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RESUMEN

Estudios epidemioldgicos y experimentales indican que el acido retinoico solo por un
lado y acidos grasos insaturados por el otro, ejercen un rol modulador de algunas
propiedades neopldsicas. Sin embargo la literatura sobre la importancia de la
accion conjunta de estas familias de nutrientes es escasa. Por lo tanto nuestro
propoésito fue evaluar dicha accion conjunta sobre varios parametros neoplasicos.
Para ello utilizamos dos lineas celulares de mama tumorales humanas en cultivo
(MCF-7 y ZR75-1) a las que le agregamos acido retinoico (RA= ATRA) sélo o
combinado con acidos grasos de distintas familias, dos de ellos esenciales como
son: el w-6 (GLA: 18:3, acido gamamalinoleico) y el -3 (EPA:20:5, 4&cido
eicosapentaenoico) y otra familia w-9 con los acidos grasos no esenciales (OA:
18:1, acido oleico y ETA:20:3, acido eicosatrienoico). Las células en cultivo fueron
tratadas en las condiciones anteriormente mencionadas por 24 y 72hs para luego
realizar estudios de evaluacién de  diferentes parametros: proliferacién y
diferenciacién celular (E-caderina/actina), de incorporacién de lipidos
(Cromatografia de Gas), del grado de peroxidacién lipidica (evaluacion de algunos
eicosanoides y diennos conjugados) y de estrés celular (enzima GGTP). El perfil de
acidos grasos de las células cultivadas mostrd una relacidon positiva entre el aporte
exdgeno y la incorporacion de acidos grasos. Si bien el acido retinoico fue capaz de
inducir diferenciacion en una de las lineas de células tumorales, no fue capaz por si
solo de inducir estrés celular, lo que se tradujo en un efecto mas atenuado para
inducir apoptosis, comparado con los tratamientos conjuntos a diversos AGs. Entre
los a&cidos grasos de mayor interés en nuestro estudio la oferta exdgena de los
acidos grasos de la familia w-6 (GLA) resulté menos concluyente. En cambio los
acidos grasos de las familias w-3 y w-9 indujeron efectos mas notorios en los
parametros de diferenciacion y estrés celular. En tal sentido, EPA (w-3) fue capaz de
potenciar el efecto diferenciador del acido retinoico. Mds aun, promovidé en las
células la susceptibilidad al estrés, potenciando asi sinérgicamente el efecto
antitumoral del acido retinoico. Por su lado, los AGs de la familia w-9 (OA, ETA),
mostraron predominantemente efectos pro-oxidantes y citotoxicos. Este estudio
muestra que el uso de acido retinoico conjunto a ciertos AGs, principalmente los
provenientes de las familias w-3 y -9, tendrian un interesante potencial

antineoplasico.



ABSTRACT

Epidemiological and experimental studies indicate that retinoic acid and fatty acids
exert separately a modulating role on some neoplastic properties. Nonetheless,
literature about the relevance of the summing action of these nutritional families is
scarce. Thus, our purpose was to evaluate that synergy over different tumor
parameters. Two cellular lines of human mammary cancer were cultured (MCF-7
and ZR-75-1) with retinoic acid (RA=ATRA) alone or combined with fatty acids from
different families, two of them essential: w-6 (GLA: 18:3, gamma-linoleic acid) and
w-3 (EPA:20:5, eicosapentaenoic acid), and a non-essential one: w-9 (OA: 18:1,
oleic acid, ETA:20:3, eicosatrienoic acid). Cells were treated under the mentioned
conditions for 24-72 hours in order to study cellular differentiation (E-cadherin,
actin) and proliferation, lipid intake (gas chromatography), lipo-peroxidation
(eicosanoids, conjugated dienes) and cellular stress (GGTP enzyme). The fatty acid
profile of cells showed a positive relation between the exogenous administration and
the corresponding intake. Although RA was able to induce differentiation in one of
the cellular lines (ZR-75-1, undifferentiated strain), it was not able to induce stress
by its own with a moderate apoptotic effect, which was enhance by fatty acids.
Among the studied fatty acids, w-6 (GLA) was less conclusive. In contrast, w-3 and
w-9 families (EPA and OA/ETA, respectively) induced more notorious effects related
to cellular differentiation and stress. In this sense, EPA could potentiate the RA
differentiating effect. Moreover, it sensitized cells to stress, enhancing synergically
the retinoic antitumor capacity. Whereas, OA and ETA predominantly exhibited pro-
oxidant and cytotoxic effects. This Thesis shows that the simultaneous use of
retinoic acid and certain unsaturated fatty acids, mainly from w-3 and w-9 families,

could have an interesting antineoplastic potential.



1. INTRODUCCION

1.1. CANCER

El cancer constituye la segunda causa de muerte en el “mundo occidental”
después de las enfermedades cardiovasculares. Si bien la palabra cancer
involucra un grupo de enfermedades neopldsicas que poseen como
caracteristica fundamental comun la division descontrolada de células
atipicas, las manifestaciones patoldgicas de cada una de ellas es sumamente
pleomorfica, tanto desde el punto de vista etiopatogénico como clinico y

epidemioldgico.

El cancer se desarrolla mediante un proceso de multietapas a saber:
iniciacidon, promocion, progresién y metastasis (5, 16, 136). El proceso
denominado iniciacién involucra un dafio genético irreversible o no reparable
que resulta en mutaciones del ADN en las células somaticas. Para que se
desencadene un cancer clinicamente detectable son necesarias varias
mutaciones. Esto explica por qué la incidencia de esta enfermedad aumenta
con la edad, hecho que recientemente hemos observado en la poblacion de
Cordoba (41). Si el cancer se produce por una acumulacion de mutaciones,
cuanto mas tiempo se extiende la vida, mas probable es que se desarrolle
un cancer. Pocos canceres pueden ser atribuidos a un Unico factor o a una
simple exposicion al mismo agente cancerigeno. Al contrario, la mayoria se
deben al resultado de la confluencia, por casualidad, de varios accidentes
moleculares independientes cuyos efectos son acumulativos en una

determinada célula blanco.

Durante la etapa de promocién, las células que han mutado y han podido
sobrevivir a dicha mutaciéon son las que proliferan formando agrupaciones
celulares preneopldsicas que pueden permanecer en ese estado durante

muchos afios. Eventualmente, escapan de los controles que normalmente
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limitan su divisién y comienzan a proliferar sin control progresando a
lesiones neoplasicas e invadiendo tejidos vecinos. Finalmente, pueden

producir metastasis desarrollando el tumor en otros 6rganos (23, 170).

De este modo, predomina la asuncidn que los diferentes canceres se
originan a partir de una célula Unica que suma multiples mutaciones en su
ADN (genotipo), y se transforma hacia un fenotipo maligno, dando lugar a
un clon de células, que forma la masa tumoral neoplasica. A principios de la
década del 50, los principales investigadores en carcinogénesis experimental
y epidemioldgica llegaron a la conclusion que, visto las variaciones
geogréaficas, la incidencia del cancer humano estd muy relacionada con
factores del ambiente (13). Pero a su vez la carga genética juega un papel
sustantivo en esta enfermedad (63). Se conoce que las caracteristicas
hereditarias de los organismos estan codificadas en el ADN. La expresion de
éste ADN (genes) puede ser alterada ya que continuamente estad expuesto
a dafios a partir de productos del metabolismo intracelular normal, como
reacciones al oxigeno, radicales hidroxilos y perdoxidos de hidrégenos, asi
como también dafios a partir de factores externos, exposicion a luz
ultravioleta y otros factores ambientales donde también se incluyen
alimentos, nutriciéon y actividad fisica. El concepto de factor ambiental no
solo incluye la eventual presencia de carcindgenos quimicos, fisicos y/o
virales, xenobioticos o pesticidas sino también a condicionantes asociados
con determinados estilos de vida presentes tanto en los habitos dietarios
como en costumbres y practicas culturales, que actuan previniendo,
induciendo y/o promoviendo el desarrollo de procesos neoplasicos (29). Asi,
la influencia del ambiente, en su sentido mas amplio incidira
significativamente en el riesgo de desarrollar, o no, determinados tumores a
lo largo de la vida de los seres humanos, expresandose usualmente en la
edad madura y senectud. Estos cambios en la expresiéon de genes
modulados por factores externos sin que se produzcan cambios en la

secuencia del ADN es lo que se conoce como modulacién “epigenética”.
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Entonces, los constituyentes dietarios pueden contribuir a la modulacion
epigenética en las regiones promotoras del ADN (metilacién del ADN) ya sea
en células normales como en células malignas (135). Los oncogenes y los
genes supresores de tumores estan presentes en todas las células. En el
cancer, es frecuente que ambos genes hayan mutado, y esas alteraciones
pueden contribuir al proceso del cancer. Es muy importante el efecto
combinado de la activacién de oncogenes y la inactivacion de genes
supresores de tumor en la progresién del cancer. Asi, las posibilidades de
desarrollarlo estan determinadas por la activacién o desactivacion de ciertos
genes, y estos patrones de expresidn a su vez estdan determinados por la
epigenética (135).

Algunos componentes dietarios como por ejemplo dietas ricas en los folatos
(forma anidnica del acido félico) y otros dadores de grupos metilos tales
como colina, metionina, son esenciales para la sintesis normal del DNA vy la
regulacion epigenética del mismo. El folato es un importante determinante
de la metilacion normal. De alli que desbalances o pérdidas de
constituyentes dietarios especificos pueden potencialmente aumentar el
riesgo de cancer por induccién de un desequilibrio en los precursores del
DNA, llevando a una alteracién en la sintesis y reparacion del mismo que
pueden inducir patrones inadecuados de metilacion del DNA con
consecuencias en la expresidn génica. Estas modificaciones en los sitios
promotores del ADN provocan que genes silenciados por largo tiempo

comiencen a expresarse (135).

Las diferentes etapas del proceso carcinogénico mencionadas anteriormente
pueden ser influidas por factores procarcindgenos y anticarcindgenos,
especialmente la etapa de progresion (136), que previamente Beremblum
en la década del 50 habia propuesto como ‘“iniciacion”, “promotor” y
“antipromotor” (6). Se estima que entre un 80 y 90% del total de muertes

por cancer ha estado relacionado con la dieta y el 35% de todos los
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canceres humanos estarian estrechamente  relacionados a causas
ambientales, ocupando un papel preponderante la dieta (142). Algunos de
los factores exdgenos (dieta) y/o los factores endégenos (hormonas) pueden
actuar como agentes promotores de modo tal que las células iniciadas
(mutadas) progresen hacia un neoplasma. En contraste, otros factores
dietarios pueden actuar como protectores aun cuando exista una
predisposicion genética a generar un determinado tipo de cancer. Algunas
vitaminas, como la vitamina D o el acido retinoico y micronutrientes acttan
como anticarcindgenos, alterando la incidencia de cancer, la diferenciacién y

el crecimiento del mismo (120).

Las pérdidas de regulacién celular que se presentan en diversos canceres se
deben a danos genéticos inducidos por agentes mutagenos, usualmente
poco identificados (145, 174). Las mutaciones afectan genes de manera tal
que sus productos estimulan el crecimiento del tejido mediante diferentes
caminos, a saber:

- Estimulacién excesiva del crecimiento. Esto ocurre cuando genes
reguladores normales denominados  protooncogenes  sufren
mutaciones y se transforman en genes anormales conocidos como
oncogenes. Muchos de los protooncogenes intervienen en diferentes
etapas de ciclo celular por lo que los oncogenes son los responsables
de la transformacién de una célula normal a una maligna que
desarrollara un determinado tipo de cancer (145).

- La supresion de la inhibicién del crecimiento es otro camino que lleva
al cancer. Se produce por una mutacién o una delecién de un gen
supresor. Los genes supresores de tumores se encuentran en las
células normales para codificar proteinas con un efecto inhibitorio en
la regulacion del ciclo celular. Cuando un gen supresor tumoral se
altera y origina un gen que es similar a un oncogen, aumentara la

probabilidad de que se produzca un tumor (145).
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- El ADN dafiado puede ser reparado a través de algunas proteinas
supresoras de tumores que reparan normalmente el ADN dahado.
Existen diferentes mecanismos de reparacion previniendo asi la
acumulacion de mutaciones que llevan al cancer. Si se producen
perturbaciones en los genes que codifican estas proteinas, se anulan
los sistemas de reparacion y esto permite la acumulacion de sucesivas
mutaciones que pueden llevar al desarrollo de tumores (5, 145).

Existen otras proteinas que controlan la adhesion de las células a un tejido y
de éstas a la matriz extracelular como son las variedades de caderinas. Asi,
cuando la expresion de las mismas no es adecuada las células neoplasicas
se desprenden de tumores malignos (54) y pueden viajar hacia otros

tejidos y por metastasis, causar nuevos tumores (64, 163)

1.2. CANCER DE MAMA

El cdncer de mama es él prevalente entre las mujeres del mundo occidental
representando el 31% de todos los tumores de la poblacién femenina y es la
principal causa de muerte entre mujeres de 30 a 54 anos (). En Cordoba,
muestra un comportamiento semejante a otros paises de Occidente (41). El
aumento del riesgo de cancer mamario aumenta conjuntamente con la
industrializacién y el urbanismo. Como se menciond, el cancer puede surgir
como consecuencia del acimulo de alteraciones genéticas que interfieren el
control normal del crecimiento y diferenciacion celular. Estas alteraciones
pueden agruparse en: activacion de protooncogenes e inactivacién de genes
supresores de tumores. El gen p53 es el mas frecuentemente mutado en
todos los cdanceres. Es un gen de los denominados supresores del
crecimiento tumoral, aunque también puede actuar como oncogen ya que se
sabe que la proteina p53 mutante andmala, puede adquirir capacidad de
transformacion celular por si misma. Otra funcidon importante es la de
intervenir en la reparacion del DNA, por lo que se denomina "guardian del

genoma". Se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 17 en la
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banda 17p 13.15. El gen p53 codifica una fosfoproteina nuclear de 393
aminoacidos y su vida media es inferior a 30 minutos. Cuando se produce
un dafio en el DNA por substancias carcinogénicas, radiaciones y otros, el
mismo DNA estimula la produccion de p53 y esta acumulacién nuclear de
p53 produce la detencién de la célula en fase G1 del ciclo celular, induce la
restauracion y estimula la apoptosis si no puede repararse el DNA. Otros
genes pueden regular la muerte celular programada o apoptosis, evitandola
o induciéndola y pueden ser dominantes o recesivos. Entre éstos, son
ejemplos de genes antiapoptéticos bcl-2 y bclxS (Hsu y col, 1997). El
cociente de los niveles entre los antagonistas de la muerte (bcl-2, bcl-xL) y
sus promotores (bax, bad, bcl-xS) determina la forma en que la célula

responde a un estimulo apoptético (28).

La incidencia de cancer de mama se ha incrementado mucho en el ultimo
siglo, existiendo fuertes evidencias que diversos factores ambientales
cumplirian un papel importante en el riesgo de padecerla. Asi, la alta ingesta
de grasas ha recibido especial atencidn a través de datos sobre la posibilidad
de incrementar 6 disminuir el riesgo de este mal mediante la simple
modificacién de habitos dietarios (4, 132). No solo el alto consumo de
grasas sino también el tipo de grasas juegan un papel importante en la
carcinogénesis mamaria. Numerosos trabajos han demostrado que la alta
ingesta de ciertos lipidos poliinsaturados seria uno de los principales riesgos
para el desarrollo del cancer de mama, en tanto que otros, como se vera
luego, ejerceran un rol opuesto junto a la presencia de bajos niveles de
antioxidantes. La formacién de radicales lipidicos tipo perdxidos, a partir de
lipidos poliinsaturados, o de radicales de oxigeno, han sido propuestos como
un factor potencial para la promocidon de tumores mamarios. Por otro lado,
la baja ingesta de antioxidantes, como la vitamina E, el acido oleico o la
vitamina A, potencian la accién procancerigena de una dieta alta en grasas
poliinsaturadas (89, 105). Otros autores observaron que acidos grasos

poliinsaturados potencian el efecto tumoricida de éstos sin la presencia de
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antioxidantes, como la vitamina E, que actuarian como blockeadores (32).
Acidos grasos polinsaturados como el gamma linoleico (GLA w-6) actla
sobre las células tumorales sin dafar las células normales produciendo de 2
a 3 veces un incremento en radicales libres y lipoperdxidos. ElI GLA
disminuye el contenido de antioxidantes en células tumorales, la expresion
del oncogen- ras pero mejora la actividad de la p53, enzima que actla
protegiendo a las células y tejidos normales de acciones tdxicas de las
radiaciones y de drogas anti-cancerigenas. El GLA mejora la accion
citotdxica de drogas anticancerigenas impidiendo la resistencia de las células

tumorales a las mismas.

Experimentos realizados a partir de 1950 hasta el presente han provisto
fuertes evidencias que la vitamina A natural (retinol o sus ésteres de acidos
grasos y precursores como carotenoides) y los analogos sintéticos del
retinol, colectivamente conocidos como retinoides, pueden regular la
diferenciacién celular en una variedad de sistemas experimentales (44,
108). Algunos retinoides son potentes inhibidores de perturbaciones
moleculares relacionadas con la transformacion neoplasica y otros han
ganado importancia como agentes terapéuticos en ciertas enfermedades
proliferativas, principalmente las que se asientan en la epidermis (101). La
deficiencia de vitamina A en humanos aumenta la susceptibilidad a la
carcinogénesis. Asi, las células basales de diversos epitelios comienzan a
mostrar una marcada hiperplasia junto a una reduccién de la diferenciacion
celular cuando falta esta vitamina. La administracion del retinol y de otros
retinoides revierte estos cambios en epitelios de glandula mamaria, del

tracto respiratorio, de vejiga y piel (146).

Adecuadas o ingestas incrementadas de vitamina A, se han asociado con
disminuciéon de cancer de vejiga, mama, cervix, colorectal, pancreas,
prostata, eséfago, piel y estdmago (140). Se han utilizado estudios

experimentales en modelos animales e in vitro para validar éstas
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asociaciones y establecer los mecanismos especificos de proteccién contra la
carcinogénesis (158). Mediante estudios epidemioldgicos se ha establecido
una relacion inversa entre los niveles en plasma o ingesta de vitamina A/B-
caroteno y desarrollo de diversos tipos de cancer de mama, pulmédn, cabeza
y cuello (122)

1.3. ACIDO RETINOICO (vitamina A)

La vitamina A es un micronutriente. Los requerimientos diarios en humanos
es sblo de 1.5 mg, o 5000 UI, las cuales son cubiertos por una tipica dieta
occidental (141). La vitamina A y sus metabolitos son vitales para funciones
bioldgicas tales como el desarrollo embrionario, el crecimiento post-natal,
la diferenciacion celular, la visidn, la reproduccion y la regulacidon de la
respuesta inmune (121). En este Ultimo caso la vitamina A, es efectiva en
modular procesos como la activacion y proliferacién de linfocitos, la
diferenciacién de células T-Helper, el “homing”, especificidad linfocito-
tejidos, la produccién especifica de anticuerpos isotipicos a parte del
potencial clinico de los metabolitos de la vitamina A para modular la
especificidad de los tejidos en la respuesta inmune y prevenir y/o tratar
procesos inflamatorios y autoinmunes (141). El término vitamina A es un
término genérico que comprende al retinol, retinal y al acido retinoico, y
también a analogos sintéticos del retinol, conocidos colectivamente como
retinoides (rexinoides). Los compuestos anteriormente mencionados
(retinol, retinal y acido retinoico) contienen como unidad estructural comun
un grupo trimetylcyclohexenyl y una cadena de polyene todo trans (all-
trans) con cuatro dobles ligaduras. Como se puede observar en la Fig. 1, el
retinal y el acido retinoico son el resultado del metabolismo enzimatico del
retinol. El acido retinoico es el metabolito fisioldgicamente mas activo y si
bien la importancia de la vitamina A en la modulacién de la visién, es

llevada a cabo por retinoides especificos (como el acido retinoico 11-cis), la
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mayoria de las actividades bioldgicas de la vitamina A en el organismo son

mediadas por los isomeros del acido retinoico.

Los retinoides anteriormente mencionados son importantes en varios
procesos fisioldgicos pero el exceso de su ingesta puede provocar pérdida de
peso y apetito, irritabilidad, disfunciones renales o dolores de huesos y
articulaciones (85). El acido retinoico en su forma all-trans (RA) también
conocido como ATRA, se considera la forma mas activa de la vitamina A en
casi todos los tejidos y es 10 a 100 veces mas potente que el retinol en
varios sistemas “in vitro” (69). La vitamina A y sus derivados han sido
intensamente estudiados como agentes quimiopreventivos vy pro-
diferenciadores del proceso carcinogénico donde la aplicacion del
tratamiento con RA se lleva a cabo aumentando la dosis de retinoico
endégeno mediante el blogueo de agentes catabolizadores como la
citocromo p450. Wolbach y Howe demostraron que los retiniodes son
esenciales para la diferenciacién y el mantenimiento de los epitelios (17,
175).

Asi, la deficiencia dietaria de vitamina A causa alteraciones en la
diferenciacién, particularmente en los epitelios mucosecretantes simples
induciendo una metaplasia, ya que éstos tejidos cambian a un fenotipo
pseudo-estratificado. Al mismo tiempo se induce proliferacion de células
escamosas, citostasis y eventual pérdida de células mucosas (69, 141). Al
contrario, la administracion de RA provoca el reemplazo de las células
escamosas metaplasicas por la diferenciacion de nuevas progenies de
células mucosecretantes y ademas re-establece la funcion epitelial normal
(69).

Numerosos estudios epidemioldgicos y experimentales dan cuenta de la

efectividad del uso terapéutico de los retinoides naturales y sintéticos

especialmente en las leucemias promielociticas agudas (APL en inglés) (3,
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30). Estudios clinicos mostraron una alta proporcion de pacientes con
remision completa de ésta enfermedad después de un corto periodo de
tratamiento con el ATRA. Sin embargo estas remisiones son breves ya que
los pacientes se vuelven clinicamente resistentes al tratamiento,

desconociéndose aln la naturaleza de ésta resistencia (133).
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FIGURA 1. Vitamina A y retinoides.
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1.3.1. Ingesta y Metabolismo

Mas del 90% de la vitamina A de la dieta se obtiene como retinol y retinyl
éster, principalmente de alimentos de origen animal tales como el higado,
huevos, leche entera y quesos. Como precursor, los carotenoides,
principalmente el B-caroteno, el a-caroteno y otros provienen de vegetales
de hojas verdes, frutas y raices como zanahorias y batatas (140). Una de
las fuentes dietarias de vitamina A es el B -caroteno. La conversion a
vitamina A en el organismo se produce a través de dos sistemas enzimaticos
denominados carotenooxygenasas: COM1 y COM2. Ambos estan presentes
en los enterocitos del intestino delgado en humanos. La COM1 pertenece a
la familia estructuralmente relacionada con oxigenasas. Esta enzima media
la conversion simétrica del B caroteno a vitamina A y es considerada clave
para dicha funcién en mamiferos. Lo transforma en retinilaldheido a través
de un clivaje oxidativo central en la doble ligadura entre los carbonos C15"-
C15’ (95). Ello se produce en toda la variedad de retinoides bioldgicamente
activos, incluidos el 11-cis retinal y el RA. A su vez, la COM2 cataliza un
clivaje oxidativo excéntrico de carotenoides (carotenos y licopenos) en la
doble ligadura entre los carbonos C9'-C10' (Figura 3) (81,178).

El acido retinoico all-trans (ATRA), como dijimos, un metabolito natural del
retinol, también se forma en los enterocitos a partir del B-caroteno o por el
metabolismo del retinol y del retinaldehido. Este proceso involucra a
enzimas como las deshidrogenasas (ADH= alcohol dehidrogenasa vy
AHD=aldehido dehidrogenasa) que requieren la presencia de adenin-
dinucleotido-fostato para su posterior incorporaciéon a los quilomicrones
(lipoproteinas adsortivas). Posteriormente éstos quilomicrones seran
exocitados por los enterocitos (133). Mientras que el retinol es oxidado sélo
una vez por éstos complejos enzimaticos para generar retinal (Alcohol
dehidrogenasa- ADH), el retinal necesita una doble oxidacién (aldheido

dehidrogenasa- ALDH) para generar el &cido retinoico. Este Ultimo proceso
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tiene caracteristicas irreversibles y eventualmente marca la disponibilidad de
RA, a través de pasos oxidativos dependientes de la citocromo P450 (69,
133). (Figura 2: Metabolismo de la vitamina A).

A nivel citoplasmatico el retinol y el acido retinoico se unen a dos variedades
de proteinas denominadas CRBP (proteina asociada al retinol celular) y
proteinas celulares asociadas al acido retinoico I, II y III (CRABP-I, II y III).
Estas pertenecen a la familia de las pequenas proteinas citosélicas que se
unen a lipidos; ellas realizan la mediacién respectivamente del transporte
intracelular del retinol y la transferencia del acido retinoico desde el
citoplasma al nucleo celular (176). La CRABP I retiene al RA en el citoplasma
y regula su incorporacién nuclear, trabajando como un sistema modulado y
balanceado. Es interesante que la CRABP II esté sobreexpresada en una
amplia variedad de tipos de cancer tales como neuroblastomas y tumor de
Wilm's (68).

1.3.2. Mecanismo de accion del Acido Retinoico

La importancia del RA en la carcinogénesis radica en que puede actuar
como supresor de la promocion tumoral a través de diferentes mecanismos
celulares como inhibir la proliferacién, estimular la diferenciacién o inducir
la apoptosis (23, 182). Se ha propuesto que el mecanismo de accién del
acido retinoico y de los retinoides en general es mediante la actividad sobre
la expresion de genes a través de receptores nucleares de retinoides
pertenecientes a la superfamilia de receptores nucleares. Ellos son el
receptor del acido retinoico (RAR) y el receptor de retinoides X (RXR). Cada
una de las dos familias estad formada a su vez por tres subtipos (alfa, beta y
gama) y sus isoformas (131, 147, 153). Ya sea los retinoides (derivados de
la vitamina A), el calcitriol (derivado hidroxilado de la vitamina D3) asi como
las hormonas tiroideas (T3 y T4), son compuestos de naturaleza lipofilica y

bajo peso molecular capaces por ende de difundir a través de la membrana
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plasmatica. Dentro de la célula se convierten en formas biolégicamente mas

activas uniéndose a su receptor nuclear.

i)

Recepler de
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distribucion de retinoides en humanos adultos. |

Car: Caroteno, R: Retinol, RE: Retinil Esteres,
C: Quilomicrones, CR: Quilomicrones L
remanentes, RBP; Proteina de unién a retinal, |
RA: Acido Retinoico

LUTE A BTN

FIGURA: 2 METABOLISMO DE LA VITAMINA A.

Estos receptores se unen a secuencias especificas de DNA, que se llaman
elementos de respuesta a hormona (HRE), actuando como factores de
transcripcion y regulando directamente la expresion de genes diana
especificos. La importancia de estos receptores nucleares radica en la

especificidad con que se unen al RA, halldndose una amplia bibliografia
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aunque contradictoria, en relacidon a ese campo (131, 147, 153). Mientras el
Receptor del acido Retinoico (RAR alfa, beta y gamma) se une al compuesto
all-trans y al 9- cis acido retinoico, el RXR (alfa, beta y gamma) tiene
preferencia por el acido retinoico 9-cis y otros retinoides (78). Ambos
receptores difieren también en el espectro de proteinas con las cuales ellos
pueden interactuar. La actividad funcional de ambos requiere la formacion
de dimeros con un miembro de la familia de receptores nucleares no
esteroidales (78). Mientras el RARs forma un dimero al unirse
predominantemente con el RXRs, éste por el contrario, puede interactuar
con varios receptores diferentes de significativa funcidén en la proliferacién,
control de diferenciacién y apoptosis celular, indicando su rol maestro en la
formacién de heterodimeros. Asi, se combina con receptores de hormona
tiroidea (TRs), receptor de vitamina D (VDR), receptores activados por
proliferadores de peroxisomas (PPARs), receptores X de higado (LXRs) y
otros. Todos éstos receptores requieren al RXRs como un companero para
formar heterodimeros y asi poder regular la transcripcidon génica (78). La
mayoria, sino todos los retinoides deben su accién a la habilidad para alterar
esa transcripcién (7). Esto es asi4 ya que los receptores RAR y los RXR
regulan el mecanismo de transcripcion interactuando con los elementos de
respuestas especificos (RAREs), ubicados en el ADN, especificamente en

sitios promotores de genes diana (7).

La respuesta de los receptores estard definida por la naturaleza de los
ligandos, ya que cada receptor de retinoides tiene una unica afinidad por
retinoides individuales. Los ligandos naturales para los receptores de
retinoides son derivados de la vitamina A e incluyen al 13-cis acido
retinoico, al 9-cis y acido retinoico all-trans (ATRA). A su vez cada receptor
una vez unido a su ligando, tiene una respuesta diferente. Asi, el RARa es el
receptor dominante que media los efectos del retinoico en la inhibiciéon de la
proliferacion celular mientras que el RARB es el que media los efectos en

proliferacion y apoptosis en células cancerosas de mama humana (152).
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Por lo anteriormente expuesto podriamos decir que la respuesta celular al
acido retinoico puede estar regulada a varios niveles, como son: a) la
cantidad de retinol en sangre, b) la participacién de enzimas que convierten
el retinol a acido retinoico, c) la presencia de receptores RAR y RXR, y d) la

colaboracion de reguladores que interactian con RAR y RXR.

1.4. LIPIDOS Y TUMORIGENESIS

Como ya se introdujo previamente numerosos trabajos sugieren que existe
relacidon entre el consumo de grasas, tanto en cantidad como en calidad, el
desarrollo de ciertos tumores malignos, Yy los procesos de

promocién/antipromocion tumoral (53).

Algunas sustancias clasificadas entre los lipidos poseen una intensa actividad
bioldgica: vitaminas, hormonas y diversos autacoides, como los eicosanoides
(34, 130). Estos ultimos provienen principalmente de la accién de la enzima

delta-6 desaturasa sobre los acidos grasos polinsaturados.

Los acidos grasos (AG) son los componentes fundamentales de lipidos
neutros y complejos, especialmente los fosfolipidos. Estos ultimos son de
nuestro particular interés, pues son constituyentes fundamentales en la
conformacién de la bicapa de todas las membranas celulares. Estan
constituidos por una cadena hidrocarbonada con un ndmero par de atomos
de carbono. Poseen un grupo carboxilo en un extremo y en el otro un grupo
metilo terminal. Los acidos grasos saturados presentan uniones simples
entre los carbonos de la cadena, mientras que los insaturados poseen dobles
ligaduras. Esta caracteristica, sumada a la variacion en el nUmero de atomos
de carbono en la cadena, da lugar a la existencia de mas de cien &acidos
grasos diferentes. Los mas abundantes entre los mamiferos poseen entre 14

a 22 carbonos, predominando los de 16 a 18 (11,55).
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Los acidos grasos insaturados pueden ser monoinsaturados si poseen un
solo doble enlace, o poliinsaturados si poseen mas de dos dobles ligaduras
(11). La insaturacidon confiere a los acidos grasos caracteristicas fisicas y
quimicas particulares como poseer menor punto de fusién a mayor nimero
de dobles enlaces, presentar una configuracion espacial mas rigida que los
acidos grasos saturados debido a la incapacidad de rotacidn de la doble
ligadura, lo que establece la posibilidad de presentar isomeria geométrica
predominando en la naturaleza los isomeros cis. Dicha rigidez y su bajo
punto de fusion otorga, paraddjicamente, mayor fluidez a la bicapa de las
membranas bioldgicas. Asimismo son facilmente oxidables, formando
compuestos del tipo perdxidos y pueden hidrogenarse, cualidad aprovechada
para la industria de las margarinas (11). Como puede verse en la FIG.3, los
acidos grasos difieren entre si, por la longitud de su cadena y también por el
namero y posicién de sus dobles enlaces. Se identifican con una notacion
que indica la longitud de la cadena carbonada y el nUmero y la posiciéon de
los dobles enlaces. Asi el acido palmitico (saturado, de 16 carbonos) se
representa por 16:0 y el acido oleico (de 18 carbonos y un doble enlace [cis]
en los carbonos 9 y 10 se representa simbodlicamente por 18:1 w-9 U w-9.
Usaremos en este trabajo la notacion omega (w) aunque a veces se emplea
la notacion “n”, pero que esta en progresivo desuso.

Los acidos grasos saturados mas corrientes en los alimentos son el acido
palmitico y el estearico en tanto que el acido graso monoinsaturado mas
comun es el acido oleico. En los mamiferos hay una mezcla de saturados e
insaturados que asignan estados de “semifluidos” caracteristicos de cada
membrana bioldgica. En la mayoria de los acidos grasos poliinsaturados
(polienoicos), cuya sigla inglesa es PUFAs (la cual se utilizara en la redaccion
de este trabajo) los dobles enlaces adicionales estan situados,
generalmente, entre el doble enlace 9 y 10 y el extremo metilo-terminal de
la cadena. En la mayor parte de los PUFAs, los dobles enlaces se hallan

separados por un grupo metilo, por ejemplo: CH=CH-CH2-CH=CH. Los
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dobles enlaces de casi todos los acidos grasos insaturados que se
encuentran en la naturaleza aparecen en configuracién geométrica cis y muy
pocos poseen configuracién trans. De este modo, a menos que se indique lo
contrario, los dobles enlaces son cis, ya que es la forma natural en que
ingresan con los alimentos y de dicha conformacién espacial depende el
efecto biolégico de los mismos.

Algunos acidos grasos pueden ser sintetizados por el organismo a partir de
carbohidratos o aminodcidos dietarios, mientras que otros deben ser
obtenidos mediante su ingesta; son los denominados Acidos Grasos
Esenciales (AGEs) y pertenecen a las familias w3 y w6 (19, 55, 53).

Los AGEs poseen diversas funciones en el organismo, a saber: son
requeridos para la estructura normal de las membranas celulares (53, 84),
son precursores de eicosanoides (como prostaglandinas, leucotrienos y
endocannabinoides) (129) y son necesarios para el transporte del colesterol
en el organismo. Ademas, interaccionan con casi todos los sistemas de
segundos mensajeros, regulan la formaciéon de citoquinas y modulan el
comportamiento de proteinas de membrana (receptores, canales ionicos y
ATPasa) (55).
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% Serie n-7 Serie n-9 Serie n-6 Serie n-3
‘|r Dieta Sintesis Sintesis Oligoelementos | Oligoelementos
endogena endogena
{ { 1 { 1
16:0 18:0
Hidratos de Carbono | palmitico estearico 3 &
\-9-desaturasa
» { 5 y 5
16:1 n-7 18:1 n-9 18:2 n-6 18:4 n-3
palmitoléico oleico linoleico a-linolénico
A-6-desaturasa
—> { { { y
16:2 n-7 18:2 n-9 18:3 n-6- 18:4 n-3
Elongacion + $ linolénico estearidonico
- (GLA) {
18:2 n-7 20:2 n-9 20:3 n-6 20:4 n-3
dihomo-y-
linolénico
(DGLA)
A-S-desaturasa
— { 1 { {
Elongacion 18:3 n-7 20:3 n-9 20:4 n-6 20:5n-3
> ) { araquidonico (EPA)
20:3 n-7 22:3 n-9 22:4 n-6 22:5n-3
adrénico
A-4-desaturasa
— { { { {
20:4 n-7 22:4 n-9 22:5n-6 22:6 n-3
clupanodonico

Tabla 1. Cascada de elongacion y desturacion de los acidos grasos insaturados de las

familias n-7, n-9, n-6, n-3 y los sitios de accion de las desaturasas y elongasas.

Si bien en Occidente la supresién de AGE en la dieta no es frecuente, cuando
éstos faltan en la misma, se establece la llamada deficiencia en AGE (DAGE)

(19) que se caracteriza, entre otras alteraciones, por producir aceleracién de
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procesos arteriosclerdticos y ser considerada, ademas, una condicidn pro-
tumorigénica per se (150). Esta condicion concuerda con los trabajos
experimentales de Eynard y col. (53, 54); Mufoz y col (115). Sin embargo,
hay estudios que indican que ciertos AGE inhibirian el desarrollo maligno,
actuando como antipromotaores, segun el concepto de promocion-
antipromocién de Beremblum (6). Asi la manipulacién dietaria de aceites de
pescado y vegetales ricos en AGEs de la familia w-3 se relaciond con una
disminucion en el riesgo de desarrollo de ciertas neoplasias de glandula

mamaria, colon y preestbmago entre otras (53).

Por todos los aspectos mencionados anteriormente es que en este trabajo
orientaremos el estudio hacia el empleo de determinados PUFAs y su
interaccion con vitamina A (RA) como dos familias de nutrientes que
influyen en el comportamiento de lineas celulares tumorales y que podrian
tener vias en comun y la importancia de sus potenciales implicancias

meédicas.

1.5. PEROXIDACION LIPIDICA

La peroxidacidn lipidica es un proceso autocatalitico que comienza cuando se
extrae un atomo de hidrégeno a un PUFA para formar un radical libre a
partir del acido graso, los perdéxidos asi generados podrian ser los
responsables del dafio al ADN (109). Este proceso puede ser iniciado por un
radical hidroxilo (OH*), peroxilo (ROO*), superdxido (0*2) o perhidroxilo
(HO*2). La generacidon de “radicales lipoperéxidos” resulta en la produccion
de moléculas capaces de reaccionar a su vez con otros PUFAs, ocasionando
asi el inicio de una nueva reaccidon en cadena que produce mas y mas
radicales libres, que inducen una peroxidacién incrementada, por ejemplo a
partir de aquellos acidos grasos con mas de dos dobles ligaduras, como el
gama linoleico (GLA, w-6), que tiene tres o el eicosapentanoico (EPA, w-3),

que tiene cinco. Se ha publicado que ésta reaccidon en cadena ocasiona una
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adecuada vy suficiente produccion de superdxidos, que son citotdxicos
preferencialmente para las células malignas desencadenando la apoptosis
(93).

A su vez la carencia relativa de sustrato para obtener perdxidos, a partir de
los PUFAs en una célula tumoral, podria deberse a la deficiencia de las
desaturasas, perturbacién enzimatica bastante generalizada en este tipo de
células (35). La peroxidaccion lipidica causa una profunda alteracion en la
integridad estructural y funcional de las membranas celulares asi como
dafos en el ADN (109).

Se conoce que algunas estirpes de células cancerosas son resistentes a la
peroxidacién lipidica comparadas con las células normales. Algunos estudios
de prevencion de cancer estan orientados a encontrar agentes naturales con
actividad antioxidativa, pues dichas moléculas oxidantes son deletéreas para
la célula (113). Sin embargo, la presencia de una cantidad adecuada de
peroxidos lipidicos seria un eficiente mecanismo citotdxico, cumpliendo una
accion beneficiosa, que aseguraria la eliminacién de las células malignas,
disparando, el normal mecanismo de apoptosis. Horrobin y colaboradores
propusieron hace mas de dos décadas, que la mencionada resistencia a la
peroxidacién se debe al bajo contenido de PUFAs presentes en las
membranas de las células neoplasicas es decir, a la falta de sustrato. Esta
carencia relativa de perdxidos lipidicos podria ser una circunstancia
disparadora de la proliferacién descontrolada de los tumores malignos (76),
fallando los mecanismos apoptéticos. Corroborando esto, experimentos in
vitro muestran que cuando se aportan AGs (w-3, -6) exdgenamente se
produce una disminucién del crecimiento tumoral mediado por la produccién
incrementada de lipoperéxidos (67, 172). Hay estudios preliminares
realizados con la instilacion de 18:3 w-6 (GLA) directamente en el lecho
tumoral de variedades de gliomas, en pacientes con tumores intratables por

otros procedimientos, que han mostrado resultados promisorios (31).
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En la ultima década, ciertos AGEs han mostrado un efecto anticancerigeno
en células tumorales humanas, aparentemente debido al aumento en la
sintesis de superperdxidos (93). Otros autores relacionan el incremento de

la lipoperoxidacién con la disminucion de incidencia de metastasis (72).

1.5.1. Mecanismos de Accion de los Acidos Grasos orientados a esta

Tesis

Se ha demostrado que algunos PUFAs tales como el GLA, w-6; el AA (acido
araquiddénico) w-6; el EPA w-3 (eicosapentaenoico) y el DHA -3
(docosahexaenoico) poseen acciones citotéxicas y tumoricidas aumentando
la generacion de radicales libres y la peroxidaccion lipidica. Dentro de sus

amplias funciones, abordaremos la produccién de eicosanoides.

Estas biomoléculas son mediadores derivados del metabolismo de los PUFAs,
que participan en numerosos procesos normales y patoldgicos, estando
implicados en la patogénesis de una variedad de enfermedades, incluyendo
el cancer y son considerados importantes en la promocién tumoral,
progresion y metdastasis (181). Los eicosanoides pueden actuar ya sea como
moléculas protumorales en vista de sus acciones pro-inflamatorias o como
moduladores génicos y antitumorales (113, 36). El metabolismo del acido
araquiddénico y de acidos grasos anteriormente mencionados como el GLA,
DGLA (dihommo-gamma linoleico), el EPA y el DHA (acido
docosahexaenoico) dan como resultado los eicosanoides vy otros
compuestos bioactivos. Aqui nos circunscribiremos a algunos de ellos,
originados por las vias enzimaticas ciclo-oxigenasa 1 (constitutiva, COX1) y
2 (inducible, COX2) y 12-lipo-oxigenasa (12-LOX) (159, 151, 173). El
estudio de la COX2 ha adquirido mucha importancia ya que ha sido

virtualmente detectada en todos los tipos de canceres, siendo su expresion
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menor o nula en las contrapartes tisulares normales (18, 181). Los
eicosanoides asi como algunos AGs son ligandos naturales de los PPARs, los
cuales han sido implicados también en la regulacidn de la proliferacion
descontrolada que ocurre en el cancer. Los PPARs son receptores nucleares
descriptos como receptores activados por proliferadores de peroxisomas
(86), y estan representados por tres isofromas (PPARy, PPARa and PPARJ/RB)
codificadas por diferentes genes. Cuando éstos receptores se unen a sus
correspondientes ligandos disparan la regulacion de importantes funciones
celulares, incluyendo la proliferacion celular, la diferenciacién, asi como la

respuesta al estrés.

1.6. MARCADORES CELULARES

El uso de agentes quimiopreventivos puede proveer a los pacientes un
tratamiento prolongado mas efectivo para aquellos tumores que expresan
alguna moléculas propias de las células diferenciadas. Se conoce que los
retinoides son necesarios para mantener una diferenciacién celular normal
de casi todas las células, incluidas las de origen mesenquimatico, ya sea
durante la embriogénesis como también en la vida adulta. La diferenciacion
celular en este sentido juega un papel central en el proceso de retardar,
inhibir y raramente revertir la carcinogénesis. Por lo tanto, es importante
evaluar parametros de respuesta celular como los que mencionaremos a
continuacion.

1.6.1. DEL CITOESQUELETO

CADERINAS

Evidencias experimentales e histopatoldgicas indican que la caderina-E es
una molécula supresora de la metdastasis y de la invasidon tumoral (79). Este
concepto empleado en la estadificacidon de los tumores en los pacientes se

basa en que:
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La potencialidad metastdsica de diversas lineas celulares es inversamente
proporcional a la expresidon de caderina-E por parte de las mismas.

Altos niveles de caderina-E en ciertos tumores estan relacionados con una
sobrevida prolongada y buen prondstico con bajo riesgo de metastasis.
Blogueando la caderina-E con un anticuerpo especifico o por delecion
genética, se incrementa la motilidad e invasion y la subsecuente metastasis.
La transfeccién de células con altos niveles de E-caderina, produce una
disminucién en la potencialidad de desarrollar metastasis (166).

Las caderinas componen una superfamilia de moléculas de la membrana
celular con restos azucares (son glicoproteinas) dispuestas en el glucocaliz,
que requieren Ca++ para su estructura y funcion. Estas moléculas de
adhesidon celular homotipicas estan ampliamente estudiadas debido a su
estrecha relacién con la motilidad e invasién neopldsica. Las caderinas han
sido identificadas de acuerdo a la distribucion especifica en los tejidos. Asi,
la caderina-E (epitelial) se encuentra cerca de la porcidon apical de la
membrana plasmatica de células epiteliales a nivel de las uniones estrechas
o zonulas occludens; la caderina -P (placenta) se ubica en células de la
placenta o de la epidermis, mientras que la caderina-N se encuentra en
nervios y corazén. En ausencia de Ca++ las caderinas sufren profundos
cambios conformacionales en su molécula, dando como resultado una rapida
degradacién mediada por enzimas proteoliticas. Esta es una de las bases
moleculares que explican la dehiscencia celular que se produce por accion de

agentes quelantes de Ca++.

CADERINA-E: La caderina-E es una proteina de transmembrana de 120-kDa,
gue se encuentra en todos los epitelios originados de las tres hojas
embrionarias. Es sintetizada como precursor polipeptidico de 135 - kDa que
luego en su forma madura se acorta (120 -kDa) en el complejo de Golgi,
produciéndose alli la glicosidaciéon (180). En su forma madura es
selectivamente direccionada a la superficie de la célula, donde cumple con

su principal funcion, la adhesion celular. El gen que codifica la expresion de
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caderina-E esta ubicado en el cromosoma 16g22.1 (180). Esta proteina esta
formada por una extensa porciéon extracelular compuesta por polipéptidos
que estdan unidos a tres dominios homdlogos. Estos dominios son
denominados alfa, beta y gama (125). Hay tres tipos de subunidades de
cateninas, la alfa (102 kDa), la beta (88 kDa) y la gama (82 kDa). De las
tres la mas conocida es la alfa. De ella se conoce que 1) la célula que tiene
normal expresién de E-caderina con bajos niveles de alfa catenina, no
agrega o no se adhiere una con otra. 2) la delecidn del gen de la alfa
catenina, o la mutacion de la proteina, impide la adhesion. La beta catenina
es conocida debido a que el factor de crecimiento hepatocitario (EGF),
induce la fosforilacion de la beta catenina mediante una tirosina, la cual
produce una redistribucion de la E-caderina en otras areas, incrementando
la disociacién y favoreciendo la motilidad e invasién. El rol de la gama
catenina no esta firmemente establecido, pero se ha demostrado que la
union de la caderina-E a alfa y beta catenina no es suficiente para modificar
el comportamiento maligno de las células, mientras la gama es esencial en
este contexto.

Actina

Siendo la morfologia celular un parametro clasico para definir el grado de
diferenciacién celular, nos resulta de interés evaluar esto en funcién de
como se organiza el citoesqueleto en nuestras condiciones experimentales.
Por otro lado, la actina, otra proteina del citoesqueleto, se une a las
cateninas y estas a la caderina-E formando un fuerte complejo de unién
esencial para la adhesidon celular. La actina se encuentra en dos formas
principales: la actina-G (por globular) es la forma monomeérica, y la actina-F
es el polimero helicoidal (50).
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La caderina-E unida a las cateninas y éstas a la actina del citoesqueleto,
forman un fuerte complejo de unién esencial para la adhesion celular. (123,
38)

1.6.2. DE MEMBRANA CELULAR

GAMMA-GLUTAMYL TRANSPEPTIDASA

La importancia del uso de antioxidantes dietarios ha sido ampliamente
propuesta para contrarrestar los posibles dafios inducidos por estrés
oxidativo. Algunos nutrientes, como el RA y los AGs, pueden ser utilizados
como moduladores del balance redox, dado que alteraciones en el mismo
tienen profundas implicancias en el desarrollo de procesos neoplasicos.
Entonces nos interesa evaluar el efecto de los mencionados nutrientes sobre
los mecanismos de defensa antioxidante de las células. Entre ellos se
encuentra la GGTP, enzima involucrada en la reconstitucidon de los depdsitos
intracelulares de glutation, péptido clave en la resistencia celular al dano
oxidativo. Este hecho esta asociado al desarrollo de cancer vy
quimioresistencia (144). Los cambios de la concentracion de GSH (glutatién)
en sangre podrian dar una medida del stress oxidativo in vivo. La captacion
de GSH de cada d6rgano o tejido depende de la actividad de la enzima
gamma glutamil transpeptidasa (y-GT o GGTP) localizada en la membrana
celular (39). La enzima (GGTP, EC 2.3.2.2, CD224) es una carboxipeptidasa,
proteina integral de membrana, que cataliza la reaccidén (5-L-glutamil)-
péptido+AA (aminoacido). Esta enzima participa en el metabolismo del
glutatiéon (GHS) y es activada por estrés oxidativo (96). Desde el punto de
vista quimico el glutation (GSH) es un compuesto de bajo peso molecular
con un grupo sulfhidrilo (-SH) mas importante en plantas y animales. Se
trata de un tripéptido formado por los aminoacidos: acido glutamico, glicina

y cisteina (Glu-Gly-Cys).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Como se ha fundamentado precedentemente y considerando que los acidos
grasos insaturados y el acido retinoico presentan ambos naturaleza lipofilica
y que las vias celulares que regulan estarian asociadas, en el presente

trabajo de Tesis nos planteamos la siguiente hipdtesis:

El acido retinoico, sélo o en combinacién con acidos grasos insaturados de
las familias -3, w-6 y -9, algunos de ellos con posibles efectos
antineopldsicos, podria/n producir modificaciones favorables sobre
parametros de proliferacion, peroxidaciéon lipidica, citodiferenciacion,

citotoxididad, en dos lineas de células tumorales de mama humana.

Asi los objetivos del presente proyecto de Tesis fueron:

1. Establecer si el perfil lipidico de membranas de las dos lineas celulares
tumorales de mama es modificado por los diferentes tratamientos
exogenos, basados en la combinacién del acido retinoico con distintos

aportes de acidos grasos.

2. Determinar si dichos tratamientos in vitro pueden disminuir la
proliferacion celular y/o inducir la diferenciacién de lineas tumorales

provenientes de adenocarcinoma de mama humano.

3. Valorar el efecto de los diferentes tratamientos sobre indicadores de

peroxidacioén lipidica y estrés celular.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. DISENO EXPERIMENTAL
En la figura 3, se plantea de manera esquematica las condiciones

experimentales in vitro para el estudio de las variables correspondientes en

dos lineas celulares tumorales mamarias humanas; ZR-75-1 y MCF-7.

AR 10uM / AGs 5 0uM

4

m===)> TRATAMIENTOS c ENSAYOS

Monocapa

LINEAS CELULARES 48h CG: Andlisis AGs

MT T: Proliferacion
Celular

DC: Lipoperdxidos

WB e ICQ: Deteccion
de Caderina/Actina

HPLC: Eicosanoides

ENSAYO
ENZIMATICO: GGTP

DISENO EXPERIMENTAL

FIGURA 3. DISENO EXPERIMENTAL.

2.2. MATERIALES

Los insumos de cultivo fueron: medio RPMI-1640, estreptomicina, penicilina
(Sigma-Aldrich, EEUU), suero fetal bovino (SFB, NATOCOR, Arg.), material

plastico y descartable (ETC, Arg.). Se utilizaron los acidos grasos y-
linolénico 18:3w-6 (GLA), eicosapentaenoico 20:5w-3 (EPA), oleico 18:1w-9
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(OA) (Nu-Chek-Pre Inc., EEUU), eicosatetraenoico 20:3 w-9 (ETA), &cido
retinoico all-trans (RA), (ATRA) (Sigma-Aldrich, EEUU).

Anticuerpos: IgG murina anti-E-cadherina humana (HECD-1, Santa Cruz,
EEUU), IgG de conejo anti-actina humana, IgG de cabra anti-IgG de ratén
conjugada a peroxidasa, IgG de burro anti-IgG de ratén conjugada a Texas
Red, IgG de cabra anti-IgG de conejo conjugada a FITC (Sigma-Aldrich,
EEUU).

Otros materiales: Reactivos, colorantes y otros (Sigma-Aldrich, EEUU),
solventes (Cicarelli, Arg.), estandares de HPLC (Biomol, EEUU), gases (Air
Liquide, Arg.).

2.3. CULTIVOS CELULARES

Se emplearon dos lineas celulares provenientes de adenocarcinomas de
glandula mamaria humana obtenidas de la American Type Culture
Collection, EEUU. Las lineas célulares utilizadas, MCF-7 y ZR-75-1
provienen de mujeres caucasicas de 69 y 66 afnos respectivamente con
caracteristicas de crecimiento muy similares si bien pueden presentar

diferentes grados de diferenciacién celular.

Después de un analisis del nimero de células éptimo para obtener una
respuesta lineal en cada ensayo utilizando estas células, se sembraron en
frascos de 25cm2 & en placas de 96 y 6 pozos de acuerdo a cada
experimento. Las células se cultivaron en medio RPMI, enriquecido con 10%
de suero fetal bovino (SFB), penicilina (15 UI/mL), estreptomicina (100
ug/mL), glucosa (1 g/L), HEPES (1M) y 75% de bicarbonato de sodio, bajo
una atmdsfera con 5% de diéxido de carbono (CO2) a 37 °C. Las células se
cultivaron durante 24 horas hasta la obtencion de monocapas y luego se

realizaron los diferentes ensayos después de tratarlas durante 24 6 72 horas
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adicionales de cultivo de acuerdo al tiempo 6ptimo de cada experimento y
segun el protocolo de nuestro laboratorio (130). La concentracion final del
vehiculo de los AGs y del RA fue de etanol al 0,0 1% ya que mayores
concentraciones resulta téxico para las células. Se controld periddicamente
la sobrevida por medio del método de exclusidon del colorante Azul de

Tripano.

2.4. METODOS

Morfologia

El control morfolégico de las lineas celulares se llevé a cabo mediante la
observacion directa, sin coloracién, con el microscopio Optico invertido
Olympus CK2 y se procedid a obtener fotografias a magnificaciones de 200 y
400X.

Lipidos totales de membrana

Con el objeto de disponer de un parametro bioquimico del perfil de acidos
grasos de las membranas de las células cultivadas, indicativos de que la
oferta exdgena habia sido incorporada por las células, se las
homogeneizaron y se obtuvo una fracciéon enriquecida en membranas
mediante centrifugacién a 35.000 g durante 1 hora a 4°C. El pellet de
membranas fue tratado con cloroformo/metanol 2:1 (v/v) y filtrado segun la
técnica de Folch (60). El extracto crudo de lipidos asi obtenido, se particioné
con agua y la fase cloroférmica fue evaporada bajo una atmdsfera de
nitrégeno. La metilacion de los ésteres lipidicos se realizé con metdxido de
sodio a temperatura ambiente de acuerdo al método de Yurawecz (37) Los
ésteres lipidicos se recuperaron en la fase hexano y se concentraron bajo
flujo de Nitrégeno.

La separacion de los metil ésteres de los acidos grasos de membranas

celulares se efectué mediante cromatografia liquida gaseosa empleando una
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columna capilar de CP wax 52 CB de 30 m de longitud, y 0.25 mm de
diametro interno y 0.25 um de espesor de fase. Las temperaturas del
inyector y del detector se fijaron en 250 °C. Se utilizaron dos equipos: un
Shimadzu modelo GC- R1A con detector de ionizacion de llama y un
CLAURUS 500 de Perkin Elmer. La temperatura del horno se programé
desde 180°C a 240°C (2°C/min.). La identificacién de los acidos grasos se
realizd mediante el tiempo de retencidon de acidos grasos testigos segun es
rutina en nuestro laboratorio (20) y su contenido se expresé en porcentajes

respecto al total.

Determinacion de proliferacion celular

Se sembraron células neoplasicas (CN) en placas de 96 pozos a una
concentracion de 10000 CN/mL. La proliferacion celular fue medida
mediante la utilizaciéon del ensayo con MTT (3-[4,5-Dimetylthiazol-2-yi]-2,5-
Diphenyltetrazodium bromide; Thiazolyl blue). El depdsito de formazan
citoplasmatico, disuelto con 10% de Tritédn X 100, se midié en un lector de
ELISA, a una longitud de onda de 540nm. Los valores obtenidos son
indicativos de las células que permanecen vivas en el momento del ensayo,

siendo entonces un parametro para evaluar proliferacion celular.

Dienos Conjugados (DC)

Con el proposito de determinar la capacidad de formar lipoperoxidos a partir
de lipidos de membrana, se sembraron 500.000 células neopldsicas en
placas de 6 pozos. Las células se homogeneizaron en buffer-PBS. Los lipidos
de membrana fueron extraidos como se indicd precedentemente. Se
descarté la fase superior, junto con las proteinas desnaturalizadas ubicadas
en la interfase. La fase inferior fue secada bajo nitrogeno. Los lipidos fueron
resuspendidos en etanol segun la metodologia utilizada por Bongiovanni y

col. (14) midiéndose la absorbancia a 233 nm contra un blanco de etanol en
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un espectrofotdémetro Hitachi U-2000. La concentracion de dienos

conjugados fue expresada como densidad éptica/mg de proteinas.

Determinacion de proteinas

Las proteinas fueron cuantificadas segun las técnicas corrientes utilizadas en
el laboratorio. Se siguié la metodologia indicada por Lowry y col. (103)

teniendo en cuenta la ausencia de interferentes en la reaccion.

Gamma Glutamyl Transpeptidase (GGTP)

La enzima gama glutamil transpeptidasa (GGTP, EC 2.3.2.2, CD224)
participa en el metabolismo del glutation (GHS) y es activada por estrés
oxidativo (Kugelman y col., 1994). A las células cultivadas en placas de 96
wells y después de los distintos tratamientos, se les retiré el medio y se le
agregd 20 pl Triton X-100. La actividad de GGTP fue determinada usando
0,1 M glicil-glicina y 5 mM L-gama-glutamil-p-nitroanilidina como sustratos
contenidos en el kit comercial de Wienner. La concentracidn de p-nitroanilina
(PNA) se determind a 410 nm en condiciones de velocidad inicial realizando
varias determinaciones en funcion del tiempo de incubacion, segun Valentich
(167), Quiroga A (137). La actividad especifica se expresé en mIU/mg de
proteinas (1 IU= 1 pmol de producto/min a pH 8.5y 25 ©°C).

Determinacion de metabolitos del acido araquidonico (AA) y acido
linoleico (LA)

Se determind la liberacidn, de los siguientes metabolitos del AA: 12-(S)-HHT
producido por la via COX y 12-(S)-HETE proveniente de la activacion de la
via 12- LOX. La determinacién de todos los metabolitos se realizd6 segun
metodologia utilizada por Pasqualini y col. (130) resumida a continuacion.

Extraccion: suspensiones de 10 x 106 células/ml se trataron con Ca2+ y
Mg2+ y estimuladas con ion6foro de Ca2+ A23187 10-3 M durante 15 min a

37 °C. La reaccion se detuvo con 1 mL de metanol. Estas suspensiones

40



fueron diluidas con agua bidestilada y filtradas en columnas de extraccién de
fase solida (Strata C18-T 100 ng/ml Phenomenex). Los metabolitos se
eluyeron de las columnas con 1 mL de metanol y se secaron con nitrégeno
hasta el momento de su analisis por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC).

Andlisis por HPLC: Para separar, identificar y cuantificar los eicosanoides se
utilizé un cromatdégrafo Beckman SYSTEM GOLD, provisto de una bomba
(Programable Solvent Module 126) y con detector UV (Programable Detector
Module 166). La separacidon se realizé en una columna Phenosphere-Next
C18 (250 x 4.6 mm, 5 ym). Las muestras se resuspendieron en 100 ul de
acetonitrilo y el volumen de inyeccion fue de 50 pl. Se realizé un gradiente
de disolventes comenzando con 50 % del disolvente A (0.02 % de &cido
acético en agua bidestilada) y 50 % del B (0.02 % acido acético en
acetonitrilo). Se redujo paulatinamente la proporcidon de A hasta llegar a 100
% de B a los 25 min de corrida. Posteriormente, entre los 30 y 35 minutos,
la proporcion del disolvente A se aumento linealmente hasta restablecer la
composicion original del sistema. Se trabajé a flujo (1 mL/min) vy
temperatura (27 °C) constantes durante el tiempo total de andlisis. Se
utilizé una longitud de onda de 235 A hasta el final del analisis (130).
Identificacién: Los eicosanoides se identificaron comparando sus tiempos de
retenciéon relativos con estdndares comerciales (BIOMOL Research
Laboratory Inc. USA).

Preparacion de la curva de calibracion y cuantificacion: se realizé una curva
de calibracién con cada uno de los estandares comerciales12-HHT y 12-

HETE. La cuantificacion se hizo en base a ng/10 x 106 células/mL.

Expresion de E-cadherina por Western-Blot (WB)

Obtenidas las monocapas de células, éstas se despegaron con trispina, se
lavaron con buffer-PBS y se resuspendieron en buffer Tris Clorhidrico, pH
9,5 conteniendo inhibidores de proteasas. Las células se homogeneizaron
con un homogeneizador OMNI 1000 (high-20000 RPM) y centrifugaron a
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35.000 g durante 1 hora a 423C. Una alicuota del pellet de células fue
incubado con buffer control a temperatura ambiente durante media hora.
Las muestras se conservaron a -20° C para ser utilizadas en la realizacion
de Western blot segun la técnica descripta por Towbin (165), con algunas
modificaciones. Se realizd la corrida electroforética en gel de poliacrilamida
al 10%, utilizando como estandar de peso molecular a la mezcla Caleidoscop
de Bio-Rad (miosina 208 kDa, galactosidasa 127 kDa, albumina bovina 85
kDa, anhidrasa carbdnica 45 kDa, inhibidor de tripsina 32.8 kDa, lisozima
kDa, apotinina 7.4 kDa). Las proteinas separadas por electroforesis fueron
posteriormente transferidas a una membrana de nitrocelulosa. La E-
cadherina se marcdé con HECD-1 y se reveld por la reaccion de peroxidasa,
utilizando un anticuerpo conjugado con solucion de revelado (perdxido de
hidrogeno al 30%, 4-cloronaftol y buffer PBS). Las bandas coloreadas fueron

cuantificadas mediante el programa Beta 4.0.3 Scion Image (DO/banda).

Inmunocitoquimica (ICQ) para E-cadherina y actina

Se sembraron 1x105 células por pozo en placas de 6 pozos. A las 24 horas
de adhesién, las células en monocapa, se trataron durante 24 h segun el
protocolo experimental fijandolas posteriormente con metanol a -20° C
durante 10 minutos. Se incubd durante la noche a 4°C con anticuerpo
primario en BSA 2%. Luego del lavado, las células se incubaron en estufa
por una hora con un anticuerpo secundario conjugado a fluoréforo. Tras
adecuados numeros de lavados con buffer PBS, se observaron con

microscopio de fluorescencia (Axioscop 20 Zeiss, fluorescencia HB 50).

2.5. Analisis Estadistico

Los datos fueron expresados como media + error estandar (m + EE) de >
tres experimentos separados realizados en triplicado. Modelos de ANOVA
fueron utilizados para evaluar el efecto de los tratamientos siendo éstos C,
RA, RA+GLA, RA+EPA, RA+ETA, RA+0OA, sobre las diferentes respuestas

celulares estudiadas. Para la comparacion de las medias, se empled el test
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de L-Fisher, considerando un nivel de significacion de a=0,05. El grado de
asociacion entre respuestas de tipo continuo fue determinado por el

coeficiente de correlacion (CC).
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3. RESULTADOS

3.1. Estudio de la diferenciacion celular tras 24 horas de tratamiento

3.1.1. Perfil cromatografico de acidos grasos.
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Fig. 4. Perfil lipidico (porcentaje representativo de 3 experimentos separados) de las células
MCF-7 bajo los siguientes tratamientos (24 h): control (C), acido retinoico solo (RA), o con
acido y-linoleico, eicosapentaenoico, eicosatrienoico u oleico (GLA+RA, EPA+RA, ETA+RA y
OA+RA), respectivamente.
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Fig. 5. Perfil lipidico (porcentaje representativo de 3 experimentos separados) de
las células ZR-75-1 bajo los siguientes tratamientos (24 h): control (C), acido
retinoico solo (RA), o con &acido y-linoleico, eicosapentaenoico, eicosatrienoico u
oleico (GLA+RA, EPA+RA, ETA+RA y OA+RA), respectivamente.

Se determind el perfil lipidico de las células tumorales a fin de confirmar la

incorporacién de cada uno de los acidos grasos utilizados en cultivo, debido

a que éstos juegan un rol critico en la fisiologia celular y en la
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carcinogénesis. Se encontré una correlacién razonable entre los &acidos
grasos de membranas celulares (valores porcentuales) y el aporte exdgeno
de cada uno de ellos, ademas de diferencias en el perfil de acidos grasos

entre las dos lineas celulares empleadas (Figuras 4 y 5).

3.1.2. Expresion de E-cadherina

Por inmunocitoquimica (Figuras 6 y 7) y Western-blotting (Figura 8), se
evalud la expresion de E-cadherina por ser un marcador de diferenciacion
celular, dado que numerosos tipos de tumores la pierden durante el proceso
de carcinogénesis. Se encontré que las células MCF-7 presentaban mayor
expresion de E-cadherina que las células ZR-75-1 (comparacién con sus
respectivos controles). Ademas, ambas lineas exhibian diferente morfologia.
Asi las MCF-7 eran poligonales y poseian prolongaciones finas y alargadas,
mientras que las ZR-75-1 tenian apariencias mas redondeadas, con escasas
prolongaciones mas cortas. Con respecto a los tratamientos empleados, la
linea MCF-7 no presentd modificaciones relevantes en la expresion de E-
cadherina, conservando los cultivos las mismas caracteristicas observadas
en los controles. En cambio, la linea ZR-75-1 respondié al tratamiento con
RA con modificaciones mas marcadas, ya que las células adquirieron forma
poligonal. Con el agregado de GLA, se observé un aumento de la marcacion
y acentuacion de los cambios descriptos con RA. En los cultivos tratados con
RA mas EPA, dichas modificaciones fueron aun mas notorias. Por otro lado,
se encontré6 que las células tratadas con RA mas OA presentaban
ligeramente mas marcacion con respecto a las tratadas sdélo con RA,
mientras que con ETA se observaba una caracteristica forma poligonal con

una marcacién mayor para E-caderina.
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Fig. 6. Expresion de E-cadherina de las células MCF-7 (representativo de 3
experimentos separados) bajo los siguientes tratamientos (24 h): control (C), acido
retinoico solo (RA), o con acido y-linoleico, eicosapentaenoico, eicosatrienoico u
oleico (GLA+RA, EPA+RA, ETA+RA y OA+RA), respectivamente. Notese la escasa
modificacién en la morfologia bajo los diferentes tratamientos comparados con el
control.



ETA+RA

>
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Fig. 7 Expresion de E-cadherina de las células ZR-75-1 (representativo de 3
experimentos separadosBajo los siguientes tratamientos (24 h): control (C), acido
retinoico solo (RA), o con &acido y-linoleico, eicosapentaenoico, eicosatrienoico u
oleico (GLA+RA, EPA+RA, ETA+RA y OA+RA), respectivamente. Obsérvese (con
flechas) las prolongaciones mas desarrolladas de las células tratadas comparadas
con el control, especialmente con EPA, ETA y OA.
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Fig. 8. Expresion de E-cadherina de las células MCF-7 y ZR-75-1
(representativo de 3 experimentos separados) bajo los siguientes tratamientos (24
h): control (C), acido retinoico solo (RA), o con acido y-linoleico, eicosapentaenoico,
eicosatrienoico u oleico (GLA+RA, EPA+RA, ETA+RA y OA+RA), respectivamente.
En las células MCF-7 se observan bandas mas intensas de acuerdo a la expresion
de la proteina comparada con la linea ZR-75-1, una linea mas indiferenciada donde
la expresion es menos intensa aunque inducible.

3.1.3. Distribucion de microfilamentos (actina)

Dado que el citoesqueleto participa en diferentes procesos que regulan la
homeostasis y la diferenciacidon celular, se estudid la organizacion de los

microfilamentos de actina (Figuras 9 y 10).

Asi, al igual que como sucedié con la expresion de E-cadherina, ambas
lineas tumorales tenian diferente morfologia (MCF-7: poligonal con

prolongaciones alargadas; ZR-75-1: redondeada con prolongaciones cortas).

Las células MCF-7 no mostraron cambios de relevancia cuando fueron

tratadas con RA solo o combinados con los distintos acidos grasos.

En cambio, en la linea ZR-75-1, se encontré un aumento de la marcacion
ante la presencia de RA, solo y también bajo los otros tratamientos. Ademas
de los cambios morfoldgicos ya descriptos al analizar la expresién de E-
cadherina, se hallé que los acidos grasos GLA y EPA inducian un cambio en
la distribucion de la actina, observdndose pequenas agrupaciones

corpusculares citoplasmaticas.
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GLA+RA EPA+RA

Fig. 9. Distribucion de microfilamentos de actina de las células MCF-7
(representativo de 3 experimentos separados) bajo los siguientes tratamientos (24
h): control (C), acido retinoico solo (RA), o con acido y-linoleico, eicosapentaenoico,
eicosatrienoico u oleico (GLA+RA,EPA+RA, ETA+RA y OA+RA), respectivamente.
Notese la escasa modificacion morfoldgica en las células bajo los co-tratamientos.
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GLA+RA

Fig. 10. Distribucion de microfilamentos de actina de las células ZR-75-1
(representativo de 3 experimentos separados) bajo los siguientes tratamientos (24
h): control (C), acido retinoico solo (RA), o con acido y-linoleico, eicosapentaenoico,
eicosatrienoico u oleico (GLA+RA, EPA+RA, ETA+RA y OA+RA), respectivamente.
En los campos marcados con un circulo se evidencian las prolongaciones en las
células con los co-tratamientos comparados con el control.

51



3.2. Estudio del estrés celular tras 48 horas de tratamiento

3.2.1. Formacion de dienos conjugados

200 f
180
160
140 -
120

100 -
80 -
60
40
20 -
0

Conjugacion de dienos (%)

GLA+RA  EPA+RA  ETA+RA OA+RA
(b) (a b) (a) (b) (c) (a-b)

Fig.11. Formacion de dienos conjugados (%) en las células MCF-7 bajo los
siguientes tratamientos (48 h): control (C), acido retinoico solo (RA), o con acido y-
linoleico, eicosapentaenoico, eicosatrienoico u oleico (GLA+RA, EPA+RA, ETA+RA y
OA+RA), respectivamente. Letras diferentes indican diferencia estadistica (p<0,05,
media + error estandar, n=3).
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Fig. 12. Formacion de dienos conjugados (%) en las células ZR-75-1 bajo los
siguientes tratamientos (48 h): control (C), acido retinoico solo (RA), o con acido y-
linoleico, eicosapentaenoico, eicosatrienoico u oleico (GLA+RA, EPA+RA, ETA+RA y
OA+RA), respectivamente. Letras diferentes indican diferencia estadistica (p<0,05,
media * error estandar, n=3).

La determinacién del dafio oxidativo de los lipidos es de relevancia en
carcinogénesis, ya que compromete la integridad estructural y funcional de
las membranas celulares y, por consiguiente, su diferenciacion y viabilidad.
En nuestros estudios, ambas lineas tumorales no mostraron cambios
oxidativos en sus membranas bajo el tratamiento con RA sélo, pero si
respondieron en diferente medida, segun la linea, a la combinacién de RA y

algunos de los acidos grasos empleados. En las células MCF-7 (Figura 11)

53



solo se observé un aumento de los dienos conjugados cuando se agregd ETA
en los cultivos. Mientras que, la combinacion de RA mas GLA redujo su
formacién. En la linea ZR-75-1 (Figura 12), sélo la incorporacion de EPA a
los cultivos tratados con RA fue capaz de elevar la formacidon de dienos

conjugados respecto a control.

3.2.2. Formacion de eicosanoides

Evaluamos la sintesis de eicosanoides producido por la actividad de ambas
vias enzimaticas (12-HHT: via COX; 12-HETE: via 12-LOX).
En nuestros experimentos se encontr6 mayor actividad de via LOX

comparada con COX en ambas lineas celulares tumorales (Figuras 13 y 14).

Las células MCF-7 presentaron una mayor produccién de eicosanoides a
través de ambas vias enzimaticas comparadas con las ZR-75-1. En este
contexto, el agregado del acido retinoico solo a los controles en células
MCF-7 mostré un efecto inhibidor de las enzimas 12-LOX y COX. Con
respecto a los acidos grasos w-9, en las células MCF-7, se halld menor
formacion de 12-HHT sin efecto sobre 12-HETE.

En las células ZR-75-1 en cambio el agregado de RA mostré un efecto
inductor en la liberacion de eicosanoides. En cuanto a los AGs el agregado
del Aacido graso w-6 GLA, inhibid la actividad LOX mientras que EPA (w-3)
también inhibié pero la via COX. Con relacion al efecto de los acidos grasos
w-9, la combinacién de éstos AGs con RA no produjo cambios significativos

en la produccién de los biolipidos medidos.
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Fig. 13. Produccion de eicosanoides: A) 12-HETE (via LOX) en las células MCF-7
bajo los siguientes tratamientos (48 h): control (C), acido retinoico solo (RA), o con
acido y-linoleico, eicosapentaenoico, eicosatrienoico u oleico (GLA+RA, EPA+RA,
ETA+RA y OA+RA, respectivamente). B) 12-HHT (via COX) en las células MCF-7
bajo los siguientes tratamientos (48 h): control (C), acido retinoico solo (RA), o con
acido y-linoleico, eicosapentaenoico, eicosatrienoico u oleico (GLA+RA, EPA+RA,
ETA+RA y OA+RA), respectivamente. Letras diferentes indican diferencia estadistica
(p<0,05, media % error estandar, n=3).
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Fig. 14. Produccion de eicosanoides: A) 12-HETE (via LOX) y en las células ZR-
75-1 bajo los siguientes tratamientos (48 h): control (C), acido retinoico solo (RA),
o con acido y-linoleico, eicosapentaenoico, eicosatrienoico u oleico (GLA+RA,
EPA+RA, ETA+RA y OA+RA, respectivamente). B) 12-HHT (via COX en las células
ZR-75-1 bajo los siguientes tratamientos (48 h): control (C), acido retinoico solo
(RA), o con acido y-linoleico, eicosapentaenoico, eicosatrienoico u oleico (GLA+RA,
EPA+RA, ETA+RA y OA+RA), respectivamente. Letras diferentes indican diferencia
estadistica (p<0,05, media + error estandar, n=3).
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3.2.3. Actividad especifica de y-glutamiltranspeptidasa

Como se dijo, la actividad de esta enzima de membrana puede ser
considerada como un marcador indirecto relacionado a malignidad (Figuras
15 y 16). De hecho, los controles de las lineas celulares estudiadas
mostraron distintos niveles basales de la enzima, teniendo MCF-7 menor
actividad enzimatica que ZR-75-1. Todos los tratamientos (RA solo o
combinado con algin &cido graso) fueron capaces de inhibir
significativamente la actividad especifica de la y-glutamiltranspeptidasa en
las células MCF-7.
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(b) (a) (a) (a) (a) (@)

Fig. 15. Actividad especifica de y-glutamiltranspeptidasa (GGT) de las células MCF-
7 bajo los siguientes tratamientos (48 h): control (C), acido retinoico solo (RA), o
con acido y-linoleico, eicosapentaenoico, eicosatrienoico u oleico (GLA+RA, EPA+RA,
ETA+RA y OA+RA), respectivamente. Letras diferentes indican diferencia estadistica
(p<0,05, media + error estandar, n=3).
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En cambio, la linea ZR-75-1 tuvo un comportamiento diferente, ya que la
inhibicién de la enzima se observé sélo bajo el tratamiento combinado de RA
mas EPA.
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Fig. 16. Actividad especifica de y-glutamiltranspeptidasa (GGT) de las células ZR-
75-1 bajo los siguientes tratamientos (48 h): control (C), acido retinoico solo (RA),
o con acido y-linoleico, eicosapentaenoico, eicosatrienoico u oleico (GLA+RA,
EPA+RA, ETA+RA y OA+RA), respectivamente. Letras diferentes indican diferencia
estadistica (p<0,05, media + error estandar, n=3).

3.3. Estudio de la viabilidad celular tras 72 horas de tratamiento

3.3.1. Viabilidad celular

Dado que la perturbacién de la proliferacién celular es una caracteristica
neoplasica, se evalué el efecto de los diferentes tratamientos sobre la

viabilidad celular (Tabla II). Al comparar con los controles, la linea MCF-7
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presenta mayor proliferacién que la linea ZR-75-1. No obstante, en ambas

lineas celulares, el agregado so6lo de RA disminuyd la viabilidad celular. A su

vez, cada linea presentd respuestas diferentes segun el acido graso que fue

anadido. Asi, en la linea MCF-7, el efecto antiproliferativo de RA fue

incrementado por EPA y OA, mientras que GLA lo hizo en menor medida. En

la linea ZR-75-1, se observé un aumento significativo del efecto de RA en

las células co-tratadas con EPA, OA y ETA.

Tabla II.

Viabilidad de células tumorales por ensayo de MTT

(absorbancia x 103 a 540 nm, media + error estandar)

Linea MCF-7

Tratamiento | Células sembradas por pozo (x103) Estimacion
(72 h)* 10 20 30 lineal (R2)
C 309,0 £ 14,7 | 326,5+12,1 |380,8+31,8 |3,6(0,4)
RA 213,8+ 35,8 |183,3+28,2 |186,5+21,1 |-1,4(0,1)
GLA+RA 79,5+7,3 156,5 + 9,8 156,0 £ 5,5 3,8 (0,7)
EPA+RA 43,5+ 5,1 46,5+ 4,1 78,0 £ 15,2 1,7 (0,4)
ETA+RA 94,0 £ 13,5 186,3 £+ 36,3 | 219,0 £ 8,0 6,3 (0,6)
OA+RA 37,5+ 6,4 27,3+4,5 80,5+8,4 2,2 (0,5)
Linea ZR-75-1

C 600,4 +40,8 | 726,0 £ 56,3 | 1231,3+136,3 | 31,6 (0,7)
RA 460,3 £ 35,2 | 534,0+22,7 | 721,0+32,3 | 13,0 (0,8)
GLA+RA 420,7 £+ 32,9 |443,3+27,0 |517,7+42,6 |4,9 (0,3)
EPA+RA 211,3+26,9 |352,7+1,0 |416,3+47,4 |10,3(0,7)
ETA+RA 273,00+ 7,7 387,3+£33,9 | 394,5+£34,5 |6,1(0,5)
OA+RA 314,0 £+ 43,1 | 337,7+37,0 |468,5+6,3 7,7 (0,5)

* Tratamientos: control (C), acido retinoico solo (RA), o con acido y-linoleico,
eicosapentaenoico, eicosatrienoico u oleico (GLA+RA, EPA+RA, ETA+RA y OA+RA,
respectivamente). Campos resaltados: Disminucidn significativa (p<0,05) respecto
al control correspondiente (por columna y por linea).
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3.3.2. Hallazgos citologicos

Dado que las células que ven comprometida su viabilidad pueden adquirir
caracteristicas morfoldgicas particulares, la morfologia resultante fue
evaluado por microscopia invertida y de fluorescencia. De esta manera, se
obtuvieron resultados concordantes con los hallados con el ensayo de MTT,

en el sentido que hubo pocas figuras mitoticas (Figuras 17 y 18).

GLA+RA EPA+RA

Fig. 17. Morfologia celular de las células MCF-7 (representativo de 3 experimentos
separados) bajo los siguientes tratamientos (72 h): control (C), acido retinoico solo (RA), o
co-tratadas con acido y-linoleico, eicosapentaenoico, eicosatrienoico u oleico (GLA+RA,
EPA+RA, ETA+RA y OA+RA), respectivamente. Obsérvese la reduccion de la densidad
celular en las células co-tratadas comparadas con el control.
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Fig. 18. Morfologia celular de las células ZR-75-1 (representativo de 3
experimentos separados) bajo los siguientes tratamientos (72 h): control (C), acido
retinoico solo (RA), o con &acido y-linoleico, eicosapentaenoico, eicosatrienoico u
oleico (GLA+RA, EPA+RA, ETA+RA y OA+RA), respectivamente. Notese la
reduccion de la densidad celular en los co-tratamientos comparadas con el
control.

Ademas de los cambios cuantitativos, se observd que la morfologia
adquirida tras 24 horas de tratamiento podria ser indicativo de grados de
diferenciacién celular, se mantuvo hasta el final en ambas lineas

neoplasicas (72 horas de cultivo), La disminucién de la proliferacién celular
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observada, se relaciond con el hecho de que ambas lineas efectivamente
tenian comprometida su viabilidad, evaluada por la captaciéon de yoduro de
propidio. Sin embargo aun podian en mayor o menor grado captar el
naranja de acridina, indicando integridad de la membrana plasmatica,

observandose algunas figuras apoptoticas caracteristicas (Fig. 19).

EPA+RA (ac) EPA+RA (ip)

ETA+RA (ac) ETA+RA {ip)

GLA+RA (a0) GLA+RA (ip) OA+RA {ac) OA+RA {ip}

EPA+RA (ac) EPA+RA (ip)

ETA+RA (ac) ETA+RA (ip)

GLA+RA (ao) GLA+RA (Ip) OA+RA (30) OA+RA (ip)

Fig. 19. Doble citofluorescencia de las células MCF-7 (sup.) y ZR-75-1 (inf.)
(representativo de 3 experimentos separados) bajo los siguientes tratamientos (72
h): control (C), acido retinoico solo (RA), o con acido y-linoleico, eicosapentaenoico,
eicosatrienoico u oleico (GLA+RA, EPA+RA, ETA+RA y OA+RA), respectivamente.
Naranja de acridina: ao; yoduro de propidio: ip. La viabilidad de las células control
se evidencia por la captacidn del naranja de acridina (en la imagen células en
verde). Mientras que la captacion del ioduro de propidio indica lo contrario (en la
imagen células en color rojo). La captacion de ambos fluoréforos indica pérdida de
la viabilidad con integridad de membranas (apoptosis).
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4. DISCUSION

En las células tumorales, el metabolismo de los acidos graso escapa,
o0 no responde adecuadamente a los mecanismos regulatorios requeridos
para la homeostasis celular normal (129). Asi, las células cancerosas
presentan perfiles lipidicos alterados, no comparables a una célula normal.
Dado esto, se postuld que la restauracion del perfil a valores cercanos a lo
normal por el agregado exdgeno de Aacidos grasos tendria implicancias
beneficiosas sobre la biologia celular y la malignidad de éstas células (129).
Las lineas celulares utilizadas muestran diferentes perfiles, destacandose la
mayor proporcidn de acidos grasos insaturados en la linea ZR-75-1 respecto
de MCF-7. Especificamente se observd un alto nivel de OA. Esto es
importante ya que este perfil se asocia a una mayor fluidez de membrana,
que es una caracteristica de las poblaciones celulares que muestran

constantes y rapida division mitdtica (105).

Por otra parte, el RA cumple un rol central en el metabolismo de lipidos y en
su mecanismo de accién como modulador de la fisiologia celular (155).
Entonces, el tratamiento combinado de éste junto a un determinado acido
graso, podria inducir cambios especificos en el perfil lipidico de las células
tumorales estudiadas. Fue posible observar diferencias porcentuales en la
incorporacién entre las familias de acidos grasos utilizadas y las lineas

celulares cancerosas mamarias estudiadas.

En el caso de las lineas MCF-7 tratadas sbélo con RA exdgeno, mostraron un
incremento del acido graso EPA, que no se observé en el tratamiento
combinado de EPA y RA. Por lo que en el primer caso el RA se estaria
comportando como inductor, mientras que en el segundo caso como
inhibidor, siendo este efecto especifico para la mencionada linea. Estos
resultados coinciden con los de otros investigadores en los cuales el aporte

exdgeno de acidos grasos de diferentes familias modificd el perfil lipidico de
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las células neopldsicas (81). Modificaciones lipidicas de membrana como las
observadas hacen posible que las células se tornen mas susceptibles a la
accion de diversos agentes capaces de inducir en las mismas variadas
respuestas (citotoxicidad y citodiferenciacion). Ello se debe a modificaciones
en la bicapa lipidica, compuesta principalmente por fosfolipidos. Los acidos
grasos que conforman éstas moléculas son los que le dan principalmente la
fluidez a la membrana. La relacidn fluidez/viscosidad modifica la relacién
ligando/receptor (171). Entre los ligandos se pueden mencionar a agentes
mitogénicos, factores de crecimiento, que actlan sobre receptores de
membrana, al propio acido retinoico y que estdan estrechamente

relacionado al proceso neoplasico (155).

El efecto de nutrientes liposolubles sobre la expresion de genes es un
campo promisorio para el desarrollo de estrategias antitumorales, ya que
representaria una via directa de regulacién de su activacion génica. Asi, los
AG insaturados son capaces de disparar sefales celulares a través del
sistema de segundos mensajeros, mientras que el RA actia como ligando de
receptores nucleares/factores de transcripcidon (65). Se conoce que el RA
interacciona con receptores nucleares (RARs y RXRs) para activar la
expresion de genes de respuesta a RA, y con las proteinas celulares que
unen RA o CRABPs y también, dos enzimas de la familia citocromo P450, las
CYP26A1 y CYP26B1, metabolizan el RA a formas inactivas y susceptibles de
degradacién (47).

Consecuentemente, las respuestas celulares a tratamientos combinados
podrian generar un espectro mas amplio de respuesta. Por ello, es
importante evaluar diferentes efectos de tratamientos combinados con
diversos acidos grasos y RA, sobre la malignidad de las lineas en estudio,
principalmente en lo que se refiere ha induccién temprana de Ila

diferenciacién y/o posterior compromiso de la viabilidad celular.
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La baja expresion o pérdida de E-caderina, proteina de adhesién
celular homotipica, se correlaciona con un mayor potencial metastatico, ya
que las células afectadas pierden sus propiedades adhesivas facilitando
movimientos migratorios y eventualmente metastasis (50). Es interesante
que el Aacido retinoico sélo o combinado con los acidos grasos de diferentes
familias, interviene en la motilidad celular y en los procesos de invasién y
metastasis modificando la adhesion celular y la via de traduccién de senales

relacionadas a estos procesos (50,54).

En nuestros resultados al evaluar la expresidon de E- cadherina, se observo
que las células tumorales per se tienen diferente expresién de la proteina
en cuestidn, dependiendo de la linea celular que se trate. Esto podria
corresponder al grado propio de diferenciacion de la linea que se trate,
siendo las células MCF-7 una linea mas diferenciada presentando un mayor
grado de expresion de esta proteina (130). Las células MCF-7, bajo los
diferentes tratamientos empleados no mostré modificaciones respecto a la
expresion de caderina. Esto se relaciona con el hecho que es ya una estirpe
diferenciada entonces, las respuestas a los tratamientos efectuados

podrian estar solapadas o poco evidentes.

Al observar los resultados de la linea ZR-75-1, una linea mas indiferenciada
vemos como respondid al agregado exdégeno de RA, solo y también
combinado con los acidos grasos GLA, EPA y OA aumentando en todos los
casos la expresion de E-Caderina. Se sabe que el acido retinoico es un
poderoso citodiferenciador celular (105). Los retinoides, como el retinoico
modulan diversos procesos como la diferenciacién celular, apoptosis,
proliferacion y la morfogénesis en los vertebrados, y en su uso han
demostrado ser clinicamente eficaces. Por otro lado algunos AGs ya sean de
la familia w-6, w-3 U w-9, también ejercen una accidon beneficiosa en el
proceso neoplasico, favoreciendo la aparicion de caracteristicas

fenotipicamente deseables tales como desencadenar apoptosis, o disminuir
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la proliferacion celular. No sucede lo mismo con otros UFAs que pueden
aparecer en las células y tejidos en condiciones nutricionales anormales. Asi,
el acido eicosatrienoico (ETA 5, 8,11; 20:3 w-9) cuyo precursor es el acido
oleico, un acido graso no esencial, aparece en cantidades elevadas en los
tejidos cuando existe una deficiencia en acidos grasos de la familia w-6. Esta
condicidon estd asociada a alteraciones en la proliferacidn, diferenciacion y

apoptosis celular (53, 54).

Sin embargo y contrastando con esos resultados en lo que al acido retinoico
se refiere, podriamos decir que en los nuestros, los AGEs como el GLA y el
EPA y el no esencial OA, son reguladores positivos y beneficiosos para la
expresion de la E-caderina, al menos en la linea mas indiferenciada (ZR-75-
1). Sus efectos bioldgicos estarian mediados a través de la activacién de los
receptores del acido retinoico (RAR/RXR), que actluan como factores de

transcripcion regulando la expresion de numerosos genes.

Las manipulaciones nutricionales en cuanto a la cantidad y calidad de los
acidos grasos pueden modificar estructural y funcionalmente a las
membranas celulares. Como ya se menciond, los acidos grasos condicionan
muy significativamente las propiedades del “ambiente” o “dominio” de
membrana en el cual las proteinas estan insertas, como la E-caderina.
Cambios en estos dominios alterarian las funciones de ciertas proteinas
intrinsecas que, por otra parte, actian como receptores, enzimas y canales
idnicos (59). Es importante aqui una fluidez de la membrana celular
adecuada y precisa, que dependera de la composicidon de los fosfolipidos en
los acidos grasos junto con el colesterol. En efecto, se conoce que ciertos
procesos de transporte, propiedades biofisicas de algunas membranas y
determinadas actividades enzimaticas de la membrana cesan o se perturban
cuando la viscosidad de la bicapa aumenta por encima de un valor umbral
(20).
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Por lo expuesto podemos decir que la expresién de E-caderina, una
glicoproteina intrinseca de membrana, parece depender en parte del grado
de diferenciacién de la linea celular en estudio y puede ser modulada por el

agregado exogeno de acido retinoico y acidos grasos.

La estrecha relacién que existe entre el citoesqueleto y otras proteinas
estructurales de la célula quedd evidenciada por la correspondencia
observada entre los cambios en la distribuciéon de actina y la marcacion de
caderina-E en nuestros resultados (98). Ademdas de los cambios
morfolégicos mencionados que estarian asociados al efecto diferenciador de
los tratamientos empleados en nuestros experimentos, debe tenerse en
cuenta que los microfilamentos forman parte de la respuesta temprana a
estrés celular. En este sentido, estariamos hablando de una alteracion de la
biologia tumoral. Mas aun, las agrupaciones corpusculares (ver fig. 10)
observadas refuerzan esta idea, ya que corresponderian a perturbaciones en
el estado de polimerizacion de actina y formacidon de granulos de estrés
(153).

En nuestros estudios observamos que la produccion de dienos
conjugados (DC) estuvo relacionada no sélo al aporte exdgeno de RA sino a
la combinacién de éste con las diferentes familias de acidos grasos
empleadas. La estirpe MCF-7 presenté un incremento de la peroxidacion
lipidica, evaluada por la liberacion de DC, cuando se tratdé con RA con el
agregado de ETA. Hubo, a su vez una disminucién de los DC cuando se le
ofreci6 a las células tanto RA como GLA. La célula cancerosa por
perturbaciones en el metabolismo de los acidos grasos utiliza los no
esenciales, como el acido oleico, elongandolo y desaturandolo hasta obtener
20:3 w-9, ETA, el acido graso andomalo empleado en nuestro estudio para
tratar de suplir la carencia en AGEs (53). Una interpretacion para esto puede
radicar en el aprovechamiento vicariante por parte de esta estirpe

neoplasica de ese sustrato andmalo. La disminucion de perdxidos lipidicos
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en células tratadas con RA y GLA podria deberse a la labilidad que presentan
los DC, de metabolizarse rapidamente a otros productos de peroxidacién no

mensurables (7).

El papel y el significado de los lipoperdxidos, en la neoplasia, es
contradictorio pero no por eso menos importante (89). Los mismos se
producen y liberan en células normales, pero relativamente a bajas
concentraciones, evitando la produccién en cascada de DC a partir de los
lipidos insaturados. Esto es asi porque por un lado los lipidos estan
protegidos de la oxidacion por antioxidantes naturales como la vitamina A, D
y E. Por el otro debido a que hay un sistema efectivo que no solo previene la
oxidacién sino que ejecuta la remocién de lipidos oxidados que pudiesen
haberse formado. La vitamina A y sus derivados, objetos de nuestros
estudios entre otros sistemas, es importante en ese sentido sea evitando la
oxidacién como en remover lipoperdxidos, en resistir la oxidacién como en

remover lipoperoxidos que se hubiesen formado (101).

A través del empleo de un sistema in vitro, la actividad de los retinoides
como antioxidantes ha sido clasificada de la siguiente manera: el retinol es
mas efectivo que retinal y éste mas que el retinyl- palmitato y éste a su
vez, mas que acido retinoico (148). Sin embargo también se consideran a
los retinoides como moléculas con actividad redox, ya que pueden ejercer
sus efectos antioxidantes, o bien prooxidantes, dependiendo principalmente
de las concentraciones de vitamina A y del entorno lipidico (107). A pesar de
las evidencias sobre las propiedades antioxidantes de la vitamina A
discutidas precedentemente (112), hay que tener en cuenta que el B-
caroteno (provitamina A) fue ineficaz en ensayos clinicos de
quimioprevencion del cancer de pulmén en los ensayos de Eficacia de
Caroteno y Retinol (CARET) (123) y en el Estudio de Alfa Tocoferol, Beta
Caroteno (ATBC) (168). Ambos ensayos pusieron de manifiesto que el B-

caroteno, no sélo no protege a los fumadores del riesgo del cancer de
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pulmén, sino que hasta favoreceria su aparicion, hallazgos que
desencadenaron la suspension inmediata de la investigacion mencionada.
Los ultimos datos al respecto revelan que, la exposicidon simultanea al
estrés oxidativo y a los productos de transfomacion del B-caroteno en éstos
pacientes, favorece los efectos genotdxicos del estrés oxidativo (1).
Alternativamente, el exceso de la vitamina A suministrada de conocido
efecto antioxidante, podria haber eliminado el efecto citotéxico de los
lipoeréxidos que, como se discutié precedentemente son necesarios para

desencadenar la apoptosis selectiva de las células cancerosas (67, 76).

En relacion a lo precedente las células cancerosas son altamente
resistentes a la peroxidacién. Ellas siempre forman niveles mas bajos de
peroxidos lipidicos que las células normales del mismo tejido, no canceroso,
evitando asi un posible dano al ADN y su consecuente muerte celular. En
efecto, algunos autores han propuesto que se produce significativa
liberacion de radicales-lipoperdxidos del tipo superdxidos, dando como
resultado la muerte de la célula tumoral, por un efecto citotéxico especifico
(143). En la linea ZR-75-1 el acido retinoico ya sea con el afiadido del acido
graso w-3 EPA o el w-9 OA, incrementd la producciéon de DC. Este dato
corrobora lo propuesto por Das y colaboradores, quienes comunicaron que el
aceite de pescado, rica fuente natural de EPA, produjo un efecto citotdxico
beneficioso sobre células tumorales mamarias humanas. Ellos postularon
que el efecto observado esta asociado a un incremento de los productos de
peroxidacién lipidica de las células tumorales (33). Numerosos trabajos
previos tanto in vivo como in Vitro, han sefialado que el aporte de acidos
grasos poliinsaturados como el EPA incrementa la produccién de radicales
superdxidos en otras estirpes neoplasicas. Ello da pié a la hipotesis de que
los lipoperéxidos, actuarian como mediadores de la acciéon tumoricida (31,
33). Lo discutido precedentemente no explica el efecto prooxidante del acido
oleico, pero si podria considerar que posee una doble ligadura que puede ser

causal de lipoperoéxidos.
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Entonces, la presencia de una cantidad adecuada y bien balanceada de
peroxidos lipidicos seria un eficiente mecanismo citotdxico, que aseguraria la
eliminacion de las células malignas, disparando, tal vez el normal
mecanismo de apoptosis. Horrobin y colaboradores propusieron hace mas de
dos décadas, que la mencionada resistencia a la peroxidacién se debe al
bajo contenido de PUFAs presentes en las membranas de las células
neoplasicas. Esto es, a falta de sustrato, se genera una perturbacion
metabdlica que resulta en una carencia relativa de peréxidos lipidicos. Ello
podria ser una circunstancia co-adyuvante para favorecer la proliferacion
alterada caracteristica de los tumores malignos (76, 105). Por lo tanto el rol
de los lipoperoxidos en lo que respecta a las células cancerosas podria
ejercer un papel bimodal, como discutiremos a continuacién. Los
lipoperoxidos intracelulares actuarian de dos maneras: por un lado serian
perjudiciales para las células normales cuando estdn en exceso
produciéndole dafio a veces irreversibles en el ADN (18). Pero por otro lado
tendrian un efecto beneficioso desencadenando citotoxicidad y apoptosis

selectiva de la célula tumoral (47).

Como mencionamos en la introduccion, los eicosanoides son
importantes biomoléculas lipidicas, generadas a partir del metabolismo de
varios AGs, entre ellos el AA por dos vias enzimaticas COX (1,2) y 12- LOX.
En nuestros estudios las células controles de MCF-7 mostraron mayor
produccién de eicosanoides a través de ambas vias en comparacién con las
células ZR-75-1. En este contexto, el RA se comportd como un inhibidor de
la liberacién de eicosanoides en MCF-7 (una linea con niveles basales mas
altos de eicosanoides) y como un inductor en ZR-75-1 (una linea con
niveles basales mas bajos de eicosanoides). En ésta ultima linea mas
indiferenciada, mientras los efectos de RA sobre la actividad via LOX fueron
suprimidos por GLA, el EPA fue un inhibidor de la via COX,

independientemente del efecto hallado para RA. En este sentido, el RA
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podria estar produciendo una sobreactividad de las enzimas 12- LOX y COX,
0 su sobreexpresién, con el consecuente aumento de sus derivados
metabdlicos. Algunos autores indican que el RA promueve la actividad
incrementada de COX2 y favorece la liberacion de la PGE2 en algunos tipos

de cancer (2).

A pesar de que el tratamiento con GLA produjo un aumento en el porcentaje
de AA (ver Figura 5), esto no se vio reflejado en una mayor liberacién de los
metabolitos derivados tales como 12-HETE y 12 HHT, por lo cual el GLA
disminuyd la actividad de las enzimas, 12-LOX y COX previamente
inducidas por RA. Igual que con GLA, el ETA disminuyd la actividades de
ambas enzimas, marcadamente la via 12-LOX, a juzgar por la disminucion
de su metabolito principal, el 12-HETE. El tratamiento con OA mas RA no
produjo la liberacion de los metabolitos 12-HETE y 12-HHT respecto a sus
controles. Es conocido que una cantidad elevada de acido oleico en las
células inhibe la actividad de las enzimas delta 6 y delta 5 desaturasas,
importantes para la produccién de otros acidos grasos como el AA, que al
estar poco o nada presente, puede resultar en la la produccion disminuida

de eicosanoides (35).

La disminucion de la libracion del 12-HHT observada en esta linea mas
indiferenciada (ZR-75-1), con el agregado de EPA, coincide con los
resultados hallados por Das (36) en células cancerosas de mama donde el
tratamiento con EPA inhibié la cascada metabdlica del AA principalmente

a través de un freno de la actividad en la célula de la via COX.

Con respecto a los acidos grasos w-9, en las células MCF-7, se hall6 menor
formacion de 12-HHT sin efecto sobre 12-HETE, efecto similar al observado
con RA administrado sélo. Como mencionamos anteriormente la alta oferta
de -9, inhibe la actividad de enzimas ya que como sustrato alternativo

compite por las mismas, desviando la via de produccion de metabolitos.
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Observamos una gran actividad de la GGTP en ambas lineas celulares,
indicando esto una mayor resistencia al dafo oxidativo. A fin de evaluar la
eficacia de este mecanismo se probaron los diferentes tratamientos, donde
las células MCF-7 resultaron ser mas susceptibles a dicho efecto inducido
por retinoico, independientemente de la presencia o no de acidos grasos. De
hecho el RA al producir la disminuciéon de la actividad de la enzima es de
prever la recuperacion del nivel intracelular del glutation, lo que podria

traer aparejado una pérdida en la resistencia celular al estrés (63).

En cambio, en la linea ZR-75-1 los co-tratamientos inhibidores fueron con
GLA, OA y EPA siendo éste ultimo el Unico AG que mostré mayor efecto que
al utilizar el acido retinoico solo. En este caso GLA y OA resultaron ser
adecuados inhibidores, pero sin poder diferenciarlos claramente del efecto
del RA. En cambio el EPA (w-3) mostré ser un potente inhibidor de la
actividad de la enzima. Quizas también por ser un acido graso que produce
un importante aumento en la liberacién de radicales libres (32). A su vez
esta comprobado que el EPA como otros AGs de la familia w-3 (acido
docosahexaenoico) pueden modificar el estrés oxidativo e inhibir el
metabolismo del AA a través de la COX y producir asi moléculas

antiinflamatorias con propiedades antineoplasicas (117, 139).

Consistentes y numerosas evidencias han demostrado que el
desarrollo y progresion del cancer podria deberse a la acumulacion de
numerosas alteraciones genéticas, las cuales resultan finalmente en un
fenotipo agresivamente maligno (135). En nuestros estudios el RA sélo, en
ambas lineas tumorales de mama, disminuyd la proliferacion celular
mostrando un efecto citotoxico también, efecto que se vio aumentado por el

agregado de determinados acidos grasos a los cultivos celulares.
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Los efectos antitumorales de los retinoides son atribuidos a su influencia
sobre la proliferaciéon, diferenciacion y apoptosis celular (131). Los
mecanismos moleculares por los cuales el RA actla sobre los procesos de
inhibicién de crecimiento tumoral y diferenciacién son aun poco claros. Sin
embargo si se conoce que el RA induce la liberacion de acido araquiddnico y
que éste y sus metabolitos pueden jugar un importante rol en la
homeostasis tisular (57). En nuestro trabajo, ambas lineas celulares fueron
sensibles al agregado exdgeno del RA con una marcada disminucién de la
proliferacion, y en ambas el agregado de EPA y OA aumento
significativamente dicho efecto antiproliferativo. En la linea MCF-7 presentd,
por el agregado de GLA una disminuciéon en la proliferacion celular (PC)
mientras que en ZR-75-1 el ETA también disminuyd la PC. Para algunos
autores la actividad anticancerigena del RA estaria mediada por los
receptores nucleares (RAR) y por la proteina intracelular que se liga al
retinoico (CRABP-II) (177). Un resultado interesante surgido de nuestro
trabajo fue la inhibicidon del crecimiento celular por RA, que coincide con
resultados previos de Donato L] (45). Estos autores mostraron que en
células en cultivo de mama se produjo la interrupcion del ciclo celular,
controlando al gen Btg2, que es un receptor directo del RA, seguido por

una induccioén hacia la apoptosis.

Por otro lado, al efecto antiproliferativo del RA observado por otros autores
en condiciones experimentales a las nuestras, se suma el hecho que algunos
acidos grasos de cadena larga, no esenciales, como los w-9 (OA y ETA)
tienen un efecto inhibitorio sobre la proliferacién avalando los resultados de
Pasqualini et al (128) donde observaron que los acidos grasos w-9 reducen
el crecimiento tumoral, la metastasis y la produccidon de eicosanoides pro-
tumorigénicos como el 12 (S)-HETE and 15 (S)-HETE. En forma mas
reciente estudios epidemioldgicos han sefialado que las poblaciones del
mediterraneo tiene un menor riesgo de padecer diversos tipos de tumores

(132). Ello ha sido atribuido entre otras posibles causas al alto consumo de
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aceite de oliva, que es muy rico en acido oleico (51). Por otra parte es
ampliamente conocido que los AGEs de la familia w-3 también tienen

efectos antiproliferativos y pro-apoptoticos (48).

Por lo anteriormente expuesto se puede inferir que el RA solo disminuye per
se la proliferacion celular. Dicho efecto observado se ve potenciado por el
uso de los AGEs, de la familia w-3 y los no esenciales, de la familia w-9

como el acido oleico.

Con la finalidad de avanzar en el conocimiento sobre la citotoxicidad
observada por los tratamientos descriptos, se evalué algunos parametros
ligados a la funcionalidad de las membranas celulares en células cuya
viabilidad se vio comprometida. Asi al analizar las microfotografias de
fluorescencia confirmamos la viabilidad de los controles y observamos que
los tratamientos inducian muerte celular de modo diferente. Dado que las
células que eran positivas para el yoduro de propidio se marcaban al mismo
tiempo con naranja de acridina, pudimos concluir que las membranas y por
ende las células conservaban cierta funcionalidad e integridad,
principalmente en estadios mas tempranos del tratamiento experimental.
Estos hechos indicarian que la forma predominante de muerte celular es la

apoptosis, estando esto apoyado por los cambios morfolédgicos observados.

Nuestros resultados corroboraron y ampliaron las evidencias indicativas que
el RA induce en las células tumorales mamarias apoptosis, hecho
ampliamente registrado (88). Un posible mecanismo de accién es a través
de la capacidad de éste isémero de aumentar la actividad de caspasas en
el citoplasma. Ello induce la libracion mitocondrial de la citocromo C al
citosol provocada por el estrés oxidativo. A su vez, ello puede aumentar los
niveles intracelulares de la caspasa-3 disparando el proceso de apoptosis
(124). Por otro lado, el RA potencia la accién de enzimas antioxidantes como

las catalasas y la glutatién peroxidada (73).
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Alternativamente, diversas estirpes de células tumorales humanas bajo
tratamientos con AGs de la familia -3, especialmente el EPA, el
docosahexenoico y GLA desencadenan apoptosis debido a la generacion

intracelular de radicales libres y a la formacion de perdxidos lipidicos (105).

Como corolario del presente trabajo podemos decir que deficiencias
metabdlicas o nutricionales del RA y de los AGEs, situaciones nutricionales
no solo capaces de alterar el crecimiento, desarrollo y mantenimiento
adecuados de todo el organismo, sino que producirian perturbaciones
desfavorables en el papel modulador homeostatico de los controles de
proliferacion, diferenciacion y apoptosis, eventualmente generando
condiciones de riesgo para el desarrollo de ciertos tumores malignos como el
de mama y otros. En efecto, la regulacidon de la expresion génica juega un
rol critico en la modulacion del metabolismo en mamiferos. Entre éstos,
receptores nucleares como los PPARs y los receptores de retinoides (RAR,
RXR) estan implicados no sélo en la homeostasis lipidica y el metabolismo
energético sino también regulando toda la fisiologia celular. En tal sentido la
interaccion entre ambas vias tendria efecto importante sobre el desarrollo

de células tumorales.

Con el conjunto de datos disponibles, el resultado de habitos dietarios
saludables, o bien de intervenciones nutricionales utilizando derivados de
acidos grasos y vitamina A generalmente denominados nutraceuticos se
basarian en la modulacién de las mencionadas vias, ya que constituyen
puntos comunes de regulacion de la proliferacion, la diferenciacion y la
apoptosis celular. Asi, la actividad quimiopreventiva y antitumoral derivada
del uso conjunto de nutrientes dependera de los efectos sinérgicos a nivel
transcripcional de los mismos. No obstante, el grado de diferenciacion de las
células mamarias se presenta como un precondicionante de la respuesta

epigenética a nutrientes. Por lo tanto el estudio nutrigendmico de diferentes
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receptores para ligandos dietarios seran de gran valor en el desarrollo de

intervenciones clinico-nutricionales (138).
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CONCLUSIONES

Factores epigenéticos emergen como respuesta a los mecanismos en el
desarrollo del cancer. De todos los factores ambientales, la dieta jugaria un
rol critico en la prevencion y patobiologia del cancer y la manipulacién
dietaria tiene un significativo papel en la iniciacién y progresién de un
cancer. En el presente trabajo hemos aportado datos originales del efecto
del acido retinoico y algunos AGs exdgenos sobre dos lineas de cancer de
mama humanos, comprobandose la hipotesis planteada por los diferentes

resultados obtenidos.

Si bien el acido retinoico fue capaz de inducir diferenciacién en una de las
lineas celulares, no fue capaz por si solo de inducir estrés celular, lo que se
tradujo en un efecto mas atenuado para inducir apoptosis, comparado con

los tratamientos conjuntos a diversos AGs.

Entre los acidos grasos de mayor interés en nuestro estudio la oferta
exdgena de los acidos grasos de la familia w-6 (GLA) resultdé menos
concluyente. En cambio los &cidos grasos de las familias w-3 y w-9
indujeron efectos mas notorios en los parametros de diferenciacién y estrés
celular. En tal sentido, el EPA (w-3) fue capaz de potenciar el efecto
diferenciador de acido retinoico. Mas aun, promovid en las células la
susceptibilidad al estrés, potenciando asi sinérgicamente el efecto
antitumoral del acido retinoico. Por su lado, los AGs de la familia w-9 (OA,

ETA), mostraron predominantemente efectos pro-oxidantes y citotoxicos.

En resumen, el uso conjunto de acido retinoico y ciertos AGs, principalmente
los provenientes de las familias w-3 y -9, tendrian un potencial
antineopldsico que debiera ser considerado en el desarrollo de co-

adyuvantes naturales en terapias oncoldgicas futuras.
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GLOSARIO

AR: &cido retinoico

AGs: acidos grasos

AGEs: acidos grasos esenciales.

UFAs: unnsaturated fatty acids (acidos grasos insaturados)
RAR: Receptor Acido Retinoico

RXR: Receptor Retinoides X

PPARs: Receptores activados por proliferadores de peroxisomas.
LOX: Lipooxigenasa

COX: Ciclooxigenasa

AA: Acido araquiddnico )

PUFAs: polynsaturated fatty acids (Acidos grasos polinsaturados)
HPLC: High permomance liquid cromathografy (Cromatografia de alta
definicién)

GC: Gas Cromathografy (Cromatografia de Gas)

GGTP: Gamma glutamyl transpeptidasa.

12- (S)HETE: 12(S)- Hydroxieicosa-5Z,8Z,10E,14Z-tetraenoic acid.
12 (S)HHT: 12(S)-Hydroxyheptadeca-5Z,8E,10E-trienoic acid.
EPA: acido eicosapentaenoico

ETA: acido eicosatetraenoico

GLA: acido gama-linoleico

OA: acido oleico
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