
de la degradacio proteica en aquells miotubs sotmesos a la hipertérmia i incubats amb DAS
a la dosi de 0.25 mM.

37°C 6h H 37°C 24h H+R
Cc 100 £5.2 125.5 £ 2.4 339.7+14 3771+9.5#
1 mM 96.6 £ 2.7 128.4 £ 2.4 1t 323.3+17.3 368.6 +4.6 #
0.5 mM 88.5 £ 3.1 123.3 £ 2.1 #HH# 327.2+16.8 377392 #
0.25 mM 94.7+1.38 M7+ 2.4 ###™ 309 + 19.1 3529+43#

Taula 29. Experiment de degradacié proteica en cél-lules C2C12 tractades amb diferents dosis de
DAS: 1, 0.5 0.25 mM durant els diferents temps d’incubaci6 i temperatura. Els valors de degradacio
proteica es calculen com el percentatge de radioactivitat entre els aminoacids alliberats al medi
respecte a la radioactivitat total incorporada, i estan expressats com el percentatge respecte a les
cel-lules control (37°C 6h). Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n=6. *p<0.05 (efecte del
tractament vs C), # p< 0.05, ### p< 0.001 (efecte de la hipertéermia). Control (C): sense tractament,
Hipertéermia (H): incubacié a 41°C durant 6h, Hipertérmia durant 6h i retorn a 37°C fins a les 24h
(H+R).
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Un cop observat I'efecte del DAS a la dosi més baixa, varem realitzar un segon
experiment in vitro. Per aixd, varem repetir la dosi de 0.25 mM i afegirem un grup tractat a la
dosi de 0.1 mM. Amb la intencié de fer més evidents els efectes del nutracéutic, varem
mantenir les mateixes condicions de temps i temperatura que en el cas anterior, perd varem
incorporar un pretractament de 24h i varem renovar el tractament a les 6h en aquells grups
que eren incubats durant 24h.

Aquestes noves condicions ens van donar com a resultat I'aparicié de lI'efecte del
DAS a totes les dosis testades. Seguiem veient el clar efecte de la hipertérmia augmentant
significativament la degradacio de proteines en tots els grups, perd en aquest cas el DAS,
tant a la dosi de 0.25 mM com a la de 0.1 mM, produia una disminucié significativa de la
taxa de degradacio en el grup incubat 6h a 37°C. Alhora, véiem que a la dosi de 0.25 mM la
degradacié disminuia significativament al grup sotmeés a la hipertérmia (H) i a I'incubat 24h a
37°C (Taula 30).

37°C 6h H 37°C 24h H+R

Cc 100 £ 2.6 163.3 £ 4.5 tHH# 2954 £11.7 353.7 £+ 11.6 ##
0.25 mM 86.6 + 2.8 ** 149.9 + 2.5 ### * 261.9+2.8% 334.6+4.4##

0.1 mM 89.44 +1** 157.1 + 2.7 #i# 2804 +52 337.5+96#

Taula 30. Experiment de degradacid proteica en cel-lules C2C12 tractades amb diferents dosis de
DAS: 0.25 i 0.1 mM durant els diferents temps d’incubacié i temperatura. Els valors de degradacié
proteica es calculen com el percentatge de radioactivitat entre els aminoacids alliberats al medi
respecte a la radioactivitat total incorporada, i estan expressats com el percentatge respecte a les
cél-lules control (37°C 6h). Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n=6. *p<0.05, ** p< 0.01
(efecte del tractament vs C), # p< 0.05, ## p< 0.01, ### p< 0.001 (efecte de la hipertérmia). Control
(C): sense tractament, Hipertérmia (H): incubacié a 41°C durant 6h, Hipertérmia durant 6h i retorn a
37°C fins a les 24h (H+R).

2.5.2 APROXIMACIO IN VIVO: EFECTE DEL DAS EN RATES PORTADORES DEL
TUMOR ASCITIC YOSHIDA AH-130

Una vegada vist que el DAS era capa¢ de disminuir la degradaci6 proteica in vitro,
ens vam plantejar testar aquest mateix nutracéutic en rates portadores del tumor ascitic
Yoshida AH-130, per tal d’esbrinar si en situacié de caquéxia podia exercir efectes similars,
millorant I'estat general de I'animal i concretament en el desgast muscular que caracteritza
aquesta patologia.

Un cop més, varem dissenyar un experiment pilot en animals portadors de tumor per
tal de decidir quina era la dosi més efectiva. Vam generar 4 grups: un primer grup sense
tractar i 3 als que se’ls hi va administrar intragastricament i durant 7 dies a partir de I'inocul,
3 dosis diferents de DAS (150, 100 i 25 mg/kg pc).
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A Tl'analitzar si el tractament havia tingut algun efecte en el pes, la ingesta o la
beguda, no vam veure canvis en cap d’aquests parametres, excepte un augment significatiu

en la beguda del grup tractat a la dosi de 150 mg/kg pc (Taula 31).

T T+150 T+100 T+25
Pes inicial 132.3+3.6 129+ 3 131.7+4.4 1345+24
Pes final 12845 125.7+5.3 130.3+5.1 1354+3.3
Guany de pes -3.9+21 -3.3+2.8 -1.4+1.7 1.6+1.6
Ingesta 62 +3 542+24 719+34 64.6+1.2
Beguda 128 +8.4 160.4 + 4 ** 135+6.3 1121+3

Taula 31. Pes, ingesta i beguda dels animals amb tumor (T) després del tractament amb DAS
a les dosis de 150 (T+150), 100 (T+100) i 25 (T+25) mg/kg pc. El pes dels animals esta
expressat en g, la ingesta i la beguda en g i ml respectivament i per 100g de pes corporal
inicial. Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n = 6. ** p<0.01 (vs T).

A continuacié varem estudiar el pes dels musculs i dels teixits adiposos.

T T+150 T+100 T+25
GSN 481.1+14.1 477.6 +14.1 511.2+16.4 4951 +11.3
Tibialis 147.8+4.4 154.6 +4.2 162.2 +4.32* 156.4 + 2.1
Soleus 31.3+1 3261 36.5+3.3 31.2+1.8
EDL 30.7+0.6 203 +2.1 343+1.9 334+13
TABd 490.2£41.3 525.6 + 50 380.1 £ 50 5422+ 44 .4
TAM 184.3 £20.5 180.3+13.4 1451+225 201.1+£18.1

Taula 32. Pes dels musculs i teixits adiposos dels animals amb tumor (T) després del
tractament amb DAS a les dosis de 150 (T+150), 100 (T+100) i 25 (T+25) mg/kg pc. Els pesos
dels teixits s’expressen en mg / 100 g de pes corporal inicial. Els resultats s’expressen com la
mitjana + SEM, n = 6. L’analisi estadistica (t-Student): * p< 0.05 (vs T). Gastrocnemius (GSN),
extensor digitorum longus (EDL), teixit adipos blanc dorsal (TABA) i teixit adipds marrd (TAM).

Com es pot observar a la Taula 32, varem veure un augment significatiu d’'un 10%
del pes del tibialis en el grup tractat a la dosi de 100 mg/kg de DAS respecte el grup no
tractat (T) i alhora, tot i no ser significatiu, observavem una tendéncia de la resta de musculs
a augmentar de pes a la mateixa dosi. En canvi, en els diferents teixits adiposos no es van
alterar per efecte del DAS.

Els resultats obtinguts de la valoracié dels pesos de la resta d’dérgans ens mostren
que al grup tractat a la dosi de 150 mg/kg pc disminuia significativament el pes dels ronyons
i de la carcassa respecte el grup T. A la dosi de 100 mg/kg pc varem observar un augment
significatiu del pes del cor, i cap canvi en els organs dels animals tractats a la dosi més
baixa de DAS (Taula 33).
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T T+ 150 T+100 T+25
Fetge 5+0.2 5.1+01 55+01 51+0.2
Cor 34138 335.7 +18.3 403 +18.6 ** 356 + 11
Ronyons 372+16.2 303.2+19.3* 389+ 13.6 377.5+11.8
Melsa 2211174 260.5+14.9 286.8 £ 25.6 287.6+194
Carcassa 68.8 + 1 64.3+1.5* 69.3+1.4 69.6 +1.7

Taula 33. Pes dels organs i de la carcassa dels animals amb TUMOR (T) després del
tractament amb DAS a les dosis de 150 (T+150), 100 (T+100) i 25 (T+25) mg/kg pc. Els pesos
del fetge i la carcassa s’expressen en g / 100 g de pes corporal inicial. Els pesos del cor, els
ronyons i la melsa s’expressen en mg / 100 g de pes corporal inicial. Els resultats s’expressen
com la mitjana + SEM, nz 6. * p< 0.05, ** p< 0.01 (vs T).

Pel que fa a la influéncia del producte sobre el creixement tumoral, tot i observar una
tendéncia a 'augment del contingut de cel-lules tumorals en el grup tractat amb DAS a la
dosi de 150 mg/kg pc respecte el grup portador de tumor sense tractar (T), no vam veure

canvis significatius ni en el comptatge de cél-lules ni en el volum tumoral (Figura 27).
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Figura 27. A) Volum de tumor en ml, i B) nombre de cél-lules tumorals totals per 10° dels
animals amb tumor (T) després del tractament amb DAS a les dosis de 150 (T+150), 100
(T+100) i 25 (T+25) mg/kg pc. Els resultats s’expressen com la mitjana £ SEM, n = 5.

Degut als resultats obtinguts en I'experiment pilot a la dosi de 100 mg/kg pc, en els
que observarem un lleuger efecte del nutracéutic en algun dels parametres analitzats,
concretament la seva accié en la musculatura esquelética, un dels teixits més afectats en
una situacié de caquéxia, varem voler esbrinar quina repercussio tindria administrar el DAS
a la mateixa dosi perd en aquesta ocasié en animals control. El disseny experimental que
ens varem plantejar es basava en 2 grups: un grup control (C) i un control tractat a la dosi de
100 mg/kg pc (C+100) ambdos sense tumor per tal de completar I'experiment in vivo
anterior. De la mateixa manera que en l'assaig anterior varem administrar el tractament

intragastricament durant 7 dies fins a procedir al sacrifici i extraccié del teixits.

152



Resultats

C C +100
Pes inicial 110.3+2.8 109.5+1.9
Pes final 138 +4.38 143+2.7
Guany de pes 27.7+£3.1 33.6+1.9
Ingesta 86.9 + 3.4 97.1+25*
Beguda 167.5+10.7 170.5+4.8

Taula 34. Pes, ingesta i beguda dels animals control (C) sense i amb tractament
amb DAS a la dosi de 100 mg/kg pc (C+100). El pes dels animals esta
expressat en g, la ingesta i la beguda en g i ml respectivament i per 100g de pes
corporal inicial. Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n = 6. * p<0.05
(efecte del tractament).

El primer que varem analitzar va ser el pes, la ingesta i la beguda dels animals.
Varem veure que els animals control que havien rebut el tractament tenien una ingesta
significativament superior als controls sense tractar (Taula 34).

A la Taula 35 es recullen els resultats que fan referéncia al pes dels diferents
musculs i teixits adiposos estudiats on podem veure un augment significatiu del GSN (6%),
del tibialis (8%) i de 'EDL (10%) dels animals control per efecte del DAS. Pel que fa als

teixits adiposos, no varem observar cap efecte del tractament.

C C +100
GSN 602.4 + 13.5 640.1+8.7 %
Tibialis 188.8 +4.7 204.7+36%
Soleus 416+23 459+15
EDL 458+1.9 506+1.1%
TABd 599.6 + 89 723.9 +63.2
TABe 613.9+52.8 694.9 + 48.1
TAM 198.1 + 23.1 231.7+9.8

Taula 35. Pes dels musculs i teixits adiposos dels animals control (C) sense i amb
tractament amb DAS a la dosi de 100 mg/kg pc (C+100). Els pesos dels teixits
s’expressen en mg / 100 g de pes corporal inicial. Els resultats s’expressen com la
mitiana £+ SEM, n = 6. * p< 0.05 (efecte del tractament). Gastrocnemius (GSN),
extensor digitorum longus (EDL), teixit adipds blanc dorsal (TABd), teixit adipds blanc
epididimal (TABe) i teixit adipés marré (TAM).

Posteriorment varem valorar el pes de la resta d’6rgans, on vam poder observar una
tendéncia a augmentar el pes del cor similar a I'experiment pilot perd, en aquest cas, per
efecte del DAS en controls. Alhora, en relacié amb 'augment de la musculatura observada
en la taula anterior, varem veure un augment significatiu del pes de la carcassa en els

animals control als que se’ls hi havia administrat el tractament (Taula 36).
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Resultats

C C+100
Fetge 6+0.3 6.4+0.2
Cor 4146 £17.9 451.8 + 15.6
Ronyons 1+0.02 1+0.02
Melsa 377.3+16.9 400+ 16
TGl 16.8+0.8 156 +£0.7
Carcassa 86.8+ 1.8 90.6+09*

Taula 36. Pes dels organs i de la carcassa dels animals control (C) sense i
amb tractament amb DAS a la dosi de 100 mg/kg pc (C+100). Fetge, ronyons i
carcassa expressats en g / 100 g de pes corporal inicial. Cor i melsa
expressats en mg / 100 g de pes corporal inicial. Els resultats s’expressen com
la mitjana + SEM, n = 6. * p< 0.05 (efecte del tractament).

2.5.2.1 NIVELLS D’EXPRESSIO DELS GENS DELS SISTEMES PROTEOLITICS

A l'observar canvis en el pes dels musculs, varem creure convenient aprofundir en el
mecanisme pel qual el DAS era capag¢ de produir aquest efecte. Per aix0, varem extreure
RNA dels GSN dels animals de I'experiment en rates control i de I'assaig in vivo en rates
portadores de tumor (grups T i T+100) i, mitjancant la técnica de la PCR a temps real, varem
esbrinar si es produien canvis en I'expressid dels gens principals dels diferents sistemes
proteolitics.

En concordanga amb 'augment del pes dels musculs observat en els animals control
als que se’ls hi havia administrat aquest tractament, els resultats de les PCRs ens van
mostrar una disminucio significativa de I'expressié d’alguns gens del sistema proteolitic
dependent d’ATP i ubiquitina per efecte del DAS, com eren la Ub i la subunitat del
proteasoma C8, que varen disminuir gairebé un 50%, i Murf, la disminucié del qual va ser del
37%. Alhora, en aquest mateix grup varem veure una disminucio significativa tant de la m-
calpaina com de la catepsina B, ambdues amb un paper important en el sistema proteolitic
depenent de calci i el sistema lisosomal respectivament. A més, esmentar que en molts gens
es veia una clara tendéncia a 'augment o augmentaven significativament la seva expressio
en preséncia del tumor, excepte en el cas de Murf en el que observarem una disminucio

significativa en el grup tumor tractat respecte el grup T (Taula 37).
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Cc C +100 T T+100
Dependent d’ubiquitina
Ubiquitina 100 + 11.7 478 +8.1** 176.2 £ 46.3 284.4 + 32.7 it
cs8 100+ 6.8 48.7 +8.8 ** 93.1+12.8 177.2 + 44
E2 100 + 25.5 69.9 + 25.6 592.1 + 125.3 ## 469.3+394.3
Murf 100+9.9 63+12.8* 170 £ 40.5 9.8 £+ 3##H™
Atrogina 100 £ 13.8 78315 440.11 + 29 #HiH# 541.2 + 1141 ##
Dependent de calci
m-Calpaina 100 £ 12.7 65.7+5.1% 120.2+12.9 195.9+40.2 #
Lisosomal
Catepsina B 100 £ 9.3 53+6.9 ** 66.1+12.4 109.7 + 219 #

Taula 37. Expressio de diferents gens dels sistemes proteolitics en gastrocnemius dels animals control (C) i
tumor (T) sense i amb tractament amb DAS a la dosi de 100 mg/kg pc (C+100) i (T+100). Els resultats
s’expressen en % respecte el control del mMRNA del gen respecte rRNA 188S. Els resultats s’expressen com
la mitjana £ SEM, n 2 4. * p< 0.05, ** p< 0.01 (efecte del tractament); # p< 0.05, ## p< 0.01, ### p< 0.001

(efecte del tumor).

2.5.2.2 NIVELLS PLASMATICS DE CITOQUINES: TNF-a i IL-10

Per tal d’estudiar I'efecte del DAS sobre la situacié inflamatoria que acompanya a la

sindrome de la caquéxia, varem valorar els nivells plasmatics de dues citoquines: el TNF-a

(proinflamatoria) i la IL-10 (antiinflamatoria). Els resultats obtinguts van mostrar un augment

significatiu del TNF-a per efecte del tumor i, tot i no ser significatiu, veiem una tendéncia a

disminuir aquesta mateixa citoquina per efecte del DAS en animals portadors de tumor. En

els nivell de IL-10 no observarem canvis (Figura 28).
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Figura 28. Nivells de les citoquines TNF-a i IL-10 en plasma de rates control (C) i tumor (T)
sense i amb tractament amb DAS a la dosi de 100 mg/kg pc (C+100) i (T+100), expressats en
pg/ ml de plasma. Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n = 4. # p< 0.05 (efecte del

tumory).
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2.5.3 APROXIMACIO IN VIVO: EFECTE DEL DAS EN RATOLINS PORTADORS DEL
CARCINOMA PULMONAR DE LEWIS

Els resultats obtinguts en I'experiment anterior mostraven un efecte prometedor del
DAS, pero tan sols reflectit en el grup control. Degut a aquest fet, ens varem plantejar
dissenyar un experiment semblant perd utilitzant un altre model tumoral de ratoli: el
carcinoma pulmonar de Lewis (LLC). Aquest model, com s’ha esmentat anteriorment,
desencadena de forma semblant a I'hepatoma ascitic de Yoshida AH-130 una situacié de
caquéxia en lanimal, també caracteritzada per una forta pérdua de massa muscular i
adiposa, i alhora produeix metastasis pulmonars espontanies (Sugiura, 1955). Aquest model
ens permet administrar el tractament durant un periode de temps més llarg, ja que el tumor
pot créixer durant 14 dies, periode en el que administravem intragastricament el DAS a la
dosi de 100 mg/kg pc. A més, varem realitzar un pretractament de dues setmanes previes a
la inoculacio de les cél-lules tumorals. Aixi doncs, I'assaig es basava en 4 grups: ratolins
control (C), ratolins control tractats amb DAS (C+100), ratolins portadors del tumor (T) i
portadors de tumor tractats (T+100).

Els resultats que es recullen a la Taula 38 ens mostren el pes i la ingesta dels
diferents grups d’animals. En aquests parametres varem poder observar que per efecte del
tumor es produia una disminucioé significativa del guany i del pes final dels animals. Aquest
mateix efecte el veiem en la ingesta, perd només en el grup tumor no tractat respecte els
grups control. Varem veure un augment en el guany de pes en ratolins d’'ambdés grups
tractats, sent aquest guany significatiu en els ratolins portadors del tumor. Pel que fa a
'efecte del DAS en la ingesta, varem observar una disminucié en els controls, perd un

augment significatiu en els ratolins amb tumor.

Cc C+100 T T+100
Pes inicial 19.5+04 19.7+0.3 19.3+04 20+£0.5
Pes final 214+0.38 23207 17.7 £ 0.7 ## 19 £ 0.7 ##
Guany de pes 1.9+0.6 3.51+£05 -1.6 £ 0.4 #HH# -0.5+ 0.1 ### ™
Ingesta 3554+185 299.7+6.2* 264.8+ 7.4 ### 3322+ 13***

Taula 38. Pes i ingesta dels animals control (C) i tumor (T) sense i amb tractament amb DAS a la
dosi de 100 mg/kg pc (C+100) i (T+100). El pes dels animals esta expressat en g i la ingesta en g
per 100g de pes corporal inicial. Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n = 5. * p<0.05, ***
p<0.001 (efecte del tractament), ## p<0.01, ### p< 0.001 (efecte del tumor).

Posteriorment varem valorar el pes dels musculs i dels teixits adiposos, en els que
varem veure un clar efecte del tumor disminuint significativament el pes de tots ells respecte
els controls. Només varem veure efecte significatiu del DAS en el pes del TABe del ratolins
amb tumor tractats, en els que aquest teixit augmentava de pes respecte els no tractats
(Taula 39).
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Cc C +100 T T+100
GSN 581.3+11.6 5949 +21.2 422.1 + 13.2 404.7 = 19 HH#
Tibialis 173.9+4.8 181 5.7 110.5 + 3.5 #HH# 110.3 + 4.6 #Ht
Soleus 544 +438 66.2+5.8 20.1 = 1.8 #i# 23.4 £ 1.7 #it#
EDL 84+1.9 80.4+3.6 22 + 2.3 tht# 241 + 2.8 #Hi#
TABd 270.6 £20.2 324.7 £50.7 33.2 £ 3.9 #i# 39.3 + 12.6 #i#
TABe 1002.8 +77.3 1072 + 100.8 167 £ 23.9 ###  268.3 +21.1 ### ™
TAM 259.7 £ 121 208.6£15.6 143.4 £ 9.7 #i# 155.9 + 13.3 #HH#

Taula 39. Pes dels musculs i teixits adiposos dels animals control (C) i tumor (T) sense i amb
tractament amb DAS a la dosi de 100 mg/kg pc (C+100) i (T+100). Els pesos dels teixits s’expressen
en mg / 100 g de pes corporal inicial. Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n = 5. * p<
0.05 (efecte del tractament); ### p< 0.001 (efecte del tumor). Gastrocnemius (GSN), extensor
digitorum longus (EDL), teixit adipds blanc dorsal (TABd), teixit adipds blanc epididimal (TABe) i
teixit adipos marrd (TAM).

Els resultats que es recullen a la Taula 40 mostren I'efecte del tumor i del DAS en la
resta d’drgans. Podem observar un augment significatiu del pes de la melsa i una disminucié
del pes tant del TGl com de la carcassa per efecte del tumor en animals no tractats. El grup
de ratolins als que els hi vam inocular el tumor i administrar el tractament véiem el mateix
efecte en la melsa i en la carcassa, perd no en el TGIl. EI DAS no produeix cap efecte

rellevant, excepte 'augment del pes del fetge dels animals control tractats.

Cc C + DAS T T + DAS
Fetge 55+0.2 6.6+0.3" 6.5+0.3 71104
Cor 497.7 £ 12.8 510.6 +20.4 489.6 £ 12.9 493.5+18.7
Ronyons 1.3+0.01 1.3+0.04 1.3+0.03 1.5+0.1
Melsa 357 +£17.9 318.3+12.7 1667 + 124 #it# 1715 + 92.6 #iH#
TGl 12.8 £ 0.1 12.7£0.2 10.3 £ 0.4 #HHt 11.1+£0.8
Carcassa 77+23 764 +28 55.8 + 1.2 #it# 54.9 + 1.1 #i#

Taula 40. Pes dels organs i de la carcassa dels animals control (C) i tumor (T) sense i amb
tractament amb DAS a la dosi de 100 mg/kg pc (C+100) i (T+100). Fetge, ronyons i carcassa
expressats en g / 100 g de pes corporal inicial. Cor i melsa expressats en mg / 100 g de pes corporal
inicial. Els resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n= 5. * p< 0.05 (efecte del tractament); # p<
0.05, ## p< 0.01, ### p< 0.001 (efecte del tumor).

A continuacio varem procedir a la valoracio del pes del tumor, parametre en el que

tampoc varem detectar cap efecte del nutracéutic (Figura 29).
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Figura 29. Pes del tumor en g dels animals portadors (T) i després del
tractament amb DAS a la dosi de 100 (T+100) mg/kg pc. Els resultats
s’expressen com la mitjana + SEM, n = 5.

Finalment, varem voler valorar el nombre i pes dels ndduls tumorals secundaris que
s’havien generat per metastasi als pulmons (més detalls a la seccié de materials i métodes
1.2.3.1).
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Figura 30. Efecte del DAS sobre les metastasis pulmonars. A) Nombre de metastasis, i
B) pes de les metastasis (mg) en animals portadors de tumor (T) i tumor tractats amb
DAS a la dosi de 100 mg/kg pc (T+100) expressats com a % de pulmo afectat. Els
resultats s’expressen com la mitjana + SEM, n = 6.

Com es pot observar a la Figura 30 el tractament no influeix en el nombre de
metastasis, en canvi, tot i no ser significatiu, si que provoca una clara tendéncia a la

disminucio del pes d’aquestes.
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1. EFECTE DE L'EPA SOBRE LA DIABETIS MELLITUS DE TIPUS 2

En la societat occidental el nombre d’obesos esta augmentant exponencialment. En
alguns paisos, com ara els EEUU, ja sén més del 30% de la poblacié total (Ogden et al.,
2006). Clarament s’ha vist que l'obesitat esta fortament associada a la diabetis mellitus de
tipus 2 (DMT2) el nombre de pacients de la qual també es troba incrementant actualment.
Aquesta situacié suposa pels pacients uns elevats costos en salut, que sovint no soén
capacos de revertir la pobre qualitat de vida (Centers for Disease Control and Prevention,
2006). Per aquesta rad, és essencial trobar, a més d’'un tractament farmacologic per a la
malaltia, mesures de suport nutricional. Des d’aquest punt de vista, s’ha suggerit que dietes
rigues en olis rics en AG w-3 extrets del peix, son capaces de millorar algunes de les
alteracions metaboliques associades a la DMT2. En aquesta tesi doctoral ens hem centrat
en l'estudi de l'efecte de 'EPA (AG w-3 ) sobre la DMT2. Varem voler valorar fins a quin
punt 'EPA era capag d’atenuar les alteracions metabodliques que comporta aquesta malaltia,
ja que aquest compost havia estat objecte de molts estudis referents tant a la diabetis com al
cancer i a la caquéxia. S’havia observat com els AG poliinsaturats, formant part de
suplements nutricionals, eren beneficiosos per als pacients amb malnutricid, i també havia
estat demostrat que 'EPA, interferia en multiples mecanismes implicats en la patogénesi de
la caquéxia mostrant, en estudis clinics, una relacié amb la reversié d’aquesta sindrome i
una millora de la qualitat de vida dels pacients (Argilés, 2005).

A més, Tisdale i col-laboradors (2005) van suggerir que 'EPA era capa¢ d’inhibir la
proteina ZAG, implicada en la mobilitzacié de lipids i en la degradacié proteica muscular. Val
a dir doncs, que pels efectes ja estudiats d’aquest AG w-3, juntament amb el fet de ser un
producte ja comercialitzat i ampliament utilitzat per a la disminucié de TG en sang, de la
pressio sanguinia o dels nivell de colesterol, ens interessava estudiar aquest producte en el
marc de la diabetis, amb I'objectiu de determinar el seu potencial terapéutic en aquesta

situacié catabolica per millorar la qualitat de vida dels pacients.

1.1 EFECTE DE L’EPA EN EL PES | LA INGESTA DE RATES AMB DMT2

Per tal d’estudiar els efectes de 'EPA en DMT2, varem utilitzar el model animal de
rates diabétiques Goto-Kakizaki. El varem escollir per ser un model espontani de DMT2 no
associat a obesitat, que es caracteritza per presentar una defectuosa secrecidé d’insulina
deguda a una disminucio de la massa de les cél-lules 8 pancreatiques i per una defectuosa
resposta a la glucosa en aquestes cél-lules. Aquestes rates presenten hiperglucémia, una
disminuida sensibilitat a la insulina al fetge, i resisténcia a aquesta hormona a muscul i teixit
adipés (Goto i Kakizaki, 1981; Movassat, 2008). Per tal de comparar els efectes de
'administracié de 'EPA amb un acid gras de la série dels w-6, varem incloure en el nostre

disseny experimental un grup de rates diabétiques tractades amb acid linoleic (LINO), del

159



Discussid

qual diferents estudis havien suggerit que provocava una disminucioé de la sensibilitat a la
insulina en animals diabétics. A més, en nombrosos estudis s’ha observat un cert
comportament proinflamatori del LINO (Calder, 2006). L’EPA es va administrar
intragastricament, ja que al ser un component de la dieta era la via més adient, i es va
realitzar durant 28 dies a la dosi de 0.5 g/kg pc. El tractament no va afectar ni al pes dels
animals aixi com tampoc a la ingesta ni a la beguda. Aquesta manca d’efecte també la
varem observar en el grup tractat amb LINO respecte el control. Ni el tractament amb EPA ni
amb LINO varen provocar canvis en el pes de la musculatura esquelética ni la dels teixits
adiposos, aixi com tampoc en la resta d’organs estudiats. Aquesta manca d’efectes podria
ser atribuible, per una banda, al temps de tractament (28 dies) que podria ser curt per a
veure canvis en aquests parametres, i per altra banda a la dosi 0.5 g/kg pc, tot i que en
estudis previs varem detectar efectes de I'EPA prevenint la pérdua de pes corporal en
animals portadors de tumor utilitzant la mateixa dosi durant un temps inferior (Rusell et al.,
2005). També s’havia observat, en el mateix model de rates diabétiques, que I'administracio
d’EPA a la dosi de 1 g/kg pc durant 2 setmanes de tractament, era capa¢ d’augmentar la

sensibilitat a la insulina al fetge (Matsuura et al., 2004).

1.2 EFECTE DE L’EPA EN EL METABOLISME GLUCIDIC

La DMT2 es caracteritza per a presentar com a tret principal resistencia a la insulina,
que desemboca en greus alteracions metaboliques; entre elles, dins el metabolisme glucidic
provoca una alteracio de ’homeostasi de la glucosa i de la utilitzacié d’aquesta per part dels
teixits.

Es per aixd que el primer que ens varem plantejar va ser realitzar el test oral de
tolerancia a la glucosa i mesurar els nivells plasmatics d’insulina. Tot i no veure 'efecte de
'EPA en les corbes de tolerancia a la glucosa, la seva administracid va provocar una
disminucié de la insulina circulant d’'un 48%, fet que no s’observa en el grup al qual li varem
administrar LINO. Estudis previs utilitzant 'administracié a llarg termini d’EPA en humans
(Woodman et al., 2002) o en rates Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF) (Kusunoki
et al., 2003) no varen mostrar cap efecte en els nivells d’insulina circulants. Aquesta
discrepancia possiblement es podria explicar per diferéncies en la dosi utilitzada o també
que el model animal de diabetis esmentat presentava obesitat, mentre que les rates Goto-
Kakizaki presenten un pes normal. La manca d’efecte en les corbes de tolerancia podria
estar relacionat amb el temps de tractament, ja que per a detectar canvis a aquest nivell
possiblement necessitariem un tractament més llarg. Per altra banda, la reduccié en els
nivells d’insulina circulants ens indica que possiblement 'EPA esta contribuint a la millora de
la sensibilitat a la insulina, ja que veiem una disminucié en els nivell d’insulina sense cap
augment en la corba de tolerancia a la glucosa. Aquest fet és recolzat pels nivells

d’expressio del transportador de glucosa GLUT4 en muscul esquelétic que augmenten un
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40%. Aquest mateix efecte ja havia estat observat en altres models de diabetis (Mori et al.,
1997), i de forma semblant Delarue i col-laboradors (2004) havien suggerit que I'EPA era
capag de prevenir la disminucié del contingut de mRNA de GLUT4 en muscul esquelétic i
teixit adipos induida per una dieta rica en greixos. A més, hem vist com el tractament amb
EPA provoca un augment en el contingut proteic de 'AMPK en teixit adipés. L'AMPK és
considerat un dels millors indicadors de la sensibilitat a la insulina, ja que s’ha pogut
observar que és capag¢ de millorar 'homeostasi de la glucosa, la concentracié de colesterol
circulant i la pressié sanguinia en models animals insulino-resistents (Schimmack et al.,
2006). Aquest ultim resultat, juntament amb els anteriors, reforca la idea de que I'EPA podria
estar millorant la sensibilitat a la insulina.

Per tot aixd, i per comprovar I'efecte de 'EPA sobre la captacié de glucosa, varem
valorar la captacié de 2-desoxiglucosa (2-DOG) marcada radioactivament en musculs EDL
aillats i cel-lules musculars de la linia C2C12 incubades amb EPA. Tot i no detectar un
augment en la captacié 2-DOG en EDLs si s’observa un clar augment de la captacié de 2-
DOG en les ceél-lules incubades amb EPA. El fet de no obtenir resultats positius en la
captacié de glucosa en muscul podria esta relacionat amb la dosi utilitzada o amb la dificultat
que comporta la dissolucidé d’'un compost de naturalesa lipidica en el medi d’incubacié.
Malgrat tot, el que mostren aquests resultats és que 'EPA actua directament augmentant la
captacié de glucosa en les cel-lules musculars. En resum, 'augment de GLUT4 en muscul i
del contingut proteic ’AMPK en teixit adipés per efecte de I'EPA, juntament amb la
disminucié dels nivells d’insulina, suggereixen que el tractament amb aquest AG w-3 podria
afavorir una millora de la resisténcia a la insulina, i podem dir que els seus efectes soén

directes, com a minim en teixit muscular.

1.3 EFECTE DE L’EPA EN EL METABOLISME LIPIDIC

Pel que fa al metabolisme lipidic, la insulina promou la sintesi de lipids i n’inhibeix la
seva degradacié. En els adipocits, la glucosa és emmagatzemada sobretot en forma de
lipids, degut a un augment en la seva captaci6 i a I'activacié d’enzims lipogénics com l'acid
gras sintasa o 'acetilCoA carboxilasa. La insulina també inhibeix la lipolisi en els adipocits i,
a més, estimula la captacié i emmagatzematge de greixos en el teixit adipds. Per tant,
donada l'alteracié del metabolisme lipidic que presenten els pacients amb DMT2, vam voler
estudiar si el tractament amb EPA també provocava canvis en I'oxidacié lipidica i/o en el seu
emmagatzematge.

Per a dur a terme aquest estudi, varem determinar el desti metabolic del palmitat,
incubant musculs EDL i teixits adiposos aillats de rates Goto-Kakizaki que havien estat
tractades amb EPA i LINO durant 28 dies amb aquest AG marcat radioactivament. Aixi

doncs, varem mesurar si la captacié exdgena, I'oxidacio i 'acumulacié de lipids es veia
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afectada pel tractament amb 'EPA. Els resultats obtinguts mostren clarament com I'EPA
provoca un increment en I'acumulacié lipidica en el teixit adipds (38%) i una disminucio del
50% de l'oxidacio dels AG, mesurada mitjangant la produccié de CO, en aquest mateix teixit.
Resultats similars els varem obtenir en muscul esquelétic, on també varem observar una
disminucioé (77%) de l'oxidacié del palmitat. En canvi, no varem observar cap canvi per
efecte del LINO.

Posteriorment realitzarem un experiment similar, perd en aquest cas valorant el desti
metabolic de la trioleina en rates Goto-Kakizaki préviament sotmeses al tractament amb
EPA i LINO i es va determinar la seva oxidacio i la incorporacié a lipids en els diferents
teixits dels animals. En els resultats obtinguts no varem detectar canvis en I'oxidacio lipidica
com s’hauria esperat tenint en compte I'assaig ex vivo anterior, perd cal dir que en aquest
cas es treballava amb I'animal sencer, el que podria estar dificultant 'observacié de canvis
en l'oxidacio. El que si varem observar, en concordanga amb I'experiment amb palmitat, va
ser un important increment en I'acumulacié lipidica en el TAB epididimal, respecte el grup
tractat amb LINO perd no respecte el control. Aixd ho podriem explicar tenint en compte la
suposada millora de la sensibilitat a la insulina observada en els experiments anteriors. En el
cas dels animals als que se€’ls hi va administrar LINO, la manca d’efecte d’insulina déna lloc
a una major lipdlisi i a la dificultat tant per dur a terme la lipogénesi (procés estimulat per la
insulina, i inhibit per 'acumulacié d’AG a I'interior dels adipdcits), aixi com a la disminucié de
I'esterificacid dels AG, ja que possiblement al captar menys glucosa també generen menys
glicerol per dur-la a terme. Cal remarcar que el tractament amb EPA va provocar canvis en
el desti metabolic dels lipids i que aquests no eren deguts a diferéncies en la quantitat de
trioleina captada, ja que I'absorcio intestinal de la trioleina no va variar.

Kusunoki i col-laboradors (2003) ja havien demostrat que I'administracio d’EPA en
rates diabétiques provocava I'acumulacié de lipids al muscul esquelétic. L’increment en la
captacio de lipids per part del teixit adipds podria estar relacionat amb una millora en el
metabolisme de les lipoproteines riques en triglicerids. A més, 'EPA sembla millorar el
metabolisme de les LDL (Nakamura et al., 1998), afavorint 'acumulacié de lipids en teixits
periférics. D’altra banda, Singer i col-laboradors (1984) havien observat una correlacié
negativa entre 'administraci6 d’EPA i I'acumulacié de lipids en hepatocits d’individus amb
diabetis. Aquest fet també suggereix que 'EPA possiblement incideix de forma positiva en el
metabolisme de les lipoproteines riques en TG, en aquest cas facilitant I'exportacio d’AG
hepatics i, consequentment, la secreci6 de VLDL (Singer et al., 1984). Els resultats obtinguts
a nivell tant ex vivo com in vivo suggereixen que 'EPA afavoreix I'acumulacié de lipids
tissulars i la disminucié de la seva oxidacio i, juntament amb els resultats obtinguts de
I'efecte de 'EPA en el metabolisme glucidic, ens podrien estar indicant que hi ha una menor

utilitzacié de lipids i una major utilitzacié de glucosa com a font d’energia, recolzant per tant

162



Discussid

la idea de que el tractament amb EPA podria ser capa¢c de millorar la sensibilitat a la
insulina.

Posteriorment varem mesurar I'activitat de la lipoproteina lipasa (LPL), un enzim
situat a I'endoteli dels capil-lars sanguinis (especialment en teixit adipés i muscular) i
encarregat d’hidrolitzar i captar els triglicérids procedents de les lipoproteines riques en TG
(quilomicrons i VLDL). En aquest estudi no varem veure cap efecte dels tractaments en
I'activitat d’aquest enzim en cap dels teixits valorats. Possiblement en aquests resultats ha
influit la técnica utilitzada, ja que I'estudi de I'activitat enzimatica es basa en la determinacié
de la velocitat maxima en front una concentracié de substrat saturant; per tant, aquest
resultats no exclouen el fet que la LPL pugui estar en major nombre o tenir una major
afinitat.

Per a complementar a nivell molecular els resultats anteriors, varem valorar els
nivells de mRNA de FAT (translocasa d’AG) i FATP (transportador d’AG) tant en muscul
esquelétic (on no varem observar cap canvi) com en teixit adipos, on I'expressiéo d’ambdds
va disminuir significativament per efecte de 'EPA i del LINO respecte el control. FAT és una
proteina de la familia dels receptors scavenger situada a la membrana plasmatica.
Sobreexpressada en fibroblasts, s’ha vist que incrementa la captacié i utilitzacio d’AG de
cadena llarga, i la seva pérdua de funcié esta implicada en diferents estats fisiopatologics
com la resisténcia a la insulina o la hipertrofia cardiaca (Ibrahimi et al., 1996). D’altra banda,
en preséncia d’insulina (luiken et al., 2002) i durant el procés contractil (Bonen et al., 2000),
es dona un increment de la translocacié a la membrana plasmatica de FAT i del transport
d’AG a nivell muscular. FATP és una proteina de membrana present en els teixits que
requereixen entrades importants d’AG de cadena llarga a la cél-lula (Hirsch et al., 1998), i la
seva translocacio a la membrana és induida per la insulina (Stahl et al., 2002). Els resultats
referents a I'expressié d’ambdds transportadors en muscul esquelétic concorden amb el fet
que el muscul, en principi, no és un teixit amb massa carrega adiposa, i possiblement aquest
fet ens dificulta 'observacié de canvis en aquest transportadors. En canvi, el fet que ens
disminueixin tant FAT com FATP en el teixit adipés no vol dir necessariament que capti
menys AG, sind que possiblement 'augment d’AG que s’esta produint degut al tractament
ens esta generant una regulacié negativa sobre aquest transportadors que, tot i presentar
disminuida la seva expressio, continuaran captant una gran quantitat d’AG exdgens.

Degut a la seva importancia en el metabolisme glucidic i lipidic, varem decidir valorar
els nivells d’expressio dels factors de transcripcié PPARs. Els estudis realitzats ens mostren
una disminucié del contingut de mMRNA de PPARa (55%) i de PPARd (94%) en muscul
esquelétic (Figura 14). Aquests dos factors de transcripcidé estan implicats en la regulacié
tant del metabolisme glucidic com lipidic, permetent I'adaptaci6 a diferents estats
nutricionals (Ferre, 2004; Lépez-Soriano et al., 2006). EI PPARa esta present a fetge, cor i

en menys quantitat al muscul esquelétic; quan s’activa, promou [l'oxidacié dels acids
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grassos, la sintesi de cossos cetonics, i el consum de glucosa. Per tant, la disminucié de
PPARa en muscul podria estar associada la disminucioé en l'oxidacié d’AG ja observada.
Per altra banda, el PPARD té un patré d’expressié més ampli en individus adults i també
s’expressa durant I'embriogénesi en estadis molt primerencs (Grimaldi, 2005). Aquests
ultims anys s’ha demostrat que el tractament amb agonistes de PPAR® normalitza els lipids
circulants i també redueix la resisténcia a la insulina i I'adipositat en rosegadors i primats. El
PPARS ha estat associat amb el combustible preferent en muscul esquelétic; Brunmair i
col-laboradors (2006) ja havien vist que la seva activacié permet al teixit muscular canviar el
substrat preferent de la glucosa als AG. Aquest fet suggereix que I'EPA, possiblement
mitjangant la disminucié de PPAR® en muscul, podria estar afavorint la utilitzacié de glucosa

en comptes d’AG.

1.4 EFECTE DE L’EPA EN LA INFLAMACIO

Molts estudis han mostrat que la DMT2 esta associada a un estat d’inflamacio,
parcialment induit per factors humorals com les citoquines (Bastard et al., 2006). Per tant,
varem decidir valorar tant els nivells circulants, com el contingut de mRNA, de dues
citoquines proinflamatories com soén el TNF-a i la IL-6, coneguts marcadors d’inflamacio
(Argilés et al., 1994). Mentre que no varem observar canvis en els nivells circulants de TNF-
a per l'efecte de cap dels dos tractaments, si varem veure que el LINO provocava un
augment significatiu de la IL-6, resultats que no ens varen sorprendre ja que coincidien amb
altres autors que havien pogut observar un cert caracter proinflamatori de l'acid linoleic
(Calder, 2006). Aquest fet també el podem relacionar amb els resultats obtinguts en la
valoracio de I'NF-kB actiu, on observarem que el LINO l'augmentava de forma significativa.
Pel que fa als nivells d’expressido d’aquestes citoquines, varem obtenir una important
disminucié pel TNF-a (49%) com per la IL-6 (75%) per efecte de 'EPA en muscul esquelétic.
El LINO també va mostrar efectes similars en aquest teixit. En el teixit adipds, 'EPA va induir
una clara disminuci6 dels nivells de la IL-6, i una notable tendéncia a disminuir els de TNF-a,
tot i que els resultats no varen ser estadisticament significatius. Per tant, podriem dir que les
dades obtingudes indiquen que el tractament amb EPA promou una disminucié de I'estat
inflamatori associat al nostre model de diabetis. A més, la disminucié de la IL-6 en muscul
esquelétic podria estar implicada en la regulacio del substrat utilitzat per aquest teixit, estant
alhora relacionat amb la disminucié de l'oxidaci6 d’AG anteriorment esmentada. Des
d’aquest punt de vista, Al-Khalili i col-laboradors (2006) ja havien demostrat, utilitzant
cél-lules musculars humanes, que la IL-6 era capa¢ de promoure directament la
diferenciacid del muscul esquelétic i regular la utilitzaci6 de substrats, estimulant

'emmagatzematge de glicogen i 'oxidacio lipidica.
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Com s’ha indicat anteriorment, a més de les diferents aproximacions farmacologiques
per a fer front a la diabetis mellitus de tipus 2, un control de I'estat nutricional sembla ser
essencial. Els resultats presentats en aquesta tesi recolzen la idea que la utilitzacio de
nutracéutics provinents dels acids grassos marins podria ser beneficiosa per als pacients
diabétics. De fet, el tractament amb EPA sembla millorar la sensibilitat a la insulina,
principalment per 'augment de I'expressié de GLUT4, l'increment del contingut proteic
d’AMPK, i I'augment de la captacidé de glucosa observada en els miotubs en cultiu. Aixo, a
més, va acompanyat d'uns resultats referents al metabolisme lipidic que semblen indicar un
canvi en la preferéncia del substrat energétic utilitzat, veient una major acumulacio de lipids i
una disminucio en la seva I'oxidacio, fet on possiblement intervenen els canvis induits en els
PPARs. Tenint en compte que la DMT2 és alhora una malaltia inflamatoria, és també
interessant destacar que les dades presentades suggereixen una disminucié de la inflamacié
mesurada a través de I'expressié de dos dels seus principals mediadors, com sén la IL-6 i el
TNF-a.

2. EFECTE DELS NUTRACEUTICS SOBRE LA CAQUEXIA
CANCEROSA

La caquéxia cancerosa és una sindrome que es caracteritza per una important i
progressiva pérdua de pes corporal de I'hoste com a conseqiéncia de la desaparicio dels
diposits de greix i de la disminucié de la massa muscular, i va acompanyada també
d’anoréxia, nausees, anémia, astenia, alteracions de [I'homeodstasi hormonal i
immunodepressio (Strain, 1979). Els components principals d’aquest estat patologic sén
'anoréxia i les anormalitats metabodliques (Argilés et al., 1997). Com s’ha esmentat
anteriorment, existeixen diferents estratégies terapéutiques focalitzades en aquests dos
factors. En aquesta tesi ens hem centrat en la utilitzacié de nutracéutics per al tractament de
la caquéxia associada a processos neoplasics.

Al nostre grup de recerca ja s’havien realitzat estudis basats en el potencial
terapéutic de diferents nutracéutics sobre la caquéxia cancerosa, com ara el tirosol o
I'oleuropeina (presents a l'oli d’oliva). També es realitzaren assajos amb la curcumina
(present a la mostacga...) o el resveratrol (present al vi...), dels quals es va observar un efecte
antitumoral en rates portadores de I'hepatoma ascitic Yoshida AH-130 (Carbé et al., 1999;
Busquets et al., 2001). Per tant, seguint amb aquesta linia de recerca, varem escollir un
ventall de nutracéutics per avaluar la seva possible potencialitat en el tractament de la
caquéxia associada al cancer, donant una major importancia a la seva capacitat per atenuar

la pérdua de pes i el desgast muscular associats a aquesta sindrome.
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2.1 ESTUDI DEL POTENCIAL TERAPEUTIC DEL RESVERATROL

Un dels nutracéutics estudiats en aquest treball ha estat el resveratrol, compost
fendlic present al vi. Estudis previs havien demostrat que el resveratrol presenta entre les
seves propietats la de prevenir diferents tipus de patologies com ara el cancer (Jang et al.,
1997; Carbo et al.,, 1999). A més, s’havia suggerit que era capa¢ d’aturar el desgast
muscular associat a aquesta malaltia. Tisdale i col-laboradors varen observar que el
tractament amb resveratrol a la dosi de 1 mg/kg en ratolins portadors del tumor MAC16,
atenuava la perdua de pes i la degradacio proteica en muscul esquelétic, principalment
mitjangant la inhibicié d’NF-kB, factor de transcripcié important en la induccié del I'expressio
del proteasoma i de la degradacié proteica (Wyke et al., 2004). El nostre grup de recerca va
testar la mateixa dosi de resveratrol perd en un model tumoral diferent (I’hepatoma ascitic
Yoshida AH-130), observant, sorprenentment, que aquest compost no tenia cap efecte sobre
la caquéexia associada al nostre model tumoral (Busquets et al., 2005). Malgrat no obtenir
I'efecte esperat perd, en base als antecedents estudiats per d’altres autors sobre aquest
compost, varem incloure com a un dels objectius d’aquesta tesi, aclarir finalment si el
resveratrol tenia potencial anticaquéctic. Per tal de verificar els efectes del nutracéutic sobre
la protedlisi varem realitzar una primera aproximacié in vitro, en el model d’hipertérmia
puntual en cél-lules musculars C2C12. Aquest model es pot relacionar amb la caquéxia, ja
que provoca un augment de la proteolisi muscular principalment protagonitzada per la
sobreactivacié del sistema proteolitic dependent d’ATP i ubiquitina, fet que s’observa també
en la sindrome caquéctica (Hasselgren et al., 2000; Smith et al., 2005). Posteriorment,
varem testar aquest compost en un model tumoral diferent al dels estudis previs del grup. En
aquest cas, vam emprar ratolins portadors del carcinoma pulmonar de Lewis. Varem escollir
aquest model perque, de forma similar a 'hepatoma ascitic Yoshida AH-130, provoca una
progressiva pérdua de pes i desgast tissular, particularment en muscul esquelétic (Busquets
et al., 2004). A més, aquest model és adequat per a I'estudi dels mecanismes involucrats en
el creixement tumoral i posseeix una tendéncia hemorragica, provocant multiples metastasis
pulmonars de forma espontania (Sugiura et al., 1955). Una altra avantatge és que el
creixement tumoral és més llarg; per tant, a diferéncia dels portadors de I'hepatoma de
Yoshida AH-130, aquest model ens permetra administrar el tractament durant un periode de
temps més llarg.

Aixi doncs, varem sotmetre les cél-lules musculars C2C12 al model d’hipertérmia
puntual durant 6h i les varem incubar amb resveratrol a diferents dosis (100, 10 i 1 uM). Els
resultats van mostrar un augment significatiu de la protedlisi provocada a causa de
'augment de temperatura durant 6h i també varem observar una tendéncia del resveratrol
per atenuar aquest augment a les dues dosis més baixes. Varem pensar que la manca d’un
efecte significatiu es podia deure a que I'increment de la protedlisi havia estat de gairebé el

50%, possiblement una taxa massa elevada per detectar una reversié en tant poc temps. A
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continuacié varem dissenyar un nou experiment afegint dues condicions experimentals més
per tal d’allargar el temps de tractament: una en la que incubavem els miotubs amb
resveratrol durant 24h a 37°C, i una altra en la que els sotmetiem a la hipertérmia durant 6h i
els retornavem a 37°C fins a les 24h. Varem repetir les dues dosis que en I'experiment
anterior semblava que tenien efecte (10 i 1 uM), i en varem afegir una inferior (0.1 uM) ja
que haviem augmentat el temps d’exposicié al producte. En aquest cas, varem veure un
augment significatiu de la prote0lisi per efecte de la temperatura, pero alhora la capacitat del
resveratrol per a disminuir la degradacié de proteines a totes les dosis, efecte observat
principalment als grups sotmesos a la hipertérmia. Aquests resultats, ens suggerien que el
resveratrol és capac d’exercir el seu efecte directament sobre les cél-lules musculars, i que a
les dosis testades podia atenuar la sobreactivacid de la protedlisis provocada per la
hipertérmia.

Aquestes observacions ens van conduir a realitzar una segona aproximacio in vivo,
en aquest cas emprant ratolins portadors del carcinoma pulmonar de Lewis. En aquest
assaig varem administrar el resveratrol intraperitonealment a les dosis de 5 i 25 mg/kg pc en
animals portadors de tumor i de 5 mg/kg pc en animals controls (sense tumor). Varem
escollir aquestes dosis perqué eren lleugerament superiors a les testades anteriorment pel
nostre grup. No varem observar cap efecte del tractament amb resveratrol ni el pes, ni en la
ingesta, ni en els pesos dels diferents organs i teixits estudiats. En el cas dels animals
portadors de tumor varem veure com, per efecte d’aquest, disminuia el pes corporal i la
ingesta (28, 22 i 22% en el grup tumor, tumor tractat amb 5 i 25 mg/kg pc respectivament) fet
esperat ja que aquest model tumoral presenta anorexia associada a la sindrome caquéctica.
La manca d’efecte del resveratrol sobre I'anoréxia coincidia amb resultats previs del nostre
grup obtinguts en el models de I'hepatoma ascitic Yoshida AH-130 (Carbé et al., 1999;
Busquets et al., 2005). De forma similar, s’havia observat que el resveratrol era incapag de
prevenir 'anoréxia causada per endotoxines bacterianes (Lugarini et al., 2002). Cert és, que
els resultats no sén totalment els esperats, ja que el resveratrol és un inhibidor de la
ciclooxigenasa (COX2), enzim involucrat en mecanismes de control de la ingesta (Banerjee
et al., 2002b).

Els resultats obtinguts en aquest experiment coincideixen amb els estudis previs
realitzats al nostre grup i no recolzen la idea de que el resveratrol sigui capa¢ de prevenir el
desgast muscular associat a caquéxia. Tot i que els experiment in vitro i in vivo sovint no sén
extrapolables, aquest fet ens va sorprendre, ja que els resultats obtinguts en miotubs ens
suggerien el contrari. Per tant, podem dir que el resveratrol a les dosis administrades i en el
nostre model tumoral no presenta cap efecte anticaquéctic remarcable.

Els resultats referents al creixement tumoral no van mostrar canvis per efecte del
tractament. Malgrat no obtenir resultats satisfactoris sobre el creixement del tumor, el

resveratrol si va mostrar un efecte significatiu sobre les metastasis en aquest model
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experimental. Aquest compost va provocar una important disminucié en el nombre de noduls
tumorals secundaris observant un resultat similar a ambdues dosis de 5 i 25 mg/kg pc (36 i
40% respectivament). En relacié al pes d’aquestes metastasis, I'efecte de resveratrol va ser
evident, induint una disminucié del seu pes, tot i ser aquest efecte més marcat a la dosi més
alta (74%) respecte a la dosi inferior (45%).

Com s’ha esmentat anteriorment, estudis previs indicaven que el resveratrol era
capa¢ de suprimir el creixement tumoral; és més, Tseng i col-laboradors (2004) varen
descriure que el resveratrol era capac de reduir el creixement tumoral en gliomes RT-2 de
rates possiblement mitjancant la supressié de l'angiogénesi i, per tant, induint un efecte
citotoxic en el creixement de la massa tumoral. Resultats similars havien estat obtinguts en
el nostre laboratori utilitzant el model tumoral de I'hepatoma ascitic Yoshida AH-130, on
'administracié d’1mg/kg pc de resveratrol provocava una disminucio del 25% del creixement
tumoral (Carb¢ et al., 1999). Bove i col-laboradors (2002), tot i observar una disminucié del
creixement per efecte del resveratrol en cél-lules tumorals mamaries 4T1, no observaren
canvis en el creixement tumoral utilitzant un model de ratoli. Tenint en compte tots aquests
resultats, és raonable pensar que l'accid del resveratrol sobre el creixement del tumor
primari possiblement depén del model experimental utilitzat. Si que es podria suggerir, en
base als nostres resultats i tenint en compte els obtinguts per altres autors, que el resveratrol
posseeix un efecte antimetastasic. Aixi, Kimura i Okuda (2000; 2001) varen observar una
inhibicié de les metastasis pulmonars en ratolins portadors de tumor, i resultats semblants
els obtingueren Scarlatti i col-laboradors (2003) veient que el resveratrol induia una inhibicio
del creixement en cél-lules tumorals mamaries MDA-MB-231 (una linia altament invasiva)
possiblement per la induccié6 d’apoptosi. Utilitzant la mateixa linia cel-lular, Hsieh i
col-laboradors (1999) van suggerir un efecte del resveratrol sobre la proliferacié cel-lular.
Alguns dels mecanismes que podrien explicar I'efecte antimetastasic del resveratrol serien la
disminucié de I'angiogénesi en el ndduls tumorals secundaris (Cao et al., 2002; 2005) o bé
que l'efecte del resveratrol podria estar relacionat amb el TNF-a, ja que estudis previs
realitzats per Kowalski i col-laboradors (2005) varen observar la capacitat del resveratrol per
disminuir I'expressido génica del TNF-a en macrofags induits per LPS, comportant-se el
resveratrol com un agent antiinflamatori (Afaq et al 2003; Pervaiz, 2003). Aixi, I'efecte
antimetastasic podria estar relacionat amb la resposta inflamatoria envers el tumor i

indubtablement associada als elevats nivells de citoquines.

2.2 ESTUDI DEL POTENCIAL TERAPEUTIC DE LA GENISTEINA

La genisteina, una de les isoflavones principals de la soja, posseeix diferents
propietats d’entre les quals hi destaca la seva capacitat per oferir proteccid6 davant
determinats tipus de cancer, com soén els de mama, colon i pell (Barnes, 1995; Kazi et al.,

2003), aixi com la capacitat d’inhibir el creixement de diverses linies tumorals humanes (Yu
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et al.,, 2004; Russo et al., 2006). S’ha suggerit que els mecanismes pels quals realitza
aquests efectes poden ser la inhibicié de la proliferacié de les cél-lules tumorals (Fotsis et
al., 1995; Aggarwal et al., 2006), la inhibicié de I'angiogénesi (Fotsis et al., 1993), la inhibicio
de la invasi6 de cél-lules tumorals i metastasi (Li et al., 1999), i per les seves propietats
antioxidants.

Seguint el plantejament de I'estudi anterior, varem realitzar una primera aproximacio
in vitro per tal de determinar el possible efecte de la genisteina sobre la degradacié proteica
muscular. Per dur-la a terme, varem incubar cél-lules musculars de la linia C2C12 amb
diferents dosis de genisteina (50, 10 i 5 yM) i les varem sotmetre a una hipertérmia puntual
durant 6 hores per tal d’'induir la protedlisi i comprovar aixi si el tractament era capag¢ de
revertir-la. Donat que altres autors havien realitzat tractaments amb genisteina de llarga
durada, varem decidir incorporar dues noves situacions al disseny: una preincubacié amb
genisteina de 24 hores i una altra de 48 hores abans de sotmetre les cél-lules a la
hipertérmia, a més de les que no rebrien cap pretractament. Un cop realitzat I'experiment,
varem poder observar el bon funcionament del model d’hipertérmia, augmentant la protedlisi
un 30%, i 'accié de la genisteina sent capa¢ d’atenuar aquest efecte a les dues dosis més
baixes en aquells grups no pretractats. Per tant, aquests resultats ens suggereixen que la
genisteina és capag d’actuar directament sobre les cél-lules musculars i d’atenuar I'activacio
de la proteolisi provocada per 'augment de la temperatura d’incubacié. Aquests resultats es
podrien relacionar amb altres estudis realitzats en cél-lules tumorals humanes de prostata
(LNCaP) i mama (MCF-7), que tot i ser models cel-lulars diferents a la linia C2C12 utilitzada
en el nostre assaig, també es va observar com el tractament amb genisteina provocava la
inhibicié de I'activitat semblant a la tripsina de la subunitat 20S del proteasoma (Kazi et al.,
2003); aquesta subunitat forma part del sistema proteolitic dependent d’ATP i ubiquitina,
maxim responsable de la degradacié de proteines durant la caquéxia (Lecker et al., 1999a).

Donades les dades prometedores obtingudes en el model in vitro ens varem plantejar
realitzar un experiment pilot in vivo utilitzant rates portadores de I'hepatoma ascitic Yoshida
AH-130. Aquest és un tumor de rapid creixement que causa a les rates portadores, una
rapida pérdua de pes corporal i del contingut proteic del muscul esquelétic, aixi com altres
importants alteracions metaboliques (Baccino et al., 1984). En comparacié amb el model
tumoral del carcinoma pulmonar de Lewis, aquest és de creixement més rapid, provoca la
caquéxia en menys temps i ens permet manipular més facilment als animals i alhora obtenir
més quantitat de teixit per a possibles analisis posteriors. Varem inocular el tumor i vam
tractar les rates amb tres dosis diferents de genisteina (10, 5 i 2.5 mg/kg pc) durant 7 dies.
Per a l'eleccio de les dosis, ens varem basar en estudis previs d’altres autors en els que,
utilitzant dosis similars, havien detectat I'efecte d’aquesta isoflavona a nivell de metabolisme
lipidic i d’'inflamacié (Zhao et al., 2005; Orgaard et al., 2008). El tractament amb genisteina

no va provocar canvis en cap del parametres estudiats referents ni al pes de I'animal i ni als
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seus organs i teixits, a excepcio del pes del muscul tibialis i del teixit adipdés que varen
disminuir de forma significativa. Aquest Ultim resultat no ens va sorprendre ja que la
genisteina ha estat avaluada en diversos estudis d’obesitat ens els que s’ha descrit la seva
capacitat per a disminuir I'expressio génica de I'enzim LPL en ratolins (Naaz et al., 2003). A
meés, Kim i col-laboradors (2004) varen observar que la genisteina era capag¢ d’activar
PPARa en hepatdcits, i per altra banda un efecte similar es va detectar sobre el factor de
transcripci6 PPARy (Dang et al., 2003), ambdds canvis relacionats amb un augment de
'oxidacié d’AG. Altres estudis en adipocits de rata van mostrar que la genisteina era capag
d’inhibir la lipogenesi i induir la lipdlisi (Szkudelska et al., 2000). Per tant, aquests estudis
ens podrien explicar, juntament amb la disminucié de la ingesta que observem a la dosi més
baixa de genisteina, la disminucié de la massa del TAB. Existeix forca controversia pel que
fa a I'efecte de la genisteina sobre la ingesta, ja que Lephart i col-laboradors (2004) varen
observar en rates que una dieta rica en isoflavones augmentava la ingesta, antecedent
davant el qual, en situacié de caquéxia, podriem pensar que la genisteina podria millorar
I'estat de I'animal, perd, pel contrari, altres autors han observat una disminucié de la ingesta
per efecte de la genisteina en ratolins als que se’ls hi va administrar aquest compost durant
15 dies (Penza et al., 2006).

Al valorar I'efecte de la genisteina sobre el creixement tumoral, varem detectar una
disminucié del volum acompanyat d’'un augment del nombre de ceél-lules tumorals totals.
Aquest resultat entra en controvérsia amb d’altres estudis en els que s’havia vist I'efecte
antitumoral d’aquest compost (Yu et al., 2004; Russo et al., 2006). Per altra banda, cal
esmentar que també existeixen estudis en els que s’ha observat que la genisteina potencia
el creixement tumoral induit per agents carcinogénics com, per exemple, en els estudis de
Day i collaboradors (2001), on varen observar que la genisteina potenciava el
desenvolupament de cancer de mama induit per DMBA (7,12-dimetilbenzantrace).

Per tal de determinar si I'efecte de la genisteina observat sobre el TAB anava
associat a I'estat caquéctic de I'animal o, si pel contrari, en animals controls (sense tumor)
veuriem el mateix efecte, varem dissenyar un experiment en el que administravem a rates
control 10 mg/kg pc de genisteina durant 7 dies, dosi a la qual en 'assaig anterior haviem
vist I'efecte en el TAB sense I'afectaciéo de cap altre teixit. Com era d’esperar, no varem
observar canvis ni en el pes dels animals, ni ingesta, ni el pes de la resta d’6rgans i teixits
perd en aquesta ocasio, sorprenentment, tampoc varem veure I'efecte de la genisteina en el
TAB. Aquesta manca d’efecte, a una dosi del compost que préviament havia exercit efecte,
podria estar relacionada amb diferéncies en la metabolitzacié del compost i/o en la seva
biodisponibilitat en I'organisme. S’han estudiat poblacions que consumeixen una elevada
quantitat de productes rics en isoflavones, i s’ha determinat que la concentracié total de
genisteina al plasma sol ser 1 - 4.6 uM i que dificilment s’assoliran valors superiors a 10 yM

a través de la dieta. Aixd0 es deu a que aquest compost esta condicionat per un fort
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aclariment al fetge i que, per tant, s’ha de tenir en compte que la dosi efectiva possiblement
sera inferior a la dosi administrada (Orgaard et al., 2008). La genisteina pot ser absorbida i
metabolitzada rapidament en el tracte gastrointestinal, perdo s’ha vist que a mesura que
s’augmenta la dosi, la seva concentracié plasmatica no augmenta de forma lineal sin6é que
existeix un punt de saturacid en el que fins hi tot I'absorcid es redueix. Tot i que la
disminucié de la biodisponibilitat a elevades dosis de genisteina requereix més estudis, es
creu que, a més de la reduccié en I'absorcié, també és deguda al primer pas de la seva ruta
metabolica on aquest compost és glucuronitzat (forma plasmatica majoritaria) (Zhou et al.,
2008).

Com s’ha esmentat anteriorment, s’ha descrit un efecte antitumoral d’aquest
nutracéutic in vitro, perd s’ha de tenir en compte que la concentracioé plasmatica necessaria
per exercir aquest efecte és dificil d’assolir mitjangant el consum de soja de la dieta, o fins i
tot administrant genisteina. Per tant, la metabolitzacié6 d’aquest compost en 'organisme ens
podria estar determinant la discrepancia observada en els nostres resultats in vitro, els quals
suggereixen un efecte antiproteolitic de la genisteina, respecte els obtinguts en I'aproximacio
in vivo, on no s’observa cap efecte anticaquéctic. Alhora podriem dir que el fet de no veure
una disminucié de la massa del TAB en les rates control també es pot explicar pel fet que
possiblement la genisteina no estaria actuant de la mateixa manera en una rata control que
en una altra que presenta greus alteracions metaboliques induides per tumor.

Val a dir que molts dels estudis realitzats fins ara mostren un efecte preventiu tant de
la soja com de la genisteina en front a malalties cardiovasculars o a determinats tipus de
cancer com son el cancer de mama o de prostata (Dixon et al., 2002). Tenint en compte les
multiples controvérsies existents en I'estudi del potencial terapéutic de la genisteina, aixo

estaria suggerint que aquest nutracéutic posseeix qualitats preventives més que curatives.

2.3 ESTUDI DEL POTENCIAL TERAPEUTIC DE L'EGCG

El galat d’epigalocatequina (EGCG) és considerat I'ingredient actiu principal i la
catequina més abundant del te, i és un compost que ha estat diana de molts estudis
cientifics amb [l'objectiu d’estudiar els seus efectes terapéutics. Varem escollir aquest
nutracéutic principalment degut a les seves propietats antioxidants. Aquesta catequina té la
capacitat de participar en el segrest d’'ions metal-lics implicats en la formacié d’espécies
reactives de l'oxigen (ROS) i també d’anions superodxid i radicals hidroxil que podrien
malmetre el DNA cel-lular i iniciar reaccions de peroxidacié. Els peroxids tenen un paper
important en la carcinogénesi alterant el DNA, el creixement i la diferenciacié cel-lular
(Argilés i Lopez-Soriano, 1998). Estudis previs han suggerit que els ROS podrien tenir un
paper en la caquéxia cancerosa degut a que les vies de transduccié de senyal sensibles als
ROS semblen jugar un paper fonamental en la modulacié dels nivells de TNF-a (Chandel et

al., 2000; Greiwe et al.,, 2001), citoquina proinflamatoria que es troba augmentada en
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situacié de caquéxia. El nostre grup d’investigacié va observar que el TNF-a té un efecte
directe sobre la proteolisi muscular, ja que activa I'expressido dels gens del sistema
dependent d’ATP i ubiquitina (Llovera et al., 1997).

Aixi doncs, tenint en compte aquesta propietat i les anteriorment descrites, varem
si TEGCG a diferents dosis (10, 5i 0.5 uM) era capag¢ d’atenuar 'augment de la protedlisi en
cél-lules musculars C2C12 induida per la hipertermia. Varem poder observar com 'EGCG,
en situacioé basal, era capag¢ de disminuir la degradacié de proteines; a més, en els grups
sotmesos a la hipertérmia es va veure una clara tendéncia a una disminuida prote0lisi, sent
unicament significativa a la dosi més baixa del grup sotmés a la hipertérmia i retornat a les
condicions normals. Per tant, podem dir que 'lEGCG és capac¢ de disminuir la proteolisi
principalment en Il'estat basal actuant directament sobre els miotubs. La manca de
significativitat estadistica podria ser deguda al temps de tractament ja que, havent vist
'efecte de 'EGCG en les controls, podriem pensar que aquesta catequina necessita més
temps per tal d’induir una disminucié de la protedlisi quan aquesta esta activada. Aquests
resultats podrien estar relacionats amb els estudis realitzats per Nam i col-laboradors (2001),
on varen observar que aquesta catequina tenia la capacitat d’inhibir I'activitat del
proteasoma, concretament exercint el seu efecte sobre la subunitat 20S inhibint la seva
activitat semblant a la quimiotripsina en cél-lules humanes a una concentracio EGCG de
10 yM (Nam et al., 2001; Wan et al., 2004; Kuhn et al., 2004).

Els resultats obtinguts fins al moment, que ens suggerien una possible relacioé entre
I'efecte del TEGCG i el funcionament del sistemes proteolitics, juntament amb d’altres
estudis en models de distroéfia muscular, on s’observa que el tractament amb EGCG
proporciona un cert grau de proteccié per part d’aquest compost en el mascul en front a la
necrosi massiva i, alhora, I'estimulacié del muscul cap a un fenotip més resistent (Dorchies
et al., 2006), ens van conduir a I'estudi del possible potencial terapéutic d’aquesta catequina
sobre la sindrome caquéctica. Per a dur-ho a terme, varem dissenyar un experiment in vivo
pilot tractant amb 3 dosis diferents d’EGCG durant 7 dies a rates portadores de I'hepatoma
ascitic Yoshida AH-130. Posteriorment, varem avaluar els canvis en el pes dels animals, la
ingesta i el pes dels diferents organs i teixits i no varem observar cap diferéncia per efecte
del tractament. També varem avaluar el creixement tumoral, on tampoc varem observar
canvis induits pel tractament, ni en el volum ni en el nombre de cél-lules tumorals totals.

Les propietats anticancerigenes de 'lEGCG s’han observat en cél-lules tumorals de
mama i de prostata on el tractament amb EGCG va provocar I'aturada del cicle cel-lular en
fase G1 i la inhibicié de quinases dependents de ciclines per la induccié de factors com p27
o p21 (Park i Dong, 2003; Gupta et al., 2004). Altres estudis van mostrar que, a més,
TEGCG era capag¢ d’inhibir l'activacio d’'NF-kB el qual, en resposta als ROS, activa

'expressio de gens proinflamatoris i antiapoptotics (Schoonbroodt et al., 2000). Aquesta
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polifacética accié de 'EGCG s’atribueix a la combinacié de la seva activitat antioxidant amb
el seu efecte antiproliferatiu i el proapoptoétic (Gouni-Berthold et al., 2004), aixi com també
per la seva accidé antiangiogénica i antimetastasica (Adhami et al., 2003; Fassina et al.,
2004; Lim et al., 2008).

Cal dir que majoritariament, tant al te com a la seva catequina predominant, se li han
atribuit propietats en termes de prevencido més que curatius. L'EGCG, per les seves
propietats antioxidants atenuant I'accié dels ROS, pot prevenir malalties com el cancer de
pell, de mama, de prostata i de pulmé (Mukhart i Ahmad 2000; Yang et al., 2002), malalties
cardiovasculars o l'envelliment, juntament amb malalties neurodegeneratives com el
Parkinson o I'Alzheimer (Mandel i Youdim, 2004), totes elles relacionades, al menys en part,
amb I'accié dels ROS. Tot i els resultats prometedors obtinguts in vitro, és possible doncs
que la manca d’efecte del tractament en els animals portadors de tumor sigui deguda a que
per a poder observar canvis, tant a nivell tumoral com de I'estat general de I'animal, és
necessiti realitzar un pretractament de llarga durada. En el nostre model tumoral i a les dosis
testades 'TEGCG no presenta propietats anticaquéctiques. Una altra consideracié a tenir en
compte seria la biodisponibilitat d’aquest compost. Varem escollir 'administracié oral ja que
estudis realitzats per altres autors assolien mitjangant aquesta via, efectes d’aquest
compost; a més la via oral és la més adient ja que els nutracéutics estan a la dieta. Val a dir
que existeixen estudis que suggereixen que I'administracié intragastrica és menys efica¢ que
la intraperitoneal degut a que en el tracte gastrointestinal TEGCG pot degradar-se i
experimentar interaccions que facin disminuir I'absorcié. Malgrat aixd, també s’ha observat
que el consum perllongat de te verd o d’extractes que continguin EGCG podrien donar lloc a
alguns dels efectes que apareixen en animals als que se’ls hi ha administrat EGCG
intraperitonealment (Liao, 2001). Es interessant assenyalar que a I'afegir llet al te s'indueix
una disminucio de la biodisponibilitat dels seus polifenols, que provoca una disminucié de
I'accié d’aquesta infusio in vivo, sense veure’s afectada la seva capacitat antioxidant in vitro
(Serafini et al., 1996). Aix0 només succeeix quan la quantitat de llet és molt elevada; si
aquesta és nomeés del 10% no afecta de forma rellevant a la seva biodisponibilitat (Van het
Hof et al.,, 1998). Existeixen dues hipotesis per explicar aquest fet. La primera és per
formacio de complexes resistents a la hidrolisi gastrica entre els polifenols i les proteines de
la llet, fet que impedeix la seva absorcié gastrointestinal. La segona és que els polifenols son
solubles a pH acid, al qual es troben de forma no ionitzada i s’absorbeixen amb facilitat; la
llet, al produir un lleuger augment del pH, provoca la ionitzacio dels polifenols i dificulta la
seva absorcio (Brown i Wright, 1963). Per tant, cal tenir en compte, abans de realitzar un
tractament amb EGCG, les seves possibles interaccions amb altres components de la dieta
que ens podrien estar interferint, fet que podria explicar les discrepancies entre els nostres

resultats obtinguts in vitro i in vivo.
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2.4 ESTUDI DEL POTENCIAL TERAPEUTIC DE LA TEOFIL-LINA

Un dels alcaloides més estudiats en el camp de la Nutraceutica és la teofil-lina,
actualment comercialitzada com a tractament contra 'asma bronquial i per a I'estimulacio
cardiaca. Esta present en el te i en altres aliments com la xocolata. La teofil-lina ha estat
objectiu de molts estudis cientifics per tal d'esbrinar les seves propietats i els seus
mecanismes d’accioé que, tot i no ser massa coneguts, s’ha vist que es caracteritza per ser
un inhibidor de fosfodiesterases (PDE) no selectiu, explicant aixi el seu efecte
broncodilatador provocant un augment d’AMPc i augmentant el GMPc amb la inhibicié de
PDE5 (Rabe et al.,, 1995). El que ens va conduir a l'eleccié d’aquest nutraceutic va ser
principalment el seu efecte antiinflamatori (Barr et al., 2003; Barnes, 2003). Entre totes les
propietats que s’han anat estudiant d’aquest compost, cal destacar també la capacitat de la
teofil-lina per a prevenir la translocacié de NF-kB al nucli, reduint aixi I'expressié de gens
proinflamatoris en pacients amb MPOC (Tomita et al., 1999).

Vist aix0, varem creure convenient I'estudi del potencial terapéutic de la teofil-lina
sobre la caquéxia cancerosa i, basant-nos en els experiments anteriors presentats en
aquesta tesi, varem realitzar una primera aproximacié in vitro utilitzant novament el model
d’hipertérmia puntual en cél-lules de la linia muscular C2C12. Varem incubar les cél-lules
amb 3 dosis diferents de teofil-lina (0.1, 0.05 i 0.01 mM) i vam observar que aquest
nutracéutic era capacg de reduir significativament 'augment de la degradacio proteica induida
per la temperatura en aquelles cél-lules que havien estat sotmeses a les 6 hores
d’hipertérmia, sent aquest efecte més evident a la dosi de 0.1 mM. Aquests resultats
suggereixen que la teofil-lina és capag¢ d’actuar directament sobre cél-lules musculars i
atenuar l'activacié dels sistemes proteolitics, fet que si succeis in vivo podria arribar a
disminuir el desgast muscular associat a la sindrome caquéctica.

Per esbrinar si en l'animal sencer aquest nutracéutic mantindria les mateixes
propietats que en el model in vitro, varem plantejar un experiment en el que vam administrar
3 dosis de teofil-lina (50, 25 i 10 mg/kg pc) durant 7 dies a rates portadores d’'un tumor
fortament caquéctic (hepatoma ascitic Yoshida AH-130). L'efecte del tractament no es va
veure reflectit en el pes dels animals, pero si que observarem un augment significatiu del
pes del soleus i del cor en els animals tractats a la dosi més elevada. Aquests resultats
suggerien que la teofil-lina, a la dosi de 50 mg/kg pc, era capa¢ d’induir una parcial reversio
de la perdua de pes en aquests musculs i, per tant, podria estar atenuant el desgast tissular
que pateixen aquests durant I'estat caquéctic. Aquest resultat concorda amb els resultats
obtinguts in vitro.

A Tl'avaluar I'efecte de la teofil-lina sobre el tumor, no vam observar canvis ni en el
volum ni en el nombre de cél-lules tumorals totals. Per tant, podriem dir que el tractament a
les dosis testades i en el nostre model experimental no tindria un efecte antitumoral. Pel que

fa a la possible activitat antitumoral de la teofil-lina, s’ha vist que aplicada localment
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disminueix un 50% la induccié de tumors mitjangant la llum ultraviolada en ratolins (Zajdela
et al., 1978). Merimsky i col-laboradors (2005) també varen observar la capacitat de la
teofil-lina per induir apoptosi en cél-lules tumorals de pulmé.

En I'estudi del potencial anticaquéctic de la teofil-lina varem poder incorporar dues
determinacions més, gracies a la col-laboraci6 amb del grup d’investigacié del Dr Anker
(Departament de Cardiologia, Charité Medical School, Berlin, Alemanya): [Iactivitat
locomotora i la composicid corporal. En primer lloc varem valorar I'activitat locomotora dels
animals per mirar de determinar si el tractament estava augmentant la mobilitat i, per tant,
millorava la qualitat de vida de I'animal, ja que una de les caracteristiques principals de la
caquéxia associada a cancer és 'asténia. Aquest simptoma esta directament relacionat amb
la perdua de massa muscular observada en els estats caquéctics. Varem dividir els animals
en 3 grups: controls (sense tumor), portadors de tumor i portadors de tumor tractats amb 50
mg/kg pc de teofil-lina, dosi a la que anteriorment haviem observat els efectes més clars .
Vam realitzar la mesura abans de la inoculacié del tumor (moment en el qual comengavem
el tractament) i 7 dies després. Com era d’esperar, en el primer resultat no es van observar
diferéncies entre els grups ja que el creixement tumoral encara no s’havia iniciat. Pel que fa
a la mesura final, varem veure el clar efecte del tumor disminuint el nombre de moviments
dels animals portadors, perqué després d’'una setmana de creixement tumoral el volum
intraperitoneal de liquid ascitic i la debilitat muscular interfereixen en el moviment de
'animal. La teofil-lina, perd, no va ser capa¢ augmentar la mobilitat d’aquests animals,
possiblement perque es requereix un tractament de meés llarga durada per assolir canvis en
aquest nivell, fet impossible en el nostre model tumoral.

Seguidament, varem realitzar la determinacid de la composicié corporal en els
mateixos grups en els que haviem mesurat I'activitat locomotora. En aquest estudi varem
valorar I'increment de greixos, massa magra, aigua i fluids corporals des del moment de
I'inocul fins a una setmana després. Varem poder observar els efectes clars de la preséncia
del tumor, provocant la disminucié significativa de tots els parametres. Malgrat aquesta
situacio, varem observar que el grup tractat amb teofil-lina presentava una certa recuperacio
ja que l'increment de greixos i fluids era significativament superior al grup tumor; de fet,
'increment de fluids era equivalent al grup control. A més, tot i no assolir la significanca
estadistica, s’observa que la massa magra i l'aigua seguien la mateixa tendéncia que els
altres dos parametres per efecte del tractament. Com ja s’ha esmentat anteriorment, la
caquéxia esta caracteritzada principalment per una important i progressiva pérdua de pes
corporal deguda a la desaparicidé dels diposits de greix i a la disminucié de la massa
muscular (Fearon et al., 2006); a més, tot i que I'anoréxia és un component important de la
caquéxia, no explica totalment el desgast que presenten els pacients, ja que els patrons de
pérdua de pes i composicid corporal difereixen dels de la inanicid, i els seus efectes

catabdlics no es poden contrarestar mitjangant 'administracié extra de calories. Aixi doncs,
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tenint en compte aquestes alteracions presents en I'hoste, els nostres resultats podrien
suggerir un efecte beneficids de la teofil-lina per a fer front a les alteracions de la composicio
corporal.

Els resultats obtinguts in vitro en cél-lules musculars, aixi com I'augment del pes del
soleus i del cor en els animals portadors de tumor, i finalment la marcada tendéncia de
recuperacié de la massa magra obtinguda en I'estudi de la composicidé corporal, ens van
conduir a esbrinar si aquests canvis es veien reflectits a nivell molecular. Préviament ja
s’havia descrit que durant la caquéxia I'expressiéo d’alguns gens dels sistemes proteolitics,
principalment els del sistema dependent d’ATP i ubiquitina, es troba augmentada (Llovera et
al., 1995). Per tal de determinar els possibles mecanismes d’actuacié de la teofil-lina en la
recuperacié muscular, varem valorar I'expressié d’alguns d’aquests gens en els animals
portadors de tumor i tractats a la dosi de 50 mg/kg pc de I'experiment pilot. Aquesta
valoracié la varem realitzar tant en soleus com en cor, ja que el desgast tissular present en
la sindrome caquéctica també afecta al muscul cardiac, fet que comporta disfuncions en
aquest organ, les quals poden arribar a ser les responsables del 20% de defuncions
associades al cancer (Tabet et al., 2006). En concordanga amb el que haviem vist fins al
moment, I'accio de la teofil-lina es va veure reflectida en canvis en I'expressié d’alguns gens
del sistema proteolitic dependent d’ATP i ubiquitina, observant una disminucié significativa
de l'expressid de la ubiquitina i de Murf, i una clara tendéncia a disminuir de I'enzim
conjugador d’ubiquitina (E2) en el soleus. En el cor va disminuir significativament I'expressio
de les subunitats del proteasoma C2 i C8 i també es va veure una tendéncia a disminuir
I'expressio d’ubiquitina, d’'E2 i de Murf. Pel que fa als sistemes proteolitics dependent de
calci i el lisosomal, només varem detectar una tendéncia a disminuir I'expressié de m-
calpaina i catepsina B respectivament en el cor.

Aquests resultats ens suggereixen que la teofil-lina podria estar disminuint la
degradacié proteica a través de la inhibici6 de I'expressié dels gens dels sistemes
proteolitics, principalment els del sistema depenent d’ATP i ubiquitina, el que suggeriria un
potencial efecte anticaquéctic. El nostre grup de recerca va descriure que, almenys durant el
creixement tumoral, la degradacio proteica esta associada amb un increment de l'activitat i
de I'expressio del sistema dependent d’ATP i ubiquitina i, després de realitzar un tractament
cronic amb un anticos anti-TNF-o. i observar que disminuia I'expressiéo del gen de la
ubiquitina, el que indicava que aquesta activacié era mediada pel TNF-a (Garcia-Martinez et
al., 1993; Llovera et al.,, 1996a). Per aixd, varem valorar els nivells circulants d’aquesta
citoquina procaquéctica juntament amb els d’una citoquina antiinflamatoria, la IL-10, per tal
d’esbrinar si en el nostre model tumoral la teofil-lina era capa¢ d’induir canvis en I'estat
inflamatori associat a la caquéxia. El que varem observar va ser una clara disminucio en els
nivells de TNF-a, resultat que concorda amb estudis previs realitzats per Semmler i

col-laboradors (1993) en els que s’havia observat que baixes dosis de teofil-lina
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proporcionaven efectes antiinflamatoris reduint els nivells de TNF-a en pacients amb MPOC.
Paral-lelament, Mascali i col-laboradors (1996) mostraren un augment de la IL-10 per efecte
de la teofil-lina en cél-lules mononuclears sanguinies. Perod, pel contrari, nosaltres no varem
observar cap canvi en els nivells d’aquesta darrera citoquina.

Sembla ser, doncs, que la teofil-lina és capa¢ d’actuar directament sobre cél-lules
musculars disminuint la degradacio proteica, i que I'augment del pes d’alguns dels musculs
estudiats podria estar relacionat amb la disminucié de I'expressié dels gens del sistema
proteolitic dependent d’ATP i ubiquitina, fet possiblement associat a la disminucié dels
nivells de TNF-a. Per tant, aquestes observacions suggereixen que la teofil-lina podria ser

un candidat terapéutic contra la caquéxia.

2.5 ESTUDI DEL POTENCIAL TERAPEUTIC DEL DAS

El sulfur dallil (DAS) és un nutracéutic que forma part dels components
organosulfurats de l'all, els quals presenten la majoria dels efectes beneficiosos que aporta
aquest aliment. D’entre les seves multiples propietats ja descrites, les que ens varen conduir
a estudiar el possible potencial anticaquéctic del DAS varen ser les seves propietats
antitumorals, interferint en nombrosos esdeveniments moleculars relacionats amb el cancer,
com soén la proliferacio i diferenciacio cel-lular, 'angiogénesi, la inhibicié de la mutagénesi o
I'eliminacié de radicals lliures (Milner, 2006). També varem tenir en compte les seves
propietats antioxidants, ja que s’ha vist que el DAS és capa¢ d’augmentar I'activitat de la
superoxid dismutasa, la catalasa o la glutatid peroxidasa, i d’inhibir la peroxidacié lipidica
(Liu et al., 2001). Per altra banda, Green i col-laboradors (2003) varen observar la seva
capacitat per atenuar la produccié de ROS durant el desenvolupament de cancer de mama
en models animals. | per ultim, un altre efecte clau que caracteritza a aquests compost
liposoluble és I'efecte antiinflamatori. S’ha observat com DADS i DATS, molécules similars al
DAS, disminueixen la produccié de I'dxid nitric induida per LPS en macrofags, accié que
sembla ser que exerceixen mitjangant la inhibicié de I'expressié de I'dxid nitric sintasa i de la
ciclooxigenasa-2 (Chang et al., 2005; Liu et al., 2006)

Una vegada escollit el compost, i en concordanga amb el plantejament d’experiments
anteriors, varem comencgar realitzant una primera aproximacié in vitro en el model
d’hipertérmia puntual en cél-lules C2C12 per tal de determinar si el DAS era capac d’exercir
un efecte directe sobre cél-lules musculars i interferir en I'activacié de la protedlisi. Varem
sotmetre els miotubs a diferents condicions de temps i temperatura d’incubacié i a 4 dosis
diferents de DAS (1, 0.5, 0.25i 0.1 mM), i varem observar en aquells que haviem pretractat
durant 24h un efecte del DAS disminuint significativament la degradacié proteica de les
cél-lules sotmeses a la hipertérmia i en situacié basal, principalment a la dosi de 0.25 mM.
Un cop més, els resultats in vitro en suggerien un efecte directe sobre cél-lules musculars

atenuant 'activacié de la protedlisi, el que ens va fer plantejar I'estudi del DAS en caquéxia.
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Per tal d’aprofundir en les nostres investigacions, varem dissenyar novament un
experiment pilot in vivo amb rates portadores de I'hepatoma ascitic de Yoshida AH-130.
Varem testar 3 dosis de DAS (150, 100 i 25 mg/kg pc), escollides en base a estudis
realitzats per altres autors, en els que s’havien vist que aquestes dosis administrades
intragastricament manifestaven efectes diversos. Varem ftractar els animals durant una
setmana en paral-lel al creixement tumoral, i posteriorment varem analitzar diferents
parametres. No varem obtenir canvis en el pes dels animals, pero si varem observar que a la
dosi de 150 mg/kg pc bevien significativament més, possiblement degut a un lleuger efecte
toxic a la dosi més elevada, ja que aquesta mateixa dosi també va provocar una disminucio
del pes dels ronyons i de la carcassa. Quan varem analitzar el pes de la resta d’organs i
teixits, varem abservar un augment significatiu del tibialis i del cor i una tendéncia a
augmentar de la resta de musculs a la dosi de 100 mg/kg pc.

Aixi doncs, els resultats ens suggerien un lleuger efecte atenuador del desgast
muscular provocat per la caquéxia associada al cancer, sense mostrar cap efecte directe en
el creixement tumoral. Estudis in vitro realitzats en cél-lules tumorals canines havien mostrat
la capacitat del DAS per a suprimir la seva proliferacié (Sundaram i Milner 1993). Knowles i
col-laboradors (2001) també mostraren efectes similars del DAS i els seus derivats en
cél-lules humanes de cancer de colon, pell i pulmé. En diferents linies cel-lulars tumorals
humanes, el tractament amb OSCs liposolubles provoquen I'aturada del cicle cel-lular. S’han
descrit diferents mecanismes pels quals podrien tenir lloc aquests efectes com, per exemple,
mitjangant un augment de Bax i una disminucié de Bcl-2 (Thomson et al., 2003), o un
augment de p53 (Nakagawa et al.,).

Per a completar I'experiment anterior, varem voler esbrinar si en animals control
(sense tumor) el DAS seria capag¢ d’exercir un efecte més clar. En aquesta ocasié varem
tractar els animals a la dosi a la qual haviem observat els efectes més prometedors (100
mg/kg pc). Els resultats ens van mostrar un augment significatiu de la ingesta per efecte de
tractament. Pel que fa al pes dels musculs, els efectes varen ser més evidents, observant-se
un augment significatiu dels pes del gastrocnemius (6%), del tibialis (8%), i de 'EDL (10%) i
una tendéncia a augmentar del soleus (10%). Aquest augment dels musculs concordava
amb l'augment de la carcassa també observat en els animals controls tractats.

A continuacidé, varem voler esbrinar si I'efecte del DAS es veia reflectit a nivell
molecular, és a dir, si 'augment del pes dels musculs era degut a canvis en I'expressié
d’alguns gens dels principals sistemes proteolitics, sent el sistema dependent d’ATP i
ubiquitina el maxim responsable del desgast muscular associat a la sindrome caquéctica.
Varem realitzar aquest estudi mitjangant la técnica de la PCR a temps real en els animals
control i portadors de tumor tractats a la dosi de 100 mg/kg. Varem observar com 'expressio
de gairebé tots els gens estava augmentada degut a la preséncia de tumor, fet ja

anteriorment observat pel nostre grup (Llovera et al., 1995). En relaci6 amb el que haviem
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pogut observar en I'assaig anterior en animals controls, tant la ubiquitina com la subunitat C8
com Murf, aixi com també els gens relacionats amb els sistema proteolitic dependent de
calci i amb el sistema lisosomal, varen disminuir la seva expressio significativament per
efecte del tractament. Com era d’esperar, la manifestacio de I'efecte del DAS en I'expressio
genica en animals portadors de tumor no va ser tan clara perd si varem veure una molt
marcada disminucio de I'expressié de Murf.

Finalment, tenint en compte I'estat inflamatori associat a la caquéxia, i la relacio entre
'augment dels nivell de TNF-a i la sobreexpressié dels gens proteolitics, varem valorar els
nivells d’aquesta citoquina juntament amb els de la IL-10 (citoquina antiinflamatoria).
Sorprenentment, i a diferéncia d’altres autors que havien pogut observar la capacitat del
DAS per inhibir I'alliberacié de citoquines proinflamatories i inhibir I'activitat d’'NF-kB (Chang
et al., 2005; Liu et al., 2006), nosaltres no varem observar canvis en els nivells de les
citoquines estudiades.

Arribat a aquest punt, veiem que el tractament amb DAS en controls i portadors de
tumor a la mateixa dosi i durant el mateix temps no presenta els mateixos efectes. Hem vist
com el DAS és capac¢ de provocar un augment del pes dels musculs en animals control, i
que aquest efecte podria estar relacionat amb la disminuciéo de I'expressié génica dels
diferents components dels sistemes proteolitics. Malgrat aixd, ens els animals portadors de
tumor aquests efectes no son tant evidents, possiblement degut a que per a la recuperacio
d’aquests, la durada del tractament hauria de ser més llarga.

En aquesta situacié, per suggerir un efecte anticaquéctic del DAS caldria modificar
certs parametres del disseny experimental. Per aquesta rad, i vist els bons resultats
obtinguts en animals control, ens varem proposar realitzar un experiment in vivo en un altre
model tumoral que el nostre grup ja havia utilitzat anteriorment. Varem testar el DAS a la
dosi de 100 mg/kg pc en ratolins portadors del carcinoma pulmonar de Lewis, un model
també altament caquéctic que ens permetria tractar els animals durant un periode de temps
més elevat ja que el creixement tumoral el podriem mantenir fins a 14 dies després de la
seva inoculacié. A més, varem realitzar un pretractament dels animals de 14 dies més per tal
d’intentar fer més evidents els efectes d’aquest nutracéutic. En aquesta ocasio, tot i observar
un augment de la ingesta en animals portadors de tumor per efecte del tractament i, fins i tot
un lleuger augment en el guany pes corporal, no observarem canvis significatius en cap dels
musculs estudiat. Aixi com tampoc en el pes del tumor, fet que coincidia amb els resultats
obtinguts en el model tumoral en rates.

Com s’ha esmentat anteriorment, aquest model tumoral genera metastasis
pulmonars espontanies; per tant, varem analitzar els possibles efectes del tractament en la
seva formacié. Varem observar, tot i no obtenir una significanga estadistica, una tendéncia
a disminuir el pes d’aquestes metastasi. Aixd podria estar relacionat amb els resultats

obtinguts anteriorment per Singh i col-laboradors (2008) en els que veien una disminucié de
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les metastasis pulmonars associat a una inhibici6 de I'angiogénesi per efecte del DATS
(trisulfur d’al-lil) (un compost altament similar al DAS) en un model de cancer de prostata en
ratoli.

Per tant, tenint tots aquests resultats en consideracié, observem diverses
controveérsies pel que fa el potencial anticaquéctic del DAS. Varem observar uns resultats
prometedors in vitro disminuint la degradacié proteica i un augment de pes dels musculs del
animals control. Fet possiblement associat a la disminucié de I'expressié dels gens dels
sistemes proteolitics, principalment del dependent d’ATP i ubiquitina. Tot i aixi, I'efecte del
DAS no es mostra tan evident en rates portadores de I'hepatoma ascitic de Yoshida AH-130,
en les que si observem un efecte anticaquéctic a 'augmentar el pes d’algun dels musculs,
perd aquest no es veu clarament reflectit en els nivell d’expressid dels gens dels sistemes
proteolitics. A més, a l'ampliar la durada del tractament en el model tumoral de ratolins no
observem efectes similars als anteriorment obtinguts en rata. En els animals portadors de
tumor ja s’ha descrit que els nivells de TNF-a es troben elevats i que aquesta citoquina esta
implicada en I'activacio del sistema proteolitic principal, aixi doncs, la manca d’efecte en els
nivells circulats de TNF- a podrien estar relacionats amb el fet de no observar cap efecte clar
a nivell muscular. Pel fet d’observar I'efecte en controls i pels estudis realitzats per altres
autors sobre les propietats antioxidants, antiinflamatories aixi com les antitumorals, podriem
suggerir que el DAS té un efecte més aviat preventiu que terapéutic tot i mostrar cert

caracter anticaquectic.
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Conclusions

L’acid eicosapentaenoic (EPA) incrementa la captacié de glucosa en les cél-lules
musculars, i indueix un augment de l'expressié génica de GLUT4 en muscul
esquelétic i del contingut proteic d’AMPK en teixit adipos en el model de diabetis de
tipus 2 Goto-Kakizaki. Aquests efectes, juntament amb la disminucié dels nivells
circulants d’insulina, suggereixen que el tractament amb aquest acid gras w-3 pot

millorar la sensibilitat a la insulina.

L’EPA afavoreix I'acumulacié de lipids al teixit adipds i disminueix I'oxidacié d’acids

grassos en musculs EDL i teixit adipos aillat.

El tractament de les rates diabétiques amb EPA indueix una disminucido de
I'expressio génica tant de TNF-a com de IL-6 en muscul esquelétic i teixit adipds, fet

que suggereix una millora de 'estat infamatori associat a la diabetis.

Els canvis que 'EPA indueix en les rates diabétiques a nivell tant del metabolisme
glucidic com lipidic, juntament amb la disminucié de I'expressié génica de PPARD i
IL-6, indicarien una preferéncia cap a la utilitzacié de glucosa en comptes d’acids

grassos com a substrat energétic preferent.

Els nutracéutics resveratrol, genisteina, galat d’epigalocatequina, teofil-lina i sulfur
d’'al‘lil presenten la capacitat d’actuar directament en cél-lules musculars C2C12

induint una disminucié de la protedlisi en el model d’hipertérmia puntual.

El tractament amb resveratrol presenta un efecte antimetastasic en ratolins portadors

del carcinoma pulmonar de Lewis.

La teofil-lina provoca un augment del pes del muscul soleus i del cor associat amb la
disminucio de I'expressio dels gens dels sistemes proteolitics en les rates portadores
de I'hepatoma ascitic Yoshida AH-130. A més, produeix una disminucié dels nivells
circulants de TNF-a. Aquests efectes, juntament amb els canvis observats en la
composicié corporal, fan d’aquest compost un candidat pel tractament de la

caquéxia.

El tractament amb DAS provoca un augment en el pes dels musculs associat a una
disminucié de l'expressié dels gens dels sistemes proteolitics tant en les rates
portadores de tumor com en els animals control, indicant un efecte anticaquéctic

d’aquest nutracéutic.
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