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"A smooth sea never made a skilled sailor." English Proverb

("Una mar en calma mai va fer expert a un mariner." Proverbi Anglés)

"Rien dans la vie est a craindre,

il est seulement pour étre compris.

C'est maintenant le temps de comprendre plus,
afin que nous puissions craindre moins."

("Res en la vida és de témer,

és nomeés per ser entes.

Ara és el moment de comprendre més
perqué puguem témer menys.")

Maria Salomea Sktodowska-Curie
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1.1 Inflamacio i cancer colorectal

1.1.1 Malaltia inflamatoria intestinal

La malaltia inflamatoria intestinal inclou diferents entitats cliniques, essent la
malaltia de Crohn (CD; Crohn Disease) i la colitis ulcerosa (UC; Ulcerative Colitis) les
més freqiients [1]. Sén patologies d’etiologia desconeguda, tot i que es pensa que
la presencia d’un factor iniciador (per exemple, un antigen microbia) provocaria a
I'intesti una resposta inflamatoria prolongada, greu i inapropiada, a individus
predisposats geneticament [2]. Cursen amb inflamacid cronica, alternant periodes
d’activitat (brots) amb periodes remissid, i mostren un patré d’inflamacio
heterogeni a diferents nivells del tracte digestiu.

Els paisos industrialitzats sén els que presenten major freqliencia de casos, i s'ha
correlacionat l'increment de la incidéncia amb el desenvolupament economic del
pais, aspecte que suggereix la influencia de I'ambient. La incidéncia de la UC és
major que la descrita per la CD, estimant-se als paisos occidentals en 1,2-20,3
persones per 100.000 habitants/any [3] [1]. La prevaléncia de la UC també és major
que la de la CD, i se situa en 7,6-246,0 casos per 100.000 persones/any [3]. La
simptomatologia associada a la IBD consisteix en diarrea, molésties abdominals i
simptomes generals com pérdua de pes i anoréxia[l]. Ocasionalment, els pacients
presenten també  manifestacions  extraintestinals  diverses: cutanies,
osteoarticulars, oftalmiques, hematolodgiques o vasculars, entre d’altres.

La CD pot afectar de forma discontinua i heterogénia el tracte gastrointestinal des
de la boca fins a l'anus, essent l'ili terminal i el cec les arees que presenten
afectacid amb major freqiéncia. Es caracteritza per irregularitats a les criptes i
infiltrat inflamatori format per limfocits i cel-lules plasmatiques que afecta de
forma transmural, de la mucosa a la serosa. Altres trets caracteristics de la CD sén
la presencia de granulomes i I’'engruiximent de la submucosa a causa de I'edemg;
també se sol veure afectat el sistema nervids entéric, amb I'aparicié d’hipertrofia
irregular i hiperplasia a les fibres nervioses [1].

La UC se circumscriu habitualment al colon, amb el recte com a “zona de partida”
fins a assolir el cec [4]. Histologicament, a la UC es ddéna un augment de la
guantitat de cél-lules inflamatories, que poden assolir la zona més profunda de la
mucosa, acumulant-se entre la base de les criptes i la capa muscular de la mucosa
sense arribar a tenir caracter transmural. Les poblacions limfocitaries se solen
disposar al llarg de les criptes, en contacte amb els neutrofils, mentre que a la base
de les criptes s’hi concentren cél-lules plasmatiques. La UC també es caracteritza
per una superficie colonica irregular denominada vellosa o pseudovellosa, alteracié
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de I'arquitectura de les criptes, metaplasia de les cel-lules de Paneth i disminucié
del moc intestinal [1].

La terapia classica per la IBD inclou des del tractament simptomatic amb farmacs
antiinflamatoris i immunosupressors, fins a la cirurgia per tractar complicacions
com les estenosis o eliminar segments amb afectacié severa. Els nous enfocs
terapéutics com I'as d’antibiotics o probidtics per manipular la flora intestinal, o
I’ds d’anticossos o d’altres agents biologics per bloquejar o neutralitzar citoquines,
receptors o moléecules de senyalitzacid, es basen en els avancos del coneixement
de la patogenia de la IBD. La cirurgia esta indicada com a ultima alternativa quan
cap dels tractaments farmacologics és efectiu, o es donen complicacions com la
perforacio o I'hemorragia massiva, que comprometen la vida del pacient [1].

El fet que les recidives siguin un fenomen freqlent (el 95% de pacients amb UC
recidiven en alguna ocasio al cap de 10 anys del diagnostic, mentre que el 40-70%
dels pacients de CD ho fan durant els 2 anys posteriors al diagnostic [1]), juntament
amb la limitada eficacia de les terapies disponibles, comporta el deteriorament de
la qualitat de vida del pacient i n'augmenta el risc de patir cancer colorectal [5]. Per
aix0 sén considerades les patologies croniques més importants que afecten el
tracte gastrointestinal dels humans.

1.1.2 Cancer colorectal

El CRC és la tercera forma més comuna de cancer, amb 1,4 milions casos
diagnosticats anualment al mdn, i és una de les principals causes de mort per
cancer als paisos industrialitzats, amb 694.000 defuncions I'any 2012 [6]. Aix0 no
obstant, s'esta reduint notablement la mortalitat per CRC gracies a campanyes de
deteccid precog i d'eliminacié de polips adenomatosos precancerosos.

Els principals factors etiologics coneguts del CRC sén la predisposicié genetica, els
factors dietetics i I'edat [7]. El patiment cronic de malalties inflamatories al colon
també es considera causa de CRC, segons la Sociedad Espafiola de Oncologia
Medica (SEOM) [8].

Amb independéncia de I'event iniciador, a tots els tipus de CRC, a excepcié del
cancer de colon hereditari no poliposic (HNPCC, Hereditary Non-Polyposic
Colorectal Cancer; o Sindrome de Lynch), es produeix un conjunt d’alteracions
genetiques, que en I'Ultim terme condueixen a neoplasia colorectal [9]. El model
proposat per Fearon i Volgestein [10] és ampliament acceptat com la seqliéncia
fenotipica pel desenvolupament de CRC. (Figura 1) La gran majoria dels tumors
malignes de colon es desenvolupen on ja existeixen lesions a la mucosa, com
poden ser polips o focus inflamatoris [10]. La transiciéd d’un creixement benigne
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(adenoma) a maligne (carcinoma) és progressiva i finalment, acaba expandint-se i
derivant a CRC, essent el més freqlient I'adenocarcinoma.

Cromosoma: 5q 12p 18q 17p
Alteracié:  Mutacié o pérdua Mutacié Pérdua Pérdua
Gen: FAP K-RAS pce? p53
Hipometil-lacié Altres
del DNA

alteracions

y

Epiteli > Epiteli Adenoma > Adenoma Adenoma ,[ . I aI 3 .
normal hipertrofiat K primari intermedi ) tarda Carcinoma Melastasnsl

Figura 1. Representacié adaptada del model proposat per Fearon i Volgesten el 1990 sobre la
sequiéncia del desenvolupament del CRC.[10]

Pel desenvolupament de la majoria dels CRCs és necessaria I'acumulacié d’entre
quatre i set mutacions a gens diferents. La mutacié més primerenca a la progressio
del CRC és al gen de la poliposi colonica adenomatosa (APC) [11]. Els resultats
d’aquesta mutacié seran un augment de la proliferacié cel-lular i la inhibicié de
I"'apoptosi [11]. Altres mutacions posteriors com les de l'oncogen K-ras es
produeixen durant un estadi adenomatds més avancgat, i la mutacié del gen de la
p53 és un event posterior a la transformacié cel-lular [10].

Basant-nos en el seu origen genetic, el CRC es pot dividir en dues classes: amb
poliposi i sense poliposi. Les mutacions que participen en la carcinogénesi del colon
s’han descobert mitjangant estudis genetics moleculars de sindromes amb
predisposicié hereditaria com la poliposi adenomatosa familiar (FAP, Familial
Adenomatous Polyposis) i el HNPCC. El 90% dels CRCs corresponen al CRC
esporadic [12], seguits dels CRCs hereditaris (FAP i HNPCC), i els CRCs associats a
colitis (CACs).

La FAP és una malaltia hereditaria amb heréencia dominant que causa nombrosos
polips al colon i al recte. Tot i que els polips sén adenomes benignes, alguns d’ells
esdevindran malignes si es deixen sense tractar. El risc de CRC a la poliposi no
tractada és del 100%. El gen APC esta identificat com un dels gens que sovint és
suprimit en algunes FAP familiars [13]. L’activacié de la via canodnica de Wnt
(Wingless-type), en la qual participa I’APC, a I'epiteli del colon sembla ser un punt
clau al procés d’aparicié de polips [14] [15].

El HNPCC és una sindrome neopasica altament penetrant que es transmet de
manera autosdmica dominant. Es un cancer prevalent al mén occidental i
constitueix un 5% de tots els CRCs. Els pacients amb HNPCC desenvolupen tumors
colorectals aviat, amb predomini al cdlon dret, i un subgrup de pacients també

5
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desenvolupa tumors a altres organs, entre els quals I'estémac, l'intesti prim, els
ovaris i I'endometri [16] [15]. Les mutacions presents als pacients amb HNPCC sén
mutacions heterozigotiques d’un dels gens reparadors de DNA (entre els quals es
troben tipicament els gens MLH1, MSH2 i MSH®6) [17] [18].

Microscopicament, 'adenocarcinoma és el tipus histologic més freqlient (90-95%),
seguit de I'adenocarcinoma col-loide o mucinos (10%). D’altres tipus, com el
carcinoma epidermoide, els tumors carcinoides, els sarcomes, els melanomes o els
limfomes, sén menys freqlients [8].

La majoria de pacients sén asimptomatics, o bé presenten simptomes inespecifics
produits pel tumor primari o per les metastasis. La perillositat rau en que aquests
simptomes es poden relacionar inicialment amb altres malalties benignes [8]. Fins
ara les opcions per tractar el cancer colorectal després d’una cirurgia sén Ia
quimioterapia i la radioterapia. Aquestes redueixen la progressié tumoral
mitjancant efectes citostatics i citotoxics directes en cel-lules tumorals [19].

1.1.3 Cancer colorectal associat a colitis

El CRC és una de les complicacions més greus de la IBD, en particular de la UC,
incrementant la mortalitat associada a la mateixa. Els factors de risc associats al
desenvolupament de CRC en pacients amb UC sén principalment I'extensié i la
duracié de la malaltia. De fet, pacients amb una UC extensa i de llarga evolucid
tenen un major risc de patir CRC que els individus normals (16.5% 30 anys després)
després d’un diagnostic inicial [20] [21]. Si bé en termes quantitatius només
representa el 2% dels CRCs, I'existencia d’aquesta associacid suggereix que I'estudi
de la transicié del fenomen purament inflamatori cap a la tumorigénesi pot aportar
dades que permetin comprendre de quina forma intervé el sistema immunitari en
el desenvolupament de processos tumorals [22].

S’ha constatat que el cancer apareix en regions amb inflamacié cronica, i les
cel-lules i citocines proinflamatories trobades en tumors poden contribuir al seu
creixement i progressié [20]. La inflamacid no resolta, latent, és part del
microambient tumoral en tumors gastrointestinals, entre d’altres. La infiltraci
leucocitaria i la presencia de mediadors solubles, com les citocines i les
guimiocines, sén caracteristiques clau de la inflamacié relacionada amb el cancer
[22].

A diferencia del CRC esporadic, al CAC, la carcinogéenesi pot donar-se
independentment de polips preexistents al teixit inflamat [21] [23], quan
I'homeostasi tissular es trenca per mutacions seqliencials i alteracions
epigenetiques en gens relacionats amb el cancer, com ara metil-lacié del DNA, o
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modificacié i mutacié d'histones [22]. A més, existeixen diferéncies en I'aparicié de
mutacions al CAC respecte al CRC esporadic (Figura 2): la freqlencia és diferent, en
periodes inicials del CAC es poden detectar mutacions a p53 i MSI (microsatellite
instability) al teixit inflamat, i hi ha una acumulaci6 de mutacions en un curt
periode de temps a l'inici del CAC [21] [23]. L’activacio cronica de NF-kB (Nuclear
Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) en macrofags i neutrofils
contribueix a la formacio de radicals oxigenats (Reactive Oxigen Species, ROS) i a la
produccié6 de NO (nitric oxide), citocines proinflamatories, prostaglandines
(generades per la sobre-expressié de COX-2) i senyals antiapoptotiques (com la
familia Bcl-xL) que cronifiquen, potencien i acceleren tot el procés que condueix a
la carcinogenesi [21] [23]. De fet, s’ha relacionat I'estrés oxidatiu a diverses
mutacions que predisposen a cancer a les cél-lules de I'epiteli intestinal, entre les
quals les del gen p53. Aixd altera processos clau i comporta la transformacio
maligna de cél-lules. Als ultims anys els estudis s’han centrat en les cel-lules
inflamatories i els circuits que es troben actius al microambient tumoral; d’aquesta
manera s’esta evidenciant que tenen també un paper crucial al desenvolupament i
la progressié de tumors [24] [22].

SPORADIC COLON CANCER
MS|
aneuploidy k-
m methylation CC;IiiSE DCC/DPCA
| ¢ ¢ | §

Normal

Earty Intermediate Late Cardnoime
mucosa * | adenoma * | adenoma * | adenoma "

COLITIS-ASSOCIATED COLON CANCER

aneuploidy/CIN
MSI
methylation

C0A2 @ DCC/DPCY kras
\ 1 | l

— | Carcinoma

Colitis;
MNo dysplasia

Indefinite
dysplasia

Low-grade
dysplasia

High-grade
dysplasia

Figura 2. Diferéncies en la seqiiéncia corresponent entre el CRC i el CAC segons Itzkowitz i Yio.[24]

S’ha demostrat que alguns farmacs antiinflamatoris redueixen el risc de CAC [25].
Un exemple serien els inhibidors de COX-2 [26]. Fins al moment, la COX-2
representa la diana més important en terapia anti-CAC amb farmacs
antiinflamatoris no-esteroidals (NSAIDs) que inhibeixen la COX-2 [27] [28] [29]. Uns
nivells elevats de COX-2 inhibeixen 'apoptosi i promouen la metastasi tumoral
mitjancant la generacid de grans quantitats de PGE, [30].
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1.2 Processos implicats en el CAC

Per poder esbrinar els mecanismes causants del viratge d’una situacié d’inflamacio
cronica cap al desenvolupament tumoral, molts autors s’han centrat en I'estudi
dels processos que es donen a cada una d’aquestes dues situacions.

Hanahan i Weinberg van descriure sis alteracions que van considerar essencials en
el creixement tumoral: senyals d’autosuficiéncia pel creixement (proliferatives),
senyals d'evasié de la mort cel-lular programada (apoptosis), potencial replicatiu
sense limits, angiogenesi sostinguda, i metastasi i invasid cel-lular [33]. Més tard, hi
van afegir noves capacitats: inestabilitat genomica i mutacio, inflamacié promotora
de tumors, reprogramacié del metabolisme energétic i evasié de la resposta
immune [34]. (Figura 3)

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing / Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Figura 3. Capacitats adquirides pels tumors. Model suggerit per Hanahan et al. el 2000 sobre les
diferents capacitats que adquireixen els tumors en el seu desenvolupament.[33] [34]

1.2.1 Proliferacio

Les cel-lules normals requereixen senyals mitogenics per passar d’un estat
quiescent a un estat proliferatiu. Aquests senyals provenen de factors de
creixement, components de la  matriu extracel-lular i molécules
d’adhesid/interaccié intercel-lulars, sense els quals cap tipus de cel-lula normal pot
proliferar. Molts oncogens imiten aquests senyals normals de creixement d’una
manera o d’una altra: els tumors generen molts dels seus propis senyals de
creixement, reduint aixi la dependéncia de I'estimulacié procedent del seu entorn.
Moltes cél-lules cancerigenes també adquireixen I’habilitat de sintetitzar factors de

8
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creixement que actuen de forma autocrina. La regulacié ascendent de determinats
receptors de membrana poden fer que la cél-lula es torni hiperreactiva en alguns
casos, i en d’altres hi ha canvis en els receptors de les integrines que afavoreixen la
transmissid de senyals de proliferacié. Pero també cal tenir en compte que els
tumors no sén estructures simples, sind que contenen diferents tipus cel-lulars, i
els que més evolucionen sén aquells en qué aquestes interaccions sén més
robustes. | les cel-lules inflamatories que infiltren els tumors poden promoure (més
que no pas eliminar) les cél-lules cancerigenes [33].

En un teixit normal, hi ha molts senyals antiproliferatius que mantenen la
quiescencia cel-lular i 'homeostasi tissular; aquests senyals inclouen inhibidors de
creixement citosolics i de la matriu extracel-lular. Els senyals antiproliferatius
poden bloquejar el creixement tumoral a través de varis mecanismes, com la
inactivacié de la via Wnt/B-catenina als enterocits de les criptes del colon [33]. De
fet, la via Wnt/B-catenina juga un paper central en el desenvolupament inicial dels
tumors colorectals [35]. Un altre cas ampliament documentat és el dels senyals
activats per TGFB (transforming growth factor-beta), que soén reguladors
importants del creixement cel-lular, de forma bifuncional. TGFB pot actuar positiva
o negativament sobre la divisié cel-lular, augmentant la proliferacié de cél-lules
mesenquimals i inhibint la de les cél-lules epitelials. Aixd I'assenyala com a un
element clau en manteniment de la integritat de I'epiteli [36]. Perdo un cop una
cel-lula epitelial s’ha transformat en adenocarcinoma, TGF3 promou el creixement
tumoral, la migracid, la invasid, i la metastasi a un estadi avangat de CAC [37].
També s’ha suggerit que el TGFp serviria de factor immunosupressor en I'evasié del
tumor enfront dels limfocits T citotoxics CD8+ (CTL) o limfocits NK (Natural Killer)
[34].

L’angiogenesi és una altra caracteristica vital per la proliferacié tumoral: els tumors
semblen activar el biaix angiogénic mitjangant el canvi d’equilibri entre inductors
angiogenics i els seus respectius inhibidors. D’entre els factors angiogenics, el més
potent és el VEGF (factor de creixement de I'endoteli vascular; vascular endothelial
growth factor), responsable del creixement i la permeabilitat de les ceél-lules
endotelials, la vascularitzacio i I'angiogénesi tumoral [38] [39]. El HIF-1 (factor 1
induible per la hipoxia; hypoxia-inducible factor 1) és el major regulador de VEGF,
en resposta a la hipoxia, per I'enllag amb el promotor VEGF [40] [41].

L'evolucié dels tumors finalitza a I'etapa de la invasio tissular i metastasi, on les
cél-lules cancerigenes serien capaces de separar-se de la massa tumoral i colonitzar
noves zones on inicialment tindrien nous nutrients i més espai per reproduir-se. Les
proteines implicades en aquesta fase inclouen moléecules d’adhesio, integrines, i
MMPs (metal-loproteinases de la matriu; matrix metalloproteinase), entre d’altres.
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1.2.2 Inflamacié

En condicions normals, en el tub digestiu existeix una inflamacié controlada,
fisiologica, la desregulacié de la qual pot conduir a una situacié d’inflamacié
descontrolada, patologica, en qué es perd la tolerancia a antigens de la microbiota
comensal. En aquesta situacié s’activen les respostes de la immunitat innata
(cel-lules epitelials intestinals o IECs, macrofags, neutrofils, etc.) i successivament,
la immunitat adaptativa (limfocits T i B). La interaccid d’ambdds sistemes mira de
resoldre I'agressid.

La induccid, regulacid, i resolucié de la resposta immunitaria innata implica un
ampli espectre de reaccions inflamatories. El dany cel-lular o els patdogens sén
detectats inicialment per PRRs (receptors de reconeixement de patrons; Pattern
Recognition Receptors) i sensors d’estrés en cel-lules scavenger (encarregades
d’eliminar debris cel-lular), com els macrofags de teixit, i les cel-lules dendritiques.
La secrecié de citocines proinflamatories, les quimiocines, i altres mediadors
estimulen la vasodilatacid, I'extravasacié de neutrofils, i I'arribada de components
del plasma com el complement i els anticossos, per destruir patogens i cél-lules
danyades. Després que una primera linia de fagocits elimini els agents iniciadors, la
inflamacié canvia per donar lloc a la reparacié tissular, i la homeostasi immune.
Aquesta transicié es caracteritza per un viratge depenent de quimiocines de
neutrofils cap al reclutament de mondcits, i la subseglient aparicié de macrofags
activats alternativament que secreten factors antiinflamatoris, remodeladors de
teixit, i angiogenics. Aquestes respostes poden ser polaritzades cap a un estat
proinflamatori, que promogui un perfil concret d’immunitat adaptativa, com els
limfocits Th1/Th2/Th17. La persisténcia d’'una resposta innata inadequada podria
conduir a malaltia inflamatoria. Si els activadors inflamatoris no poden ser aturats i
eliminats, o si persisteix I'estat proinflamatori, la inflamacié es cronifica donant lloc
a dany tissular, i a llarg termini mutacid i neoplasia, creixement tumoral,
angiogénesi, i metastasi [42] [43]. (Figura 4)

La familia de receptors Toll-like (Toll-like receptor; TLR) esta integrada per diversos
elements que actuen com sensors de patrons moleculars conservats evolutivament
i associats a patogens. Els TLRs reconeixen els microbis invasors i activen vies de
senyalitzacio per a I'eliminacié del patogen, i en vertebrats superiors, defineixen la
resposta del sistema immune adaptatiu [44] [45]. Per aix0 son dianes putatives per
interrompre les vies oncogéniques associades a la IBD [22].

A la IBD, la resposta immunitaria es troba alterada, tant la innata com I'adaptativa.
S’ha demostrat que els limfocits de mucosa intestinal de pacients amb CD o UC
actives proliferen quan s’exposen a la seva flora intestinal autologa, fet que no
passa en individus sans[46]; aix0 suggereix que la pérdua de tolerancia a la
microbiota pot ser un factor iniciador d’IBD que acaba desencadenant una resposta
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exagerada davant microbiota comensal. En concret, la UC es caracteritza per una
resposta Th2 [47].

Pel que fa a la seqiiéncia inflamacié-cancer, diverses molécules poden ser factors
d’enllag entre IBD i CAC. Entre aquestes s’inclouen (Figura 4) reguladors positius de
la inflamacid tals com el TNFa (factor de necrosi tumoral-alpha; tumor necrosis
factor alpha), IL-1 (interleucina-1; interleukin-1), IL-6 i quimiocines
proinflamatories; reguladors negatius com el TGFB, IL-10, TIR8 (també conegut
com a single immunoglobulin IL-1R-related molecule, o SIGIRR); elements de la via
COX-2; i receptors i molecules de senyalitzacié de la immunitat innata com el TLR4 i
MyD88 (myeloid differentiation primary response 88); i el NF-kB [22].

Th2
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Figura 4. Diferents possibles respostes immunitaries en la tumorigénesi que, segons Danese i
Mantovani el 2010, es consideren senyals de la regulacié positiva i negativa.[22]

1.2.3 Apoptosi
L'apoptosi (mort cel-lular programada) és un procés important que contraresta la
proliferacié sobredimensionada i regula fenomens comuns que, com la regeneracié

tissular, passen per una fase d’activacié de la proliferacio cel-lular [48] [49].

L'apoptosi es caracteritza per la fragmentacié citoplasmatica i la condensacié
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nuclear, i esta regulada per una varietat de gens entre els quals hi ha oncogens i
gens supressors de tumors. Entre els oncogens destaca el bcl-2, que codifica en una
proteina que es localitza principalment a la membrana mitocondrial i que
suprimeix I'apoptosi [33] [49]. El supressor tumoral més conegut és el p53, el qual
es troba mutat a més del 50% dels tumors humans i juga un paper important a
I’estrés genotoxic i a la hipoxia [50]. El factor p53 activa la transcripcié de gens que
bloquegen el cicle cel-lular, reparen el DNA, i afavoreixen I'apoptosi. L’espectre de
gens diana induits depén del tipus de senyal activador i del teixit analitzat. A més
de la seva activitat transcripcional, p53 també indueix apoptosi a través de
mecanismes no-transcripcionals, com la inhibicié del Bcl-2 i Bcl-XL a la membrana
mitocondrial [10] [51] [50] [52].

La deteccio de ceél-llules apoptotiques generalment promou una resposta
antiinflamatoria a nivell tissular i una tolerancia immunologica gracies a la seva
rapida eliminacié per fagocits. En canvi, |'eliminacié de cel-lules tumorals
apoptotiques pot promoure una resposta immunitaria antitumoral [53].

L'apoptosi és, per tant, un procés que convé estudiar, ja que controlar el seu
funcionament té un gran al potencial per combatre el cancer.

1.2.4 Adhesio cel-lular

La integritat estructural de I'epiteli intestinal es manté gracies a quatre sistemes
d’adhesid: uniod estreta (Tight Junction; T)), unié adherent (Adherens Junction; Al),
unié oberta (Gap Junction; GJ) i desmosoma. D'entre ells, la TJ és el component
més apical de la membrana basolateral, responsable de formar una barrera a la
difusié paracel-lular de molecules d’elevat pes molecular. La barrera es manté
gracies a I'expressié de les Als i TJs que permeten la unié entre cel-lules adjacents
mitjan¢ant un ancoratge al citoesquelet [54] [55].

Diversos estudis sobre la IBD suggereixen una afectacié de la barrera intestinal
[56], caracteritzada per un augment de la permeabilitat paracel-lular de I'epiteli
intestinal i la formacié de noves unions cel-lulars associades a la regeneracid de la
barrera intestinal. L'increment de la permeabilitat de la barrera intestinal suposa
una major exposicié de la mucosa als antigens luminals, fet que comporta una
resposta immune que pot perpetuar la inflamacid i, a la llarga, el desenvolupament
de tumors. (Figura 5)
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Figura 5. Esquema resum, de Walter et al., dels processos que es donen en el desenvolupament del
CAC.[57]

En les cel-lules cancerigenes pot alterar-se I'expressié de molecules d’adhesio
cel-lular (integrines) que podrien frenar la proliferacié cel-lular i mantenir
I"arquitectura tissular [33].

1.2.5 Altres factors: els miRNAs

Els microRNAs (miRNAs) son petites seqliéncies no codificants de RNA endogen de
cadena simple capaces de modular I'expressié génica post-transcripcionalment a
través de mecanismes de silenciament. Tenen de 18-25 nucleotids de llargada,
estan altament conservats i actuen sobre la regié sense traduir 3’ (3’-untranslated
region; 3’-UTR) del mRNA diana [58] [59]. (Figura 6). Els microRNAs van ser
descoberts durant estudis del gen lin-4 a I'helmint C. elegans, el 1993 [62]. Després
es va veure que molts organismes multicel-lulars expressen centenars de miRNAs,
els quals presenten un patré d’expressié dependent de tipus cel-lular i de teixit
[35].
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Els miRNAs poden regular negativament I'expressié genica a través de dos
mecanismes principals: la degradacié del mRNA diana o la repressié traduccional.
Els miRNAs que utilitzen aquest mecanisme redueixen els nivells de proteina dels
seus gens diana, pero els nivells de mRNA d’aquests gens es veuen poc afectats. La
utilitzacié d’un mecanisme o un altre dependra del mRNA diana [60] [61].

El fet que els miRNAs presentin seqliéncies altament conservades entre espécies
suggereix que intervenen en processos biologics essencials, com ara els relacionats
amb el desenvolupament, la diferenciacié cel-lular, la proliferacid i 'apoptosi [63]
[35]. Com d’altres sistemes regulats per miRNAs, el sistema immunitari utilitza
multiples miRNAs per equilibrar adequadament la seva capacitat funcional, a
través d’una modulacié molt precisa de I'activacié i la repressié [64]. Cada miRNA
de mamifer probablement actua en diversos centenars de mRNAs diferents [65];
per tant és probable que d’alguna manera la majoria dels mRNAs estiguin
controlats per altres miRNAs [66].

En humans, segons I'Ultim recompte de la base de dades mirBase al juny de 2014
[69], hi ha més de 28645 miRNAs madurs registrats. El nombre de miRNAs humans
verificats continua expandint-se.
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Figura 6. Biogeénesis dels miRNAs (segons Garzon et al.).[58]

Estimacions basades en estudis bioinformatics i en analisi amb microarrays
suggereixen que un 30% de tots els gens estarien sotmesos a regulacié per
14
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multiples miRNAs [70] [71]. A nivell molecular, s’ha vist que els miRNAs influeixen a
I'expressié del gen diana entre 1,2 i 4 vegades, indicant que no funcionen com a
interruptors dels gens, sind que modulen finament els nivells d’expressié de les
proteines reguladores clau [64].

Per tot aix0, els miRNAs poden tenir un paper clau en la carcinogénesi i es perfilen
com a nous biomarcadors i com a indicadors de dianes terapeutiques per a
aquestes malalties [64] [72]. Alguns investigadors sostenen també que el perfil de
I'expressié dels miRNA podria predir I’evolucid i el desenlla¢ d’una malaltia [73]. El
model genetic del desenvolupament de tumor colorectal proposat per Fearon i
Vogelstein el 1990 [10] aporta un marc per I'estudi dels estadis independents
implicats a una malaltia humana complexa com el cancer de colon associat a colitis.
| és que la identificacio d’alteracions genéetiques presents en tumors podria aportar
una eina molecular amb valor pronostic en pacients amb CRC [10]. Una possible
deteccid seria mitjancant I’analisi dels nivells de miRNAs o de les seves dianes.

Regulacié dels miRNAs

Hi ha dos tipus majoritaris de regulacié dels miRNAs: o bé un model classic per part
de proteines activadores o inhibidores, o bé una coregulacié del miRNA i el gen
hoste [58] [35].

Hi ha nombrosos estudis que corroboren el model de regulacié classic. Per
exemple, la via de senyalitzacié LIN-12/Notch regula I'expressié del gen miR-16. Un
altre exemple és el cas de miR-146, que conté en la seva regid 5-UTR tres
seqliéncies consens d’'unié de NF-kB, cosa que indica que miR-146 és un gen
depenent de NF-kB [58] [74] [35] [75]. La senyalitzacié de receptors TLRs participa
en la regulacié dels miRNAs, ja que indueix I'expressié de factors de transcripcié
que, com NF-kB, regulen I'expressié de certs miRNAs [64]. S’"ha demostrat un paper
modulador del supressor tumoral p53, en la maduracié post-transcripcional de
miR-16-1, miR-143 i miR-145 [76].

MicroRNAs i inflamacio

Se sap que els miRNAs estan implicats en la regulacié de la maduracio, proliferacid,
diferenciacié i activacié de cel-lules del sistema immunitari innat i adaptatiu. El
desenvolupament de cél-lules de la linia mieloide i la diferenciacié de les cel-lules B
i T estan sota control dels miRNAs [45], i la seva desregulacié pot tenir un paper en
la patogénia de malalties inflamatories. Un exemple de miRNA relacionat amb
inflamacié és el miR-155, que regula els nivells de les seves dianes per promoure la
resposta immune [64]. També hi ha una regulacid negativa dels miRNAs,
exemplificada per miR-146, que regula la senyalitzacié dels TLRs perque té dianes
com TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6), |IRAK1 (interleukin-1 receptor-
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associated kinase 1) i NF-kB, i miR-21, atenuant la resposta immune [64]. En els
ultims anys s‘ha comencat a esbrinar també la importancia de I'expressié dels
miRNAs en monocits i macrofags [77].

MicroRNAs i cancer

Els miRNAs s’han estudiat molt intensament en el camp de la recerca oncologica.
Hi ha evidéncies que suggereixen que la regulaci6 de miRNAs alterats esta
implicada en la patogenesi del cancer [58] [35] [78] [79], i s’ha observat una
alteracié als seus nivells associada a processos malignes, inclos el cancer de colon
[80].

La disminucié de I'expressié de miR-15 i miR-16 a la leucémia limfocitica cronica
com a conseqiiéncia de la delecié cromosomica 13q14.3 va ser la primera evidéncia
que relacionava la desregulacié dels miRNA i el cancer [78]. Més endavant es va
observar una consistent disminucié de miR-143 i miR-145 en el CRC [81]. En els
darrers anys aquests estudis s’han estés a altres tumors solids [35] [82]. L'Us de
microarrays de miRNAs ha confirmat que alguns miRNAs s’expressen de forma
diferent en mostres normals i tumorals [83] [84].

Els miRNAs poden promoure el cancer a través de diversos mecanismes, com la
desregulacié transcripcional, l'alteracié del nombre de copies, i la induccié
d'alteracions epigenetiques [35] [61] [82]. Aquells miRNAs la mutacié o perdua
d’expressid dels quals es correlaciona amb cancers humans es denominen
oncomirs. Una sobreexpressié o bé una infraexpressi6 de I'oncomir causaria
respectivament la inhibicié de gens supressors tumorals o I'activacié d’oncogens
[58] [61] [74] [82] [85]. També hi ha evidencies que determinats miRNAs controlen
les propietats invasives i metastatiques de les cél-lules cancerigenes[77] [78] [86].

Les mutacions que alteren drasticament el silenciament dels mRNAs no sén
habituals a la natura, pero es poden donar en els polimorfismes (single nucleotide
polymorphisms; SNP) que afecten les seqliencies dels miRNAs i a les regions
d’enllagc amb 3’-UTRs dels seus mRNAs diana, amb efectes aparentment subtils
perd que poden tenir importants repercussions quant al risc de desenvolupar CRC
[35] [59].
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1.3 Model Experimental de CAC en rosegadors

1.3.1 Aspectes generals

Fins ara es coneixia molt poc de la relacié entre inflamacié intestinal i cancer de
colon, pero els models animals han portat informacioé clau per comprendre millor la
progressié del CAC. Tot i no reproduir de forma precisa la complexitat de
I’etiopatogenia i el curs clinic de la malaltia humana, sén valuosos a I'hora
d’estudiar aspectes dificils d’abordar en humans, com els mecanismes
fisiopatologics en fases inicials de colitis, I'efecte de determinades terapies i la
influéncia de factors ambientals en el desenvolupament de cancer [87] [88].

Molts estudis sobre cancer es basen en la introduccié de cel-lules canceroses
humanes en animals immunodeficients. Aquests estudis tenen els desavantatges
que en general les cél-lules es trasplanten de forma no ortotopica (generalment
subcutaniament) i que no és possible estudiar la resposta immune de I'animal,
aspecte particularment rellevant si parlem de cancer colorectal associat a colitis.
Com a excepcio al primer desavantatge cal mencionar estudis en els quals, malgrat
I’ds d’animals immunodeficients, almenys les cél-lules tumorals s’implanten al
colon, i aixi tenen un microambient més semblant als tumors que es produeixen en
la clinica humana [89].

La disponibilitat de soques de ratolins amb una genetica ben definida, a la que es
poden incorporar mutacions, sobreexpressio o deleccié de gens concrets, permet
estudiar la influencia de gens concrets en el desenvolupament del cancer [90].
Donada la importancia del factor immunologic en la malaltia, en l'estudi de Ia
progressié del cancer colorectal associat a colitis convé utilitzar animals
immunocompetents [91] [92].

El cancer colorectal associat a colitis, perd, només apareix sense manipulacions
exogenes en uns pocs models, aixi que normalment es fan servir models d’animals
als quals s’indueix la malaltia. Els models de cancer colorectal associat a colitis en
animals es poden classificar en quatre categories: models induits quimicament,
models deguts a canvis genétics, models de malaltia espontania i models de
transferencia cel-lular [93] [94] [95] [96].

Com a la poblacié humana, la base genetica dels animals de laboratori és un
component significatiu de la carcinogenesi especifica d’organ [97] [90]. Les soques
de ratoli definides geneticament com a salvatges, que difereixen en la seva
sensibilitat als carcindgens de colon, ofereixen diferents avantatges per I'estudi de
la carcinogenesi especifica d’organ pero, sovint, sén variables i depenen de les
condicions ambientals sota les quals els animals sén mantinguts [90]. Hi ha molts
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mecanismes moleculars que poden contribuir a la sensibilitat diferencial al cancer
com ara la velocitat d’activacié i desactivacié del carcinogen, el grau d’alquilacié
del DNA i I'eficiéncia dels processos de reparacié [98].

1.3.2 Models de CRC

Els models en rosegadors son altament reproduibles, poden ser facilment aplicat
en animals amb caracteristiques genetiques especifiques i la patogenesi és
semblant al CRC huma, almenys als estadis inicials. Historicament, la majoria dels
estudis de carcinogenesi de colon s’han dut a terme en rates [101] [102]. Pero
I’elevada freqliencia de tumors generada al colon distal dels ratolins, aixi com la
histogénesi de multiples adenomes amb subsegiient desenvolupament
d’adenocarcinomes, també validen la importancia d’aquestes espécies per a
I’estudi de la patogénesi del cancer de colon [103] [104]. Un avantatge dels models
murins és la disponibilitat de I'extensa informacié geneética, de soques
consanguinies, ratolins transgénics, knockout (KO) i knockin (KI) disponibles per
I’estudi. Un notable desavantatge d’aquests models és que en general no s’arriba a
desenvolupar un fenotip invasiu i metastatic [90] [105] [106]. Un important
avantatge, en canvi, és que els models en rosegadors mimetitzen la seqliéncia
adenoma-carcinoma que es troba al CRC huma [90].
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Figura7. Metabolitzacié de la dimetil-hidrazina, extret de Rosenberg et al., 2009.[90]

De fet, el model més utilitzat de CRC es basa en administrar DMH (1,2-
dimethilhidrazina) o el seu metabolit directe AOM (azoximeta; metil-metilimino-
oxid-azani)[90], que tenen un marcat tropisme colonic. Aquests compostos son

18



1. Introduccio

carcinogens metilants que realitzen una activacié in situ d’electrofils reactius amb
el DNA [94] [97] [109] [110]. (Figura 7). El metabolit reactiu MAM (acetat metil-
azoximeta) facilment produeix un ié metildiazoni, que pot alquilar macromolécules
al fetge i al colon [111] [112] [113], i metilar la guanina a les posicions 0°o N’ (O°-
metil-desoxiguanosina i N7-metiI-desoxiguanosina)[90] [114]. (Figura 7). La relativa
estabilitat del MAM[107] amb una semivida d’unes 12 hores, és suficient perqué
MAM accedeixi al colon per via sanguinia [108]. Les lesions apareixen al colon distal
i al recte dels animals d’experimentacid, una distribucié semblant a la que s’ha
trobat al CRC huma [97].

Els primers estudis amb aquests agents carcindgens van mostrar alteracions
histologiques, com canvis mucinics i alteracions a la velocitat de proliferacié a les
criptes [115] [116] [117], o formacidé d’ACFs (focus de criptes aberrants)[118] [119]
[120] [121]. S’ha comprovat que les ACFs humanes comparteixen una morfologia
similar i estan presents al teixit de colon aparentment normal dels pacients amb
CRC [122] [123]. La naturalesa i I'ordre dels canvis genetics afecta la morfologia
dels ACFs i la progressié tumoral [10] [124] [125]. L'AOM s’ha utilitzat extensament
per generar gran nombre de lesions epitelials precancerigenes que sén el referent
de les ACFs [97]. La gravetat de les lesions pot veure’s incrementada per la
preséncia de promotors tumorals com |'acid colic o amb dietes riques en ferro, i
comporten alteracions a la via de senyalitzacié de Wnt, com ara mutacions a la B-
catenina [126]. Tant a la rata com al ratoli, les ACFs planes creixen més rapidament
qgue les classiques ACFs elevades, possiblement com a resultat de I'activacié del
Wnt i de la multiplicacié accelerada de les criptes [127]. Les lesions caracteritzades
en aquests models podrien esdevenir Gtils per la prediccié del risc de cancer en
humans [90].

La promocid del tumor s'ha relacionat amb la sensibilitat diferencial de cada soca a
AOM o DMH [98] [90] [128]. Altres grups destaquen que no han trobat diferéncies
dependents del sexe i I'exposicié prenatal a AOM [129].

1.3.3 Models de UC

La colitis induida per dextrasulfat sodic (DSS) és el model més utilitzat per a I'estudi
de la UC. La resposta al DSS presenta una certa variabilitat que ve donada per la
soca, el proveidor i el géenere dels animals, aixi com la concentracié i el pes
molecular del DSS, la duracié de I'exposicid i la carrega ingerida del mateix. Tot i
aixo, és un model forca reproduible sota les mateixes condicions experimentals
[130] [131] [132] [133] [134]. El tipus de colitis que es produeix es considera
adequat per estudis que pretenguin provar nous conceptes d’intervencio
terapéutica i per a estudiar aspectes particulars de la inflamacié intestinal. Es
considera que el model té un alt valor predictiu [135].
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Els animals colitics mostren canvis clinics com ara: una significativa perdua de pes,
aparicié de diarrea sanguinolenta, canvi de comportament (disminucié de la
ingesta, reduccié de les conductes d’empolainament, estupor, lordosi, etc.). Els
canvis histologics inclouen: engruiximent de la paret intestinal i escurgament
colonic, lesions que afecten la mucosa i submucosa amb preséncia d’ulceracions,
més evidents en colon distal, edema i infiltracié de cel-lules mononuclears, lesié de
criptes i pérdua de l'arquitectura normal de la mucosa. Mentre que els
immunologics consisteixen en: una moderada perd sostinguda produccié de
citocines IL-18, IFNy, IL-1B, IL-12, TNFa, IL-17, etc. [100] [136] [137]. Quan
I’'administracio de DSS es produeix de forma ciclica (o en un unic cicle en la soca
C57BL/6) els ratolins arriben a desenvolupar lesions croniques que es poden
allargar durant setmanes després del periode d’exposicid. Aquestes lesions es
caracteritzen per la preséncia de prominents fol-licles limfoides i displasia epitelial
[138].

La colitis induida per DSS és mediada per mecanismes diferents segons la fase de la
malaltia [139]. A la fase aguda es considera que la immunitat innata realitza un
paper fonamental i les lesions observades es correlacionen amb I'augment de
citocines proinflamatories derivades de macrofags (TNFa, IL-1B8, IL-6). Les ceél-lules
B i T (immunitat adaptativa) no semblen necessaries per a la induccié de la
inflamacié en aquest model, ja que és reproduible en ratolins SCID (severe
combined immunodeficiency, immunodeficiéncia severa combinada) [139]. La fase
cronica es caracteritza per una lenta reparacié de la mucosa després de I'extens
dany inicial. Aquesta fase es considera mediada per limfocits que han estat activats
per citocines proinflamatories de la fase anterior [140]. Aquests limfocits secreten
elevades quantitats de IFNy i IL-4, suggerint que tant les cél-lules Thl com les Th2
juguen un paper patogenic en aquesta fase. A més, estudis més recents
suggereixen la implicacié també de les cel-lules Th17 en aquesta etapa, tal com
succeeix a la CD [141][142] [143].

El DSS pot actuar com un carcindgen colonic no-genotoxic, fet pel qual aquest
model permet estudiar també la seqiliencia inflamacié-cancer, ja que en fases més
avancades i de forma semblant al que succeeix en humans, apareixen amb elevada
incidencia fenomens neoplasics en colon, com a resultat dels mecanismes propis
de regeneracid tissular.

1.3.4 Models de CAC

Per intentar reproduir el CAC s’ha utilitzat la induccié d’inflamacié en animals
tractats amb carcinogens com I’AOM o bé que presenten mutacions heretables que
predisposen al desenvolupament tumoral [138]. Aixi es van desenvolupar diversos
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models experimentals, com el tractament amb DSS d’animals I’APC™" i 0 d’animals
gue havien estat tractats amb AOM. Aquest Ultim representa un model muri molt
valuds per I'estudi del CAC, perqué és una variant d’un model estandard de colitis
en el qual 'administracié oral de DSS ciclica als ratolins provoca situacions similars
als brots que s’observen a la colitis [22] [144]. En aquest model, els ratolins
desenvolupen tumors després d’'un temps d’exposicié a DSS relativament curt, en
comparacié amb els que només reben DSS; l'efecte s’incrementa mitjancant
administrant AOM abans de la primera administracié de DSS, cosa que causa la
formacio de OG-metiIguanina i promou de forma consistent el desenvolupament de
cancer colorectal [22].

Hi ha molts estudis que han utilitzat diverses variacions d’aquest model i que han
estudiat diversos aspectes com ara I'analisi seqiiencial de les alteracions
patologiques durant la carcinogenesi. Aquests estudis han permeés confirmar que la
inflamacié provocada pel DSS té un efecte potenciador de la tumorigénesi. Alguns
suggereixen una participacié de l'estrés nitrosatiu causats pel DSS en el procés
tumorigenic [145]. Els canvis en I'expressié génica ocasionats per la mutagenesi i
també pel propi procés inflamatori tenen un fort impacte en el desenvolupament
del cancer [146] [147]. Tot i que la tumorigénesi subministrant Unicament cicles
repetitius de DSS en l'aigua de beguda és factible, I'exposicié requerida és molt
llarga i la incidéncia i/o multiplicitat dels tumors induits sén relativament baixes
[138].

El model experimental de CAC més estés en rosegadors és doncs I'administracié
d’AOM en combinaci6 amb [’exposicid ciclica a DSS. D’aquesta manera
s’incrementa la incidéencia de lesions displasiques en relacié a les produides per la
simple administracié ciclica de DSS durant periodes perllongats [22]. S’ha
comprovat que el model animal d’azoximeta amb dextrasulfat sodic (AOM/DSS) és
una eina molt util per la recerca dins la patogenesi i la quimioprevencié de la
carcinogenesi de colon relacionada amb la colitis [90].

1.3.5 Altres models

Tot i que no existeix un model animal que reprodueixi totes les caracteristiques
cliniques i patogeéniques del CAC, cada un d’ells permet explorar diferents aspectes
dels mecanismes responsables de la iniciacid i perpetuacid de la malaltia.

La delecid o sobreexpressié de determinats gens ha permeés identificar factors
geneétics implicats en la patogénesi del cancer de colon [93] [94]. La delecié genica
(knock-out, KO, /) o la sobreexpressié d'un gen permet identificar com i perque els
defectes immunologics produeixen inflamacié intestinal. Per exemple, amb els
models de ratolins IL-10 KO es pot estudiar la colitis i el cancer de colon associat a
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colitis. Els canvis inflamatoris comencen al colon distal cap a les 3 setmanes d’edat i
progressa pel colon proximal sense administrar patogens externs addicionals, i cap
als sis mesos d’edat el 60% desenvolupa adenocarcinomes. A més, es poden tractar
addicionalment amb AOM i DSS [148] [149] [150]. Actualment, amb el
desenvolupament de la tecnologia de RNA d’interferéncia, els ratolins KO no sén
['Unica possibilitat experimental de bloquejar un determinat gen [94].

L'inconvenient dels models transgénics o geneticament modificats és que Ia
majoria depenen de factors ambientals (flora entérica) i la seva manifestacio i
severitat poden arribar a ser altament variables per aquest motiu o, fins i tot,
necessitar varis mesos fins a assolir la colitis (per exemple, els IL-10 KO) [95]. S’ha
comprovat que l'abséncia de bacteris en diversos models murins de cancer de
colon associat a colitis ha resultat en la desaparicio de la displasia o el cancer [152],
aixi que la presencia i el reconeixement de bacteris intestinals sembla ser necessari
per a la carcinogénesi associada a inflamacié [153]. Es per aquests i d’altres motius
(cost, temps, reproductibilitat, etc.) pel que s’utilitzen més comunment models
animals com els induibles (DSS, AOM) que, tot i que tenen limitacions, son
assequibles i reproduibles, pel que resulten molt adequats per provar noves
estratégies terapeutiques [95].

1.3.6 Seleccio de la soca

Considerat com un reactiu biologic, I'animal de laboratori ha de poder garantir un
nivell optim de qualitat, el qual ve determinat per les seves caracteristiques
fenotipiques. Donat que en un estabulari I'ambient és una variable relativament
controlada, la genetica de I'animal juga un paper clau a I'"hora de definir el seu
fenotip. Dins de I'ampli ventall de soques disponibles (consanguinies o no),
destaquen les segiients:

1. Soca CD-1 (no consanguinia). Malgrat que presenta una elevada variabilitat
geneética entre individus del mateix grup i una resposta immunitaria variable
davant proteines alienes, s’utilitza for¢a en estudis de toxicologia, ja que es
considera que precisament per la seva variabilitat genética els resultats
obtinguts en aquesta soca poden reflectir les respostes de la poblacié general
[154] [155] [156]

2. Soques BALB/c i C57BL/6 (consanguinies). Aquesta darrera és la més
freqlientment utilitzada com a base per a obtenir linies genéticament
modificades. Actualment és la soca consanguinia més utilitzada i va ser
escollida pel International Mouse Sequencing Consortium per la seqlienciacid
del genoma muri. Cal destacar que BALB/c i C57BL/6 presenten importants
diferéncies en la resposta immunitaria: s’ha descrit que els ratolins C57BL/6
sdn més susceptibles a la colitis i tendeixen a cronificar fins i tot després d’un
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sol cicle de DSS [20] [157][158]. Aquesta soca ha estat, doncs, I'escollida en els
nostres estudis sobre models animals, precisament per aquestes
caracteristiques, que fan que sigui més facil aproximar-se a les condicions en
gueé es desenvolupa el CAC en humans [159] [160] [161].
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Hipotesis i Objectius

L'associacid entre la inflamacid cronica de l'intesti i el risc de desenvolupar cancer
colorectal ha estat establerta en estudis epidemiologics. Els mecanismes implicats
en aquesta associacid sén multiples i molts d’ells sén encara desconeguts. La
inflamacié intestinal cronica pot ser, en part, el reflex de deficiéncies innates o
adquirides en la funcié barrera i en la reparacid epitelial. Els receptors TLR poden
modificar la integritat de la barrera intestinal i tenen una important funcié a I’hora
de dimensionar qualitativament i quantitativament la resposta immune adaptativa
i de posar en marxa mecanismes reparadors. A més la senyalitzacié dels TLRs pot
alterar la regulacié de fenomens de proliferacié i apoptosi, que poden afectar al
desenvolupament i progressié del cancer i esbiaixar les poblacions leucocitaries
responsables de la resposta antitumoral. L'estudi d’agquestes complexes
interaccions és dificil partint de mostres cliniques, donat que en l'actualitat els
pacients d'IBD reben tractaments pal-liatius de diversos tipus, capacos d’inteferir
en els processos d’interes.

Per a obtenir dades que permetin aprofundir en la relacié inflamacié-cancer és
imprescindible la utilitzacié de models animals en els quals es pugui provocar una
inflamacié intestinal cronica i monitoritzar la seva deriva tumorigénica sense la
interferencia d’agents terapéutics. Aquest treball s'adreca a investigar la correlacié
inflamacio-cancer en el context intestnal, partint de models animals i de mostres
de teixit huma, amb els seglients objectius:

1: Estudiar com afecta la persistencia d’inflamacié al desenvolupament tumoral en
ratolins, tractats o no amb un agent mutagen (AOM) pel que fa a curs clinic,
alteracions histologiques i a nivell de perfils d’expressio génica.

La resposta inflamatoria pot conduir a modificacions importants en I'expressié de
microRNAs. L'expressié d’alguns d’ells esta alterada en diversos tipus de cancers i
podrien afavorir la tumorigenesi.

2: Estudiar els canvis d'expressio de microRNAs en teixit tumoral i no tumoral amb i
sense inflamacio obtingut de models murins AOM/DSSS, i analitzar "in silico" com
poden afectar aquests canvis d’expressid a processos relacionats amb la
tumorigénesi.
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L'estudi de I'expressié genica en biopsies de colon huma sa, inflamat i amb
adenomes pot aportar informacid rellevant sobre els processos que connecten
inflamacié i cancer.

3: Valorar els canvis d’expressid geénica en mostres de teixit sa, tumoral
(adenomes) i procedent de pacients de colitis ulcerosa utilitzant micromatrius, i
analitzar "in silico" I'impacte que aquests canvis pot representar en els processos
relacionats amb el CAC.

La alteracid de la funcidé barrera és un dels trets més importants amb que cursa la
IBD. Entre les causes que determinen la persisténcia de la inflamacié intestinal
destaquen les respostes alterades a lligands de TLR, en particular a les cél-lules de
la linia monocitica-macrofagica. L’alteracié de la seva resposta a lligands de TLRs
pot donar lloc a perfils secretors andmals, amb efectes deleteris sobre la funcié
barrera.

4: Valorar in vitro I'impacte d’un entorn inflamatori generat per estimulacié de
monocits de pacients de UC amb lligands de TLRs sobre la funcid epitelial barrera.

Finalment, és probable que hi hagi diferéncies en les poblacions leucocitaries dels
pacients amb UC en funcié del grau de la malaltia, la presencia d’un brot o el tipus
de tractament. En models murins aquestes poblacions leucocitaries també han
estat descrites, i en ells és factible analitzar I'’evolucié de les poblacions de cara a
contrastar el seu valor com a biomarcadors en abséncia de modificacions induides
per la farmacoterapia.

5: Estudiar com es modifiquen les poblacions leucocitaries en models murins
AOM/DSS, i comparar els resultats amb els de diferents grups de pacients. Analitzar
si alguna de les poblacions estudiades pot tenir valor com a biomarcador de
progressio inflamacid-cancer.

Per abordar aquests objectius, hem realitzat diversos estudis distribuits en els
seglients apartats:

* Objectiu 1: als apartats 3.2.1, 3.2.2,i 3.2.3.

* Objectiu 2: al apartats 3.2.4.

* Objectiu 3: al apartats 4.2.3.

* Objectiu 4: al apartats 4.2.2.

* Objectiu 5: als apartats 3.2.5i14.2.1.
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