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RESUMEN

El cancer colorrectal es uno de los mas comunes en la actualidad y las enfermedades que causan inflamacion
en el intestino aumentan el riesgo de desarrollar esta patologia. A su vez, una dieta rica en carnes procesadas
y cocinadas es fuente de aminas heterociclicas (AHCs), unos compuestos con potencial carcinogénico.
Estas pueden producir cambios en la regulacion de las rutas metabolicas dentro de las células, llevando a
respuestas proinflamatorias prolongadas que promueven el cancer. Por el contrario, algunos tipos de fibra
o los probidticos podrian tener efectos beneficiosos sobre estas rutas y contrarrestar el efecto de las AHCs.

En este trabajo se analizaron las proteinas p38, Akt y STAT3 para ver la modulacion de sus respectivas rutas
en tejido muscular estriado de rata, tras la suministracion de la AHC PhIP, junto con el compuesto dextrano
sulfato de sodio (DSS). Asimismo, también se analizaron estas proteinas en tejido de ratas suplementadas
con fibra y el probidtico VSL#3® para ver su posible efecto atenuante, comparandolo con el efecto del
PhIP. Para ello se realiz6 la homogeneizacion del tejido y, posteriormente se llevaron a cabo técnicas de
electroforesis y Western-Blot, con el fin de identificar y cuantificar las proteinas de interés.

Tras la obtencion de los resultados se observo cierta modulacion de las vias en algunos casos en el grupo
PhIP+DSS. Sin embargo, no se obtuvieron resultados concluyentes para el probidtico y la fibra. Se concluye
en que se necesitan mas estudios para confirmar el efecto del PhIP, probidtico y fibra en tejido muscular
estriado de rata.

ABSTRACT

Colorectal cancer is one of the most common cancers nowadays and diseases that cause inflammation in
the gut increase the risk of developing this pathology. In turn, a diet rich in processed and cooked meats is
a source of heterocyclic amines (HCAs), compounds with carcinogenic potential. These can cause changes
in the regulation of metabolic pathways within cells, leading to prolonged pro-inflammatory responses that
promote cancer. Conversely, some types of fibre or probiotics may have beneficial effects on these pathways
and counteract the effect of HCAs.

In this project, p38, Akt and STAT3 proteins were analysed for the modulation of their respective pathways
in rat striated muscle tissue following the administration of the HCA PhIP together with the compound
dextran sulphate sodium (DSS). In addition, these proteins were also analysed in rat tissue supplemented
with fibre and the probiotic VSL#3® to see their possible attenuating effect, compared with the effect of
PhIP. For this purpose, tissue homogenisation was performed and, subsequently, electrophoresis and
Western-Blot techniques were carried out in order to identify and quantify the proteins of interest.

After the results were obtained, certain modulation of the pathways was observed in some cases in the
PhIP+DSS group. However, no conclusive results were obtained for the probiotic and fibre. It is concluded
that further studies are needed to confirm the effect of PhIP, probiotic and fibre on rat striated muscle tissue.
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LISTADO DE ABREVIATURAS

AGCC — Acido graso de cadena corta

AHC — Amina heterociclica

AOM -Azoximetano

BMP - Proteina morfogenética 6sea

CAC — Cancer colorrectal asociado a colitis

CCR - Cancer colorrectal

CMI — Célula madre intestinal

CU - Colitis ulcerosa

DO — Densidad 6ptica

DSS — Dextrano sulfato de sodio

EC — Enfermedad de Crohn

EEI — Enfermedad inflamatoria del intestino

EGF — Factor de crecimiento epidérmico

ERK - Quinasas reguladas por sefiales extracelulares
GSK - Glucdgeno sintasa

IL - Interleucina

ISAPP - Asociacion Cientifica Internacional para Probioticos y Prebidticos
JNK - Quinasa N-terminal c-Jun

MAPK - Proteinas quinasas activadas por mitdogeno
mTORC - Complejo mamifero diana de la rapamicina
PhIP - 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridina
PI3K - Fosfatidilinositol 3-quinasa

PKB — Proteina quinasa B

PTEN - Fosfatasa

STAT3 — Transductor de sefiales y activador de transduccion 3
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TEM - Transicién epitelio-mesenquimal
TGF — Factor de crecimiento transformante
TNF — Factor de necrosis tumoral

VEGF - Factor de crecimiento endotelial vascular
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1 INTRODUCCION

El cancer colorrectal (CCR) es el cuarto tipo de cancer con mas incidencia en todo el mundo y la
quinta causa de muerte por cancer, segun datos del afio 2022, recogidos del Observatorio Global
de Cancer. Europa es el segundo continente con un mayor niumero de nuevos casos (30%), siendo
Asia el Ginico que lo supera con un 47,6% de incidencia. Ademas, se prevé que, a pesar de que en
la actualidad son mas comunes los programas de deteccion que permiten detectar un mayor
numero de casos a tiempo, tanto el numero de nuevos casos como la mortalidad sigan aumentando
de manera que para el afio 2040 la incidencia haya ascendido al 63% a nivel mundial y la

mortalidad al 73% (1,2).
1.1 Factores que influyen en el CCR

1.1.1 Factores de riesgo
Los factores de riesgo de CCR son muy variados. A veces puede haber un componente hereditario,
pero normalmente la mayoria de los casos son esporddicos. La presencia de otras patologias,
como, por ejemplo, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn o enfermedades autosomicas
dominantes como el polipo adenomatoso familiar o el sindrome de Lynch incrementan el riesgo

de CCR (2).

Por otra parte, existen otros factores que también contribuyen a aumentar el riesgo de CCR, pero
que pueden ser modificados por el individuo. Entre estos cabe mencionar un estilo de vida
sedentario, el estrés, la contaminacion, el consumo de tabaco, la obesidad o el microbioma (2—4).
Los dos tultimos estan estrechamente relacionados con el tipo de dieta, que constituye uno de los
factores modificables mas importantes en el contexto del CCR. Por ejemplo, existen evidencias
de que una dieta occidental, caracterizada por una elevada ingesta de grasas, carbohidratos y
productos refinados, bajo contenido en fibra y alimentos frescos (5) esta relacionada con una
mayor incidencia del CCR (2). A nivel individual, las carnes rojas y procesadas se encuentran
entre los principales alimentos que acumulan evidencias en cuanto al CCR, puesto que contienen
compuestos como sulfuros, grasas saturadas y hierro hemo, los cuales generan un mayor estrés
oxidativo y provocan que se formen potenciales agentes carcinogénicos (6). Ademas, durante el
cocinado a altas temperaturas de este tipo de carnes también se generan compuestos con potencial
mutagénico, entre los cuales destacan las aminas heterociclicas (AHCs), un tipo de xenobioticos,
es decir, “agentes quimicos que se encuentran en los organismos o el medio ambiente pero no son
producidos en estos”. Algunos de ellos, como los antibidticos o los antioxidantes tienen efectos

beneficiosos, pero existe un gran numero de xenobioticos cuya exposicion prolongada puede dar
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lugar a patologias como el cancer (7). Las AHCs son absorbidas en el intestino y llegan a las
células pudiendo producir mutaciones tras un consumo excesivo y habitual de los alimentos que
las contienen (4,6). Una de las mas comunes es el 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridina
(PhIP), un agente carcinogénico que se encuentra en carnes fritas y que es la AHC que presenta

mayores niveles de ingesta en la poblacion (8).

1.1.2  Inflamacion cronica
La inflamacion cronica es una condicion que predispone a padecer CCR y es caracteristica de
patologias como la colitis ulcerosa (CU) o la enfermedad de Crohn (EC). Durante un estado
inflamatorio prolongado la funcion de la barrera intestinal se ve afectada, de modo que aumenta
su permeabilidad, lo que facilita que moléculas genotdxicas penetren el epitelio y entren en las
células madre intestinales (CMlIs), provocando dafios en el ADN (9). Estos cambios pueden dar
lugar a mutaciones en las CMIs en genes clave para la formacion y promocion de tumores,
mediante la activacion de la transcripcion de oncogenes ¢ inhibicion de los genes supresores de

tumores, dando lugar al inicio del cancer (4,9).

Asimismo, debido a la inflamacion, el epitelio intestinal se esta renovando constantemente, lo que
conlleva a una regeneracion excesiva que fomenta el crecimiento celular y la proliferacion de las

células tumorales, provocando la promocion del tumor. (4).

Para estudiar los procesos inflamatorios y simular distintos estados de inflamacion del tracto
intestinal en modelos animales, suele utilizarse el compuesto dextrano sulfato de sodio (DSS), un
polisacarido que induce dafio en el epitelio intestinal, de manera que provoca un incremento de la
permeabilidad de la barrera, lo que termina dando lugar a inflamacion. Por ello, este compuesto
es muy util para producir efectos similares a los de la CU humana en ratones. El nivel de dafio
producido depende de la concentracion administrada, asi como de la frecuencia y de la duracion

de cada estudio. Normalmente se suelen utilizar concentraciones de entre 1,5% y 3% (10).

1.1.3 Fibra
La fibra se define como “polimeros de carbohidratos comestibles con tres o mds unidades
monoméricas que son resistentes a enzimas digestivos endogenos y que, por tanto, no son
hidrolizados ni absorbidos en el intestino delgado” (11). Existen distintos tipos de fibra
dependiendo de sus propiedades (11), por ejemplo, las insolubles contribuyen a aumentar la masa
fecal, mientras que la mayoria de fibras solubles son fermentables. Estas son utilizadas como
sustrato por la microbiota, definida como el conjunto de microorganismos que habitan en el
intestino e interaccionan entre si y con el hospedador, conformando un ecosistema complejo,
dindmico y heterogéneo en el espacio (12). Algunas de las bacterias que forman parte de la
microbiota tras la fermentacion producen acidos grasos de cadena corta (AGCC). Estos son

utilizados por los colonocitos como fuente de energia y tienen efectos beneficiosos, como la
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contribucion al mantenimiento de la barrera intestinal mediante la estimulacion de produccion de
moco. Ademas, el consumo regular de fibra reduce el uso de otros nutrientes por parte de la
microbiota, como los aminoacidos, cuya fermentacion genera metabolitos mas perjudiciales con

efectos proinflamatorios (11).

Por tanto, algunas fibras se consideran prebioticos, que, segliin se ha establecido en el convenio
de la Asociacion Cientifica Internacional para Probioticos y Prebioticos (ISAPP), son “sustratos
selectivamente utilizados por la microbiota intestinal que confieren beneficios para la salud”.
Asimismo, cabe resaltar que no todas las fibras se ajustan a estos requisitos, pues depende de sus

propiedades, asi como del tipo de organismo que las consuma (13).

1.1.4  Probidticos
Los probidticos son una o mas cepas seleccionadas de microorganismos que en las cantidades
adecuadas producen efectos beneficiosos en el organismo y ayudan a mantener el equilibrio de la
microbiota (14). En relacion con el CCR, algunas especies de los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium son capaces de promover apoptosis e inhibir el crecimiento y la proliferacion de
células tumorales, ademas de intervenir en la proteccion de la barrera intestinal, ya que son
eficaces en la fermentacion de carbohidratos complejos que producen AGCC. Asimismo, los
probioticos también poseen la capacidad de unirse a sustancias carcinogénicas como las AHCs,
por lo que se ha visto que su consumo en conjunto con productos carnicos fritos reducia la

mutagenicidad (15).

1.2 Causas del inicio del tumor en el colon

Las mutaciones que inician el tumor se producen principalmente en las CMIs y provocan una
reprogramacion metabdlica en estas, es decir, cambios en el metabolismo celular que promueven
la activacion de genes relacionados con la proliferacion y crecimiento celular de forma excesiva.
Por esta razon, se activan también rutas del metabolismo de la glucosa, lipidos, glutamina y otros
metabolitos, ya que las células requieren de una gran cantidad de energia para estar dividiéndose
constantemente (16). Las CMIs reprogramadas, posteriormente se diferencian a otros tipos
celulares como los enterocitos del epitelio intestinal, que mantendran esas mutaciones y

funcionaran como células tumorales (17).

No obstante, no hay una unica mutacion que inicie el tumor, sino que dependiendo de las posibles
causas que lleguen a producir estos cambios metabolicos, pueden ocurrir unas mutaciones u otras,
de modo que las rutas metabodlicas que se activen o inhiban pueden variar entre casos y esto
determinara el desarrollo del cancer. En el 70% de los casos, el tumor se inicia por mutacion en

el gen de la poliposis adenomatosa coli (4PC), contribuyendo a la pérdida de su funcién (16).
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1.3 Vias metabolicas y marcadores

Existen multiples vias metabolicas implicadas en el CCR, las cuales interaccionan entre si a través
de distintos factores. Muchas de ellas activan procesos que favorecen el inicio y/o el desarrollo
del tumor, como la ruta Wnt/p-catenina, la cual es activada en exceso tras una mutacion en el gen
APC y posterior mutacion del gen KRAS (16-20). Ademas de esta, son también importantes la
via de las quinasas activadas por mitogeno (MAPK/p38), la del fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)
/Akt o la ruta del transductor de sefiales y activador de transduccion 3 (STAT3). Todas ellas, estan
implicadas en la activacion y transcripcion de genes con funciones como la proliferacion y el
crecimiento celular, la supervivencia por medio de inactivacion de apoptosis, angiogénesis o la
progresion hacia metastasis. Como resultado de la reprogramacion metabdlica, estas vias estan
desreguladas y sobre activadas en el CCR dando lugar a la formacién de mutaciones y la
produccioén de ciertas moléculas que las activan, como algunas citocinas producidas por células

del microambiente tumoral (16—18,20).

Por el contrario, también existen algunas rutas metabodlicas que contribuyen a contrarrestar la
progresion tumoral como son la via Hippo, la del gen supresor de tumores p53 y la ruta de la
proteina morfogenética 6sea (BMP)/SMAD, que en el contexto de CCR se encuentran inhibidas
o con poca actividad como resultado de la mutacion y silenciamiento de determinados genes. Por
ultimo, vias como la de la quinasa N-terminal c-Jun (JNK) y la del factor de crecimiento
transformante f (TGF-p) presentan una funciéon ambigua, y, dependiendo del estado en el que se
encuentre el cancer en un momento determinado y la existencia de otras vias activas, tendran

funciones anti o pro oncogénicas (18,20).

Existen muchas mas rutas metabolicas implicadas en el desarrollo de CCR, ademas de las
mencionadas, sin embargo, en este trabajo se profundizaré en aquellas en las que estan implicadas

las proteinas p38, Akt y STAT3.

1.3.1 Via MAPK/p38
La proteina p38 forma parte de la via de MAPK, junto con otras subfamilias de proteinas como
las quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK) y las JNK. Por ello, dentro de las MAPK
existen varias rutas metabdlicas intracelulares (21,22), las cuales son activadas por factores
externos de estrés, generalmente ambientales o metabolitos toxicos producidos por las células. Su
activacion depende de la duracion y la intensidad del estrés, lo que modulara la fosforilacion de
los factores y determinaré el efecto final ya que se regulara la via de una forma u otra. Asimismo,
existen cuatro isoformas de p38 (p38a, p38P, p38y y p389) las cuales pueden variar dependiendo
del tipo de tejido y, por tanto, también influiran en la modulacion de las vias y sus multiples

funciones (22,23), entre las que se encuentran la regulacion de la proliferacion celular,
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diferenciacion, apoptosis y migracion celular (18,22,23), y algunos procesos de envejecimiento

celular (24).

Existe mas de una ruta de activacion de p38, pero la mas conocida es la canonica, que consiste en
que la activacion del receptor por la uniéon de su ligando provoca la activacion de un tipo de
quinasas, las MAP3K, que a su vez fosforilan a otras dos quinasas, la MKK3 y la MKK6, las
cuales se encargan de fosforilar y activar a p38 (Figura I). Aparte de factores externos de estrés,
otros activadores de la via pueden ser la citocina inflamatoria factor de necrosis tumoral (TNF-
a), las interleucinas (IL)-1 e IL-6 (21-23), o el factor de crecimiento epidérmico (EGF) (18). Por
otro lado, los efectores sobre los que actiia p38 son muy variados y se localizan tanto en el
citoplasma como en el nicleo de las células. Estos pueden ser factores de transcripcion o citocinas

y pueden presentar regulacion a nivel transcripcional o postranscripcional (22).

Factores de
crecimiento

Estrés % Inflamacién
= C 3

Figura 1: Esquema de la ruta canodnica de activacion de p38. (Imagen adaptada, (23))

Hay evidencias de que esta via se encuentra con mayor actividad en pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal (EII), CU o la EC, ya que en estos casos la activacion de la cascada conlleva
a una mayor produccion de citocinas proinflamatorias en el ambiente intestinal, y al reclutamiento
y la activacion de linfocitos y neutréfilos, asi como una menor apoptosis de estas células inmunes
(21). En relacion con el cancer colorrectal, no estan demasiado claras las funciones de p38, ya
que se ha visto que tiene un papel dual, dependiendo de diversos factores, como el tipo de tejido
o el estado del tumor. En algunos casos, ademas de funciones oncogénicas como la supervivencia,
la expresion de p38 también estimula la resistencia a tratamientos quimioterapéuticos y la

metastasis (23).
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1.3.2  Via PI3K/Akt
La proteina quinasa B (PKB), también llamada Akt es una quinasa que forma parte de la ruta
PI3K/Akt (25,26), la cual puede ser activada por diversas moléculas, entre ellas, factores de
crecimiento como el EGF (17,25,27) o el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), o
proteinas G (25). Tras la unién del ligando al receptor, este se auto fosforila y activa a la quinasa
PI3K, que actua fosforilando a PIP2 dando lugar a PIP3 en la membrana plasmatica (18,20,26).
Este ultimo, provoca el reclutamiento de las proteinas quinasa 1 dependiente de fosfoinositida
(PDK1) y el complejo mamifero diana de la rapamicina (mTORC2), ambas necesarias para la
fosforilacion de Akt en residuos de serina-treonina (28) (Figura 2). En condiciones normales esta
via esta regulada por la fosfatasa PTEN, la cual es activada por la propia via y actua sobre PIP3,
desfosforilandolo e inactivando la via (26). Por otra parte, una vez activada, Akt fosforila un
amplio namero de proteinas, como la proteina TSC2 o la quinasa glucoégeno sintasa 3 (GSK3),
entre otros, lo cual conlleva a la regulacion de procesos implicados en la supervivencia de las
células y su crecimiento, controlando el ciclo celular, la sintesis de proteinas y el metabolismo del

glucogeno (26,28).

133323331
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Figura 2: Activacion de Akt a través de la fosforilacion de PI3K por un receptor tirosin quinasa. También se muestran
algunas de las proteinas que fosforila Akt una vez activo. (Imagen adaptada (28))

En el caso del CCR ocurre una desregulacion de la via debido a mutaciones que se acumulan, que
terminan causando una activacion constitutiva de la ruta, es decir, se mantiene activa sin necesidad
de que el ligando se una a su receptor y, por tanto, se produce una sobreexpresion de Akt
fosforilada, ademas de una expresion anormal de PTEN que, en conjunto, impide detener la
cascada. A causa de ello, se ha visto que se promueve en exceso la division celular y se produce

la supresion de apoptosis en el 70% de pacientes (18). Ademas, Akt también puede fosforilar y
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activar proteinas que participan en la transicion epitelio-mesenquimal (TEM), de modo que
promueve la expresion de factores que favorecen la migracion celular como los marcadores
mesenquimales; e inhibe marcadores epiteliales, los cuales juegan un papel crucial en la

progresion hacia metastasis (29).

1.3.3  Via STAT3
STAT3 es una proteina de la familia de transductores de sefiales y activadores de factores de
transcripcion (STAT). Cuando se activa, se transloca al nicleo para activar distintos genes, por lo
que participa en multiples procesos. Esto se debe a que puede ser activada por un gran numero de
factores, entre ellos, citocinas como IL-6, IL-11; factores de crecimiento como el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF) o el VEGF (17), o proteinas de la familia Janus-quinasas
(JAK). Estas ultimas, a su vez, pueden ser activadas por STAT3, de modo que la via se
retroalimenta (30,31). Asimismo, también puede intervenir en su activacion la ruta de las MAPK
(17). En condiciones normales, STAT3 participa en procesos que promueven la proliferacion y el

crecimiento celular (30).

En cambio, al igual que ocurre con otras rutas metabolicas, en los tumores hay una desregulacion
metabolica que provoca que la cascada esté activa constitutivamente y, por tanto, contribuya al
avance del tumor mediante la inhibicion de apoptosis y la promocion de la angiogénesis y
metastasis (30,31), ademéas promover la evasion del sistema inmune mediante la inactivacion de
células inmunes con respuesta antitumoral como los linfocitos Th1, o la proliferacion de células
supresoras de la respuesta inmune contra el cancer, como linfocitos Th2, Th17 o Treg, entre otras

(30).

Asimismo, la activacion constitutiva de STAT3 puede darse de forma extrinseca o intrinseca
(Figura 3). En la via extrinseca diversos factores ambientales de estrés relacionados con el cancer
como el efecto de un agente carcinogénico o la radiacion ultravioleta contribuyen a la activacion
de distintos tipos de receptores, entre ellos, receptores de factores de crecimiento o receptores de
citocinas, lo que resulta en la posterior fosforilacion y activacion de la proteina STAT3 en el
citoplasma y su translocacion al niicleo en forma de dimeros para activar la expresion de un
amplio nimero de oncogenes y genes de citocinas proinflamatorias. A su vez, esos productos
pueden actuar directamente sobre los receptores de la propia célula u otras. Por otro lado, la via

intrinseca ocurre en células ya tumorales, en las que los factores oncogénicos e inflamatorios
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producidos por estas provocan una sobre activacion en receptores de factores de crecimiento tipo
quinasa y a receptores de citocinas de la familia JAK y, por tanto, de STAT3 (32).

Via extrinseca

Radiacién UV o

Carcinégeno Infeccién Estrés Humo
luz solar
S '
'
- * v 1 l l
‘A \/
Receptor de factor Receptor de Receptor tipo Receptor s i
de crecimiento citocinas Toll adrenérgico eceptor nicotinico

Via intrinseca

Activacién por
oncogen

Retroalimentacién positiva
rd
L 3

Factores oncogénicos e
inflamatorios

Figura 3: Rutas extrinseca e intrinseca de la activacion de STAT3 durante la inflamacién y sus activadores. (Imagen
adaptada (32))

1.4 Hipotesis y objetivos

Teniendo en cuenta la evidencia disponible en la literatura hasta el momento, y que las rutas
metabolicas en el CCR y en la inflamacion cronica expuestas en los apartados anteriores suelen
activarse y promover procesos proinflamatorios, se espera que, por un lado, la ingesta de un
xenobiodtico contribuya a su activacion y, por otro lado, la ingesta de fibra o probiotico

contrarresten este efecto.

El objetivo de este trabajo es analizar la modulacion de tres rutas metabolicas (MAPK/p38,
PI3K/Akt y STAT3) en el contexto del CCR, tras la induccion de inflamacion por la ingesta del
carcinogeno PhIP, junto con DSS e identificar el papel de la suplementacion con fibra o con

probiodtico como componentes capaces de revertir este efecto.

2 METODOLOGIA

Las muestras utilizadas en este trabajo forman parte del Proyecto RTI2018-098288-B-100
(acronimo MIXED), financiado por el MCIN/AEI/10.13039/501100011033/FEDER, “Una
manera de hacer Europa”. Para las determinaciones efectuadas se utilizardn muestras biologicas
que habian sido congeladas a -80°C previamente y para la interpretacion de los datos obtenidos
se consideraran algunas variables obtenidas previamente por el equipo investigador y que se

encuentran actualmente en proceso de revision (33).
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2.1 Disefio experimental previo al trabajo

2.1.1 Ratas
Ratas Fischer 344/NHsd macho de 7 semanas de edad y 200 g de peso, obtenidas de los
Laboratorios Charles River, las cuales se mantuvieron en el Bioterio de la Universidad de Oviedo
bajo ciclos regulados de 12 h de luz-oscuridad y a temperatura constante (22+2°C) y humedad
relativa (55+£15%). Los animales fueron alojados por parejas en jaulas de polipropileno, teniendo
acceso libre a agua del grifo y dieta en pellets. Se mantuvieron 7 dias en aclimatacion antes de

clasificarlos en grupos experimentales.

Todos los procedimientos experimentales llevados a cabo con animales fueron aprobados por el
comité ético de la Universidad de Oviedo (PROAE 48/2019). La investigacion y manipulacion
de animales fue estrictamente adherida a la normativa nacional e internacional de la
experimentacion animal: Ley espafiola 32/2007 del 9 de noviembre para el cuidado de animales
en su explotacion, transportacion, experimentacion y sacrificio, en el Real Decreto 53/2013, por
el que se establecen las normas basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en
experimentacion y otros fines cientificos, incluida la docencia, y en la Orden ECC/566/2015, del
20 de marzo, por la que se establecen los requisitos de formacion que debe reunir el personal para
el manejo de los animales utilizados, criados o suministrados con fines de experimentacion y otros
fines cientificos, incluida la docencia. Siempre se garantizo el bienestar de los animales, en la
medida de lo humanamente posible, siendo conscientes de que no existe ningin método de
experimentacion animal disefiado para el proyecto. Los procedimientos utilizados con animales
se clasifican en la categoria A: estudios o experimentos que causan poca incomodidad o estrés.
Podrian incluir el mantenimiento de animales cautivos, inyecciones, sangrados no terminales,
métodos de eutanasia aceptados para la extraccion de tejidos, experimentos de agudeza terminal
en animales totalmente anestesiados. Todos los procedimientos se llevaron a cabo en el Bioterio
de la Universidad de Oviedo (N.° de registro: ES 33 044 0003591). Esta parte del trabajo se
efectud previamente al TFG por personal con la capacitacion especifica para el desarrollo de estas

tareas.

2.1.2 Xenobidtico
Se administré mediante sonda intragéstrica el xenobiotico PhIP (1mg/kg), ademas de DSS al 1,5%
(v/v) disuelto en el agua de bebida. El PhIP se les administré desde la semana 2 hasta la 5 (de
lunes a viernes), y el DSS durante el mismo periodo de tiempo (de miércoles a domingo), lo que

implica que durante tres dias se solapo el efecto de los dos compuestos.
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2.1.3 Probiético y fibra

El probidtico empleado fue VSL#3®, el cual lo componen 4 cepas de Lactobacillus (L.

acidophilus, L. plantarum, L. casei, y L. delbrueckii subespecie bulgaricus), 3 cepas de

Bifidobacterium (B. breve, B. longum, y B. infantis) y 1 cepa de Streptococcus (S. salivarius

subespecie thermophilus). Se administr6 una dosis de 10%-10° microorganismos vivos por gramo,

en forma de polvo dentro de la dieta.

Se administro una dieta prebidtica con fibra al 5,9%.

2.1.4 Tratamiento y grupos experimentales
El tratamiento que se habia administrado a las ratas tuvo una duraciéon de cinco semanas. Los
primeros siete dias se alimentd a todos los individuos con una dieta estandar y, al cabo de ese
tiempo, los animales se dividieron en 4 grupos de 11 ratas cada uno. Asi, durante las tres semanas

posteriores se aplicaron los siguientes tratamientos para cada grupo:

¢+ Grupo Control (C): dieta estandar.

¢+ Grupo Xenobidtico (X): dieta estandar y administracion de PhIP y DSS.

¢+ Grupo Xenobiotico-Probidtico (XP): dieta con probidtico VSL#3® y administracion de
PhIP y DSS.

¢+ Grupo Xenobidtico-Fibra (XF): dieta con la fibra y administracion de PhIP y DSS.

Para los grupos X, XP y XF la semana 6 consistio en un periodo de recuperacion, donde se dejo
de dar PhIP y DSS y tan sélo se continu6 administrando la dieta en cada caso (estandar, probiotico
o fibra). Después, los ratones fueron sacrificados por inhalacién de CO2 para extraer el tejido

muscular estriado.

2.2 Materiales

Durante el procedimiento experimental de este trabajo de fin de grado, primero se homogeneizd
tejido muscular estriado de rata para, posteriormente, realizar experimentos de electroforesis y

Western-Blot con el fin de cuantificar las proteinas de interés. Después, se analizaron los

10



Sara Arizaga Cortés :{% E H:}i

resultados mediante programas informaticos. En la Figura 4 se muestra un esquema de los pasos

seguidos, explicados mas adelante.

1. HOMOGENEIZACION

4

-Pesado y trituracién del
tejido

-Centrifugacién: 10 min, 4°C,
12.000 rpm

-Medicién concentracién
proteica 280 nm

Figura 4: Resumen esquematico del procedimiento seguido en el laboratorio.

2.2.1 Soluciones

Para la homogeneizacion:

= Tampdn de homogeneizacion: 20 mM solucion HEPES para buffer ITW Reagents), 100
mM cloruro de sodio (NaCl) (Sodium Chloride, >= 99,5%, Thermo Scientific Chemicals,
Fisher Scientific), fluoruro sédico (NaF) (Merck), 5 mM EDTA (Gold Biotechnology®,
Goldbio), 1% Triton X-100 (J. T. Baker®, Fisher Scientific). Al tampén de
homogeneizacion se le afiadieron 12 pL de inhibidores de proteasa, 3 pL de ortovanadato
de sodio ImM (MP Biomedicals) y 1,5 pL de pirofosato 0,25 mM.

=  Tampodn de carga Laemli 2X: 4% SDS (Dodecyl! sulfate, sodium salt, 85%, pure, Thermo
Scientific™, Fisher Scientific), 10% 2-mercaptoetanol (VWR Chemicals), 20% glicerol
(Sigma-Aldrich®), 0,0004% azul bromofenol (Sigma-Aldrich®), 0,125M TRIS (Thermo

Scientific™, Fisher Scientific).
Para los geles:

=  Acrilamida (Acrylamide Liquid (30%) Solutions, Thermo scientific™, Fisher scientific),
Bis (bis-Acrylamide, 2% solution, Fisher bioreagents™), TRIS, APS, SDS, TEMED
(Santa Cruz Biotechnology)

Para la electroforesis y la transferencia:

=  Tampodn de electroforesis 10X: 248 mM TRIS, 1,92 M glicina (Fisher Scientific), 1%
SDS y agua destilada.
= Tampodn de transferencia a pH 8,3: 248 mM TRIS, 1,92 M glicina, agua destilada.

11
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= TBST 10X a pH 7,6: 200 mM TRIS, 1,5 M NaCl, 1% Tween 20.

= PBS apH 7,4: 1,4M NaCl, 0,03M cloruro de potasio (KCI) (Merck), 0,I1M fosfato de
sodio (Na;HPOu) (Sodium hydrogen phosphate, anhydrous, ACS, 99.0% min, Thermo
Scientific™, Fisher Scientific), 0,02M dihidrogeno fosfato de potasio (KH2PO4) (VWR
Chemicals), agua destilada.

= Solucién de bloqueo: 5% albumina serobovina (BSA) libre de proteasas (Gold
Biotechnology®, Goldbio), en solucion TBST 1X, elaborada a partir de la solucion de
TBST 10X.

= Tincion Amido Black: 50% metanol (CH3;OH) (Methanol, >= 99,9%, Fisher Scientific),
10% acido acético (CH3COOH) (Acetic acid, glacial 99,5% AGR, Labkem), 0,1% Amido
Black, agua destilada.

= Solucién de lavado: 20% metanol, 7,5% acido acético, agua destilada.

= Solucioén para la eliminacion de anticuerpos unidos a membrana a pH 2,2: 0,2M Glicina,
0,1% SDS, 1% Tween 20 (Santa Cruz Biotechnology), agua destilada.

» ECL (ECL Prime, chemiluminiscent western, Cytiva Amersham™, Fisher Scientific)

2.2.2 Anticuerpos
Los anticuerpos empleados para realizar el Western-Blot fueron los siguientes: anticuerpo
policlonal p38 rabbit pAb (ES8347, ELK Biotechnology) y p38 MAPK rabbit pAb (fosforilada)
(p38 MAPK rabbit pAb, s. f.), anticuerpo policlonal Akt (ES1626, ELK Biotechnology) y Akt
(phospho Ser473) rabbit pAb (ES1255, ELK Biotechnology), anticuerpo policlonal STAT3 rabbit
mAb (A22434, Abclonal) y STAT3 (phospho Tyr705) rabbit pAb (ES1406, ELK Biotechnology),
B-actina (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific), anticuerpo secundario Rabbit (Abcam) y el
marcador de pesos moleculares (Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards, Strep-
tagged recombinant, I ml #1610363, BioRad s. f.). Las diluciones empleadas para cada anticuerpo

se muestran en la Tabla 1.

ANTICUERPO DILUCION
P38 (TOTAL Y FOSFORILADA) 1:3000
AKT (TOTAL Y FOSFORILADA) 1:2000
STAT3 (TOTAL Y FOSFORILADA) 1:3000
B-ACTINA 1:5000
ANTICUERPO SECUNDARIO 1:30000

Tabla 1: Concentraciones empleadas para cada anticuerpo
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2.3 Procedimiento experimental

2.3.1 Homogeneizacion de tejidos
De cada muestra de tejido muscular estriado, las cuales se encontraban almacenadas a -80°C, se
pesaron con una balanza y se cortaron con un bisturi 10 mg a los que se le afiadieron 300
pL/muestra del buffer de homogenizacion. Para extraer las proteinas del tejido muscular se realizd
una homogeneizaciéon mecanica empleando un émbolo para triturar el tejido, siempre
manteniendo los tubos en hielo. Luego, se centrifugaron a 4°C a 12.000 rpm durante 10 min. Se
recogio el sobrenadante, del que se determind la concentracion de proteina total de cada muestra
midiendo su absorbancia a 280 nm con un espectrofotometro NanoDrop. Finalmente, las proteinas
extraidas se mantuvieron congeladas hasta su analisis en alicuotas de 50 pL (25 puL de muestra +

25 pL del tampodn de carga, Laemmli 2X).

2.3.2  Electroforesis y Western-Blot
Se llevaron a cabo estas técnicas varias veces con el fin de analizar un niimero de muestras (n)
que permitiera obtener resultados significativos, teniendo en cuenta los posibles errores que

pudieran ocurrir durante el proceso. El procedimiento realizado en el laboratorio fue el siguiente:

2.3.3 Preparacion de los geles de electroforesis
Para cada ensayo de Western-Blot se prepararon geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)
un dia antes de realizar la electroforesis. Para cada uno de ellos se prepararon las mezclas del gel
de empaquetamiento al 5% de acrilamida y del gel de resolucion al 8%, en tubos de ensayo segun
las cantidades indicadas en la Tabla 2. Una vez formados, los geles se envolvieron en papel
empapado con agua para mantenerlos himedos y se dejaron en una nevera durante toda la noche

para facilitar su polimerizacion.

PREPARACION DE GELES GEL RESOLUCION GEL EMPAQUETAMIENTO

(8%0) (5%)

AGUA DESTILADA (%) 353 60,5

ACRILAMIDA (%) 26,67 16,75

BIS (%) 11 7

TRIS (%) 25 (apH 8,8) 12,5 (apH 6,8)

APS (%) 1 1

SDS (%) 1 1

TEMED (%) 0,004 0,1

Tabla 2: Reactivos y proporciones utilizados para la realizacion de los geles de poliacrilamida al 8% (gel de resolucion)
y al 5% (gel de empaquetamiento).

2.3.3.1 Electroforesis y transferencia
Se prepararon ocho muestras por cada gel para la electroforesis (en cada gel dos C, dos X, dos

XPy dos XF). Para ello, a partir de las muestras en Laemli 2x, se calcul6 el volumen de muestra
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necesario para tener 20ug de proteina en tubos Eppendorf de PCR y se llevo a un volumen total
de 12 pL afiadiendo Laemmli 1X. Las alicuotas se agitaron con vortex para mezclar, se calentaron
a 100°C en el termociclador durante 5 minutos para su desnaturalizacidn, se volvieron a agitar y
se les dio un pulso en la microcentrifuga. A continuacion, se prepar6 la estructura para la
electroforesis y 1 L de tampon de electroforesis 1X, realizado a partir de una disolucion 10X.
Después, se cargaron 12 pl de cada muestra en cada pocillo del gel, de la calle nimero 2 a la 9,
mientras que la calle 1 se cargd con 10 pl del marcador de peso molecular y la calle 10 con 12 pl
de solucion Laemmli 2X. Para facilitar el empaquetamiento, la electroforesis se establecié a 70 V
durante los primeros 30 minutos y después, se cambid hasta 120 V durante 50 minutos més. Una
vez finalizada la electroforesis, se prepard la estructura de sandwich para la transferencia,
colocando los elementos siguiendo un orden determinado, de modo que se comenzoé colocando la
esponja sobre la base, seguida de un filtro (Western Blotting Filter Paper, 8 cm x 10.5c¢m, Thermo
Fisher Scientific) cm y, a continuacion, el gel, el cual se marc6 con una muesca sobre una esquina
para saber el orden correcto de las calles. Encima de este, se coloco la membrana de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) (Immobilon®-P, Sigma-Aldrich), previamente activada en metanol,
seguida de otro filtro y otra esponja. Por tltimo, se cerro la estructura asegurando que el interior
quedaba bien sujeto. A continuacion, la proteina se transfirio del gel de poliacrilamida a la
membrana de PVDF mediante la transferencia en condiciones de medio himedo y en frio con 1,5
L de tampon de transferencia 1X. Para las proteinas Akt y p38 se dejo la transferencia durante 2

horas y media, mientras que para STAT3 se dejo hasta 3 horas y cuarto.

La proteina se transfirid6 del gel de poliacrilamida a una membrana de PVDF mediante la
transferencia en condiciones de medio humedo y en frio con 1,5 L de buffer de transferencia 1X.
Para las proteinas Akt y p38 se dejo la transferencia durante 2 horas y media, mientras que para

STAT?3 se dejo hasta 3 horas y cuarto.

Al finalizar se comprobo6 la presencia de proteina en la membrana mediante tincién con Amido
Black durante dos minutos y, después, se retiro la tincion con solucion de lavado en dos veces de
dos minutos cada una. Posteriormente, la membrana fue bloqueada con soluciéon de bloqueo

durante 45 min.

2.3.3.2  Incubacion con anticuerpos y revelado
Una vez finalizado el bloqueo, se dejo la membrana incubando en camara fria, durante toda la

noche, con la dilucidon previamente preparada del anticuerpo primario correspondiente en TBST.

Al dia siguiente, se realizaron tres lavados de diez minutos a la membrana para eliminar el exceso
de anticuerpo primario con solucion TBST 1X y a continuacion, la membrana se incubd con una

dilucion de anticuerpo secundario Rabbit en oscuridad durante una hora. Después, se realizaron
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otros tres lavados de 10 minutos y se procedid al revelado con 3 mL de ECL, también en

oscuridad. El revelado se realiz6 mediante el sistema generador de imagenes de UVP.

En cada membrana, se midi6 la forma fosforilada y no fosforilada de cada anticuerpo y, por
ultimo, la B-actina. Para ello, tras cada revelado, los anticuerpos anteriormente unidos a la
membrana se eliminaron mediante dos lavados con solucion para la eliminacion de anticuerpos
unidos a membrana de 7 minutos, seguidos de dos lavados con PBS 1X de 10 minutos cada uno
y dos ultimos lavados de TBST 1X de 5 minutos. Después, se afiadio la solucion de bloqueo a las

membranas durante 45 min y la membrana se incub6 con el siguiente anticuerpo correspondiente.

2.3.4  Andlisis estadistico
En primer lugar, empleando el programa informatico /mage J se obtuvieron los valores de la
densidad optica (DO) de cada muestra (proteina total, fosforilada y B-actina, esta ultima, empleada
para normalizar los datos. Se utilizdo Microsoft Excel para calcular el ratio DO proteina total/DO
B-actina y DO proteina fosforilada/DO proteina total. Con esos nuevos datos, dentro de una misma
membrana se calcularon los valores medios de cada grupo y a continuacion, se realizd la
correccion frente al control para comparar cada uno de los tres grupos experimentales con el grupo
control. Finalmente, mediante graficas se representaron los valores medios obtenidos de la
expresion relativa respecto al control de proteina total/B-actina y proteina fosforilada/proteina
total. Previamente, se analiz6 cada imagen de cada membrana por separado para descartar las
muestras que no se vieran de forma clara y evitar posibles errores en los calculos posteriores. Por

ello, se encontrara que el nimero de muestras (n) difiere a veces entre grupos.

Asimismo, se empled también el programa SPSS Statistics 24 para realizar las pruebas
estadisticas. En todas las comparaciones se realizo la prueba T por pares para la igualdad de
medias, comparando, por un lado, el grupo X con el grupo C, y por otro, el grupo XP con el X, y,
de igual manera, el XF con el X. Se realizé también la prueba de Levenne para la igualdad de

varianzas, asumiendo que el p-valor < 0,05.
3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis de la expresion y activacion de p38

En este trabajo se ha observado que la expresion relativa de p38 con respecto a la de la B-actina
se incremento significativamente en el grupo de animales que recibieron PhIP+DSS, respecto al
grupo C (p <0,05) tal y como se observa en la Figura 5A. Estos resultados han sido los esperados
en base a las evidencias previas acerca de la via de sefializacion p38-MAPK, que se habria
activado como respuesta a la inflamacion. No obstante, para determinar la expresion de la proteina

activa, se cuantifico la expresion relativa de p38 fosforilada, no observandose diferencias
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significativas entre el grupo C y el X para la expresion de p38 fosforilada/proteina total Figura
5B. No se ha encontrado ningtn estudio que como tal mida la activacion de la via p38 MAPK en
un modelo de colitis tratado con PhIP, sin embargo, un estudio en un modelo de ratones con DSS
al 3% que evalu6 el efecto de SB203580, un inhibidor de p38, demostr6 que este ejercia su efecto
sobre la via, que se habia activado tras la induccion de inflamacion (34). Por tanto, esto apoyaria
la hipdtesis de que, en este trabajo, la expresion de p38 fosforilada deberia haberse visto

aumentada en el grupo X con respecto al grupo C.

A B

p38/B-actina
* *

3 1 I L

p38-P/p38
2,5

p<0,1
25

1,5

15

0,5 0,5

Expresion relativa vs C (unidades arbitrarias)

Expresion relativa vs C (unidades arbitrarias)

C X XP XF

(n-8) n=9) (n-8) (n-8) - X

C X
{n=8) (n=9) (n=8) (n=8)

Figura 5: Representacion grafica de la expresion relativa de p38 en cada grupo experimental con respecto al grupo C.
A: expresion relativa de p38 total con respecto a la expresion relativa de la B-actina. p < 0,05. B: expresion relativa de
p38 fosforilada con respecto a la de proteina total. n, tamafio muestral de cada grupo experimental. p38-P, p38
fosforilada.

En el caso del grupo XP, en este trabajo se ha observado una menor expresion relativa de p38 con
respecto a la de la B-actina en comparacion con el grupo X (Figura 5A). Los resultados obtenidos
concuerdan con la hipétesis establecida ya que se esperaba que los niveles de p38 estuvieran
disminuidos en el grupo XP respecto al X. Ademas, teniendo en cuenta las evidencias existentes
acerca del efecto protector del probidtico VSL#3® sobre los sintomas de colitis, se esperaria
también una expresion relativa de p38 fosforilada menor en el grupo XP respecto al X, tal y como
muestra un estudio en el que los sintomas de colitis en tejido intestinal de ratones, inducida con
DSS al 3,5% durante 7 dias, se vieron disminuidos tras la administracion del probidtico VSL#3®
(0,075 mg/uL por dia) (35). Por el contrario, en este trabajo fin de grado, se ha detectado la
tendencia opuesta en el caso de la expresion de p38 fosforilada/proteina total, aunque los

resultados no son significativos (p < 0,1) (Figura 5B).

Por otra parte, en el caso de la fibra no se han obtenido niveles de expresion relativa de p38/p-
actina o p38 fosforilada/proteina total estadisticamente significativos en comparacion con el
grupo X (Figura 5). A pesar de ello, algunos trabajos presentes en la bibliografia, como en el caso
de un estudio realizado en tejido de colon de ratones en los que se indujo colitis administrando
DSS al 2,5% durante 7 dias, ademas de una dieta rica en grasas y suplementacion con guisantes

verdes (10%) durante 9 semanas. En este se vieron menores niveles de inflamacion y un menor
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estrés oxidativo (36). De igual manera se obtuvieron resultados similares en otro estudio en tejido
de colon de ratas a las que se indujo la formacion de tumores con DSS al 4% en dos ciclos de una
semana, y el carcindgeno azoximetano (AOM) (15mg/kg), ademas de suplementacion con granos
de arroz (24g/100g) (37). En ambos casos los dafios inducidos en el tejido fueron mas potentes
que en este trabajo, ya que se emplearon mayores proporciones de DSS y un carcinoégeno distinto
al PhIP. Asimismo, la cantidad de fibra administrada fue mayor que la empleada en este trabajo

(5,9%), por lo que la falta de significacion podria deberse a dichos factores.

Cabe destacar que como se menciono anteriormente, las funciones de p38 también dependen de
la isoforma. El anticuerpo empleado en este trabajo se corresponde con la isoforma p38a el cual
presenta un papel dual en la regulacion de la inflamacion y CCR. Segin un estudio realizado en
tejido de colon y células epiteliales intestinales sobre un modelo con AOM/DSS, esta isoforma
tenderia a suprimir los efectos del CCR asociado a colitis produciendo efectos antiinflamatorios
al inicio del tumor, mientras que en estados mas avanzados del tumor adquiriria un efecto
proinflamatorio contribuyendo a la proliferacion de las células tumorales (38). Estas evidencias
pueden ser claves para comprender el papel de p38 en este trabajo, pues una mayor expresion
relativa en este caso podria deberse a que esté ejerciendo un efecto protector, ya que con las dosis

administradas se habrian simulado los efectos de una inflamacion temprana y no de CCR.

3.2 Analisis de la expresion y activacion de AKT

En la Figura 6 se muestra la expresion relativa de Akt total con respecto a la expresion relativa
de la B-actina en tejido de musculo estriado de rata (Figura 6A) y la expresion relativa de Akt
fosforilada con respecto a la total (Figura 6B). En el grupo de animales a los que se les suministro
el xenobidtico se ha visto significativamente reducida la expresion relativa de Akt
fosforilada/proteina total en un 23,4% (y = 0,7659), en comparacion con la del grupo C (p < 0,05).
Sin embargo, no se han encontrado diferencias significativas en la expresion de Akt total respecto
a la de la B-actina. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la administracion del
carcinogeno PhIP, disminuye la activacion de Akt y son, por tanto, contrarios a lo que se habia
esperado en base a la informacion disponible en la literatura donde se muestra que la via PI3K/Akt
se activa en casos de inflamacion intestinal, como en un estudio en el que se administré DSS al
5% durante 7 dias a tres grupos experimentales de ratones y se evaluo el efecto del inhibidor de
inflamacién wortmanina. Este estudio demostrd que en ratones tratados con DSS, la expresion
relativa de Akt fosforilada se vio aumentada, sugiriendo que cuando se da inflamacion intestinal,
la via PI3K se activa (39). Asimismo, otro estudio también en tejido de colon de ratones inducidos
a colitis ulcerosa con DSS al 3% en tres ciclos de 7 dias y ratones inducidos a CCR con un
carcindgeno distinto al estudiado en este trabajo, la dimetil-hidracina (DMH), también demostro

la activacion de esta via, ya que mediante Western-Blot SDS-PAGE 12% se vio mayor actividad
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de las proteinas Akt fosforilada, PI3K y mTORC en los grupos inducidos a colitis y CCR (40).
Sin embargo, ambos estudios emplean una proporcion de DSS considerablemente mayor que la
administrada en este trabajo y ninguno emplea el carcindgeno PhIP, lo cual puede explicar las

diferencias en la expresion de Akt obtenidas en este trabajo.
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Figura 6: Representacion grafica de la expresion relativa de Akt en cada grupo experimental con respecto al grupo C.
A: expresion relativa de Akt total con respecto a la expresion relativa de la p-actina. B: expresion relativa de Akt
fosforilada con respecto a la de Akt total. p < 0,05. n, tamafio muestral de cada grupo experimental. Akt-P, Akt
fosforilada.

En el caso de los grupos experimentales XP y XF, no se han encontrado diferencias significativas
en la expresion relativa de la AKT total respecto f-actina o AKT fosforilada respecto a total. Pero
se han encontrado evidencias de que el probidtico VSL#3® puede tener un efecto atenuante sobre
la via PI3K/Akt, como en el caso de un estudio realizado en tejido de colon de ratas a las que se
les indujo una colitis moderada con DSS al 3,5% administrado durante 7 dias. Mediante Western-
Blot, se vio que la expresion relativa de Akt fosforilada fue significativamente menor en las ratas
que consumieron dicho probidtico que en el grupo al que solo se administré DSS (41). Por tanto,
estas evidencias sugieren que algo parecido deberia haber ocurrido en este trabajo. Sin embargo,
es importante resaltar que en el estudio mencionado se empled una dilucion de Akt total y
fosforilada mas concentrada (1:1000) que en el presente trabajo (1:2000), lo cual podria, en parte,

explicar esa falta de significacion.

En relacion al efecto de la fibra sobre la inflamacion y la via PI3K/Akt, se encontré que una
suplementacion con polvo de ardndano entero sobre un modelo de cancer colorrectal asociado a
colitis produjo la atenuacidon de la enfermedad y una inhibicion de la via mencionada (42). En
dicho estudio se empled el modelo AOM/DSS y una suplementacion con polvo de arandano
entero del 1,5%. En el grupo suplementado se vio un menor ratio de PI3K fosforilada/PI3K total
y de Akt fosforilada/Akt total comparado con el grupo AOM/DSS. Estas evidencias sugieren que,
en este trabajo, en el grupo XF también deberia haber una disminucion significativa de la ruta

PI3K/Akt. No obstante, es preciso tener en cuenta que en este trabajo se emplea un carcindogeno
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distinto y no se han encontrado evidencias de la relacion entre la modulacion de la via a través de

la fibra en un modelo que emplee PhIP.

3.3 Analisis de la expresion y activacion de STAT3

La Figura 7 muestra la expresion relativa respecto al control de STAT3 total respecto a B-actina
(Figura 7%) y de STAT3 fosforilada respecto a la proteina total (Figura 7B). El grupo X redujo la
expresion relativa de STAT3 total con respecto a 3-actina un 27,5% (y = 0,7244) en comparacion
con el grupo C, aunque las diferencias no fueron significativas en el caso de STAT3 fosforilada
respecto a la proteina total. Estos resultados presentan una tendencia opuesta a las evidencias
obtenidas en estudios recientes en modelos animales de colitis. Uno de ellos se realizd con un
modelo de ratones de colitis aguda (DSS al 2,5% y al 4% durante 7 dias) y otro de colitis cronica
(DSS al 2,5% y al 4% en tres ciclos de 7 dias). En ambos casos se vio una activacion de STAT3
fosforilada mediante Western-Blot (10% SDS-PAGE), siendo mayor en los modelos de colitis
cronica y DSS al 4% (43). Esto permite deducir que aumentando la proporcion de DSS
administrado se podrian obtener resultados mas significativos para la expresion de STAT3 en el
grupo X comparado con el control. En otro trabajo se administro DSS al 2,5% en ratones y se vio
que a partir del cuarto dia, la cantidad de STAT?3 total no variaba, pero si se vio aumentada STAT3
fosforilada, indicando una activacion de la via (44). Sin embargo, no hay resultados disponibles

en modelos PhIP/DSS.
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Figura 7: Representacion grafica de la expresion relativa de STAT3 en cada grupo experimental con respecto al grupo
Control. A: expresion relativa de STAT3 total con respecto a la expresion relativa de la B-actina. p < 0,05. B: expresion
relativa de STAT3 fosforilada con respecto a la de STAT3 total. n representa el nimero de muestras para cada grupo.
STAT3-P, STAT3 fosforilada.

En comparacion con el grupo X, en el caso de los grupos XP y XF no se han observado diferencias
significativas en la expresion relativa de STAT3 total respecto a la de la b-actina ni de la expresion
relativa de STAT3 fosforilada. Sin embargo, en relacion con el efecto del probidtico VSL#3® se
ha encontrado un estudio en el que se demuestran los efectos preventivos sobre el cancer

colorrectal asociado a colitis (CAC) del probidtico VSL#3® y de un agente antiinflamatorio, la
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balsalazida (BSZ), mediante la modulacion de la via IL-6/STAT3, en un modelo de ratones con
DSS al 2% administrado en dos ciclos de una semana cada uno, junto con una unica inyeccion
del carcinogeno AOM (10 mg/kg). Tanto el probiodtico (1,3 millones de bacterias/dia) como el
BSZ (300 mg/kg) se aplicaron durante 9 semanas y tras ese tiempo se encontrd que el VSL#3®,
tanto administrado de forma tinica como en conjunto con el antiinflamatorio, produjo una
disminucion de los sintomas de colitis, menor formacion de tumor y una inhibicion de la via de
IL-6/STAT3 con respecto al grupo al que solo se le habia administrado AOM+DSS (45). Otro
trabajo demostrd algo parecido en ratas, empleando el mismo probidtico en estado normal y
después de haberlo calentado 100°C, en un modelo de colitis con DSS al 5% durante 7 dias. Como
resultado, también se vio disminuida la expresion de proteinas como la IL-6, STAT3 total y
fosforilada y TGF en ambos grupos de probidtico con respecto al grupo con solo DSS (46). Por
tanto, estas observaciones sugieren que algo parecido deberia haber ocurrido en el caso de este
trabajo. No obstante, es preciso tener en cuenta las diferencias, ya que en estos estudios se empled

un carcinogeno distinto y dosis de DSS mayores.

En cuanto al efecto de la fibra, en un estudio se investigo sobre los efectos de la suplementacion
en un 5% con frambuesas rojas sobre un modelo de colitis inducida con dos ciclos de DSS al 1%
en ratones. En el mismo se encontrd que tanto los niveles de ARN mensajero de IL-6, como los
niveles de proteina se vieron reducidos en los ratones suplementados en comparacion con el grupo
al que solo se administr6 DSS. De la misma forma, la expresion de STAT3 fosforilada se vio
también disminuida, sugiriendo que la suplementacion con frambuesas rojas tiene un efecto
inhibidor sobre la via (47). Por tanto, al igual que en los casos anteriores, siguiendo estas
evidencias, esto indicaria que en este trabajo en el grupo XF la expresion relativa de STAT3

deberia haberse visto disminuida significativamente.

Por ultimo, es preciso tener en cuenta que la principal diferencia entre este trabajo y las evidencias
encontradas es que estas hacen referencia a estudios realizados sobre tejido de colon, mientras
que en este trabajo se ha analizado musculo estriado, con lo cual es necesario saber las posibles
funciones de las vias estudiadas sobre este tejido. En relacion con el cancer y la inflamacion, el
musculo se puede ver afectado por estas condiciones a nivel metabolico, de modo que se inducen
mecanismos de atrofia, la cual implica un aumento del catabolismo de las proteinas musculares y
una disminucidon de su sintesis y, por tanto, una pérdida de masa muscular (48). La atrofia
muscular esta regulada por distintas vias de sefializacion, entre ellas, las que se han analizado en

este trabajo.

Por ejemplo, algunos estudios realizados sobre musculo estriado han observado que la via p38-

MAPK puede ser activada por el factor TNF-a para promover la degradacion de proteinas
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mediante la activacion de genes para la ubiquitina (49) y también mediando la degradacion a
través de la autofagia (50), lo cual podria indicar una mayor degradacion muscular en el grupo

expuesto a PhIP+DSS en este trabajo.

Por otro lado, la isoforma Aktl parece ser fundamental para promover la diferenciacién de las
fibras musculares, mediante la promocion de vias que estimulan la sintesis de proteinas, inhiben
la atrofia y previenen la muerte celular (51). Por tanto, los niveles de expresion mas reducidos de
Akt fosforilada en el grupo X podrian ser resultado de una menor activacion de la via PI3K/Akt
en el tejido muscular estriado tras la ingesta de PhIP+DSS y la estimulacion, por consiguiente, de
la atrofia. Sin embargo, no hay estudios disponibles en la literatura en este contexto con los que

comparar los resultados obtenidos.

STAT3 es activado en células de musculo estriado mediante la via IL-6/JAK/STAT?3, la cual
promueve el desarrollo de la atrofia muscular durante el cancer. Se ha visto que podria tener un
efecto directo e indirecto sobre los sistemas de ubiquitinizacion, contribuyendo a la degradacion
de proteinas en el musculo (52). Seglin esta informacion, se habria esperado obtener una mayor
expresion relativa de STAT3 en el grupo X. Sin embargo, no se han encontrado evidencias que
indiquen un aumento de la expresion de la proteina en musculo estriado tras la ingesta de un

carcinogeno.

4 CONCLUSIONES

1. Los datos obtenidos sugieren que la inflamacion inducida por el carcinégeno PhIP junto con
DSS al 1,5% llega a producir un efecto en tejido muscular estriado de rata, con una tendencia a la
atrofia muscular, debido a la expresion relativa de p38 y Akt fosforiladas, que indicarian que las

vias se encontraban mas activa y reducida, respectivamente.

2. No se puede deducir con seguridad el efecto que ha producido la administracion del probidtico

y la fibra, debido a la falta de resultados significativos.

3. Puesto que la mayoria de los estudios existentes en la literatura utilizaron diferentes tejidos la
ausencia de efecto del PhIP en estudios en tejido muscular estriado necesita ser confirmada en

futuros estudios.
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