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OTRAS

GSM: Glandula submandibular
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RESUMEN

Introduccion: Los tumores de glandulas salivales son un grupo diverso de neoplasias a
nivel morfolégico y clinico con una incidencia en el mundo Occidental de 2,5-3,0 por
100.000 por afio. Existen un gran nimero de estudios sobre &cidos grasos poliinsaturados
(AGPIs) y canceres sin embargo es muy escasa la literatura cientifica en relaciéon a los
canceres de cabeza y cuello y AGPIs, particularmente en los canceres que se producen en
glandulas submandibulares (GSM). Por lo cual resulta interesante corroborar que los
mecanismos ya descriptos en otros canceres presentan procesos similares en SMG.
Objetivo: Evaluar el impacto de las dietas enriquecidas con acidos grasos de las familias
®-3 y -6 sobre la regulacion del ciclo celular y de la apoptosis mediados por las
alteraciones lipidicas de las membranas celulares evaluada por la expresion de
biomarcadores como TP53 y Ki-67 y por el nimero de células apoptéticas en la
tumorigénesis inducida con DMBA en glandulas submandibulares murinas.

Métodos: Estudio experimental en 71 (n=34 DMBA; n= 37 controles) ratones BALBI/c,
alimentados con dietas enriquecidas con aceite de maiz, rico en ® -6 y o-3; cartamo, rico en
® -6 0; Chia, rico en ®-3. A los 90 dias del destete los ratones fueron inyectados
subcutaneamente, una sola vez, a la altura de las glandulas submandibulares con 50ul de
0.5 % de dimetilbenzatranceno (DMBA); posteriormente a los 180 dias del destete las
glandulas submandibulares fueron removidas completamente. Se realizaron descripciones
macroscopicas y posteriormente, las glandulas fueron seccionadas en partes, las cuales se
destinaron para estudios bioquimicos de lipidos (HPLC y cromatografia de gas), estudios
histopatoldgicos (hematoxilina/eosina) e inmunocitoquimicos para TP53, Ki-67 vy
apoptosis por técnica del TUNEL.

Resultados: Del total de animales inoculados con DMBA el 75,4% generé cambios
tumorigénicos a los 3 y 4 meses post inyeccion. Los niveles de acidos grasos saturados no
presentaron no presentaron variaciones significativas entre las dietas en cada grupo; con
excepcion del 18:0, que incrementd significativamente en los animales inyectados con
DMBA en la dieta Chia, en tanto que los acidos grasos 14:0 y 16:0 variaron

significativamente entre los control y DMBA en la dieta cartamo.
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En los animales tratados con DMBA dieta cartamo y maiz se incrementd el Acido
Araquidonico, mientras que en los animales tratados o no con DMBA y alimentados con
Chia se incrementaron significativamente EPA y ALA. Todos los eicosanoides medidos
variaron significativamente entre los animales tratados con DMBA y sus respectivos
controles. En los animales inyectados con DMBA se observd inmunomarcacion positiva de
Ki-67 en el siguiente orden decreciente: Cartamo, Maiz y Chia, en tanto que apoptosis solo
se observé en los animales controles alimentados con Chia o Cartamo. TP53 se observo
solamente en los animales tratados con DMBA y alimentados con Maiz.

Conclusiones: Estrategias preventivas y de deteccion temprana como el diagnoéstico
histoldgico, determinacion de alteraciones bioquimicas-genéticas y el reconocimiento de
factores de riesgo como los dietarios, podrian representar la posibilidad de cambiar un mal
pronostico. En el caso de los tumores de las glandulas submandibulares, que presentan, en
general, alto grado de malignidad y alta tasa de mortalidad, y que, generalmente, es
diagnosticado en estadios tardios; resultaria altamente beneficioso para la poblacién
determinar delineamientos nutricionales, principalmente en el consumo de acidos grasos,

que actien como preventivos de este tipo de cancer.
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SUMMARY

Introduction: The salivary gland tumors are a diverse morphological and clinical group of
neoplasms with an incidence in the Western world 2.5-3.0 per 100,000 per year. There are a
large number of studies on PUFAs and cancers but there is very scarce scientific literature
in relation to cancers of the head and neck and PUFAs, particularly in cancers of
submandibular gland (SMG). Therefore it is interesting to corroborate these mechanisms in
SMG.

Objective: To evaluate the impact of diets enriched with fatty acids of the o-3 and ®-6
families on cell cycle regulation and apoptosis in relation alteration of lipid of cell
membranes evaluated by the expression of biomarkers such as TP53 and Ki-67 and the
number of apoptotic cells induced tumorigenesis in DMBA in murine submandibular
glands.

Methods: Experimental study 71 (n = 34 DMBA; n = 37 controls) BALB / ¢ mice fed diets
enriched with corn oil, rich in ©-3 and -6; safflower oil rich in ® -6 or; Chia :, rich in ®-3.
After 90 days of weaning the mice they were injected subcutaneously, once, at the height of
the submandibulares glands with 50 pl with 0.5% DMBA; and 180 days later weaning the
submandibular glands were removed completely. Macroscopic descriptions were made and
subsequently, the glands were sectioned into parts, which were destined for biochemical
studies of lipids (HPLC and chromatography), histopathology (hematoxylin / eosin) and
immunocytochemical TP53, Ki-67, and apoptosis by TUNNEL technique.

Results: Of the total number of animals inoculated with DMBA 75.4% generated
tumorigenic changes at 3 and 4 months post injection. The values of saturated fatty acids
showed no significant variations between diets in each group; except 18: 0, which increased
significantly in those injected with DMBA in Chia diet animals, while the fatty acids 14: 0
and 16: 0 varied significantly between control and DMBA in safflower diet. In animals
treated with DMBA diet safflower and corn the arachidonic acid increased, whereas
animals treated or not with DMBA and fed chia they increased significantly EPA and ALA.
All measured eicosanoids varied significantly among the guests treated with DMBA and
their respective controls. In animals injected with DMBA positive immunostaining for Ki-

67 it was observed in the following descending order: safflower, corn and Chia, while
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apoptosis was only observed in the control animals fed chia or safflower. P53 was observed
only in animals treated with DMBA and corn fed.

Conclusions: together prevention, early detection strategies like that the histological
diagnosis, the determination of biochemical-genetic alterations and recognition of risk
factors such as dietary could represent the possibility of changing a poor prognosis in the
tumors of submandibular glands, which have generally high degree of malignancy and high
mortality rate and, is diagnosed in late stages; It is why it would be highly beneficial to
determine nutritional delineations population, mainly in the consumption of fatty acids,

which act as prevention of this type of cancer.
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Y MARCO TEORICO
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BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR DEL CANCER

En el contexto de la Biologia Celular del Cancer, se acepta que uno de los ejes del proceso
neoplasico es que las células cancerigenas dejan de cumplir las reglas bésicas del
comportamiento social celular por las cuales mantienen su homeostasis los organismos

multicelulares (Hanahan and Wienberg, 2011)(Fig.1).

Senalizacion que permite
i el estado proliferativo

Resistenciaala |
Muerte celular ‘

‘ Evasion controles
supresores

|

Invasiony

Angiogenesis ,
8'°8 Metastasis

Proliferacion
indefinida

Figura 1: Esquema representativo de los puntos claves del proceso neoplasico en los cuales las células
cancerigenas dejan de cumplir las reglas béasicas del comportamiento social celular y mantienen su
homeostasis los organismos multicelulares segiin Hanahan and Wienberg, 2011.

Se piensa que el cancer se origina por una sola célula que ha experimentado una mutacion
somatica inicial la cual se transmite a sus descendientes (cambios heredables). A su vez la
progenie de estas células acumula mutaciones adicionales a través del tiempo, que
conjuntamente con ventajas en la competencia celular y la seleccion natural en desmedro de
la poblacion de células sométicas normales, determinan una poblacién numerosa de células

cancerosas. Estos cambios pueden ser mutaciones (alteraciones en la secuencia del ADN) o

también cambios epigenéticos (modificaciones persistentes en el patron de expresion de
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genes sin cambios en la secuencia del ADN), que le da a la célula una ventaja selectiva
sobre sus células vecinas (Weinberg, 2007).

Ademas, por su inestabilidad genética, las células cancerigenas acumulan perturbaciones
genéticas o epigenéticas a una tasa elevada. La inestabilidad genética es el resultado de
mutaciones que interfieren sobre la replicacion precisa del genoma y en consecuencia
aumentan la tasa de alteraciones, disminuye la eficacia de reparacion del ADN o aumentan
los cortes y reordenamientos en los cromosomas que producen cariotipos anormales e
inestables (Kaelin, 2013).

Asi entonces, la acumulacion de estas modificaciones lleva a defectos en el control normal
tanto de la division celular, la diferenciacion y la apoptosis contribuyendo al desarrollo y
progresion del cancer. Durante la transformacion neoplasica las células cancerigenas
adquieren caracteristicas y capacidades funcionales que le permiten crecer, proliferar e
invadir y colonizar territorios ocupados normalmente por otras células (Alberts et al, 2006)
(Fig. 2).

Una de las caracteristicas mas importantes de las células cancerigenas es su capacidad de
proliferar de manera descontrolada, debido a una desregulacion en la induccién y
produccién de sefiales que promueven el crecimiento de la célula y la division celular.
Sumado a esto, la célula cancerigena es capaz de evadir las sefiales que limitan e inhiben la
proliferacion celular. Ademas, a diferencia de las células normales, las células cancerigenas
tienen menos probabilidades de autodestruirse por apoptosis u otros tipos de muerte celular,
permitiendo de esta forma una mayor sobrevida celular que las convierte en células
inmortales con un potencial de proliferacion celular ilimitado. En relacion a esto, en los
ultimos estudios se establecieron nuevas caracteristicas distintivas de la célula cancerigena.
Entre ellas la capacidad de reprogramacion del metabolismo energético asi como la
capacidad de evadir la deteccion y destruccion de estas células por parte del sistema
inmune; cualidades que permiten la formacion y progresion de los tumores.

Por otra parte, es importante destacar que en algunos casos de formacion de tumores se
observo que la inflamacion juega un rol fundamental en estadios incipientes y avanzados de
la progresion neoplésica, capaz de promover y potenciar su desarrollo. (Alberts et al, 2006;
Hanahan and Weinberg, 2011).

FACULTAD DE ODONTOLOGIA, FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS (UNC) 15
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En los tejidos normales, los tumores requieren una adecuada irrigacion sanguinea que le
provea de oxigeno y nutrientes, ante lo cual las células tumorales adquieren la capacidad de
inducir la formacion de nuevos vasos sanguineos, proceso denominado angiogenesis. La
induccion de la angiogénesis permanece activa de manera continua en los tumores lo que
favorece y ayuda su crecimiento sostenido. Ademas se conoce que este proceso de
neoformacion vascular contribuye a la progresion neoplasica en fases microscopicas
premalignas y no solamente en estados avanzados como habia sido antes demostrado
(Brunotto et al., 2006).

Durante la progresion tumoral, cuando esta avanza hacia un grado patoldgico de mayor
malignidad, se produce la invasion de otros tejidos y la formacion de tumores secundarios
en otras partes del cuerpo, proceso denominado metastasis y evento principal del cancer.
Esta es una caracteristica esencial de la célula cancerigena, que se ve favorecida por
alteraciones de la forma celular y la pérdida de contacto y adhesién con sus células vecinas
y con la matriz extracelular. Este proceso de invasion y metastasis se produce a traves de
una secuencia discreta de etapas que la célula cancerigena debe afrontar. En primer lugar
las células de un tumor benigno localizado adquieren la capacidad de emigrar y abandonar
el tumor de origen atravesando la ldmina basal del tejido. A posteriori éstas deben ingresar
a los vasos sanguineos y linfaticos mas cercanos, movilizarse a través del sistema
circulatorio, y extravasar los vasos hacia el parénquima de tejidos distantes, para formar
focos metastasicos. El éxito de la colonizacién, en esta Gltima etapa, depende de la
adaptacion de las células al microambiente del tejido, ya que solo unas pocas células
cancerosas que alcanzan el torrente circulatorio pueden sobrevivir y originar un tumor en
otro sitio. (Alberts et al, 2006; Hanahan and Weinberg, 2011).

Comprender la biologia de las células cancerosas y los mecanismos que determinan el
crecimiento y la diseminacion del tumor es fundamental para el tratamiento y prevencion

del céancer.
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Figura 2.1zg. Esquema de representacion de tumorigénesis en el tejido epitelial-la zona amarilla representa al
tejido conectivo o conjuntivo, la parte superior representa el exterior celular. La primera mutaciéon puede
deberse a factores externos y afecta genes relacionados al ciclo celular. La segunda mutacion le da una
ventaja adaptativa a la célula y pueden adquirir caracteristicas malignas (modificado de Alberts et al., 2006;
Der. Carcinogénesis de glandula submandibular de Rattus norvegicus- Wistar pos inyeccién con DMBA. A.
Glandula normal; B. 7 dias pos inyeccion con DMBA se observa una proliferacion epitelial en el estroma
glandular. Las células epiteliales estan dispuestas como cordones y nidos o formaciones de perlas. C: 150 dias
se observa una desorganizacion del estroma glandular tipico de los carcinomas (Brunotto et al., 2006)
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La progresion tumoral involucra una acumulacion de alteraciones celulares que surgen en el
ambiente extracelular, en los cuales estan implicados multiples mecanismos de regulacion
que controlan el comportamiento celular. Estas perturbaciones afectan los procesos
celulares normales desencadenando el inicio y desarrollo del cancer.

Se ha estudiado que las mutaciones somaticas en el cancer se producen en genes especificos
cuya alteracion frecuentemente contribuye al proceso cancerigeno. Dentro de estos genes
los denominados “Proto-oncogenes”, pueden mutar y ser sobre-expresados o0
sobreactivarse, convirtiéndose en “Oncogenes”. A su vez, existen genes que pierden su
funcion debido a una mutacion, estos son llamados “Genes supresores de tumores” y un
tercer grupo cuyo cambio conduce a una marcada inestabilidad genética se conocen como
“Genes de mantenimiento del ADN” (Hanahan and Weinberg, 2011).

Podemos decir entonces que el cancer se origina por procesos de mutacidn, competicion y
seleccion natural que ocurren en una secuencia de etapas conocidas como iniciacion,
promocion y progresion en una poblacion de células somaticas. (Gorsky et al., 2004)
Durante la transformacién neoplasica, las células cancerigenas adquieren la capacidad de
proliferar de manera descontrolada, invadir y colonizar nuevos tejidos.

En este proceso multifactorial se producen diversas alteraciones genéticas (Omori, Fukuda
and Sakashita; 2012), en genes como TP53, y otros como STAT 3 (transductor de sefial)
(Curry et al., 2014)

Durante la carcinogénesis se sobre-estimulan o reprimen la expresion de algunos proto-
oncogenes, moléculas responsables del control del ciclo celular y de la muerte celular
programada. Cuando se acumula un namero critico de mutaciones (usualmente entre 5 a 6)
las células salen de su patron de crecimiento normal y puede iniciarse un tumor (Harada et
al., 2007; Hanahan and Weinberg; 2011).En casi todos los casos examinados, la formacion
del tumor es generado a partir de una sola célula, por lo cual se dice que es monoclonal.
Los alelos mutados de los proto-oncogenes son llamados oncogenes y corresponden a
alelos dominantes. Los genes supresores de tumores, codificados por alelos recesivos, son
los relacionados a la inhibicion del ciclo celular. Las oncoproteinas, codificadas por estos
genes, actuan regulando el ciclo celular en diferentes niveles, como: a) factores de
crecimiento; b) receptores de los factores de crecimiento; c) transductores de sefiales

intracelulares; d) factores de transcripcion nuclear (Alberts et al., 2006).

FACULTAD DE ODONTOLOGIA, FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS (UNC) 18


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22
http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22
http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22
http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22
http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

TESIS DOCTORAL MARIA EUGENIA SCHERMA

Probablemente la carcinogénesis en cavidad bucal, comienza con la transformacién de un
numero limitado de queratinocitos normales. Esta transformacion se puede expresar a
través de cambios citogenéticos y procesos epigenéticos que modifican la progresion del
ciclo celular, los mecanismos de reparacion del ADN, la diferenciacion celular y la
apoptosis, que puede ser causada por mutacion al azar, por la exposicion a una variedad de
factores bioldgicos, carcindgenos o errores en el proceso de reparacion del ADN, lo que
resulta en una queratinizacion inestable generando, asi un campo de pre-cancerizacion y
conduciendo a cambios neoplasicos malignos; que pueden ser heredadas en las
subsecuentes generaciones celulares. Posteriormente, las presiones de seleccién en el
microambiente de la mucosa oral pueden actuar sobre la poblacion celular heterogénea, lo
que permite perpetuar estas células con esa alteracion genética con mejores herramientas y
ventajas de la adaptabilidad, de supervivencia y proliferacion por encima de sus células
vecinas normales (Feller et al.2013; Merlo et., 2006),

Este proceso requiere mdaltiples elementos esenciales: un potencial de replicacion, la
autosuficiencia en las sefiales de crecimiento ilimitado, la falta de sensibilidad a las sefiales
anti-proliferacion, la capacidad para evadir, la apoptosis, aumento de la angiogénesis,
invasion y metastasis (Hanahan & Weinberg, 2000). La evidencia reciente apoya que los
signos biofisicos y bioquimicos asociados al tumor en la matriz extracelular influyen en las
caracteristicas esenciales del cancer y, por lo tanto, son fundamentales para la malignidad
(Pickup et al., 2014). Para un abordaje eficaz en el tratamiento del céancer, se debe
considerar a esta patologia como una enfermedad que implica interacciones complejas entre
una comunidad de células heterotipicas, caracterizada por la presencia temporal del tejido
canceroso original, del tejido recién formado y de las células que lo rodean. El
microambiente tumoral incluye fibroblastos asociados con el cancer, células inmunes y
otras células de soporte. Cambios oncogénicos en los perfiles de expresion de genes
contribuyen a alteraciones micro ambiental tales como la acumulacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), la sobreproduccién de citoquinas y la transicion entre epitelio y
mesenquimal. Estos son algunos de los elementos mas criticos del microambiente tumoral,
que contribuyen a la proliferacion, invasion y metastasis (Rivera & Venegas.

2014).
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El cancer oral es una enfermedad en el cual el tabaco y el alcohol son los mayores factores

de riesgo con efecto sinérgico y presente en el 90% de los casos (Koontongkaew, 2013,
Kim et al., 2016; Choudhari et al., 2014; Galbiatti et al., 2013; Saman, 2012; Lee and

Herceg, 2014; Reidy et al, 2011); otros factores que también son importantes son la

infeccion con el Virus del Papiloma Humano (Dalianis, 2014) y la candiasis oral (Mohd
Bakri et al., 2010).

Factores epigenéticos en la carcinogénesis

A traves de consensos internacionales promovidos por la International Agency for Research

on Cancer (IARC) de la Organizacion mundial de la salud (OMS) en una de sus reuniones

se establecieron que los carcin6genos cumplen con 10 caracteristicas claves (Smith et al.,

2015).
1_
2_

8-
O-

10-

Estas pueden resumirse en:

Ser compuestos electrofilicos y metabdlicamente activos.

Producir un dafio genotdxico al ADN (rotura de la doble cadena, desenrrollamiento
de la cadena de ADN, etc.) mutaciones genéticas, cambios citogenéticos
(aberraciones cromosomicas, micro nucleos).

Alterar los mecanismos de reparacion del ADN o causar inestabilidad gendmica.
Inducir alteraciones epigenéticas,

Inducir estrés oxidativo mediante especies reactivas de oxigeno (ROS), dafio
oxidativo de macromoléculas como ADN, lipidos, etc.

Inducir inflamacion crénica, elevacion de glébulos blancos, alterar la actividad
mieloperoxidasa, modificar la produccién de citoquinas o quimioquinas.

Afectar mecanismos de inmunosupresion como por ejemplo disminuir la
inmunovigilancia.

Modular los eventos relacionados a ligandos/receptores.

Causar la inmortalizacion, inhibir la senescencia y la transformacién celular.

Alterar la proliferacion celular, la muerte celular o el suministro de nutrientes,
disminuir la apoptosis, cambiar los factores de crecimiento, energéticos y las vias de

sefalizacién
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Una de las caracteristicas de un carcindgeno es la de producir alteraciones epigenéticas,
dentro de los compuestos que reunen esta caracteristica se pueden mencionar: alcohol,
tabaco, lipidos dietarios, entre otros (Gorsky et al., .2004).

La epigenética se define como los cambios que ocurren a nivel de la expresion génica sin
que el ADN modifique su estructura molecular. La regulacién epigenética permitiria la
adaptacion al medio ambiente por generar una diversidad de fenotipos con capacidad de
adecuacion a su entorno (Lee & Herceg, 2014)

Se reconocen tres mecanismos epigenéticos:

i) metilacion del ADN, ii) modificaciones de la histona,y iii) interferencia de los ARNs
pequefios. El proceso epigenético incluye eventos bioldgicos-moleculares como la impronta
del genoma (proceso bioldgico por el cual un gen o dominio gendmico se encuentra
marcado bioguimicamente indicando su origen parental), el silenciamiento genético, la
inactivacion del cromosoma X, reprogramacion de la transferencia nuclear y la
carcinogenésis (Tang & Ho 2007; Niemann et al., 2008; Suter et al., 2004) (Fig. 3).

Se cree gque los mecanismos epigenéticos median las interacciones gen / medio ambiente y
constituyen una interfase entre el genoma y el medio. Los cambios en el epigenoma pueden
deberse a componentes de medio ambiente, forma de estilo de vida de las personas y/o
sefiales enddgenas en el organismo; interviniendo en la desregulacion de diferentes
procesos celulares como los que se suceden en la carcinogénesis. La ventaja de los cambios
epigenéticos en relacion con los genéticos, es que estos son reversibles y, en general, se
adquieren de forma gradual en el tiempo. Estudios recientes muestran que factores dietarios

pueden impactar sobre el epigenoma (Herceg and Vaissiere, 2011; Hercerg, 2007).
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MUTACION PUNTUAL

TRANSLOCIONES

INESTABLIDAD
CROMOSOMICA

Figura 3. Eventos genéticos y epigenéticos que conducen a la tumorigénesis basado en un mecanismo de
patogénesis de cancer humano. Los datos fueron obtenidos a partir de modelos de c&ncer en ratdbn o canceres
humanos hereditarios demostrando que los cambios genéticos o epigenéticos por si solos pueden iniciar la
formacion de un tumor. En general un 90-95% de los canceres presentan cambios genéticos y epigenéticos,
que pueden interaccionar (flechas), es decir que eventos epigenéticos pueden originar cambios genéticos y
viceversa. Figura extraida y modificada de Brena RM & Costello JF. Genome-epigenome interactions in
cancer. Human Molecular Genetics. 2007; 16:96-105.

Factores Dietarios

Se conoce que los habitos dietarios y nutricionales juegan un rol relevante en el desarrollo
de diferentes tipos de neoplasias. Particularmente, se ha establecido que una dieta rica en
frutas, vegetales, carotenoides y otras vitaminas han sido asociadas con una reduccion de
riesgo de cancer como los canceres de cabeza y cuello. Entre los macronutrientes
consumidos en la dieta los lipidos pueden incorporarse como grasas sélidas o como aceites.
La Organizacion Mundial de la Salud recomienda como limite diario de consumo de lipidos
un 15 a 30% del total de consumo energético diario y en relacion a las grasas saturados un

consumo no mayor a 10% diario del consumo energético(WHO, 2007).

FACULTAD DE ODONTOLOGIA, FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS (UNC) 22



TESIS DOCTORAL MARIA EUGENIA SCHERMA

Metabolismo de los lipidos dietarios y sus derivados

Los lipidos que se consumen en la dieta pueden incorporarse como grasas sélidas o como
aceites. Los lipidos con una alta proporcion de acidos grasos saturados son solidos o
semisolidos a temperatura ambiente, en tanto los compuestos con grandes cantidades de
acidos grasos insaturados suelen ser liquidos. Para comprender las funciones de los lipidos
como moduladores del proceso carcinogénico, es importante exponer algunas generalidades
acerca del metabolismo lipidico.

En el metabolismo lipidico estan involucrados lipidos exdgenos obtenidos a través de la
dieta y lipidos endogenos sintetizados de novo en el cuerpo. Los acidos grasos son
moléculas lineales formadas por una cadena hidrocarbonada con un grupo carboxilo en un
extremo y un grupo metilo en el otro siendo los componentes fundamentales de casi todos
los lipidos. La proporcidn de estos compuestos en estado libre es reducida, ya que la mayor
parte de los acidos grasos establecen uniones de tipo éster con un grupo alcohol, para
formar triacilgliceroles y fosfolipidos, entre otros lipidos.

Los acidos grasos exdgenos requieren gque su transporte a través de las membranas de las
diferentes células de los tejidos se produzca a través de mecanismos especificos que
permitan una distribucién rapida y controlada. De este modo su incorporacion a las células
puede ser regulada acorde a las necesidades metabdlicas y evitar posibles efectos dafinos
debido al exceso en la acumulacion de acidos grasos.

En las células, tanto los acidos grasos enddgenos como los exdgenos son activados en
primer lugar a acil coenzima A y luego, tras sucesivos pasos, son incorporados a los
fosfolipidos de membrana. La sintesis de novo de &cidos grasos comienza en el citosol con
acetil-CoA originado a partir de la decarboxilacion oxidativa del piruvato, 3-oxidacion de
4cidos grasos o degradacion de carbohidratos y proteinas. La sintesis de Acidos Grasos
Saturados (AGS) es llevada a cabo por adicidn sucesiva de fragmentos de 2 carbonos (acil-
CoA) al extremo carboxilo del acilo en crecimiento. Asi, la sintesis del AG saturado 16:0 -
PA (&cido palmitico) comienza en el citosol y es catalizada por la enzima &cido graso

sintasa. Luego la elongacion y de saturacion de la cadena ocurre en la membrana del
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reticulo endoplasmico liso. De este modo, el 16:0 es elongado para formar 18:0 - SA,
(&cido estearico). Ademas, la introduccion de un doble enlace entre los carbonos 9 y 10 de
la cadena carbonada por actividad de la enzima A-9 desaturasa transforma el 16:0 en 16:1-
PA-»-7 (acido palmitoleico) y el 18:0 en 18:1-OA-®»-9, (4cido oleico). Los acidos grasos
que no poseen dobles ligaduras en sus cadenas carbonadas se denominan “saturados”,
mientras que aquellos que si poseen dobles enlaces son acidos grasos “insaturados”, siendo
monoinsaturados (AGMIs) aquellos con una ligadura y poliinsaturados (AGPIs) aquellos
con dos 0 mas dobles ligaduras (Calderand Budge, 2004) (Fig- 4).

AG Endogenos AG Exégenos
Sintesis de novo A partir de la dieta
v ——
- Acetil-CoA
\FAS)
16:0 Elo—' 18:0 v
- i ( EFAs )
w-7 Familia_) ( w9 Familia ) b Familia amilia
16:1 PA 18:1 OA 182 LA 18:3ALA
aturasa ! { i .
16:2 18:2 18:3 GLA 18:4
| !
18:2 20:2 20:3 DGLA 20:4
[A5Desaturasa-~— | ;s | l
18:3 20:3ETA 20:4 AA onaasal 20:5 EPA
ngasa th v v !
20:3 22:3 22:4 AdrA 22'5
! { ; I
204 224 225 24:4 24:5 | 226 DHA
24:5 24:6

e~ S

Figura 4 .Biosintesis de acidos grasos (AG) saturados e insaturados exdgenos (incorporados por la dieta)
enddgeno (de novo). Los AG enddgenos requieren de acetil-CoA y de la acil sintetasa que a partir del AG
16:0 (primero) y por elongacion produce el AG 18:0. Los AG poliinsaturados son incorporados de modo
exdgeno por la dieta e incluye a los AG esenciales (EFAs) que no pueden ser sintetizados de novo como las
familias de los ®-6 y ®-3. Las enzimas implicadas en estas vias son: A9, A6, A5 y A 4 desaturases y
elongasas.Figura extraida y modificada de Comba et al., 2011.

Acidos Grasos

Los &cidos grasos que son proporcionados por el aporte de los lipidos dietarios, son

incorporados a las membranas celulares, modificando propiedades fisicoquimicas y
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generando la produccion de diversas moléculas bioactivas. Dentro los lipidos, los AGPIs
son moléculas esenciales de las membranas plasméticas y son los componentes principales
de todas las células membranas. Por lo tanto, los AGPIs per se dara a la membrana
propiedades como la fluidez / viscosidad, ya su vez modulan la dindmica y la biofisica de
las propiedades de las biomembranas (Hopcnhayn-Rich et al., 1966; Navarro & Eynard,
2013).

Varios trabajos de investigacion han mostrado que los lipidos dietarios modulan la
produccion de diversas moléculas bioactivas como los eicosanoides (Andreatta et al., 2012;
Marshall et al., 2007). La proporcion relativa de los acidos grasos insaturados que se
encuentra en las membranas celulares y el tipo celular, son los principales factores que
regulan tanto la clase como la cantidad de estos compuestos (eicosanoides y otros) que
seran generados, a partir de acidos grasos de fosfolipidos, por activacion enzimatica de
fosfolipasas (Aballay et al., 2012; Chiou et al., 2001) El &cido araquidonico (AA, 20:4, n-6)
es el AGPI més abundante de las membranas celulares. Asi, la mayor parte de los
eicosanoides procede de éste a través de diversas vias enzimaticas pero, otros eicosanoides
como la prostaglandina G3 (PGE3) deriva del acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5, n-3). La
via de las ciclooxigenasas (COXs) genera eicosanoides de la serie-2 como prostaglandinas
(PGs) y otros (Cremonezzi et al., 2004). Por otro lado, la via de las lipoxigenasas (LOXSs)
produce &cidos hidroxieicosatetraenoicos (HETES) entre otros (Cremonezzi et al., 2001)
Otros metabolitos bioactivos, como el &cido 13(S)-hidroxioctadecadienoico (13-HODE) se
generan a partir del acido linoleico (LA, 18:2, »-6) a través de la via 15LOX (Vara-Messler
etal., 2012).

Los eicosanoides se originan a partir de las familias de AGPIs ®-3 y -6, pero la
competencia por sistemas comunes enzimaticos entre éstos acidos grasos, produce
variaciones en la produccion de estos biolipidos, cuyos efectos en el desarrollo tumoral adn
no se conocen totalmente. Es sabido que los compuestos activos que se generan en el
metabolismo de estas dos familias de lipidos, tienen actividad pro o anti-inflamatoria cuyos
efectos incidiran sobre las células en las diferentes etapas del proceso carcinogénico
(Pelucchi et al., 2006).

Estas moléculas bioactivas derivadas de lipidos que fueran descritas mas arriba, pueden

también producir mutaciones en el ADN, produciendo cambios en la expresion de diversas
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moléculas que regulan el ciclo celular e influyen también en la actividad de factores de
transcripcion, en la expresion de genes, en las vias de transduccion de sefiales impactando
en los procesos de apoptosis y proliferacion celular implicadas en el desarrollo del cancer
(Eynard & Navarro, 2013).

Los &cidos grasos de cadena larga altamente insaturados como AA, DHA, EPA son
moléculas altamente flexibles en comparacion con las zonas mas rigidas de la bicapa
causadas por grandes cantidades de acidos grasos monoinsaturados y saturados. El
enriquecimiento relativo de colesterol promueve la segregacion lateral de las proteinas y la
incorporacion de ciertos lipidos de la bicapa, formando asi micro-dominios mas
permanentes agrupados conocidos como "balsas lipidicas". Estos pueden impedir el
movimiento de grandes complejos de proteinas en la membrana, cuya estructura es
altamente modificada por AGPIs de la dieta (Rivera, 2012; Rivera et al., 2015).

Cuando los AGPIs son liberados de las membranas fosfolipidicas por las actividades de
varias fosfolipasas luego son sustratos de dos principales vias enzimaticas: los
cycloxigenasas (COX) y lipooxigenasas (LOX), que conducen a la amplia variedad de
prostaglandinas, eicosanoides, endocanabinoides, lipoxinas, nitrolipidos, neuroprotectinas,
maresinas, resolvinas, acidos hidroxieicosatetraenoico (HETE), nitrolipidos y hepoxilinas,
entre otros (Pasqualini et al., 2005).

Sin embargo, la mayoria de estas moléculas son de vida media muy efimera, por lo cual se
produce el equilibrio homeostatico de los tejidos. Estas moléculas son de produccion local
cuando es necesario y luego se destruyen de forma casi instantanea, desencadenan intensa
actividad en concentraciones muy bajas (incluso a valores de nM).Por otra parte, la mayoria
de los eicosanoides derivados del mismo sustrato, como el AA, muestran un
comportamiento agonistico/ antagonista, siendo su equilibrio una funcion clave como
controladores celulares homeostaticos.

La conocida actividad beneficiosa de los AGPIs -3 y sus derivados con respecto a ®-6 se
debe principalmente a que los primeros exhiben actividades anti-inflamatorias y anti-
neoplasicas que se observaron en varias enfermedades cronicas que tienen en comun ser
tejidos sometidos a procesos inflamatorios cronicos, dando lugar al desarrollo de diferentes
sindromes como el sindrome metabdlico, la obesidad, el tipo2, diabetes, dislipidemias,

accidente cerebro vascular (ACV), enfermedad coronaria, litiasis, la disfuncion endotelial,
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aterosclerosis, hipertension y cancer (Garcia et al., 2015). Estas enfermedades complejas e
interrelacionadas han llevado a proponer que los anti-inflamatorios enddgenos derivados de
AGPIs, principalmente de la familia ®-3 tienen la capacidad de regular y prevenir
procesos inflamatorios y consecuentemente modular el desarrollo de enfermedad cronicas
como las mencionadas anteriormente.

Un amplio nimero de datos epidemioldgicos y experimentales han demostrado que el
consumo de 4&cidos grasos dietarios saturados e insaturados modulan el proceso
carcinogenico habiéndose descrito compuestos iniciadores, promotores e inhibidores,
estudiando sus efectos preventivos o desordenes en el desarrollo de esta enfermedad (Chen
et al., 2008; De Stefani et al., 2008; Andreatta et al., 2012).

En muchas células cancerosas, el metabolismo de los AGPIs es claramente anormal, ya que
hay una pérdida parcial o completa de las enzimas A-6-y A-5 desaturasas, que catalizan los
pasos de desaturacion inicial en las rutas implicadas en la sintesis de AGPIs, de cadena més
larga cuya disponibilidad queda disminuida progresivamente. Ademas, las células
cancerosas exhiben bajos niveles de peroxidacion y un aumento de estrategias de anti-

peroxidacion (Pidgeon et al., 2007).
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Clasificacion de los acidos grasos poliinsaturados

Los AGPIs pueden clasificarse en al menos cuatro familias, dependiendo del acido graso
precursor a partir del cual son sintetizados:

a) serie -7 deriva del PA,(acido palmitico),

b) serie ®-9 deriva del OA,(&cido oleico),

c) serie w-6 deriva del acido linoleico (18:2-LA-w-6),

d) serie -3 del acido a-linolénico (18:3-ALA- ®-3).

En los mamiferos, los acidos grasos LA y ALA son llamados “Acidos Grasos Esenciales”
(AGEs) requeridos para la supervivencia y no pueden ser sintetizados de novo, deben ser
incorporados con la dieta. Como anteriormente se explicé las células de mamiferos
metabolizan a los AGEs por sucesivas reacciones de elongacién y desaturacion en las
cuales estan implicadas el mismo conjunto de enzimas, las elongasas y las enzimas A-5y
A-6 desaturasas que metabolizan las diferentes familias de acidos grasos (®-7, ®-9, ®-6 y
-3) (Das, 2006).

Para su sintesis las moléculas de AGPIs compiten, por lo tanto, unos con otros por las
mismas enzimas las cuales tienen una preferencia jerarquica entre los acidos grasos en el
siguiente orden, ®-3> ©-6> ®-9> ®-7. Esta preferencia por los AGPIs de 20 carbonos con
mayor grado de insaturacién tiene grandes implicancias para los habitos dietarios y el
metabolismo. Por lo tanto, si en condiciones de alimentacion comunes a nuestras culturas
alimentarias los derivados de ®-9 se forman en pequefias cantidades, el incremento del
acido graso 20:3 ®-9, un metabolito del OA, sugiere una deficiencia en &cidos grasos
esenciales -3 y -6 (Navarro and Eynard, 2013; Eynard, 1996).

Existen controversias en relacion a los ultimos pasos de la sintesis de acidos grasos, en
particular sobre la elongacion y desaturacion del acido araquidonico (AA-20:4-m-6) y el
acido eicosapentanoico (EPA-20:5-w-3). Ha sido aceptado desde hace tiempo que el AA'y
el EPA son primero elongados y luego desaturados por una enzima denominada A-4
desaturasa formando el &cido graso 22:5-w-6 y el acido docosaexanoico (22:6-DHA- ®-3)

respectivamente.
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Eicosanoides

Varios trabajos de investigacion han mostrado que los lipidos dietarios modulan la
produccion de diversas moléculas bioactivas (Pasqualini et al, 2003; 2005; 2008) en
particular los AGEs, generan esta serie de metabolitos conocidos en general como

eicosanoides (Fig. 5).
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Eicosanoides Lisofosfolipidos Endocanabinoides

Figura 5.
Biosintesis de derivados lipidicos. La figura muestra la biosintesis y de algunos de sus derivados como
eicosanoides, lisofosfolipidos y endocanabinoides. A posterior de la activacion de fosfolipasa C (PLC) se
libera diacilglicerol (DGA) desde la membrana fosfolipidica. La actividad de las DGA lipasa y la fosfolipasa
A2 (PLA2) produce la liberacion de éacidos grasos (AG) desde los fosfolipidos de la membrana, de modo
similar al acido docosahexaenoico (DHA) y del eicosapentaenoico (EPA): AA: acido araquidénico, DGLA:
dihomo-gamma-linoleico y LA: linoleico. Estos AG insaturados pueden ser sustratos de lipoxigenasas
(LOXs), cicloxigenasas (COXs) vy citocromo P-450 (CYP-450) produciendo resolvinas (Rvs),
neuroprotectinas  (NPs),  prostaglandinas ~ (PGs), leucotrienos  (LTs), tromboxanos  (TXs),
hidroxieicosatetraenoicos (HETES), hidroxieicosapentaenoicos (HEPES), lipoxinas (LXs) y hepoxilinas
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(HXs). Por otra via, el PLA2 estd implicado en la produccion de lisofosfolipidos. La actividad de esta enzima
produce la 1-O-alkil-lisophosphatidil colina (LPC). Esta molécula es metabolicada por LPC acetiltransferasa-
2 dando el factor de activacion plaquetaria (PAF) y por la enzima autoxina (ATX) se obtiene el acido
lisofosfatidico (LPA). La sintesis de endocanabinoides se produce a partir del fosfatidiletanolamina (PEA) por
catalisis de la transacilasa (TRCY) que lo transforma en N-acil-fosfatidil etanolamina (NAPE). Estas
moléculas son sustratos del PLC y por PLD, produciendo la liberacion de araquidoniletanolamida
(anandamida: AEA) y 2-araquidonilglicerol (2-AG), considerados dos de los principales endocanabinoides
enddgenos.Figura extraida y modificada de Comba et al., 2011.

La proporcion relativa de los &cidos grasos insaturados que se encuentra en las membranas
celulares y el tipo celular, son los principales factores que regulan tanto la clase como la
cantidad de estos compuestos (eicosanoides y otros) que seran generados, a partir de &cidos
grasos de fosfolipidos, por activacion enzimatica de fosfolipasas (Comba et al., 2010;
Bongiovanni et al., 2005)

El &cido araquidénico (AA, 20:4, ®-6) es el AGPI més abundante de las membranas
celulares y generador de eicosanoides.

Asi, la mayor parte de los eicosanoides procede de éste a través de diversas vias
enzimaticas. La via de las ciclooxigenasas (COXs) genera eicosanoides de la serie-2 como
prostaglandinas (PGs) y otros (Espada et al., 2007). Por otro lado, la via de las
lipoxigenasas (LOXs) produce &cidos hidroxieicosatetraenoicos (HETES) entre otros
(Funk, 2001)

Otros metabolitos bioactivos, como el &cido 13(S)-hidroxioctadecadienoico (13(S) HODE)
se generan a partir del &cido linoleico (LA, 18:2, n-6) a través de la via 15-LOX
(Bongiovanni et al., 2005). Otros derivados oxigenados como la PGEj3 derivan del acido
eicosapentaenoico (EPA, 20:5, ®-3) por la via COX-2. Los eicosanoides se originan a
partir de las familias de AGPIs -3 y -6, pero la competencia por sistemas comunes
enzimaticos entre éstos acidos grasos, produce variaciones en la produccion de estos bio-
lipidos, cuyos efectos en el desarrollo tumoral ain no se conocen totalmente (Panel et al.,
2006).

Es sabido que los compuestos activos que se generan en el metabolismo de estas dos
familias de lipidos, tienen actividad pro o anti-inflamatoria cuyos efectos incidiran sobre
las celulas en las diferentes etapas del proceso carcinogénico (Wang et al., 2007). Estas

moléculas bio-activas derivadas de lipidos que fueran descritas mas arriba, pueden también
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producir mutaciones en el ADN, generando cambios en la expresion de diversas moléculas
que regulan el ciclo celular e influyen también en la actividad de factores de transcripcion,
en la expresion de genes, en las vias de transduccion de sefiales impactando en los procesos
de apoptosis y proliferacion celular implicadas en el desarrollo del cancer (Pidgeon et al.,
2007)

Acidos Grasos y Eicosanoides: Relacion con Factores de Transcripcion en la

Carcinogeénesis de Glandulas Salivares

Estas moléculas bio-activas derivadas de lipidos que fueran descritas mas arriba, pueden
también producir mutaciones en el ADN, produciendo cambios en la expresion de diversas
moléculas que regulan el ciclo celular e influyen también en la actividad de factores de
transcripcion, en la expresion de genes, en las vias de transduccion de sefiales impactando
en los procesos de apoptosis y proliferacion celular implicadas en el desarrollo del cancer
(Bongiovanni et al., 2005)

Ha sido demostrado que la actividad de los &cidos grasos poliinsaturados indujeron la
acumulacién, activacion y re-localizacion celular de maltiples y diversas vias de
sefializacion celular en cancer de mama y de cabeza y cuello como las de TP53-y otras
como p21WAF1/CIP1 (Espada et al., 2007; Funk, 2001).

Proteina supresora tumoral TP53

Entre los genes supresores de tumores se puede mencionar a la proteina TP53. El tipo
salvaje de la proteina TP53 es un potente inhibidor de la progresion del ciclo celular, regula
el crecimiento y la apoptosis de células cuyo ADN ha sido dafiado por agentes del medio
ambiente. Al respecto, se sabe que la proteina TP53 es esencial para regular el ciclo celular
y es capaz de detener el ciclo en la etapa G1 de las células. Este gen se encuentra localizado
en el brazo corto del cromosoma 17 humano, y codifica para fosfoproteinas, elementos
claves en el control del ciclo celular (Todd and Wong, 1997).

La forma activa de la proteina TP53 es un tetramero de unidades idénticas. La importancia

de la proteina TP53 es la elevada incidencia de su mutacion encontrandose esta forma en el
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50% de los canceres estudiados. Esta mutacion estructural produce una inactivacion de su
tipo salvaje, ya que interrumpe su normal funcionamiento y puede contribuir a la
malignidad de los tumores (Deshpande and Wong, 2008; Todd and Wong, 1997).

En la década de los ‘80 se demostr6 mediante técnica de marcacion que la proteina TP53
se localiza preferentemente en el citoplasma en la mayoria de las células normales,
mientras que en las células transformadas o con un répido crecimiento la inmuno-
marcacion de la misma se incrementa en el nlcleo celular. La proteina TP53 se encuentra
estrechamente asociada a la proteina MDM2, que actia como regulador negativo de la
TP53. La MDM2 es una ubiquitina ligasa E3, la cual junto con la proteina p300, “co-
activador transcripcional”, degradan a la TP53 por ubicuitinacién y procesos dependientes
de proteosomas (Benetiz, 2000).

Por otra parte, la proteina TP53 es esencial para el punto de control que detiene en G1 las
celulas con ADN dafiado. (Fig 6).

El gen supresor de tumores TP53 tiene un rol clave en las respuestas al estrés celular, con el
fin de preservar la estabilidad del genoma. Esta funcion la cumple a través de mecanismos
transcripcionales y no transcripcionales que regulan procesos como la apoptosis, la
autofagia, la progresion del ciclo celular, la senescencia, reparacion del DNA vy el
metabolismo celular. Universalmente es reconocido como un marcador de los canceres
humanos cuando se encuentra mutado (Zarate et a 2013, Brunotto et al., 2006 y 2009; Li et
al., 2012; Liu et al., 2004).

La proteina TP53 es un factor de transcripcidén que promueve la sintesis de proteinas como
la p21, que inhibe el crecimiento celular o induce la muerte por apoptosis. Este factor de
transcripcion responde a estimulos genotdxicos y transcribe genes de union especifica a
secuencias de ADN que detienen el ciclo celular. En el caso particular de la proteina TP53,
si la misma se encuentra mutada no produce la detencion del ciclo celular, generando un
acumulo de células anormal (Chapkin et al., 2007).

Trabajos clinicos y experimentales realizados en pacientes con tumores malignos de
glandulas salivares demostraron que el indice de proliferacion celular, la mutacién de
oncogenes Yy la sobre-expresion de los proteinas supresoras de tumores como la TP53 y

2/neu fueron identificados como marcadores de génesis de tumores de las glandulas
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salivales, siendo la expresion de TP53 un evento temprano en la tumorigénesis de estas
glandulas (Menendezet al.,2004, Brunotto et al,2009).

Se ha demostrado que los lipidos y sus derivados pueden regular factores de transcripcion
incidiendo en la carcinogenesis. Asi en un estudio epidemiolégico realizado en una
poblacion australiana se ha observado una asociacién inversa entre las concentraciones de
acidos grasos ®-3 en el suero de personas sanas, principalmente del EPA y DHA, v la
inmunomarcacion de TP53 en la epidermis completa y en la capa basal de la misma. Estos
resultados apoyan otras investigaciones que demuestran que los &cidos grasos de cadenas
largas podrian modificar los eventos tempranos de carcinogénesis a nivel de piel (Jaehne et
al., 2005).

. Sitio de fosforilacién

Sitio acetilacion

Figura 6. Representacion esquematica y 3D de la proteina TP53 humana y su localizacion en el cromosoma
17 (arriba izq.). Figura extraida y modificada del sitio de la IARC-agencia internacional para la investigacion
del Céancer de la Organizacion Mundial de la Salud: http://p53.fr/TP53 publications/publications.html

Se conoce que la proteina TP53 ha sido postulada como candidata a mediar parte de la
regulacion de la carcinogénesis y que los acidos grasos ademas podrian modular la
actividad de este supresor de tumores, pero los mecanismos subyacentes entre TP53 y
metabolismo lipidico no esta definido (Wang et al., 2007).

Trabajos clinicos y experimentales realizados en pacientes con tumores malignos de

glandulas salivares demostraron que el indice de proliferacion celular, la mutacion de
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oncogenes Y la sobreexpresion de los receptores vinculados al crecimiento celular como la
TP53 y 2/neu fueron identificados como marcadores de génesis de tumores de las
glandulas salivales, siendo la expresion de TP53 un evento temprano en la tumorigénesis de
estas glandulas (Pidgeon et al., 2007).

Desde hace mucho tiempo se ha observado que un aumento de ROS en las células
cancerosas actuarian a nivel del ADN generando mutaciones de purinas, pirimidinas y de
productos de oxidacion de la desoxirribosa como 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (Choudhari et
al., 2014).

Como anteriormente se ha explicado la proteina TP53 esta involucrada en procesos de
inhibicion del ciclo celular y de apoptosis celular. La produccién de ROS generaria estrés
celular y esta proteina podria responder de tres modos diferentes (Haliwerr, 2007).

En presencia de un dafio medio o bajo, la proteina TP53 normal presentaria niveles bajos de
concentracion y conduciria a la expresion de genes que codifican proteinas antioxidantes,
produciendo una reparacion del ADN dafiado. En presencia de un alto nivel de dafio,
generado por la presencia por ejemplo de ROS, la proteina TP53 normal, conduciria a la
senescencia 0 muerte celular (apoptosis), eliminando de este modo a la/s célula/s dafadal/s.
En una situacion similar a las descriptas previamente, pero en presencia de una proteina
TP53 mutada, no podria ocurrir el proceso apoptético por lo cual las células dafiadas
(mutadas) podrian generar un tumor por la falta de inhibicion del ciclo celular (Halliwell,
2007).
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La proteina estimuladora del ciclo celular Ki 67

El antigeno para la proteina Ki-67 fue originalmente identificado a principios de 1980 como
anticuerpo monoclonal de raton contra un antigeno nuclear de una linea celular de linfoma
de Hodgkin. EI nombre Ki-67 proviene del nombre de la Universidad de Kiel, Alemania, en
donde trabajaban Gerdes y sus colaboradores, en tanto que el nimero 67 se refiere al
numero de clon en un plato de 96 pocillos (Gerdes et al., 1983) EIl antigeno Ki-67 es una
proteina que se encuentra en el ndcleo y que se expresa en las diferentes etapas del ciclo
celular, como son la fase G1, S, G2 y mitosis; no asi en las células en reposo (GO0). La
deteccion del antigeno Ki-67 se asocia estrictamente con el ciclo celular y se confina al
nacleo, lo que sugiere un papel importante en el mantenimiento o regulacion del ciclo de
division celular (Fig.7).

La proteina se encuentra principalmente en el area nuclear y en la region fibrilar densa del
nucléolo durante la interfase. Mientras que al inicio del proceso mitético, esta proteina se
asocia a la periferia del cromosoma condensado. La proteina Ki67 se expresa en diferentes
momentos del ciclo celular, especialmente en G1, S, G2 y M, presentando un pico maximo
en la mitosis (Yerushalmi et al., 2010). Durante la interfase Ki67 es detectado dentro del
nacleo, en cambio, en la mitosis la mayoria de estas proteinas son re-localizadas en la
superficie de los cromosomas, como mé&s arriba se menciond. Ki67 es rapidamente
degradado cuando la célula entra a un estado no proliferativo o durante procesos de
reparacion de ADN ( Colozza et al, 2005, Verheijen et al, 1089; Yerushalmiet al., 2010)

En investigaciones sobre lesiones malignas de cavidad oral, glandulas salivares, faringe y
laringe estudiaron la actividad proliferativa con diferentes métodos como indice de
AgNORs, MIB-1 y expresion inmunocitoquimica de Ki67, demostrando que estos
marcadores son validos para definir tratamientos y determinar pronésticos(Pich et al., 2010;
Vieira et al., 2008).
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Figura 7. Ki-67 (Mki67) en el ciclo celular. Representacion de las diferentes moléculas que participan de la
regulacion del ciclo celular, en cada una de sus fases (G2, M, S, G1, G0). Figura extraida y modificada de:
Krautkramer KA, Linnemann AK, Fontaine DA, Whillock AL, Harris TW, Schleis GJ, Truchan NA, Marty-
Santos L, Lavine JA, Cleaver O, Kimple ME, Davis DB.Tcfl9 is a novel islet factor necessary for
proliferation and survival in the INS-1 Bcell line. Am J Physiol Endocrinol Metab. 2013; 305(5):E600-10.

CANCER DE CABEZA Y CUELLO

Epidemiologia

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo; se estima que las muertes por cancer
en los Gltimos 10 afios han sido de un 15% en paises desarrollados y de un 30% en paises
en vias de desarrollo. Anualmente 11 millones de personas son diagnosticadas con algin
tipo de cancer y cerca de 7 millones de pacientes mueren por esta patologia.

En Argentina, también el cancer es la segunda causa de muerte después de las
enfermedades cardiovasculares, con tasas comparables a las de Canada y los EE.UU, y
ademas varia sustancialmente entre distantes regiones de nuestro pais (Bosetti et al., 2005).
Las tasas de céncer han aumentado debido al incremento de la poblacion, a un mejor

diagndstico precoz y a una mayor exposicién a factores de riesgo (WHO, 2013).
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Es conocido que el 95% de los canceres mas comunes estan causados por factores
ambientales y, de ellos, mas de la tercera parte estan ligados a factores nutricionales como
una de las causas principales (WHO, 2007 y 2013).

La frecuencia, distribucion geogréfica y el comportamiento de los diferentes tipos de
canceres se relacionan con sexo, edad, etnia, la predisposicion genética y la exposicion a
productos carcindgenos como colorantes, benceno, alquitrén, tabaco, alcohol, etc. (Blas and
Kurup, 2010).

Los canceres de cabeza y cuello incluyen a los canceres que se desarrollan en paladar,
glandulas salivales y fosas nasales. A nivel mundial, el cncer bucal representa entre el 2 al
5 % del total de los canceres de todo el organismo, constituyéndose en uno de los diez mas
frecuentes (Blas and Kurup, 2010). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
informado recientemente un aumento en la incidencia del cancer en todo el organismo,
incluyendo el que se desarrolla en cavidad bucal, con el consecuente aumento en las tasas
de morbi-mortalidad (Piemonte et al., 2010)

En estudios realizados sobre cancer bucal en la Provincia de Cordoba, se observd que uno
de los sitios mas frecuentes de aparicion de esta patologia fueron las glandulas salivales
mayores (23,7%) (WHO, 2006). La morbilidad y mortalidad que produce es elevada,
presentando una tasa de supervivencia en aproximadamente solo el 50 % de los casos, de
acuerdo a la localizacion y al tamafio del tumor y a la presencia de metastasis (Morelatto
and Lopez de Blanc, 2006).

Dentro de los tumores que se presentan en las glandulas salivales mayores, los que se
desarrollan en glandula parétida, se transforman en malignos en un 25%, en tanto que
aquellos que se desarrollan en las glandulas submandibulares la tasa de malignizacion es
del 50%; resultando estos ultimos mas agresivos y con peor prondstico de sobrevida
(Gorsky et al., 2004 ).

Tumores de Glandulas Salivares

Las glandulas salivales mayores, Parétida, Submandibular y Sublingual, y menores
cooperan funcionalmente para producir la saliva de la cavidad oral, liquido complejo

formado por una gran variedad de componentes organicos e inorganicos, que actta en el
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mantenimiento de la mucosa oro-esofageal, la reparacion de la misma y la homeostasis del
medio ambiente bucal (Fig. 8).

Las glandulas salivales mayores comparten un modelo comun de desarrollo embrionario en
roedores. La glandula submandibular se genera a través de un proceso de morfogénesis
branquial, seguido de un proceso de crecimiento y diferenciacion durante el periodo pre y
postnatal, regulado por hormonas, componentes de la matriz extracelular y el sistema
nervioso auténomo (Holmberg and Hoffman, 2014). Las Glandulas Submandibulares
participan en la secrecién de un fluido rico en proteinas que contribuye al mantenimiento de
la salud bucal; estas glandulas incrementan su volumen de grasa y tejidos conectivos con el
transcurrir del tiempo de vida del organismo (Saito et al., 2015).

En relacion a la composicién lipidica en glandulas salivares de ratas adultas se ha
determinado que a medida que se avanza en la edad del animal el contenido de lipidos
totales aumenta, especialmente, en las glandulas salivares mayores (parotida,
submandibular y sublingual); siendo que paro6tida y submandibular tienen un mayor
contenido de fosfolipidos en relacion a las glandulas sublinguales. Sin embargo, a medida
que el animal envejece, el contenido de fosfolipidos tiende a disminuir en las tres glandulas
salivares mayores. Los lipidos mas predominantes son la fosfatidilcolina y la
fosfatidiletanolamina. Los 4&cidos grasos como palmitico, estearico, linoleico y
araquidonico son los mayores componentes lipidicos de los fosfolipidos de la membrana
observados en las glandulas salivares mayores de ratas. Con el envejecimiento del animal el

contenido de linoleico se incrementa y el de araquidonico disminuye (Tomita et al., 2007).
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Figura 8. Anatomia de las glandulas salivares mayores en el hombre. SLG: glandula sublingual; SMG:
glandula submandibular; PG: glandula par6tida. Figura extraida y modificada de Holmberg KV and Hoffman
MP. Anatomy, biogenesis, and regeneration of salivary glands. Monogr Oral Sci. 2014 ; 24: 1-13.

Los tumores de glandulas salivales son un grupo diverso de neoplasias a nivel morfologico
y clinico; los cuales pueden presentar diagndsticos y terapéuticas considerablemente
diferentes tanto para patélogos como para cirujanos. La distribucion epidemioldgica de
estos canceres en el mundo ha demostrado variaciones geograficas en su incidencia
(Fonseca et al., 2012; Vasconcelos et al., 2015; Wang et al., 2015) (Fig. 9).

Actualmente la OMS reconoce un total de 13 tipos benignos y 24 tipos malignos de
tumores de glandulas salivares, originandose la mayoria en las glandulas par6tidas,
submandibulares y sublinguales. Debido al alto grado de diversidad morfol6gica que
presentan estos tumores, serian uno de los tipos de canceres de cabeza y cuello méas
interesantes para estudiar. Entre los canceres que se presentan en las glandulas salivales
mayores, el grado de malignidad que afecta a las glandulas submandibulares es
considerado, generalmente, con peor pronéstico en relacion a los que afectan a las otras
glandulas mayores (Speight and Barrett, 2009). Muchos pacientes que sufren este tipo de
neoplasias, luego de la extirpacién quirargica de una o de las dos glandulas
submandibulares presentan en consecuencia manifestaciones clinicas como reduccion del
flujo salival, alteracion de la microflora cariogénica e incremento de la incidencia de caries

dentales. Es por ello que la prevencién o deteccion precoz de cambios malignos en las
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células de individuos expuestos a factores de riesgo es fundamental para prevenir

consecuencias psico-fisiologicas en los mismos (Nagpal et al., 2003; Nagao et al., 2002).
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Figura 9. Tasa de incidencia de riesgo acumulado (x1000), de cancer de cabeza y cuello en el mundo para
sexo masculino (superior) y femenino (inferior). Figura extraida GLOBOCAN 2012 (IARC). Disponible en
sitio web: http://globocan.iarc.fr/
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Dado que la progresion tumoral esta caracterizada por un balance entre los procesos de
proliferacion celular y apoptosis, ambos regulados por la expresion de un grupo de
oncogenes y genes supresores de tumores, investigadores estiman importante encontrar
patrones de proliferacion y apoptosis asociados a canceres orales primarios (Brunotto et
al., 2014; 2013). En este marco es importante definir, en la carcinogénesis de glandula
submandibular, los patrones de modificacion morfoldgica y fisiologica tanto a nivel de
mucosa oral como de glandulas salivales.

A nivel experimental uno de los modelos de induccion de carcinogénesis es la utilizacion
de 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno (DMBA), aplicado en el agua de bebida de los
animales, de forma tdpica sobre piel de los animales o bien inyectado en el érgano en
donde se quiere estudiar el proceso de malignizacién. La forma de accién del carcindgeno
DMBA, un hidrocarburo policiclico aromatico, es bien conocida. Este actla a través de
receptores aril hidrocarburo (AhR) activando el citocromo p450. Esta enzima (p450) oxida
al DMBA vy lo convierte en 3,4 epoxi seguido de hidrdlisis por mEH que lo aproxima a la
forma 3,4 diol. Este metabolito es nuevamente oxidado por el citocromo P450 a 3,4 diol-
1,2-epoxi, que es capaz de unirse covalentemente al ADN y causar una mutacién. Se ha
observado que la nicotina presenta una via metabdlica similar a la del DMBA (Brunotto et
al., 2006; Walle et al., 2006).

Por todos los antecedentes expuestos, es probable que en los modelos a utilizar en la
presente investigacion, la variacién lipidica de las membranas que se induzca a través del
agregado exogeno de AGPIs w-6 y -3, genere variaciones en la actividad de enzimas
LOXs y COXs y en sus productos lipoxigenados, y que los mismos modifiquen el
desarrollo tumoral expresado diferencialmente por biomarcadores como TP53 y Ki-67 en
tumores de glandulas salivales.

Estos estudios permitiran ampliar el conocimiento sobre el papel, de los AGs en dicho
proceso y evidencian la importancia del metabolismo del AA en la regulacion del
desarrollo y crecimiento tumoral. Entender los mecanismos de sefializacion regulados por
AGs vy sus derivados bioactivos es un punto critico para determinar su participacion en la
proliferacion celular y apoptosis, asi como su impacto en la modulacion, progresion o

regresion del proceso carcinogénico.
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Existen un gran namero de estudios sobre AGPIs y canceres como los de mama, pancreas,
colon, etc. Sin embargo es muy escasa la literatura cientifica en relacion a los canceres de
cabeza y cuello y AGPIs, particularmente en los canceres que se producen en glandulas
submandibulares. Por lo cual resulta interesante corroborar que los mecanismos ya
descriptos en otros canceres presentan procesos similares en glandulas submandibulares,
recordando que es un cdncer muy agresivo, con mal pronostico y, que en general, es
diagnosticado en estadios tardios; es por ello que resultaria altamente beneficioso para la
poblacién determinar delineamientos dietarios que permitan prevenir este tipo de cancer.

Los estudios moleculares sobre el papel de los lipidos en relacion a factores de
transcripcion que inciden en la proliferacion de células tumorales, permitira disefiar en un
futuro nuevas estrategias preventivas, terapias génicas y drogas para prevenir la aparicion

del céancer y/o inhibir su desarrollo.

HIPOTESIS DE TRABAJO

La dieta enriquecida con acidos grasos ®-3 y ®-6, modificaria la regulacion del ciclo
celular y la apoptosis por alteraciones en la composicion lipidica de la membrana celular,
expresada diferencialmente por biomarcadores como TP53 y Ki-67, y por el nimero de
células apoptoticas en la tumorigénesis, inducida con DMBA en glandulas submandibulares

murinas.
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OBJETIVOS
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general es evaluar el impacto de las dietas enriquecidas con &cidos grasos de las

familias o-3 y -6 sobre la regulacion del ciclo celular y la apoptosis mediados por las

alteraciones lipidicas de las membranas celulares evaluada por la expresion de

biomarcadores como TP53 y Ki-67 y por el nidmero de células apoptéticas en la

tumorigénesis inducida con DMBA en glandulas submandibulares murinas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a.

Inducir tumores experimentales en animales BALB/c utilizando como agente
carcinogénico el DMBA en ratones alimentados con dietas enriquecidas con diferentes
proporciones de acidos grasos insaturados (o-3 'y ®-6).

Evaluar los cambios celulares de las glandulas inyectadas con DMBA mediante técnicas
histol6gicas de rutina.

Analizar el perfil de acidos grasos de las membranas de células tumorales de los
huéspedes alimentados con dietas enriquecidas con AGPls, ®-3 y ®-6 en distintos
estadios del desarrollo tumoral en huéspedes controles e inyectados con DMBA.
Determinar la expresion diferencial de los biomarcadores TP53 y Ki67 en la
tumorigénesis inducida en las glandulas submandibulares de huéspedes controles e
inyectados con DMBA alimentados con dietas enriquecidas con AGPls, ®-3 y ®-6.
Determinar el nimero de células apoptéticas en la tumorigénesis inducida en las
glandulas submandibulares de huéspedes controles e inyectados con DMBA sometidos
a dietas enriquecidas con AGPIs, ®-3 y ®-6.

Determinar la relacion de los AGPls, -3 y ®-6 y sus derivados eicosanoides- 13 (S)
HODE y12 (S) HETE, 15 (S) HETE. 5 (S) HETE y 12 (S) HHT-y la expresién de los
biomarcadores TP53 y Ki-67y de apoptosis en la tumorigénesis de huéspedes controles

e inyectados con DMBA alimentados con dietas enriquecidas con AGPls, -3 y -6.
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MATERIAL Y METODOS
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Animales y Dieta

Se utilizaron 71 ratones de la cepa BALB/c (machos y hembras, n=34 DMBA; n=37
controles) endocriados (consanguinidad) cuya caracteristica principal es la isogeneidad o
igualdad genética, lo cual facilita el intercambio de células del sistema inmune o células
tumorales y permite la amplia susceptibilidad a los carcinégenos, por lo tanto nos permite
minimizar las diferencias probables que sugieran entre los distintos sexos.
(http://www.informatics.jax.org/external/festing/search_form.cgi) suministrados por el
Instituto de Biologia Celular de la Universidad Nacional de Cordoba, que se dividieron del
siguiente modo:
o Maiz, n=24 (14 controles y 10 DMBA);
o Chia, n=25 (13 controles y 12 DMBA);
. Cértamo, n=22 (10 controles y 12 DMBA);
El protocolo para el uso de animales fue realizado bajo los lineamientos de la guia de
cuidado y usos de cuidado de animales de laboratorio del Instituto Nacional de Salud, los
cuales fueron revisados y aprobados por el Comité de Etica para el cuidado y uso de
animales de laboratorio de la Facultada de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de
Cordoba-Argentina.
Los animales, después del destete, fueron aleatoriamente alojados en grupos de a cuatro en
cajas de policarbonato. Los mismos fueron alimentadas ad libitum con dieta y agua a
demanda, y mantenidos con temperatura controlada de 23/24C° y con ciclos de luz /
oscuridad de 12:12 h.
Todas las dietas estuvieron compuestas por una base semi-sintética que contenia: caseina
17%, sucrosa 33%, fécula de maiz 38%, fibras 2%, mezcla de sales 3,5% y mezcla de
vitaminas 0,5%. Esta dieta base fue suplementada con:

1. Dieta Maiz: 6% de aceite de Zea mays, rico en ® -6 y ®-3;

2. Dieta Cartamo: 6% de aceite de Carthamus tinctorius, rico en ® -6 0;

3. Dieta Chia: 6% de aceite de Salvia hispanica, rica en ®-3.
Se realizd un seguimiento diario de los animales y se registrd el consumo de dieta,
midiendo el peso de los mismos periddicamente. Los AGPIs »-3 fueron provistos a través

de aceite de semilla de la chia de Nutraceutica Sturla S.R.L. (Argentina), mientras que la

FACULTAD DE ODONTOLOGIA, FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS (UNC) 46


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22
http://www.informatics.jax.org/external/festing/search_form.cgi

TESIS DOCTORAL MARIA EUGENIA SCHERMA

fuente de AGPIs »-6 fue a partir de aceite obtenido de la semilla de maiz de Arcor S.A.
(Argentina). El aceite de Cartamo fue donado por la empresa Argentina Bunge SA (Santa

Fe, Argentina).

El protocolo de experimentacion se muestra en la Fig.10:
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Figura 10. Esquema del protocolo de experimentacion .AGIPs: acidos grasos poliinsaturados
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Induccién de tumor

Todos los animales fueron anestesiados mediante inhalacion con Isofluorano.

Los animales experimentales (grupo DMBA) fueron inyectados subcutaneamente, una
sola vez, a la altura de las glandulas submandibulares- con 50 pl de 0.5 % de DMBA
(SIGMA ALDRICH, USA) disuelto en acetona a los 90 dias a partir del destete.
Mientras que los animales del grupo control fueron inyectados bajo el mismo
procedimiento pero con 50 pl del vehiculo (acetona).

Las glandulas submandibulares fueron removidas completamente a los 90 dias post
inyeccion (180 dias posteriores al nacimiento). Se realizaron descripciones
macroscopicas y posteriormente, las glandulas fueron seccionadas en partes, las cuales
se destinaron para estudios bioquimicos de lipidos, estudios histopatoldgicos e

inmunocitoquimicos.

Determinacion de perfiles de &cidos grasos de membranas de células tumorales y no
tumorales

El perfil de &cidos grasos de membranas de las células se realiz6 siguiendo la
metodologia propuesta por Calderén& Eynard, 2000.

Suspensiones de 6 x 10 células se homogeneizaron en buffer hipoténico en frio (50
mM de manitol + 5 mM Hepes) y se resuspendieron luego con CaCl, 1M. Sus
membranas fueron separadas en ultra-centrifuga a 35000 rpm durante 30 min. La
extraccion y particion de lipidos totales de membranas se realiz6 con soluciones de
cloroformo:metanol (1:2 v/v) y cloroformo: metanol:agua (3:48:47 v/v) (Jaehne et al.,
2005)

La saponificacién de los lipidos extraidos se llevé a cabo con una solucion de KOH 10
% (p/v) en metanol 50 % (v/v). Posteriormente se realizd la esterificacion empleando
una solucion de HCI 3 % (v/v) en metanol. Finalmente, los ésteres metilicos de AG se
identificaron y cuantificaron, comparando sus tiempos de retencion relativos con
estandares comerciales (Un-Chek.Prep, MN, USA) por GLC mediante Cromatdgrafo de
gas (Perkin Elmer precisely, Clarus 500 GC, Connecticut, USA).
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Determinacion de Peroxidacion Lipidica Enzimética (LA, LOXs y COXs) por HPLC

La actividad enzimatica se determind mediante el analisis por cromatografia liquida de
Alta Perfomance (HPLC) en un cromatdgrafo Beckman System Gold provisto de
bomba binaria y detector UV, de acuerdo a técnicas empleadas en nuestro laboratorio
(Garcia et al 2015) .

Se evalud la produccién de los siguientes metabolitos derivados enziméaticamente del
AA: 12(S)-HHT producidos por la via COX, el cual es generado normalmente en
cantidades equimolares con el malondialdehido (MDA), cuya produccion vy
determinacion constituye un valioso parametro para medir peroxidacion lipidica), 12—
(S)-HETE, 15-(S)-HETE y 5-(S)-HETE por la via de las LOXs y metabolitos derivados
del &cido linoleico, el 13-(S)-HODE.

Los eicosanoides fueron identificados comparando sus tiempos de retencion relativos y
espectros UV con estdndares comerciales (BIOMOL Research Laboratory Inc. USA).
Los mismos se cuantificaron mediante una curva de calibracion con cada uno de los
estandares comerciales y se expresé como ng/ 7 x 10° células/ml (Pasqualini et al.,
2003; Espada et al., 2007; Comba et al., 2010).

Analisis Histoldgicos

Las glandulas fueron fijadas en formol al 10%, tamponado con acetil piridina
clorhidrico pH 7. Se procesaron de acuerdo a la técnica de rutina para inclusién en
parafina y tincidbn con hematoxilina-eosina. Las secciones se examinaron con
microscopio para su descripcion morfoldgica siguiendo los criterios de la Organizacion
Mundial de la Salud (Barnes et al., 2005).

Inmunohistoquimica

La inmunomarcacion del tejido neoplasico y normal de las glandulas submandibulares
se realizo en secciones tisulares de 4-um previamente fijados e incluidos en parafina.
Se utilizo la técnica peroxidasa-antiperoxidasa y avidina-biotina. Las secciones fueron
desparafinadas con xilol, deshidratadas con grados crecientes de alcohol y lavadas con

agua destilada. Las muestras fueron lavadas con Tris-buffer salino y calor durante 15
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minutos a 100 °C en buffer citrato de sodio 10 mM (pH 6.0) para recuperacion de
antigenos. Las tinciones inespecificas fueron bloqueadas con suero bovino fetal al 5%
en PBS durante 40 min. Después de los lavados con PBS, los preparados se incubaron
durante 9-12 h a 4°C en camara humeda con el anticuerpo monoclonal especifico
(1:100). Luego se lavo 3 veces en PBS y se incubd con inmunoglobulina anti-igg de
raton (1:50) biotinilada. Para la inmunoperoxidasa se lavé nuevamente y se le adiciond
el complejo avidina-biotina-peroxidasa y la marcacion se revel6 con tetrahidroclorato
de diaminobenzidina (DAKO, USA). El control negativo se realiz6 por reemplazo del
anticuerpo primario con buffer fosfato salino. EI control positivo fueron las muestras de
carcinoma de mama de ratdén. Finalmente las preparaciones se colorearon con
hematoxilina de Harris, deshidratadas y se montaron con Entellan (Merck, Darmstadt,
Alemania). Estudios controles se realizaron siguiendo el mismo protocolo, pero
omitiendo el anticuerpo monoclonal primario.
Se utilizaron los anticuerpos:

a. Anti-Ki67 (Dako, USA), considerando positivo cuando se observd en las

muestras inmunomarcadas en nucleo.

b. Anti-TP53 (Dako, USA) considerando positivo cuando se observo en las

muestras inmunomarcadas en nucleo.
La inmunomarcacion se consider6é negativa cuando se observaron de 0-5% de células
positivas, y positiva con > 5% células inmunomarcadas. El analisis de las muestras se
realiz6 por un solo examinador a simple ciego. La inmunomarcacion de los nucleos
positivos a TP53 o Ki-67 se contabilizé en un 4rea de 5.10°° pm? para cada experimento.
Los valores representan el valor de la mediana de 3 muestras independientes divididas
en 5 secciones cada una. Las secciones se analizaron por microscopia 6ptica a una
magnificacion de 400x (Gorna et al., 2004; Brunotto et al., 2006; Busamia et al., 2011).

Apoptosis

La degradacion del ADN fue evaluada utilizando la técnica del TUNEL siguiendo el
protocolo establecido para el reactivo Dead End Colorimetric Tunel System (Promega,
Argentina) sobre secciones de tejidos de GSM embebidas en parafina. EI nimero de
nucleos apoptoticos se contd para cada experimento y se expresaron en relacion al

nGmero total de ndcleos en un &rea de 5.10° um?. Los valores representan el valor de la
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mediana de 3 muestras independientes divididas en 5 secciones cada una. Las secciones

se analizaron por microscopia optica a una magnificacion de 400x.

Andlisis Estadistico

Los datos de inmunomarcacion, AGPIs y eicosanoides fueron descriptos mediante sus
valores medios (media/mediana) y error estandar.

Las variaciones en los lipidos y sus derivados fueron analizados mediante prueba de
Kruskall Wallis (ANOVA no paramétrico) y comparaciones de a pares a posteriori para
significancia entre acidos grasos saturados e insaturados e inmunomarcacion de TP53 y
Ki67 y nimero de ndcleos apotéticos identificados con la técnica TUNEL. Ademas
para evaluar la significancia de los ecosanoides se utilizd un modelo lineal generalizado
con componente aleatorio gamma y funcion de enlace canonica (la medicién de AGPIs
y eicosanoides fue considerada variable dependiente en tanto que tipo de aceite
adicionado a la dieta y tratamiento 0 no con DMBA fueron variables independientes
(Garcia et al., 2015). En todos los casos se fijo un p-valor<0.05 para significacion

estadistica. Se utiliz6 el software libre R (www.r-project.org).
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Induccién de tumores

Del total de animales inoculados con DMBA el 73,5% (25/34) generd cambios
evidentes relacionados a procesos tumorigénicos como displasias, alteraciones del
estroma glandular, etc., en un periodo de tiempo entre 3 y 4 meses post inyeccion. Los
animales tratados con DMBA exhibieron una congestion significativa en la region
glandular. En algunos casos se observaron hipertrofia glandular y de la cadena
ganglionar subyacente a la glandula; y a nivel microscépico se observo desorganizacion
del estroma glandular, siendo més evidente en los animales alimentados con Maiz y
Céartamo (Fig. 12 y 13, tincién con H/E). En tanto en los animales controles no se
observaron ninguna alteracion macroscopica o histologica similar a displasias y/o

neoplasias (Fig. 12 a 14, tincion con H/E).

Peso y sobrevida de los animales

El peso promedio de los animales al momento del destete y a los 30 dias se muestra en
la Tabla 1.

Tabla 1.Pesos en gramos (g) de los animales en cada grupo y dieta al momento del destete y a los 30 d

Grupo Dieta Momento Peso (g)
Media D.E. Mediana
Control Cartamo Destete 11,83 0,29 12,00
30 dias 13,90 0,10 13,90
Chia Destete 13,20 1,10 14,00
30 dias 18,33 2,89 20,00
Maiz Destete 13,50 0,50 13,50
30 dias 17,00 0,35 17,00
DMBA Cartamo Destete 18,50 0,50 18,50
30 dias 18,50 0,50 18,50
Chia Destete 12,75 1,26 13,00
30 dias 19,07 0,40 19,00
Maiz Destete 12,00 2,16 12,50
30 dias 21,26 0,96 21,51

Respecto a la sobrevida, del nimero inicial de animales en cada dieta, sobrevivieron el
100% en los grupos alimentados con chia y maiz hasta el momento del sacrificio y
autopsia. Mientras que en los

animales alimentados con dieta cartamo se registraron 3 muertes en los controles y 3

muertes en los tratados con DMBA.
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Perfil de Acidos Grasos en membranas celulares

En la Tabla 1 se muestran los niveles de acidos grasos saturados, donde se observa que
en general no hubo diferencias significativas entre grupos para las distintas dietas; con
excepcion del 18:0, donde se observo una disminucion significativa de este acido graso
saturado en las membranas de las GSM de los animales inyectados con DMBA en la
dieta chia.

Los &cidos grasos 14:0 y 16:0 variaron significativamente entre los grupos control y
DMBA, solo en la dieta cartamo (Tabla 1).

Tabla 1. Perfil de &cidos grasos de membranas de las células de GMS de ratones.Ca: aceite cartamo; Ch:
aceite chia; M: aceite maiz.(*) Prueba de Kruskall Wallis. Letra negrita e italica indica diferencias
significativas para un p-valor < 0,05. El valor p dieta indica la diferencias significativas entre las dietas
administradas a los animales en cada tratamiento; p grupo indica diferencia entre los valores de cada
acido graso entre controles y DMBA. Cada valor representa la media =+ desvio estdndar (DE) y la
mediana de 5 experimentos separados.

Acidos grasos Control DMBA P

Saturados grupo(*)
Dieta Media DE Mediana P dieta () Media DE Mediana P dieta()

14:0 Ca 185 046 211 04506 | 007 004 007 02571 | 0.0357
(Ac. miristico) | cp 133 064 123 065  0.82 0.65 0.6000
M 077 133  0.001 004 002 003 0.6000
16:0 Ca 2375 180 2322 02786 | 207 086 200  0.1365 | 0.0357
(Ac. Palmitico) | o, 2803 122 2815 1555 1902 1555 0.8000
M 2753 763  24.16 103 005 101 0.1000
18:0 Ca 949 089 912 02786 | 7.04 935 032 00210 | 0.7857
(Ac.estearico) | cp 1802 958 1323 1497 278 1497 0.9999
M 1317 512  15.38 0.003 0003 001 0.1000
24:0 Ca 071 123 0001 05714 | 005 008 000  0.3889 | 0.7143
(Ac.lignocérico) | o 0001  0.0001 0.001 022 031 022 0.9999
M 132 114 196 0.001  0.0001 0.0001 0.1000

En la Tabla 2 se muestran los niveles medidos de Acidos Grasos Insaturados presentes
en las membranas de las GSM de los animales controles o inyectados con DMBA y

alimentados con los tres tipos de aceites.
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En los animales tratados con DMBA se observé un incremento altamente significativo

de AA en aquellos alimentados con dieta cartamo (58,74) y maiz (61,37) en relacion a

los alimentados con dieta chia (1,17) (Tabla 2).

Tabla 2. Perfil de acidos grasos insaturados de las membranas de las células de GMS de ratones.Ca:
aceite cartamo; Ch: aceite chia; M: aceite maiz. (*) Prueba Kruskall Wallis. El super indice y la letra

negrita e italica indican diferencias significativas para un p-valor

<

0,05.El valor p “ indica la

diferencias significativas entre las dietas administradas a los animales controles y a los tratados con
DMBA; p ** indica diferencia entre los valores de cada acido graso entre controles y DMBA en cada

dieta suministrada. Cada valor representa la media
experimentos separados.

+ desvio estandar (DE) y la mediana de 5

Acidos grasos

Control DMBA

Insaturados Dieta Media DE Mediana P el l) Media DE Mediana paear) | pompe

®
-7 PA 16:1 Ca 5.04 0.86 5.2 0.375 0.03 0.07 0.002 0.0218 0.0357
ch 8.1 427 9.02 181 23 1.81° 0.3000
M 3.2 3.12 1.87 0.00 0.00 0.00 0.1000
-9 OAl8:1 Ca 19.98 171 19.68 0.7214 13.39 8.65 17.99 0.9167 0.2500
Ch 14.63 8.95 18.49 12.05 8.42 12.05 0.6000
M 19.52 1.61 18.88 11.83 0.19 11.8 0.1000
24:1 Ca 0.0006 0.0006 0.001 0.9999 1.25 1.12 1.74 0.1373 0.1429
ch 0.001 0.000 0.001 0.00 0.00 0.00 0.1000
M 0.0007 0.0006 0.001 0.19 0.11 0.12 0.1000
-6 LA 18:2 Ca 19.65 2.96 20.86 0.0857 14.59 13.49 11.09 0.9167 0.7857
ch 9.81 4.36 7.87 17.83 4.00 17.83 0.2000
M 17.2 2.62 18.13 17.22 0.4 17 0.7000
GLA 18:3 Ca 0.001 0.000 0.001 0.6786 0.09 0.11 0.04 0.3393 0.6964
ch 0.4 0.69 0.001 25.69 36.34 25.69 0.6000
M 0.08 0.07 0.11 000 000 0.00 0.1000
AA 20:4 Ca 0.0006 0.0006 0.001 0.9999 58.74 6.96 57.99 0.0595 0.0357
ch 0.001 0.000 0.001 117 1.17 1.17 0.1000
M 0.0007 0.0005 0.001 61.37 3.08 61.08 0.1000
®-3 ALA 18:3 Ca 0.001 0 0.001 0.0143 0.08 0.13 0.05 0.096 0.6964
ch 6.8 1.58 5.96% 33 3.82 33 0.6000
M 0.03 0.03 0.02 0.02 0.01 0.02 0.9999
EPA 20:5 Ca 0.0003 0.0005 0 0.0054 0.12 0.17 0.07% 0.0198 0.1425
ch 0.82 0.39 0.7% 0.79 0.29 0.79 0.9999
M 0.08 0.13 0.001 0.36 0.08 0.35 0.1000
DPA 22:5 Ca 0.0003 0.0005 0.0001 0.0714 5.45 10.82 0.95 0.3429 0.0357
Ch 0.7 0.7 0.71 0.5 0.71 0.5 0.6000
M 0.14 0.25 0.001 0.08 0.07 0.1 0.9999
DHA 22:6 Ca 0.1 0.18 0.00 0.4107 2.46 2.27 1.76 0.3889 0.7142
Ch 1.48 1.29 2.04 1.00 141 1.00 0.6000
M 0.54 0.93 0.001 4.03 0.06 4.01 0.1000
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El perfil de &cidos grasos de las membranas de células tumorales de los animales
alimentados con dietas enriquecidas con AGPIs, o-3 y ®-6 en distintos estadios del
desarrollo tumoral fue evaluado por medio del indice de insaturacion y por la relacion
entre -6 /m-3.

En los animales inyectados con DMBA y alimentados con dieta Chia se observo un
indice de Insaturacion significativamente menor (2,08; p=0,027) con respecto a las
otras dos dietas (Tabla 3).

Por otra parte las dietas Cartamo (15,27; p=0,0357) y Maiz (88,63; p=0,0025)
mostraron un mayor indice de insaturacion con respecto a sus correspondientes
controles para cada dieta (Tabla 3).

En la Fig. 11 se observa la relacion entre -6 /w-3, si bien no hubo diferencias
significativas, por la elevada dispersion en los niveles de los acidos grasos medidos, se
observé que esta relacion tuvo una tendencia a disminur en los animales alimentados
con aceite de Chia tanto en los controles (8,97) como tratados los tratados con DMBA

(2,40).

Tabla 3. Porcentaje de &cidos grasos saturados e insaturados e indice de Insaturacion de las membranas
celulares de GSM de ratones. Ca: aceite cartamo; Ch: aceite chia; M: aceite maiz.(*) Prueba Kruskall
Wallis. El super indice y la letra negrita e italica indican diferencias significativas para un p-valor < 0,05.
El valor p ®* indica la diferencias significativas entre las dietas administradas a los animales en cada
tratamiento; p 9** indica diferencia entre los valores de cada 4cido graso entre controles y DMBA. Cada
valor representa la media + desvio estandar (DE) y la mediana de 5 experimentos separados.

Dieta Control DMBA prupo)
Ac.grasos Ac.grasos Indice p(dieta) Ac.grasos Ac.grasos Indice | p@e®
saturados insaturados Insat. saturados insaturados Insat.
Ca 47,38 62,99 1,33 0,500 9,22 140,80 15,27 0,027 0,0357
Ch 43,59 97,83 2,24 30,98 64,43 2,08 0,1000
M 36,5 86,87 2,38 1,07 95,12 88,63 0,0025
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Figura 11. Relacidn entre AGPls w6/w3 presentes en las membranas celulares de las GMS de ratones
tratados 0 no con DMBA y alimentados con aceite de Chia, Maiz y Cartamo. Cada valor representa la
media * desvio estandar (DE) de 5 experimentos separados

Eicosanoides

A nivel de los eicosanoides observamos que el 12 (S)-HHT disminuyé su porcentaje
significativamente en relacion a los controles en los animales inyectados con DMBA y
alimentados con las tres dietas, igual comportamiento se observo en el eicosanoide 5
(S)-HETE, con excepcion de la dieta chia en donde no se modificd su valor medio
entre los controles y los tratados con DMBA (Tabla 4).

En tanto que 13 (S)-HODE y 15 (S)-HETE disminuyeron significativamente en las
dietas Chia y maiz. Por otra parte se observd un incremento significativo, de estos dos
eicosanoides, en la dieta maiz en relacion a los controles (Tabla 4).

El 12 (S)-HETE se observo incrementado significativamente en las animales

alimentados con Cartamo y maiz (Tabla 4).
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Tabla 4. Composicion de Eicosanoides de GSM de ratones alimentados con las diferentes dietas y
tratados 0 no con DMBA. (*)P-valor estimado mediante modelo generalizado con componente aleatorio
gama. Ca: aceite cartamo; Ch: aceite chia; M: aceite maiz. Un p-valor< 0.05 indica significacion
estadistica Cada valor representa la media =+ desvio estdndar (DE) y la mediana de 5 experimentos

independientes.

Eicosanoide Dieta Control DMBA P
Media DE  Mediana | Media DE Mediana | °“"C)
12 (S) HHT Ca 048  0.61 0.28 0.00 0.00 0.00 0.0001
Ch 0.42 0.14 0.44 0.00 0.00 0.00
M 0.28 0.44 0.00 1.52 2.63 0.00
13(S) HODE Ca 0.69 1.26 0.09 0.00 0.00 0.00 0.0001
Ch 1.53 111 1.78 0.31 0.44 0.31
M 0.21 0.34 0.00 1.22 1.19 1.29
15 (S) HETE Ca 0.69 1.02 0.30 0.00 0.00 0.00 0.005
Ch 0.91 1.14 0.54 0.11 0.16 0.11
M 122 1.81 0.17 0.50 0.61 0.33
12 (S) HETE Ca 0.10 0.18 0.02 1.02 0.10 1.02 0.0001
Ch 0.34 0.29 0.29 0.00 0.00 0.00
M 0.51 0.40 0.48 0.60 0.61 0.58
5(S) HETE Ca 0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.0001
Ch 0.04 0.09 0.00 0.00 0.00 0.00
M 0.17 0.16 0.19 0.75 1.30 0.00
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Inmunomarcacién

Cuando se evaluo la expresion de los inmunomarcadores se observé que TP53 solo se
expreso en los animales inyectados con DMBA y alimentados con dieta maiz (Fig. 12),
en tanto que Ki67 se expreso en los animales inyectados con DMBA y alimentados con
las tres dietas, pero con mayor valor medio significativamente en las membranas
celulares de las GSM de los animales alimentados con aceite de cartamo (Fig. 12 a 14;
Tabla 5).

Tabla 5.Valores de medios (mediana) de inmunomarcacién de nicleos por cada 5.10°% pm’de area.
(*)Prueba Kruskall Wallis, un p-valor< 0.05 indica significacion estadistica. Ca: aceite cartamo; Ch:
aceite chia; M: aceite maiz. El valor p “* indica la diferencias significativas entre las dietas
administradas a los animales en cada tratamiento; p "*° indica diferencia entre los valores de cada acido
graso entre controles y DMBA. Cada valor representa la media + desvio estandar (DE) y la mediana de
5 experimentos separados.

Inmunomarcador Dieta Control DMBA
Mediana p dieta(") Mediana p dieta()
TP53 Ca 0.00 0.9999 0.00 0.0001
Ch 0.00 0.00
M 0.00 6.00"
Ki-67 Ca 0.00 0.9999 14.00™ 0.0001
Ch 0.00 2.50
M 0.00 6.00"
Apoptosis

Contrariamente a lo observado con los biomarcadores TP53 y Ki-67, solo se
observaron células apoptoticas en las muestras de GMS de los animales controles.
Siendo mayor el nimero de apoptosis en los huéspedes alimentados con Chia, seguidos

en orden decreciente por los alimentados con aceite de Cartamo y Maiz (Fig 15).
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Figura 12. Glandula submandibular de ratén alimentado con aceite de maiz, x40. Superior: controles, Inferior: DMBA. De- izq. a der. : H/E, inmunomarcacion con p53,
inmunomarcacion Ki-67. Flecha negra: nicleo inmunomarcado. La inmunomarcacién fue considerado negativo cuando se observaron 0-5% células positivas. El anélisis
de las muestras fue realizado por un examinador a ciego. La inmunomarcacién positiva fue contabilizada para cada experimento como el total del nimero de ndcleos
positivos en un &rea de 5.10° mm? Las secciones fueron analizadas por microscopia 6ptica a una magnificacion de 400 X
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Figura 13. Glandula submandibular de ratdn alimentado con aceite de cartamo, x40. Superior: controles, Inferior: DMBA. De- izg. a der. : H/E, inmunomarcacién con
p53, inmunomarcacién Ki-67. Flecha negra: ndcleo inmunomarcado. La inmunomarcacion fue considerado negativo cuando se observaron 0-5% células positivas. El
andlisis de las muestras fue realizado por un eximandor a ciego. La inmunomarcacion positiva fue contabilizada para cada experimento como el total del nimero de
ndicleos positivos en un &rea de 5.10° mm? Las secciones fueron analizadas por microscopia 6ptica a una magnificacion de 400 X
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Figura 14. Glandula submandibular de raton alimentado con aceite de chia, x40. Superior: controles, Inferior: DMBA. De- izq. a der. : H/E, inmunomarcacion con p53,
inmunomarcacion Ki-67. Flecha negra: ndcleo inmunomarcado. La inmunomarcacion fue considerado negativo cuando se observaron 0-5% células positivas. El analisis
de las muestras fue realizado por un eximandor a ciego. La inmunomarcacion positiva fue contabilizada para cada experimento como el total del nimero de ndcleos
positivos en un &rea de 5.10° mm? Las secciones fueron analizadas por microscopia 6ptica a una magnificacion de 400 X
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Figura 15.Valores de medios (mediana) de inmunomarcacién de nicleos por cada 5.10° um?de érea en
las muestras controles. (*)Prueba Kruskall Wallis, p-valor=0.0001. A)Ca: aceite cartamo; B)Ch: aceite
chia;C) M: aceite maiz. Flecha negra: nicleo apoptético. La inmunomarcacién fue considerado negativo
cuando se observaron 0-5% células positivas. El analisis de las muestras fue realizado por un examinador
a ciego. La inmunomarcacion positiva fue contabilizada para cada experimento como el total del nimero
de ncleos positivos en un area de 5.10° mm?. Las secciones fueron analizadas por microscopia éptica a
una magnificacion de 400 X
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DISCUSION
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El céncer es una patologia compleja, y la incidencia y sobrevida, de los pacientes que
padecen esta enfermedad, estan estrechamente relacionadas a los determinantes sociales
de la salud. En paises con bajos ingresos econémicos, en general, la poblacion es mas
vulnerable a desarrollar enfermedades por estar mas expuestos a factores de riesgo
como agentes infecciosos, habitos de fumar, de beber alcohol, una dieta no saludable y
un deficiente sistema de salud publica (WHO, 2013; Gonzélez Segura et al, 2015).

En nuestro estudio un alto porcentaje de los animales inyectados con DMBA en las
GSM generaron cambios displasicos similares a los tumorigénicos iniciales que
concuerdan con los observados por el accionar de este hidrocarburo policiclico
aromatico en diferentes modelos experimentales de induccion de cancer (Brunotto et
al., 2006). Estas observaciones son coincidentes con las realizadas por nosotros en un
estudio previo de carcinogénesis inducida por DMBA en glandulas submandibulares de
ratas Wistar; en las cuales observamos, a tiempos tempranos, alteraciones similares a
las descriptas para carcinomas de bajo grado en glandula submandibular (Brunotto et
al., 2006; 2009). Como anteriormente se mencion0, es conocido que el accionar del
DMBA presenta una via metabdlica similar a la observada en el metabolismo de la
nicotina (Brunotto et al., 2006; Walle et al., 2006)

Respecto a la evaluacion del perfil lipidico de las membranas celulares de las glandulas
de los animales alimentados con los tres diferentes tratamientos dietarios e inyectados
con DMBA, en este trabajo de investigacion se observé una disminucion significativa
en los &cidos grasos saturados como 14:0, 16:0 y en general, dependiendo del
tratamiento dietario, en acidos grasos monoinsaturados 16:1, 18:1 y poliinsaturados
como 18:2 »-6 y 18:3 w-3. Este hecho concuerda con estudios anteriores de nuestro
laboratorio en donde se ha demostrado que las diferentes dietas generan cambios en el
perfil lipidico de las membranas celulares de todos los tejidos incluidas los de GSM
(Vara-Messler et al., 2015; Comba et al., 2010), y con experimentos realizados en otros
laboratorios empleando hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPAs) como el
benzo[a]pireno (B[a]P), utilizado como inductor en un modelo para producir cambios
carcinogeénicos.

Estas variaciones observadas por nosotros pueden deberse al accionar de los HPAs,
dado que se conoce que estos compuestos producen metabolitos electrofilicos reactivos
y especies reactivas de oxigeno (ROS) que generan mutaciones y pueden ser
iniciadores de tumores porque afectan procesos como la proliferacion y la
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comunicacion celular e inducen apoptosis, porque el receptor Aril hidrocarbonado
(AhR) y el grupo B[a]P producen remodelacion de microdominios de las membranas
celulares por una alcalinizacion intracelular y por regulacion de la biosintesis de lipidos
(Tekpli et al, 2010). El incremento de lipidos totales, especificamente en el tejido
adiposo, se ha asociado con la peroxidacion lipidica, que se inicia a través de
mecanismos enzimaticos y no enzimaticos, y por los cuales se generan ROS. Se conoce
gue un aumento de ROS en las células cancerosas actuarian a nivel del DNA generando
mutaciones de purinas, pirimidinas y de productos de oxidacion de la desoxirribosa
como 8-hidroxi-2-deoxiguanosina. Los ROS, producidos por los procesos metabélicos
celulares, participan en las diferentes etapas de la carcinogénesis (Choudhari et al.,
2014).

Por otra parte, en concordancia con nuestros resultados, un estudio experimental
realizado en glandulas submandibulares de ratas, mostré que la composicion de
fosfolipidos y triglicéricos se modificoO en los animales tratados con AGPIs ®-3
aumentando los niveles de los mismos en las membranas celulares de estas glandulas
(Delporte et al., 2007). Se conoce que las modificaciones de los niveles de AGPIs
C22:5 0-3 y C22:6 »-3, pueden estar relacionadas con el incremento de la actividad
A9-desaturasa (Delporte et al., 2007).

Al valorar el contenido de AGPIs entre los tratamientos dietarios y sus derivados se
observo que en los animales alimentados con dieta Chia, controles o con DMBA,
mostraron un incremento significativo del porcentaje de ALA y EPA en las membranas
celulares de las glandulas submandibulares. Este hecho es coincidente con estudios
anteriores de nuestro laboratorio en donde se ha demostrado que el aceite de Chia, rico
en -3, incrementa los porcentajes de los acidos grasos de esta familia como ALA y
EPA (Vara-Messler et al., 2015; Comba et al., 2010; Espada et al., 2007). Nuestras
observaciones pueden explicarse porque la incorporacion de los acidos grasos a-
linolenico (ALA, Cl18:3 ®-3), eicosapentaenoico (EPA, C20:5 ®-3) vy
docosahexaenoico (DHA, C22:6 ®-3), pueden generar alteraciones significativas en la
expresion de proteinas que modifican el microambiente y las interacciones entre las
células (Whelan & Rust 2006; Aydin and Dogan 2010; Comba et al., 2011).

Ademas, en concordancia con nuestras observaciones un estudio realizado con aceite
de soja y de pescado en relacion al crecimiento de tumores en glandulas salivares de

ratones machos BALB/c inyectados con DMBA mostré un diametro y volumen del
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tumor desarrollado en la glandula significativamente mayor en los animales
alimentados con aceite de soja, rico en ®-6 en relacion a los alimentados con aceite de
pescado rico en AGPls ®-3 (Actis et al.,, 2005). Se conoce que las diferentes
concentraciones de GLA y ALA mostraron una actividad antitumoral de AGPIs -3,
cuyo accionar estaria focalizado en alterar las propiedades biofisicas de las membranas
plasméticas de las células malignas. Los efectos de AGPIs ®-3 sobre las células
cancerosas depende del tipo y concentracion de éstas (Comba et al., 2011). Estudios
epidemioldgicos han sugerido que los AGPIs ricos en -3, pueden tener un rol en la
inhibicion de la carcinogénesis.

Por otra parte los animales alimentados con dieta cartamo y dieta maiz presentaron un
porcentaje significativamente elevado en membranas celulares de GSM en los animales
inyectados con DMBA, no observandose igual comportamiento en los animales
controles alimentados con las mismas dietas. Estos hallazgos podrian explicarse por
qué el DMBA podria estar accionando sobre la expresion génica de las enzimas A6 y
A5 desaturasas lo cual conduciria a un aumento de este AGPIs. Estos resultados
coinciden con otros estudios donde se investigd la modulacién de la expresion génica
c-erbB 1/ EGFR y c-erbB2/neu en tumorigénesis mamaria inducida por DMBA en
ratas Sprague Dawley alimentadas con dieta enriquecida en aceite de maiz (rico en -
6), en los cuales se corrobor6 un incremento de la expresion génica de genes pro-
carcinogénicos respecto a los alimentados con una dieta enriquecida con aceite de
oliva, baja en estos AGPIs (Moral et al., 2003). Ademas en trabajos previos de nuestro
laboratorio, empleando dietas enriquecidas en AGPls w-6 se demostré un incremento
de AA en las membranas de celulas tumorales en relacion a dietas enriquecidas con ®-
3 y ®-9 (Comba et al., 2010, Vara-Messler et al., 2015).

En general, los AGPIs ®-3 compiten con las AGPIs -6 por las enzimas COXs y las
LOXs, promoviendo la reduccion de los derivados eicosanoides del AA gue presentan
un comportamiento pro-inflamatorio. Por ejemplo, en estudios con aceite de pescado,
rico en AGPIs ®-3 y sus derivados EPA y DHA, se ha observado que se inhibe la
actividad de COX-2 y que esta asociado a una menor incidencia de canceres como el de
préstata, mama y colon (Negi et al., 2013). En la bibliografia se ha descripto que la 5-
LOX presenta una sobre expresion en canceres como el de prostata, pancreatico, colon,
vejiga, testicular y esofageal. Particularmente en el cancer de colon una sobre-
expresion de la 5-LOX se asocié negativamente al prondstico clinico; mientras que el
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cancer de pancreas esta enzima tiene un rol importante en la mediacion del estrés
oxidativo y la sobrevida celular inducida por la matriz extracelular. Ademas
inhibidores de la via de la 5-LOX, utilizados en diversas células cancerosas,
presentaron una actividad antiproliferativa y proapoptética (Sun et al., 2006).

La biodisponibilidad de los acidos grasos en un individuo esta influenciada por la
presencia de otros acidos grasos y desde hace unos afios varias investigaciones se han
focalizado en la aparente diferencia en relacion al acido linoleico (18:2 w-6) y ALA en
el tejido adiposo. En relacion a ALA, éste parece no acumularse con la misma
extension que 18:2 w-6, aun cuando ambos se consuman en cantidades equivalentes
con la dieta. Los tejidos humanos muestran una acumulacion diferencial de 18:2 »-6 y
ALA. Los factores gque controlan la conversion de ALA a EPA y DHA pueden resultar
importantes para determinar las cantidades adecuadas de ALA, EPA y DHA en las
celulas, permitiendo que las mismas funcionen normalmente. Algunas investigaciones
en ratas alimentadas con AGPIs muestran que se obtienen cantidades suficientes de
ALA si se consumen elevados niveles de AGPI ®-3 con la dieta. El tejido adiposo
normalmente no contiene AGPIs o-6 y ®-3, sin embargo la acumulacion de ALA en
tejido adiposo incrementa de modo lineal en respuesta a un incremento del contenido
de ALA en la dieta. Cuando se incrementa en la dieta cantidades de ALA de 2,5 al 25%
se corresponde con una acumulacion, en tejido adiposo, del 1,9 a 12,1% de ALA. Este
hecho es de particular interés ya que el tejido adiposo es una importante reserva de
ALA, pudiendo estar biodisponible cuando el cuerpo lo necesite (Talahalli et al., 2010).
En general las células cancerosas sintetizan de novo grandes cantidades de acidos
grasos y colesterol con la finalidad de adquirir ventajas en el crecimiento, la sobrevida
y la resistencia a farmacos. La base de estas alteraciones lipogénicas incluye una sobre
expresion de enzimas relacionadas a las vias metabolicas de lipidos y la desregulacion
de la enzima 5-AMP—proteina cinasa activa; y es conocido que algunas lineas celulares
tumorales son deficientes en A5, A6 desaturasas; siendo relevante en la transformacion
maligna, como se ha observado en gliomas en donde se demostré la acumulacion de
lipidos 18:1y 18:2-AGPIs (Comba et al., 2011; Griffin and Shockcor, 2004).

Es conocido que los eicosanoides, incluyendo las prostaglandinas y leucotrienos, son
biolipidos bioldgicamente activos y que se los ha relacionado a procesos patoldgicos
como la inflamacion y el cancer (Wang and DuBois, 2010).
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El AA juega un rol importante en los procesos inflamatorios y particularmente en los
asociados con enfermedades como el cancer por ser sustrato de enzimas relacionadas a
la produccion de eicosanoides con accion pro-inflamatoria y pro-carcinogenica.
Investigaciones han demostrado que animales con tumores mamarios inducidos por
DMBA y alimentados con aceite de maiz presentaron una elevada incidencia de
neoplasias sugiriendo que un alto contenido de AGPI ®-6 estimula el desarrollo de
estas (Solanas et al., 2001).

Entre las vias metabdlicas del AA, la via 5-lipoxigenasa (5-LOX) produce un potente
leucotrieno pro-inflamatorio como es el leucotrieno B4 (LTB4) que esté relacionado a
la promocién de la carcinogénesis oral. Asimismo algunos estudios mostraron que la
composicion de la dieta puede inhibir la via 5-LOX, siendo ventajosa esta estrategia
por no ser toxica y por su permanencia en el tiempo.

De acuerdo a nuestros resultados descriptos anteriormente observamos un elevado
porcentaje de AA en los animales inyectados con DMBA y alimentados con cartamo y
maiz respecto a los controles alimentados con las mismas dietas. Sin embargo, los
eicosanoides derivados del AA no aumentaron proporcionalmente.

Esto podria deberse a una alteracion aberrante de la actividad de las enzimas LOXs y
COXs por la accion del DMBA como se observd en un estudio experimental de
induccion de cancer oral en hamster, en donde los autores demostraron que la enzima
5-LOX se sobre-expresd durante la carcinogénesis oral y los niveles de LTB4 se
incrementaron en los tejidos tumorales en relacion a los controles. Se ha reconocido
como factor importante en la carcinogénesis el metabolismo aberrante del AA; en los
cuales se ha observado una sobreexpresion de COX-2 en lesiones pre-malignas y
malignas en cavidad bucal de pacientes con canceres orales, corroborado por estudios
experimentales de induccion de cancer con4-nitroquinolina-1-oxidasa en ratas y con
DMBA en hamster, en los cuales la aplicacion de inhibidores de la COX-2 demoran el
crecimiento de las células tumorales (Tuncer et al., 2015).

Durante la carcinogénesis el equilibrio dindmico de las vias LOXs puede ser alterado y
desviado hacia la enzimal5-LOX, con actividad anticarcinogénica o hacia las enzimas
5-, 8- y 12-LOX pro-carcinogénicas. La via 5-LOX se ha estudiado en los procesos
inflamatorios y se conoce que conduce a la formacion de varios grupos de metabolitos
como LTA4H (del inglés leukotriene A4 hydrolase), dependiente de la biosintesis de
LTB4 (del inglés leukotriene B4), la enzima leucotrieno C4 sintetasa (LTCA4S, del
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inglés leukotriene C4 synthase)dependiente de la biosintesis de cistein-leucotrienos
como LTC4, LTD4 y LTE4, 5-Lox, 5-lipoxygenase,el &cido 5-hidroxieicosatetraenoico
(5 (S) HETE) y el 5-0x0ETEs (Sun et al., 2006).

Por otra parte, el 12(S) HETE, como se menciona mas arriba, Se encuentra
incrementado en las dietas cartamo y maiz (ricas en ®-6). Este eicosanoide ha sido
demostrado que incrementa la proliferacion celular por el aumento de la actividad
mitética.  Coincidentemente en las mismas muestras hemos observado
inmunomarcacion positiva con Ki-67 aumentada en los huéspedes alimentados con
cartamo en relacion a los alimentados con maiz y chia. Esto concuerda con resultados
de otras investigaciones, donde se ha estudiado al antigeno Ki-67 como biomarcador de
proliferacion celular de tumores de cabeza y cuello como los carcinomas de células
escamosas indiferenciados y moderadamente diferenciados de mucosa oral (Vieira et
al., 2008) o en carcinomas mucoepidermoides, adenocisticos, de células acinares y de
conductos salivares, entre otros (Nagao et al., 2012). Ademas observamos que en los
animales inyectados con DMBA vy alimentados con dieta cartamo se incrementé el
eicosanoide 12 (S) HETE y conjuntamente se observd inmunomarcacién positiva de
Ki-67 y negativa de TP53. Un estudio reciente realizado en pacientes con céncer de
préstata demostrd que el aceite de pescado reduce la expresion de genes involucrados
en la progresion del ciclo celular. Los investigadores observaron una correlacion
positiva entre los cambios séricos de 15(S)-HETE con la inmunomarcacion de Ki67,
dejando hipotetizado que el 15(S)-HETE esta ligado a la proliferacién celular (Galet et
al., 2014).

En tanto que en los animales inyectados con DMBA, el 15 (S) HETE y13 (S) HODE
disminuyeron significativamente en las dietas Chia y Cartamo, mientras que en la dieta
maiz se observd un incremento significativo, de estos dos eicosanoides.

La menor cantidad de 15(S)-HETE en las membranas celulares de los ratones
alimentados con Chia e inyectados con DMBA concuerda con el menor porcentaje
observado de AA en los animales alimentados con la misma dieta. Contrariamente en
los animales tratados con DMBA y alimentados con maiz y Cartamo observamos una
elevada cantidad de AA precursor de este eicosanoide, que solo incremento los valores
de 15(S)-HETE en los ratones alimentados con dieta maiz. Este comportamiento
diferencial podria explicarse porque hay una menor actividad de la 15 LOX-1 en

relacion a la 12 LOX, la cual podria estar produciéndose proporcionalmente una
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cantidad de 12 (S)-HETE en relacién a la cantidad de 15(S)-HETE, como se visualiza
en la relacion que se observa en la Tabla 4.

Esto coincide con experimentos realizados para evaluar el cambio de composicion de
acidos grasos en la carcinogénesis de mama en ratas inducido por DMBA y bajo
tratamiento dietario con alto contenido de AGPIs ®-6, los investigadores observaron
que una dieta alta en AGPIs ®-6 estimula el crecimiento maligno del tumor,
principalmente causado por un alto contenido de AA y una menor fraccion de LA en
relacién a todos los fosfolipidos, particularmente el fosfatidiletanolamina (Escrich et
al., 2001).

Un aspecto importante a considerar es la relacion entre las AGPls 0-6 y -3, en nuestro
estudio observamos que el menor valor de esta relacion se observo en los animales
alimentados con aceite de Chia, tanto en los del grupo control como los tratados con
DMBA. En general, las poblaciones occidentales la relacion de AGPIs o-6 /®-3 varia
entre 10:1 a 20-25:1, mientras que en poblaciones como la japonesa esta relacion de
4:1. En estudios in vivo como in vitro en animales se ha demostrado que el balance
entre los AGPIs ®-6 y ®-3 tiene un impacto en el desarrollo de canceres como el de
préstata (Kobayashi et al., 2006).

En estudios de alimentacion en humanos con pescado o aceite de pescado, el EPA y
DHA reemplaza parcialmente a las AGPIs »-6, especialmente al AA, probablemente
en las membranas de todas las células. Como anteriormente se ha descripto, el AA son
los principales productores de los eicosanoides 12 (S) HETE y 15 (S) HETE. En las
dietas occidentales la cantidad de ®-6 es mayor que en otras y por lo tanto la cantidad
de eicosanoides que se obtienen a partir de la via metabolica de AA, estan en mayores
cantidades que los producidos por la via de las AGPIs ®-3. Se conoce que LA y ALA
no son compuestos inter-convertibles entre si y que compiten por la A6-desaturasa,
enzima que participa en el alargamiento de las cadenas hidrocarbonadas de los AGPIs
(Simopoulos, 2002). Ademas, la actividad de las desaturasas A6- yA 5- son el principal
factor que controlan la conversion del LA de la dieta a AA (Bialek et al., 2014).

La produccién de mediadores lipidicos involucrados en la sefializacion, tales como la
del 13 (S)-HODE provenientes del metabolismo del LA, en el cual la 15-Lipoxigenasa-
1 (15-LOX-1) tiene un rol en contrarrestar los procesos inflamatorios y permitir la
diferenciacion de las células normales. Nuevas investigaciones sugieren su rol supresor

de tumores, como por ejemplo en el cancer de colon, dado que la 15-LOX-1 promueve
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varios eventos anti-tumorigénicos como diferenciacion celular y apoptosis y, ademas,
inhibe la inflamacion crénica, la angiogénesis y la metéstasis. En este cancer se ha
observado que elevados niveles de 13(S) HODE pueden reducir los pdlipos
colorectales (Tuncer et al., 2015).

Nuestros resultados muestran que los animales alimentados con dieta maiz presentaron
inmunomarcacion positiva de TP53, proteina involucrada en procesos de detencion del
ciclo celular o apoptosis. Y ademas, los mismos animales, tratados con DMBA
presentaron inmunomarcacion positiva de Ki-67, indicador reconocido de proliferacion
celular. Conjuntamente con estos resultados en la misma dieta se incrementaron los
eicosanoides 15 (S) HETE y 13 (S) HODE. Se tiene conocimiento que, en general, el
incremento de 15 (S) HETE esta relacionado a la proliferacion celular (Knab et al.,
2014). Estudios sobre lineas celulares de tumores en prostata mostraron que la tasa de
crecimiento, el volumen final de los tumores y los niveles del antigeno prostético en
suero se redujo en grupos de animales alimentados con ®-3 en relacién a los que se les
suministré m-6. Consecuentemente en este mismo estudio se observd una disminucion
de la proliferacion celular detectada por inmunomarcacion de Ki-67 (Kobayashi et al.,
2006).

Si bien observamos marcacion positiva a Ki-67 en todos los animales tratados con
DMBA vy alimentados con las diferentes dietas, fue notorio que en los alimentados con
dieta Chia el nimero de células inmunomarcadas fue significativamente menor a los
alimentados con dieta maiz y cartamo. Sabiendo que la enzima 15-LOX-1 es una
enzima altamente inducible y regulada en las células normales y, que como se
menciono, tiene un rol clave en la produccion de mediadores de sefializacién lipidicos
como el 13 (S) HODE a partir del LA. Se ha demostrado que lal5-LOX-1 contribuye
especialmente a resolver procesos como la inflamacion y la diferenciacion de las
células normales. En polipos colorectales y canceres en humano se ha observado que
esta enzima estd desregulada, sugiriendo que la 15-LOX-1 promueve eventos
antitumorogénicos (Sun et al., 2011). En un estudio experimental en carcinogénesis
inducida de mama en ratas con DMBA demostré que la alimentacion con aceite de
pescado (rico en w-3) suprime la proliferacion celular y consecuentemente desregula la
expresion de las proteinas Ki-67, Her-2/neu y c-Myc, todas ellas marcadoras de
proliferacion celular. Por otra parte en ese mismo estudio no se observé un

comportamiento similar de la expresion de estas proteinas cuando los animales fueron
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alimentados con aceite de maiz, sugiriendo que las AGPIs ®-6 tienen un efecto
promotor de la carcinogénesis de tejido mamario en ratas tratadas con DMBA (Manna
etal., 2010).

En los ratones alimentados con dieta Chia y tratados con DMBA no se observo
inmunmarcacion positiva de TP53 (Fig 14). En coincidencia con nuestros resultados un
estudio observacional en poblacion australiana sobre cancer de piel mostro un
asociacion inversa entre las concentraciones de -3 (principalmente EPA 'y DHA) y la
inmunoreactividad de TP53 (van del Pols et al., 2011).

En relacion al ndmero de células apoptdticas se observd que fue diferente
significativamente en las GMS de huéspedes alimentados con dieta Chia, Cartamo y
Maiz en orden decreciente y no inyectados con DMBA (Fig. 15). Esto concuerda con
estudios realizados por nosotros anteriormente, en los cuales hemos observado que
animales alimentados con Chia incrementaron el nimero de apoptosis y disminuyeron
el numero de células en mitosis.

En un estudio experimental, en ratones BALB/C (nu/nu) alimentados con dietas
enriquecidas en -6 acido linoleico (LA) y -3 &cido estearidénico (SDA) e inoculados
con células provenientes de cancer de prdstata, se valor6 el crecimiento tumoral por
inmunomarcacién con Ki-67 y la apoptosis por la actividad de la enzima caspasa 3,
observandose un incremento del indice de proliferacion en los animales alimentados
con m-6 en comparacion con los alimentados con m-3. En el mismo estudio se observo
un incremento de 2,7 veces de la proporcion ®-6/w-3, ademas del aumento de la
actividad de las enzimas A-6-desaturasa y A-9 desaturasa en los tumores de los
animales alimentados con LA; mientras que en los animales alimentados con SDA la
proporcion de w-6/w-3 disminuyo 4,2 veces y también se redujo la actividad de la A-5-
desaturasa.

Se ha sugerido que el consumo de AGPIs -3 hace més lento el crecimiento del cancer
de prostata porque altera la relacion ®-6/m-3, promueve la apoptosis e inhibe la
proliferacion en el tumor por competencia directa de los AGPIs »-6 por la actividad
enzimatica de la enzima 5-LO-1 y la COX-2 (Kelavkar et al., 2009). En tanto otra
investigacion también demostré que DHA, 22:6 induce la apoptosis en cultivos
celulares primarios de leucemia linfocitica crénica en comparacion con el acido oleico
18:1, ®-9 (Guiéze et al., 2015).
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La modulacion dietaria del epigenoma esta relacionada a los procesos metabdlicos. Las
reacciones de metilacion catalizadas por la enzima metiltransferasas dependen de un
conjunto de donadores de metilos S-adenosilmetionina (SAM del inglés S-
adenosylmethionine) en el cuerpo humano. EI metil-tetrafolato es un grupo donante de
metilos y convierte a la homocisteina en metionina. Luego esta metionina activa a
SAM por medio de la metionina adenosiltransferasa, adicionandole un grupo citosina
metilado. Esta adicion del grupo metilo es conocido como el metabolismo de un
carbono y es un proceso complejo que puede ser afectado por varios de los factores
dietarios entre los que se pueden mencionar el folato, la metionina y varias vitaminas
del grupo B (B2, B6 y B12). Por esto los factores consumidos en la dieta relacionados
al grupo metilo pueden participar en los cambios epigenéticos.

Se conoce que la hipometilacion global del ADN y en particular la que ocurre en las
secuencias repetitivas del ADN (regiones subteloméricas y pericéntricas) esta asociada
a algunos canceres humanos. Sin embargo el mecanismo por el cual se produce la
pérdida de metilacién del ADN aln hoy es desconocido. Probablemente la pérdida de
metil-citosina pueda contribuir a la inestabilidad cromosdmica, a la regulacion de la
longitud del telémero, la represién de elementos transposones y a la activacion de los
oncogenes. En la actualidad la mayoria de los estudios sobre modulacion del
epigenoma a través de la dieta se ha focalizado en los cambios de la metilacién del
ADN (Lee and Herceg, 2014).

Intentando explicar las bases para el efecto protector de las AGPls ®-3 varias
investigaciones han sugerido que el DHA presenta un rol importante en el metabolismo
de un carbono, influenciando la metilacion global y ademas se cree que tiene un efecto
protector en los canceres (Kulkarni et al., 2011; Spencer et al., 2009). Se ha sugerido
que cambios en los niveles de metilacion del ADN induce un desbalance de folato y Vit
B12, modulado por los AGPIs w-3.

Otros estudios realizados evaluaron el efecto de los AGPIs en céncer de colon
desarrollado experimentalmente en ratas; sugiriendo un nuevo rol protector del aceite
de pescado en el cancer de colon relacionado a mecanismos que desregulan los micro
ARNSs asociados a la induccion de carcinogénesis (Davidson et al., 2009; Xiao et al.,
2012).

Estrategias preventivas y de deteccion temprana como el diagnostico histologico,

determinacion de alteraciones bioquimicas-genéticas y el reconocimiento de factores de
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riesgo como los dietarios, podrian representar la posibilidad de cambiar un mal
prondstico en el caso de los tumores de las glandulas submandibulares; dado que éstos
presentan, en general, alto grado de malignidad y alta tasa de mortalidad, y que,
generalmente, es diagnosticado en estadios tardios. Resultaria altamente beneficioso
para la poblacion determinar delineamientos nutricionales, principalmente en el

consumo de &cidos grasos, que actlen como preventivos de este tipo de cancer.

En resumen en la Fig.16 se muestran las relaciones observadas entre dieta y procesos

involucrados en la tumorigénesis de GSM en animales inyectados con DMBA
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Figura 16. Expresion de las células de GSM de ratén alimentado con dieta cartamo, chia y maiz e inyectados con DMBA. Las flechas indican los % de ®-3 y -6, Eicosanoides e Inmunomarcacién que aumenté o
bajo en relacion al control. Flecha verde: dieta Chia; Flecha Naranja: dieta maiz; Flecha Roja: dieta cartamo. Los animales alimentados con dieta Chia registraron un incremento de ALA y EPA en las membranas
celulares de las GSM en relacion a las dietas maiz y cartamo. EI AA aumenté muy significativamente en los animales tratados con dieta cartamo y maiz. El 12(S)-HETE aument6 en dieta cartamo y maiz; 15(S)-
HETE y 13(S)-HODE en dieta maiz. La inmunomarcacion fue positiva a TP53 en la dieta maiz e inmunomarcacion positiva de Ki-67 de modo creciente en las dietas chia, maiz y cartamo, respectivamente. El
inmunomarcador de proliferacion celular Ki-67 aument6 correlativamente con el aumento de AA en las membranas de las GMS de los ratones tratados con DMBA y alimentados con dieta maiz y cartamo. Ki-67
present6 la mayor inmunomarcacién positiva en las muestras de animales bajo tratamiento de dieta cartamo, coincidiendo con un incremento del eicosanoide 12(S) -HETE.
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CONCLUSION
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Nuestros resultados nos permiten concluir que:

La dieta enriquecida con aceite de Chia (Salvia hispanica) rica en &cidos grasos
poliinsaturados -3 produce cambios en el perfil de &cidos grasos de la membrana,
disminuyendo la accion carcinogénica del DMBA respecto a una dieta rica en
acidos grasos -6. Este efecto se observo en tejido de glandulas salivares
submandibulares de animales alimentados con dieta Chia, a través de la menor
expresion de la proteina Ki-67 la cual aumenta la division mitética. Esta dieta
produjo una disminucién en la actividad de la 12- lipoxigenasa y en consecuencia de
la generacion del eicosanoide 12 (S)- HETE, de conocida actividad pro-
carcinogénica. Este efecto beneficioso de los -3 también se observo a través del
aumento en la apoptosis observada en células provenientes de las glandulas de
ratones alimentados con dieta Chia.

La disminucion del valor de la relacion o -6/ » -3 en las membranas celulares
podria prevenir la actividad de carcindgenos, con efectos similares al utilizado en
esta experimetacion, reduciendo sus efectos en los diferentes tejidos. Esto se
lograria incrementando la ingesta dietaria de @ -3 por ejemplo por el consumo de

aceite de Chia, u otros alimentos ricos en estos &cidos grasos.
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ANEXO |
CONTROLES DE TECNICA -

APOPTOSIS-TUNEL
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INMUNOMARCACION Ki-67

CONTROLNEGATIVO
CARTAMO

CONTROLNEGATIVO
CHIA

CONTROLNEGATIVO
MAILZ

100



INMUNOMARCACIONTP53
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