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no de los principales tratamientos actualmente
utilizados en humanos para combatir el cancer es
la quimioterapia. Un gran nimero de compues-
tos con actividad antitumoral estin presentes
en la naturaleza, y muchos de sus derivados son
producidos por microorganismos. Sin embar-
go, debido fundamentalmente a la toxicidad de
los farmacos y a la resistencia a muchos agentes
quimioterdpicos que se observa durante el trata-
miento, la busqueda de nuevos medicamentos
aln representa uno de los objetivos principales

tal cronica inducida
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de la terapia antitumoral. En modelos animales,
la administracion oral de dextran sulfato sédico
(DSS) durante un periodo relativamente corto
determina colitis, con caracteristicas similares a
los danos clinicos e histopatologicos que se ob-
servan en la colitis ulcerosa (UC). Los factores
patogenéticos responsables de la colitis inducida
por el DSS, y del sucesivo desarrollo del cancer
de colon, aun no han sido identificados. Hemos
investigado los efectos del compuesto FR-91, un
lisado estandarizado de células microbianas
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El proceso de carcinogénesis ocurre en multiples

Fig. 1. Protocolo experimental para la induccion de colitis/cancer de colon mediante DSS en ratones y para la

administracion del compuesto FR-91
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que pertenecen al género Bacillus, que en ante-
riores estudios ha demostrado una significativa
actividad inmunomoduladora, en la prevencion
de la carcinogénesis colorrectal pre-maligna. La
colitis ha sido inducida en ratones durante un
periodo de cinco semanas mediante administra-
cién oral de una solucién de DSS al 2%. Los cam-
bios morfol6gicos en la mucosa del colon fueron
evaluados mediante tincién con hematoxilina-
eosina (H&E) y mediante métodos inmunohisto-
quimicos. Se ha demostrado, en células cripticas
y adenocarcinomatosas del epitelio displasico in-
testinal, la expresion de catenina-3, MLH-1, APC
y pb3, junto con un aumento en la expresion de
IFN-y. En este modelo, la mejor dosis-respuesta
observada ha sido la concentracién del 20% del

etapas en las que pueden observarse tres
estadios: iniciacion, promocion y progresion
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FR-91, en la que no se han observado alteracio-
nes histologicas o s6lo modestas lesiones induci-
das por el DSS. Estos resultados sugieren que el
FR-91 posee unas importantes propiedades an-
tiinflamatorias en el modelo de induccién con
DSS, y que puede actuar como agente quimio-
preventivo frente a procesos de carcinogénesis
de cancer de colon.

Introduccion

La enfermedad inflamatoria intestinal (IBD)
comprende un grupo de condiciones crénicas,
que incluye la enfermedad de Crohn (CD) y la
colitis ulcerosa (UC), que afectan al colon y al
intestino delgado. Las dos enfermedades estan
caracterizadas por dolor agudo, vomito y diarrea
a los que siguen periodos de remision'. A dia de

—i— i1

hoy no se ha identificado un agente etiol6gico
individual, y por esta razén la patogénesis de la
IBD es muy compleja e involucra al ambiente ex-
terno, las bases genéticas, la microflora intestinal,
y el sistema inmunolégico®. Aunque nuevos y efi-
caces tratamientos estdn disponibles, la mayoria
de ellos son farmacos biol6gicos o inmunosupre-
sores que a menudo se asocian con importantes
efectos secundarios, en particular infecciones, y
un aumento en el riesgo de manifestaciones tu-
morales®, y en los costes médicos que requieren
de continuos ajustes en los diferentes tratamien-
tos. Consecuencia directa de esta situacion es la
necesidad de establecer lo antes posible pautas
de prediccién y de respuesta al tratamiento. Se
ha realizado un gran niimero de intentos con el
objetivo de identificar las caracteristicas clinicas,
los tratamientos combinados y los biomarcado-
res genéticos y serolégicos que permitan la pre-
diccion de la respuesta frente a diferentes agen-
tes biolégicos. Pocos estudios se han publicado
sobre como biomarcadores de la mucosa/tejido
intestinal son capaces de predecir el comporta-
miento clinico de la enfermedad o su respuesta
al tratamiento farmacolégico®.

En los ultimos anos, se han desarrollado dife-
rentes modelos animales de inflamacion intes-
tinal. Debido a su capacidad de interferir con
la funcion de la barrera intestinal y estimular
un proceso de inflamacién local y sistémico, el
dextran sulfato sédico (DSS), un polisacarido
parecido a la heparina®, se utiliza a menudo en
un modelo de colitis en ratones que imita las ma-
nifestaciones clinicas e histolégicas de la IBD con
caracteristicas de la UC. Okayasu y sus colabora-
dores® han demostrado que la administraciéon
oral de 5% de DSS en el agua a ratones BALB/c
es capaz de inducir colitis crénica después de
diferentes ciclos con DSS. A este estudio le sigui6
otro de Cooper y colaboradores’ que utilizaron
otro esquema experimental para la induccién de
colitis cronica: (a) 7 dias de administracion de
DSS seguidos de 7 dias de agua (durante 1, 2y
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Fig. 2. Secciones histoldgicas de tres diferentes porciones del colon de los ratones del estudio experimental para demostrar

la presencia de lesiones evidenciadas mediante tincion con H&E. Las figuras A-C corresponden a secciones transversales de
tres diferentes niveles colorrectales (proximal, medial y distal) de los ratones del grupo A tratados con FR-91 (10%). Puede
notarse la ausencia de lesiones y la presencia de estructuras similares a las observadas en ratones normales. Las figuras D-F
son secciones transversales pertenecientes a tres diferentes niveles colorrectales de los ratones del grupo B tratados con DSS
(2%) durante cinco semanas. En cada seccion estudiada, es posible observar miiltiples lesiones histopatoldgicas, siendo par-
ticularmente claro un grado severo de displasia (puntas de flecha en las figuras D y E) presente en el colon de los ratones de
este grupo, junto a la presencia de criptas aberrantes (flecha en la figura D), pdlipos adenomatosos en la figura F y ulceracio-
nes incipientes en la figura F. Las figuras G-I son secciones transversales pertenecientes a tres diferentes niveles colorrectales
de los ratones del grupo C tratados con DSS (2%) y FR-91 (5%) durante cinco semanas. A pesar de que las secciones del colon
a los tres niveles presentan un bajo nivel de displasia y algunas ulceraciones puntuales de la mucosa, la estructura histoldgica
parece en general funcional. Las figuras J-L son secciones transversales pertenecientes a tres diferentes niveles colorrecta-
les de los ratones del grupo D tratados con DSS (2%) y FR-91 (10%) durante cinco semanas. Este grupo muestra una mejor
organizacion histoldgica del colon con respecto a la observada en el grupo C, a pesar de que pueda observarse la presencia
de algunas criptas displasicas principalmente a nivel de las secciones distales. Las figuras M-0 son secciones transversales
pertenecientes a tres diferentes niveles colorrectales de los ratones del grupo E tratados con DSS (2%) y FR-91 (20%) durante
cinco semanas. Estas secciones muestran una organizacion epitelial normal, con células de las criptas bien diferenciadas y
ausencia de lesiones con caracteristicas atipicas. Barra de escala: 100 pm

Colon proximal Colon medial Colon distal
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Fig. 3. Analisis de imagenes de las areas colorrectales dafiadas en las tres
porciones del colon en cada grupo experimental. La cuantificacion en pixeles
del area inmunoreactiva afectada se ha realizado mediante un programa in-
formatico. En el grupo 5 se han observado diferencias significativas (p<0.05)
respecto a los otros grupos tratados (3 y 4)
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3 ciclos); (b) 7 dias de administracién oral de
DSS seguidos de 14 dias y 21 dias de agua. Los
resultados de este estudio demostraron que la
colitis crénica inducida después de la adminis-
tracién de DSS durante 7 dias podia representar
un modelo muy util para el estudio de los efec-
tos farmacolégicos en enfermedades inflamato-
rias humanas y de los mecanismos moleculares
de la inflamacién, aportando también nume-
rosas informaciones descriptivas de las lesiones
histolégicas, y demostrando que los principales
cambios histol6gicos se observaban como pér-
dida en la cripta focal, con sucesivos signos de
inflamacién aguda y crénica.

La utilizacion de modelos experimentales
animales representa una herramienta esencial
para el desarrollo de nuevas terapias
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En el presente estudio se ha investigado el efec-
to del extracto FR-91 en la reduccién de la coli-
tis cronica experimental inducida mediante DSS
en ratones de la cepa Swiss. También se ha inves-
tigado la posibilidad de que en la fase crénica
se pudiera observar una regulaciéon en la expre-
sion de genes apoptéticos y una desregulacion
del balance T-colaboradores 1/T-colaboradores
2 (Th,/Th,) y cémo esta situacion podria facili-
tar una regeneracion de la mucosa intestinal.

Materiales y Métodos
Animales

26 ratones hembra de la cepa Swiss, libres de
enfermedad (7 semanas de edad, suministradas
por el animalario de la Universidad de Santiago
de Compostela, Espana) fueron mantenidas (2
o 3 por jaula) en jaulas de plastico con lecho

de viruta bajo las condiciones estandar de labo-
ratorio (dieta esterilizable, 35%+10% de hume-
dad, 20-24°C de temperatura, ventilacién de 15
a 20 renovaciones de aire por hora, y ciclos de
12 horas de luz/oscuridad). Todos los ratones
fueron mantenidos en cuarentena 3 semanas
después de su llegada y sucesivamente distribui-
dos de forma aleatoria con respecto a su peso
en grupos experimental y grupos control. A
todos los ratones se les permitié libre acceso al
pellet comercial AO4 (dieta de mantenimiento,
SAFE, Francia) y a las botellas de agua o agua
mas tratamiento. Todos los procedimientos uti-
lizados han seguido las normas establecidas por
la Directiva del 24 de Noviembre de 1986 de la
Union Europea (86/609/EEC), por el Decreto
Real Espanol 1201/2005 en materia de expe-
rimentacién animal, y la ley 32/2007 de 7 de
noviembre, y fueron aprobados por el Comité
Etico del Centro de Investigaciéon de FuroEspes
Biotecnologia.

Diseiio del estudio

El diseno del presente estudio se centr6 en
primer lugar en la induccién de la displasia
asociada a la colitis y/o en caracteristicas del
cancer mediante la administracion oral de DSS
a los ratones y, sucesivamente, en su tratamien-
to mediante diferentes concentraciones orales
del compuesto FR-91 (un lisado estandarizado
de células bacterianas pertenecientes al género
Bacillus) (Fig. 1). A la edad de 7 semanas, los
animales fueron separados en dos grupos con-
trol (A y B, n=4 en cada grupo) y tres grupos
experimentales (C-E, n=6 en cada grupo). En las
primeras dos semanas, se administr6 agua con
las diferentes concentraciones de FR-91 (5% en
el grupo C, 10% en los grupos A y D, 20% en
el grupo E) por via oral a todos los animales de
los grupos A, C-E. En la tercera semana, agua
con 20 g/L (2%) de DSS (DSS; masa molecu-
lar 5000; D4911, Sigma-Aldrich; MO, USA) fue
administrada por via oral a los animales de los
grupos B y E. Para las sucesivas comparaciones
entre grupos, los grupos control A y B recibie-
ron DSS o tratamiento s6lo con FR-91, respecti-
vamente, como controles no tratados. Todos los
animales fueron sacrificados al final de la expe-
rimentacion (octava semana), a la edad de 15
semanas.

Induccion de la colitis

La colitis experimental fue inducida en los rato-
nes de los grupos B, C, D, y E mediante repetida
administracion de DSS al 2% (peso/volumeny;
20 g/L) en el agua de bebida ad lLbitum duran-
te cinco semanas. Esta dosis es suficiente, como
se ha demostrado en estudios anteriores?, para
inducir una moderada hasta severa colitis, sin
ocasionar mortalidad en los ratones tratados.
Ninguno de los ratones tratados muri6 antes del
final del estudio experimental (dia 50).



Preparacion de los tejidos

Los ratones fueron anestesiados con éter, per-
fundidos con solucién salina y fijados con una
solucion al 4% de paraformaldehido en tampdn
fosfato 0.1 M (pH 7.4). La totalidad de la re-
gion colorrectal (desde la unién ileocecal hasta
el canal anal) fue retirada, medida, examinada
macroscopicamente, lavada con solucion salina,
e inmediatamente fijada utilizando la misma so-
lIuciéon de paraformaldehido durante un tiempo
de 48 horas. La region colorrectal fue dividida en
tres segmentos de la misma longitud (proximal,
mediano y distal), determinada bajo un estereo-
microscopio de diseccion (Leica, M125). Los seg-
mentos colorrectales fueron protegidos durante
el proceso de congelaciéon mediante inmersién en
una solucién al 30% de sucrosa en tamp6n fosfato
0.1 M, incrustados en el compuesto OCT (Tissue
Tek, Torrance, CA), y congelados en isopentano
enfriado con nitrégeno liquido. Series paralelas
de secciones transversales de un espesor de 14-
16 pm, que se obtuvieron utilizando un criostato
(Starlet 2212, Bright, UK), fueron montadas en
portas Superfrost Plus (Menzel Glaser®).

Tincion histoldgica e inmunohistoquimica

El examen rutinario histolégico se realizé6 me-
diante tincion de las secciones con hematox0Oilina-
eosina (H&E), en las que diferentes alteraciones
morfolégicas que se observan durante el desa-
rrollo del cancer colorrectal (como por ejemplo
cripta absceso, displasia de la mucosa, adenoma
y adenocarcinoma), fueron identificadas y diag-
nosticadas de acuerdo con estudios anteriores
(Tanaka y colaboradores)®. Se utilizaron técnicas
inmunohistoquimicas para detectar la expresion
de marcadores histopatolégicos como el APC
(se utiliza para detectar los niveles endégenos
de proteinas supresoras tumorales), catenina-3
(asociada con complejos APC), la p53 (asociada
con mecanismos de apoptosis relacionados con
el ciclo celular), BCL-2 (regulador de la apop-
tosis) y MLHI1 (parte del complejo proteico de
reparacion de mal apareamiento del ADN). Para
eliminar la peroxidasa endoégena, las secciones
primero fueron tratadas con H,O,, lavadas dos

veces en tampo6n fosfato a pH 7.4 (10 minutos/la-
vado), y, para bloquear las uniones inespecificas,
fueron sucesivamente tratadas durante una hora
con una solucién de tampoén fosfato 0,1 M con
0.2% de Tween 20y 15% de suero normal de ca-
bra (Dako, Glostrup, Dinamarca). Todos los anti-
cuerpos policlonales primarios de conejo como
anti-catenina-f, anti-p53, anti-BCL-2, anti-MLH1
y anti-APC fueron purificados mediante cromato-
grafia de afinidad, utilizando inmunégenos espe-
cificos de ratén (Bioworld Technology, MN, USA;
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FR-91 posee unas importantes propiedades
antiinflamatorias en el modelo de induccion con
Dextran sulfato sodico en ratones

Catalogo N° BS3603, BS3736; BS1511, BS2418,
BS1017, respectivamente) a la dilucién de 1:200
durante toda una noche. Después de dos lavados
de 10 minutos cada uno con tampén fosfato, se
anadié un segundo anticuerpo biotinilado (IgG
de cabra anti-conejo; Dako, dilucién 1:100) du-
rante una hora. Se lavaron dos veces con tampoén
fosfato y se utilizo el kit Vectastain ABC (Vector
Laboratories, Burlingame, CA) durante 1 hora,
y se efectuaron dos lavados con tampoén fosfato.
Como control negativo, se utilizaron secciones en
las que no se anadi6é uno de los anticuerpos (pri-
mario, secundario o terciario) y en las que no se
observé ninguna reaccién positiva. En la dltima
fase, la reacciéon inmunoldgica se revel6 utilizan-
do una solucién de diaminobencidina al 0.005%
(DAB; Sigma-Aldrich9 y 0.003% de H,0,). Todas
las diluciones fueron realizadas utilizando tam-
pon fosfato y 0.2% Tween 20, y las incubaciones
se realizaron a temperatura ambiente en cama-
ras humedas. Al final del proceso, las secciones
fueron deshidratadas, montadas y cubiertas con
cubreobjetos.

Caracterizacion y especificidad de los anticuerpos

De acuerdo con la informacién técnica ofreci-
da por el fabricante (Bioworld Technology, MN,
USA), los anticuerpos primarios utilizados, an-
tisueros producidos en conejos, son dirigidos

Tabla 1. Puntuacion de las lesiones colorrectales observadas en los cinco grupos experimentales de ratones.

Los datos se expresan como media + desviacion estandar

-n Segmento del colon afectado Hiperplasia Puntuacion total

2.6x0.23
1.5+0.18
0.6+0.14

[GrupoB 4 Proximal, Medial, Distal 1
[GrupoC 6 Medial, Distal 0
[GrupoD 6 Medial, Distal

2.8+0.43 32+033 | 962099
2.7+0.31 24+017 | 662066
112013 09+020 | 26047
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Tabla 2. Niveles (pg/mL) de IL-1q, IL-2, IL-5, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-o. , GM-CSF, IL-4 y IL-17 en el suero de
ratones. Los datos se expresan como media + desviacion estandar

frente a epitopos de ratones y han sido purifi-
cados mediante la técnica de cromatografia de
afinidad utilizando epitopos inmunégenos espe-
cificos con un grado de pureza superior al 95%
(mediante SDS-PAGE). Su especificidad ha sido
comprobada mediante la técnica de Western blot;
reconociendo sélo una banda proteica de aproxi-
madamente =86-90 kD (catenina-B), =43-45 kD
(p53), =26-28 kD (BCL-2), =84-86 kD (MLH1) y
=~270-280 kD (APC). Ademais, los anticuerpos uti-
lizados tenian un amplio espectro de reactividad
cruzada y se demostré su expresion en ratones,
ratas y humanos. Las lesiones se asumieron como
positivas para catenina-} /BCL-2/MLH1/APC si
se podia detectar coloracion citoplasmatica/nu-
clear, mientras que la p53 se consider6 positiva
al detectarse expresion nuclear. Para cuantificar
el grado de dano del tejido, se analizaron al azar
dos secciones microscopicas transversales por
segmento y por animal. Un total de 6 secciones
por animal fueron analizadas. El analisis cuantita-
tivo del dano del tejido se realiz6 en cada seccion
utilizando un software de analisis de area/pixel
(Pixcavator v2.4), para cuantificar el nimero de
pixeles dentro del area danada para cada seccion
colorrectal. Por lo tanto, el software fue utilizado
para analizar el area ocupada por lesiones, com-
parado con la tincién de fondo y expresado en

En la formacion y desarrollo de lesiones
preneoplasicas y neoplasicas en el colon y
recto, intervienen multiples sustancias que se
han introducido en el organismo

24 GenT

unidades porcentuales. El area del dano colorrec-
tal en los ratones de los cinco grupos experimen-
tales fue analizado y representado en graficas
(fig. 3y 4). Ademas, para cuantificar el nivel del
dano en los ratones de cada grupo, dos diferentes
observadores evaluaron de forma individual e in-
dependiente las secciones histologicas en doble
ciego y obtuvieron un elevado nivel de similitud
demostrando la misma puntuaciéon observada en
estudios anteriores’. Por lo tanto, tres secciones

de cada segmento colorrectal de cada ratén fue-
ron codificadas y puntuadas para las lesiones de
acuerdo a las lesiones ulcerosas (mucosa sin re-
vestimiento epitelial: 0 no presente y 1 presente),
severidad de las lesiones (inflamacion y/o exten-
si6n fibrésica), hiperplasia (espesor del revesti-
miento epitelial) y al area afectada involucrada,
puntuada de la siguiente manera: 0: normal; 1:
débil; 2: moderada; y 3: severa. Los resultados
fueron representados en las graficas de la fig. 4.

Imagenes

Las secciones fueron fotografiadas utilizando un
microscopio Olympus (BX50) equipado con una
camara digital (DP10). Las fotografias fueron
convertidas en escala de grises y ajustadas por cla-
ridad y contraste mediante el software Corel Draw
(Corel, Ottawa, Canada), y las figuras se compu-
sieron utilizando el software Corel Photo Paint.

Determinacion del perfil de citoquinas Th,/Th,

La deteccion cuantitativa de GM-CSF, IFN-y, IL-
1B, IL-2, 114, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17 y TNF-o. se
realizé utilizando el FlowCytomix Mouse Thl/
Th2 10plex (BMS820FF) (Bender MedSystems®)
que permitié analizar multiples analitos en una
alicuota individual de 50 pL de suero de raton.
Unas microbolas fueron coloreadas con dife-
rentes concentraciones de dos flurocromos para
generar distintos sets de bolitas. Cada bolita se
cubrié con un anticuerpo especifico para cada
analito. El analito fue capturado utilizando un
segundo anticuerpo biotinilado y marcado con
estreptoavidina-ficoeritrina (S-PE). Las muestras
se analizaron con un citémetro de flujo (FAC-
Scan, Becton Dickinson). Para el analisis de los
resultados, se utilizé el FlowCytomix Pro Software
(Bender MedSystems®).

Analisis de los resultados

Los datos de las secciones colorrectales estudiadas,
obtenidos mediante el software (Pixcavator 2.4),
fueron analizados mediante andlisis de varianza
(ANOVA) para detectar los mayores efectos entre
grupos para cada parametro. Se realizaron compa-
raciones a posteriori utilizando el test de Bonferro-
ni/Dunn, con un nivel de significacién de P<0.05.



Resultados

El tratamiento con FR-91 mejora la colitis agu-
da y crénica inducida por DSS. Resultados pa-
tolégicos e inflamatorios.

En los grupos de ratones que recibieron repe-
tidas dosis de DSS al 2% y baja o nula dosis de
FR-91 (grupos B y C) se observé sangre en las
heces durante la segunda mitad del experimen-
to, mientras estos resultados no se observaron
en los otros grupos. Macroscépicamente, se
han identificado numerosas lesiones polipoi-
deas hiperplasicas (epitelio con caracteristicas
morfolégicas atipicas de un diametro de 0,5
cm) en los ratones de los grupos B (4/4; 100%)
y C (5/6;83,3%), principalmente en las porcio-
nes mediales y distales del segmento colorectal;
s6lo algunas se han observado en el grupo D
(1/6;16,6%). Notablemente, en ninguno de los
ratones pertenecientes al grupo E (DSS/20%
FR-91), asi como en el grupo control (A; 10 FR-
91), se observaron procesos ulcerosos en el seg-
mento del colon analizado. Estas observaciones
macroscopicas fueron confirmadas en el anali-
sis histologico de la morfologia intestinal en las
que se pudo enfatizar la integridad de la mu-
cosa, la inflamacién de la mucosa y submucosa
del colon, la presencia de epitelio displasico y la
presencia de tlceras. El examen histolégico de
secciones transversales tenidas con H&E (Fig. 2)
evidenci6 la presencia de tlceras con modera-
das o severas alteraciones morfolégicas (areas
multifocales de inflamacion en la submucosa
o tulceras que se extendian en grandes areas),
la presencia de moderadas hasta severas crip-
tas hiperpldsicas (el espesor del revestimiento
epitelial era dos o tres veces mds que lo nor-
mal, con marcada hipercromasia de las células
y multiples criptas con formaciones ramifica-
das), displasia epitelial (alteraciéon en la dife-
renciacion de las células epiteliales que pue-
den progresar hacia un carcinoma invasivo)
y la presencia de grandes dreas con pérdidas
de criptas. Sin embargo, la severidad de estas
lesiones colorrectales fue significativamente di-
ferente en los ratones de los distintos grupos,
siendo los ratones pertenecientes al grupo B
(DSS) los que presentaron el mayor grado de
alteracion, mientras los ratones pertenecientes
al grupo C (DSS/5% FR-91) evidenciaron alte-
raciones moderadas hasta severas y los ratones
del grupo D (DSS/10% FR-91) presentaron
escasos signos de alteracion. No se observaron
lesiones caracteristicas de colitis tanto en el
grupo E (DSS/20% FR-91) como en el grupo
control (A; 10% FR-91) (Fig. 2), de la misma
forma que se ha descrito anteriormente con el
examen macroscopico. Los resultados de las
puntuaciones histolégicas obtenidos mediante
el examen de las lesiones colorrectales se pre-
sentan en la tabla 1 y en las figuras 3 y 4.

Inmunohistoquimica de catenina-p, p53, BCL-2,
MLH1 y APC.

Las técnicas inmunohistoquimicas utilizadas para
identificar los marcadores celulares de las lesio-
nes colorrectales demostraron la expresion de
catenina- (regulador celular de adhesién), BCL-
2 (regulador de apoptosis), MLHI (reparador de
mal emparejamiento del ADN), APCy p53 (pro-
teinas supresoras de tumor) en todas las lesiones
de colon en los ratones. Mediante el marcaje con
el anticuerpo de la porcién colorectal, se ha de-
tectado la presencia de expresion endégena de
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Para los biologos experimentales los focos

de criptas aberrantes FCA pueden ofrecer la
oportunidad de identificar las alteraciones
moleculares mas tempranas que conducen al
cancer colorectal (CCR)

catenina- principalmente en el citoplasma de
células displasicas y adenocarcinomatosas. Una in-
tensa expresion de catenina-f} fue observada en el
colon proximal y medial (Fig. 5F) de los ratones
del grupo B (DSS), mientras una moderada hasta
intensa inmunoreactividad se observé en los seg-
mentos colorrectales (Fig. 5K) de los ratones del
grupo C (DSS/5% FR91). Las células B-catenina
inmunoreactivas (ir) fueron localizadas en las cé-
lulas displasicas de las criptas y en las células ade-
nocarcinomatosas, en los estratos internos de las
criptas (Fig. 5F K). Las porciones colorrectales de
los ratones de los grupos A, D, y E demostraron
una débil o nula presencia de reaccién frente a la
catenina-f en las células de las criptas (Fig. 5A, P,
U), y estos valores se consideraron como valores
basales de la expresion de la catenina-B. Se obser-
varon células BCL-2-ir y pb3-ir en las porciones
colorrectales de los ratones pertenecientes a los
grupos B (Fig. 5G, )) y C (Figuras 5L, O), en las que
pudo observarse una intensa reaccion en las cé-
lulas adenocarcinomatosas y en las células de las
criptas, particularmente evidente en los ratones

Fig. 4. Andlisis de imagenes del valor medio de inmunoreactividad del area
del colon danada. En el grupo 5 se han observado diferencias significativas
(p<0.05) respecto a los otros grupos tratados (3 y 4), y valores similares

también al grupo control (grupo 1)
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del grupo B. La inmunoreactividad a la BCL-2
y a la pb3 estaba ausente en las secciones colo-
rrectales de los ratones de los grupos A, D, y E
estudiados (Fig. 5B, Q, E, T, Y). Una fuerte tincion
a MLHI1-ir se observo en células de los segmentos
colorrectales en los ratones del grupo B (Fig. 5H)
y del grupo C (fig. 5M), demostrando una inten-

sa reaccion en las células adenocarcinomatosas y

en las células de las criptas del epitelio displasico,
particularmente intensa en los ratones del grupo
B. No se observaron células MLH1-ir en las sec-
ciones colorrectales de los ratones de los grupos
A,DyE (Fig. 5C, R, W). Lainmunoreactividad ob-
servada frente a la proteina APC fue muy intensa
en todas la porciones colorrectales de los ratones
de los grupos B (Fig. 5I) y C (Fig. 5N), a pesar

Fig. 5. Inmunohistoquimica de los marcadores patoldgicos del colon en diferentes secciones trasversales del colon. En las figuras A-E
se muestran detalles de las secciones transversales a nivel del colon medial y distal de los ratones del grupo A, que demuestran una
escasa inmunoreactividad a catenina-[3, p53 o ausencia frente a BCL-2, MLH-1 y APC. Se puede observar que estas secciones tam-
bién muestran una organizacion epitelial normal con células de las criptas bien diferenciadas. Las figuras F-J se corresponden con
detalles de las secciones transversales de los ratones del grupo B, mostrando una intensa inmunoreactividad con los marcadores uti-
lizados. Es posible observar la presencia de numerosas células inmunoreactivas (flechas en las figuras F-I) y su masiva localizacion
a nivel de las diferentes lesiones patoldgicas, asi como la presencia de un nivel severo de displasia (puntas de flecha en la figura F),
polipos (punta de flecha en la figura J) y adenomas. Las figuras K-0 muestran detalles de las secciones transversales de los ratones
del grupo C, mostrando la presencia de escasa 0 moderada inmunoreactividad con los marcadores utilizados en los segmentos
colorrectales. Es posible observar la presencia de algunas células inmunoreactivas a la catenina-f3 (puntas de flecha en la figura K),
MLH-1 (flecha en la figura M), APC (flechas en la figura N) y p53 (flechas en la figura 0). Las figuras P-T y U-Y se corresponden con
las secciones transversales de los ratones del grupo D (P-T) y grupo E (U-Y) mostrando ausencia o inmunoreactividad basal (flechas
en las figuras S y X) de los segmentos colorrectales estudiados con los marcadores celulares utilizados. Barra de escala: 100 ym

B-Catenina BCL-2 MLH-1 APC p53
Colon medial Colon medial Colon distal Colon distal Colon distal
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de que las células de la cripta de los ratones del
grupo B demostraban una mayor positividad. Las
porciones colorrectales de los ratones de los gru-
pos A, D, y E demostraron s6lo una débil reactivi-
dad frente a la proteina APC en sus células de las
criptas (Fig. 5D, S, X). La incidencia de lesiones
del colon demostrada con estos marcadores ce-
lulares en el grupo E fue del 8.2% 4%, mientras
fue del 38.2% +6%, 33.3% +6% y 20.4% +3% en
los grupos B, Cy D, respectivamente (Fig. 3y 4).
Una incidencia histolégica similar fue observada
en los ratones del grupo E cuando se comparé
con el grupo control A (7.8% +2%). Significativas
diferencias fueron observadas entre los grupos
experimentales A/E y B/C/D mediante analisis
estadistico ANOVA de dos factores de los datos
de los marcadores inmunohistolégicos en la por-
cion colorrectal (Fig. 4). El grupo E fue el grupo
mas resistente a las lesiones inducidas por DSS en
la porcion colorrectal, indicado por el valor mas
bajo de reactividad observada por cada biomarca-
dor utilizado, valor similar al observado en el gru-
po control A. Los grupos B, C, y D demostraron
mayor susceptibilidad a las lesiones inducidas por
DSS, demostrado por la presencia de valores mas
elevados de reactividad. Diferencias significativas
entre grupos fueron observadas entre los grupos
A/EyB/C/D en la susceptibilidad al DSS, corre-
lacionandose con las diferencias entre los valores
medio de consumo de FR-91.

Produccion de citoquinas inflamatorias inducidas
por DSS

Se han considerado los mecanismos potencia-
les que pueden estar relacionados con la colitis
que se obtiene mediante tratamiento con DSS 'y
el efecto del compuesto FR-91 en los grupos de
ratones tratados. Como se evidencia en la Tabla
2, el tratamiento con DSS aument6 sélo la sin-
tesis y liberacion de la citoquina proinflamatoria
IFN-y. No se observaron cambios significativos en
la sintesis y liberacion de IL-13, TNF-o,, IL-6, IL-10
e IL-17 tanto en los grupos tratados como en los
grupos control.

El ambiente externo, el perfil genético, el siste-
ma inmunolégico y la flora intestinal son factores
que contribuyen a formar una compleja red en
la que todos estan integrados y participan en la
formacion de reacciones de inflamacién cronica
que son caracteristicas de la enfermedad inflama-
toria intestinal (IBD). Entre todos estos factores,
los mas importantes son los genéticos y los que
contribuyen a un correcto funcionamiento del
sistema inmunolégico, que actian a nivel de la
mucosa intestinal con el objetivo de prevenir sus
alteraciones y/o rupturas y el consecuente desa-
rrollo de procesos de inflamacioén crénica. Dife-
rentes medicamentos son capaces de bloquear
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moléculas clave que contribuyen a la aparicion
de procesos de inflamaciéon crénica utilizando
diferentes caminos. Sin embargo, debido a que
los mecanismos patogenéticos de la IBD son muy
complejos e involucran diferentes factores, es ra-
zonable pensar que los caminos que dan lugar
a la inflamacién puedan desempenar diferentes
papeles en diferentes pacientes. Estos factores de-
berian ser considerados a la hora de elegir nue-
vos procedimientos terapéuticos disponibles en
la actualidad para ser utilizados en pacientes con
IBD, de manera especial cuando se utilizan agen-
tes biologicos o inmunosupresores. Estos trata-
mientos muy fuertes pueden dar lugar a efectos
secundarios, en particular a infecciones y a un au-
mento del riesgo de padecer procesos tumorales.
Ademas, a veces no son tutiles para el tratamiento
de determinados subgrupos de pacientes. Como
consecuencia directa de estas situaciones, nos en-
frentamos a una creciente necesidad de nuevos
compuestos que sean capaces de mejorar el efec-
to terapéutico y, al mismo tiempo, de reducir la
aparicion de efectos secundarios.

Los intestinos grueso y delgado actiian como
barreras importantes en contra de agentes
exdgenos, en particular frente a substancias con
capacidad mutagénica y carcinogénica

Se han identificado mas de 20.000 compuestos
bioactivos sintetizados por microorganismos, y
mas de 10.000 de estos metabolitos secundarios
son producidos por actinomicetos, representan-
do alrededor de un 45% de todos los compues-
tos con actividad biolégica conocida'. Entre los
actinomicetos, alrededor de 8.000 compuestos
estan sintetizados por la especie Streptomyces'.
La funcién principal de estos compuestos es su
actividad antibiética. Ademads, muchos de estos
compuestos, como por ejemplo las antraciclinas
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(aclarubicina, daunomicina y la doxorubicina),
péptidos (bleomicina y actinomicina D), enidi-
nas (neocarzinostatina), antimetabolitos (pentos-
tatina), carzinofilina, mitomicinas y otros'*'? han
sido testados para la inhibicion de la carcinogé-
nesis inducida quimicamente en modelos anima-
les tanto in vitro como in vivo'®.

El compuesto FR-91 posee la capacidad de
prevenir la formacion de lesiones pretumorales
en modelos murinos de colitis, inhibiendo el
desarrollo de tumores colorrectales

En el presente estudio, hemos investigado el
efecto del FR91, un lisado estandarizado de
células bacterianas pertenecientes al género Ba-
cillus que en anteriores estudios, ha demostrado
tener significativas propiedades inmunorregula-
doras' en la inflamacion del colon, inducida tras
la exposicion a un tratamiento de 8 semanas con
DSS en agua de beber, y en particular, en la capa-
cidad de interferir en la aparicién y/o progresion
del cancer de colon.

Los resultados obtenidos demuestran que un tra-
tamiento de seis semanas con este compuesto da
lugar a una ligera reduccion en las lesiones colo-
rrectales a baja dosis (5% FR-91) y una moderada
o completa reducciéon a dosis mas elevadas (10-
20% FR-91). Ademas, los datos histopatolégicos
han demostrado que el FR-91 no presenta efectos
patologicos sobre la organizacién morfolégica del
tejido del colon de los ratones, datos que han po-
dido observarse cuando el FR-91 fue administrado
durante todo el periodo experimental.

Los datos obtenidos sugieren que el FR-91 puede
ser un importante agente quimiopreventivo fren-
te a procesos tumorales de colon en ratones.

En nuestros experimentos inducimos un amplio
espectro de lesiones colorrectales con el fin de
evaluar los efectos anticancerigenos del FR-91
en ratones con colitis ulcerosa crénica. La ad-
ministracion repetida de DSS como inductor de
lesiones en modelos murinos de colitis ha sido
ampliamente descrita’*®, siendo esencial para la
comprension de las complejas interacciones en-
tre ambiente, genética, y disfuncién de la barre-
ra epitelial en la IBD®%%'. En el presente estudio,
el uso de DSS en el agua durante ocho semanas
ocasiono6 un dano epitelial y una importante res-
puesta inflamatoria, consiguiéndose por lo tanto
un eficaz modelo de dano agudo al colon para
testar el tratamiento de seis semanas con FROI.
Nuestros resultados demuestran que la mejor do-
sis-tespuesta se obtuvo en el grupo E utilizando la
concentracién de FR-91 al 20%, grupo en el que
no se observaron ni alteraciones histologicas ni
otro tipo de lesiones.

La tincién histolégica rutinaria®#2*

cadores pre-tumorales®#%, utilizada para eva-
luar la severidad de las lesiones, ha confirmado
el efecto protector del FR-91 frente a la reaccion
inflamatoria ocasionada por el tratamiento con
DSS. También analizamos concentraciones mas
bajas de FR-91 en el agua en ratones tratados du-
rante ocho semanas, obteniendo una apariciéon
gradual de lesiones directamente proporcional a
la disminucion de la concentraciéon del FR-91, y
obtuvimos resultados histolégicos similares a los
ratones de los grupos no tratados. Estos datos
sugieren, por lo tanto, una acciéon quimiopreven-
tiva frente a los procesos de cancerogénesis, sin
interferir con las estructuras epiteliales sanas del
colon de los ratones.

y con mar-

Se han observado alteraciones en la producciéon
de muchas citoquinas en pacientes con IBD%*. A
pesar de que el impacto real de estos descubri-
mientos en la patogénesis de la IBD se manten-
ga aun controvertido, no esta claro si se trata de
factores primarios o secundarios involucrados en
la regulacion del sistema inmunolégico de la mu-
cosa intestinal. De todas formas estas citoquinas
pueden ser consideradas como marcadores muy
interesantes a la hora de diferenciar entre pacien-
tes. En fases activas de IBD, un desequilibrio entre
c€lulas reguladoras y células efectoras, que mayo-
ritariamente involucran células efectoras T (Th, y
Th,) y células reguladoras (Tregs, Th,). La enfer-
medad de Crohn (CD) estd asociada con un per-
fil de citoquinas Th , que incluye IFN—y, TNF-o,
y IL-12, mientras la UC estd asociada a un tipo de
respuesta modificada Th, que incluye IL-15 e IL-
10%. Estas observaciones han sido recientemente
complementadas con el descubrimiento del eje
IL-23/1L-17 como parte de la respuesta inmuno-
l6gica T efectora, y parece estar involucrado en la
IBD. Los niveles de expresion de IL-23 e IL-17 se
encuentran elevados en pacientes con IBD*.

A pesar de que la identificacion de la acciéon me-
tabolica especifica del FR91 en la prevencion y
tratamiento de la colitis necesita ulteriores in-
vestigaciones, hemos demostrado que el com-
puesto FR-91 posee la capacidad de prevenir la
formacion de lesiones pretumorales en modelos
murinos de colitis, inhibiendo el desarrollo de
tumores colorrectales. El FRO1 parece ser un
compuesto que requiere la debida atencién en
ulteriores estudios de prevencion de procesos tu-
morales del colon.

CL, criptas de Lieberkiihn; d, porcién distal del
colon; GI, glandulas intestinales; Gr A-E, grupos
A-E; LP, lamina propia; m, porcién intermedial
del colon; MM, muscularis mucosa; p, porciéon
proximal del colon; TM, tdnica muscularis ex-
terna. TS, tinica serosa.
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