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ANTECEDENTES

1. CANCER

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el
mundo; en 2012 hubo unos 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones de
muertes relacionadas con el cancer. Se prevé que el numero de nuevos casos
aumente en aproximadamente un 70% en los préximos 20 afos. En 2012, los
canceres diagnosticados con mas frecuencia en el hombre fueron los de pulmon,
préstata, colon y recto, estdmago e higado. En la mujer fueron los de mama, colon

y recto, pulmén, cuello uterino y estomago.’

La etiologia no ha sido por completo dilucidada, pero multiples estudios
epidemioldgicos, clinicos, y de biologia molecular, han contribuido a la
identificacion de sustancias quimicas, virus, genes y agentes fisicos que actuan
como carcindégenos; ademas de condiciones particulares en el huésped, como
diferencias ambientales, hormonales, de resistencia inmunoldgica y hereditaria,

gue aumentan la susceptibilidad de presentar cancer.2

En el afo 2000, los tumores malignos fueron la causa del 12% de los casi 56
millones de muertes que se produjeron en el mundo por todas las causas; y de
acuerdo al Informe Mundial sobre el Cancer, la incidencia del cancer podria
aumentar en un 50% para el afio 2020, con 15 millones de casos nuevos (Figura
1).12 En el afio 2000, 5,3 millones de hombres y 4,7 millones de mujeres
presentaron tumores malignos, de los cuales, 6.2 millones desencadenaron en

muerte. El informe revela que el cancer, es ahora un muy importante problema de
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salud publica en los paises en desarrollo, igualando el efecto que tiene en los

paises industrializados.3

Figura 1.

Casos de céncer Panorama Internacional
2000 - 2020*

2020
Tipos de céncer Nom. ‘ "“_"l %

1234 | 2000000 1333
2000000 1333
T 000 1134
1400000 933
1000000 867
800000 533
800000 533
700000 467
500000 4.00
550000 367
500000 333
500000 333
400000 267
3800001 253
390000 260
300,000 200
250000 167
250000 167
230000 153
100,000 067
Enferradad de Hodgiin \ 150 000 1.00

[Total Mundial 8.102.300] 100.0 100.00 |

Informe de Céancer. Organizacion Mundial de la Salud

En México, entre el afno 1922 y el afio 2001, la proporcion de muertes por cancer
pasé de 0.60% a 13.1% de la poblacion. En el 2002 existieron 110,094 casos de
cancer, de los cuales el 34.9% se presentaron en hombres y el 65.1% en mujeres,
reflejando también que a mayor edad, mayor incidencia.?2* En el afio 2003 la
mortalidad por cancer en hombres presenté en los tres primeros lugares: 4,563
defunciones por tumor en bronquios y pulmén, 4,231 por tumor en préstata y 2,757

por tumor en estbmago. En contraparte los tres primeros lugares de mortalidad en
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las mujeres fueron: 4,330 defunciones por tumor en cuello del utero, 3,861 por

tumor en mama y 2,376 por tumor en estémago.2>6

2. CANCER DE MAMA

A nivel mundial, en el 2000 el cancer de mama se colocé como segunda causa de
morbilidad por neoplasias, superado solo por cancer pulmonar. De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud, para el 2020 se estima que podria alcanzar el

primer lugar en morbilidad.2

El gran impacto que tiene sobre la salud en las mujeres ha condicionado que los
programas en salud, se enfoquen en gran medida, a la identificacién temprana de

este tipo de cancer.

En México, segun datos proporcionados por el Registro Histopatoldgico de
Neoplasias Malignas (RHNM), la incidencia de cancer de mama en 2005 fue de
11,242, cantidad excepcional, al comparar con afos anteriores en los que la cifra
de 10 mil nuevos casos anuales no se sobrepasaba.! y ha incrementado afio tras

afo (Figura 2).°

Figura 2

Casos nuevos de chncer de mama por grupo de dad y afio de dagnéstico identificados por el RHNM.,
México 1985-2006.
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Actualmente, el cancer de mama representa 15% de todos los tipos de cancer en
mujeres y es la segunda causa de muerte por cancer a nivel internacional.6 De
acuerdo al Registro Nacional de Cancer, se ha estimado que en México cada dia
mueren diez mujeres por cancer de mama y una de cada ocho mujeres lo
desarrolla; por tal razén, en algunos estados del pais esta es la principal causa de
muerte de mujeres en edad reproductiva (entre 15 y 64 afnos), 47% del total de
muertes ocurre en mujeres entre 45 y 64 anos, debido a que el riesgo aumenta

con la edad, como sucede con cualquier tipo de cancer.”

Tan sélo en el 2005, a nivel nacional se registraron 2,861 fallecimientos de mujeres
por cancer de mama, lo que representa el 21 por ciento de las muertes de mujeres
por cancer, comparado con el 19 por ciento que murieron por cancer cervico-

uterino.2

La evidencia demuestra que el cancer de mama es hoy en dia una de las
principales causas de muerte y discapacidad entre las mujeres de paises en vias

de desarrollo y en México en particular.

Fisiopatologia: El cancer de mama es un tumor maligno que se origina en las
células de la glandula mamaria. Estas consisten principalmente en lobulillos,
conductos y estroma. La mayoria de los canceres de mama comienza en las
células que recubren los conductos, algunos otros se originan en las células que
recubren los lobulillos, mientras que un pequefio numero se origina en otros
tejidos. La mayoria son carcinomas, un tipo de cancer que comienza en las células

epiteliales, a menudo llamados adenocarcinoma, que es el carcinoma que
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comienza en el tejido glandular. Otros tipos de cancer de mama son los sarcomas,
que empiezan en las células del musculo, grasa o tejido conectivo.® El tipo
histologico mas comun del cancer invasor de mama es el carcinoma ductal
infiltrante, que representa 70-80% de las lesiones invasoras; le sigue el carcinoma
lobulillar infiltrante, con un 10-15%; y los casos restantes se deben a diferentes

tipos histologicos.?

El cancer de mama también se puede clasificar en funcién de las proteinas que se
encuentran sobre la superficie de las células cancerosas o dentro de ellas, en
grupos como “receptor hormonal

positivo” o “triple negativo”.1°

Factores de Riesgo:'"12

» Sexo (99% mujeres)

+ Edad (85% >40 afios)

» Cancer previo en una mama

* Nuliparas en comparacion con multiparas
* Primer parto después de los 34 afios

* Menarca antes de los 12 afios

» Menopausia después de los 50 afos

* Administracion de terapia de reemplazo estrogénico postmenopausico y
anticonceptivos orales

¢ Judios en comparacion con otros grupos étnicos
» Estrés psicologico cronico

» Obesidad

* Triada: Obesidad, HAS y DM

« Raza blanca en comparacién con raza asiatica.
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3. PREVENCION Y RIESGO DE CANCER RELACIONADO CON
ALIMENTACION

Se estima que un cambio en la dieta puede reducir la incidencia global de cancer
entre un 30-40%, lo que equivale a tres a cuatro millones de casos anuales en
todo el mundo, también establece que el 35% de los tumores tiene origen o se
relacionan con factores alimentarios.!® Situando los factores alimentarios a la
cabeza de los factores de riesgo tumoral, debidos a una influencia ambiental

externa.4

Se sabe que existen cinco factores de riesgo conductuales y dietéticos importantes
relacionados con el desarrollo de cancer: indice de masa corporal elevado, ingesta
reducida de frutas y verduras, falta de actividad fisica, consumo de tabaco y
consumo de alcohol. Sin embargo también existen protectores dietéticos y de
estilo de vida como el consumo adecuado de fibra, consumo de

fitoquimicos provenientes de frutas y verduras principalmente.’®

La evidencia relacionada con factores dietéticos y su asociacion con la

carcinogeénesis viene de estudios tanto epidemiolégicos como experimentales.

PROTECCION Y RIESGO (Figura 3)
FRUTAS, VERDURAS, CEREALES Y LEGUMINOSAS

La ingesta elevada de fibra dietética, se asocia, no solo a menor riesgo de
enfermedad cardiovascular, también a menor incidencia de algunos tipos de
cancer, entre ellos pancreas, colorrectal y de mama. Asi mismo, el consumo de

cereales con grano entero posiblemente disminuyen el riesgo de cancer,
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particularmente cancer de estdbmago, y el consumo de cereales refinados/
industrializados posiblemente incrementa el riesgo de cancer esofagico, sin

embargo con respecto a este Ultimo, la evidencia es limitada.'3.17.18

Figura 3
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En paises en desarrollo en Africa, Asia o Latinoamérica, con una alimentacién muy
alta en cereales, existen tasas elevadas de cancer de boca, esdéfago, laringe,
estbmago, higado y cérvico-uterino; esto pudiera ser causado tanto por la alta
prevalencia de obesidad, asi como por contaminantes en los alimentos como las
aflatoxinas, clasificadas como carcinogénicos del grupo1 por el International

Agency for Research on Cancer por lo que se recomienda mantener las
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concentraciones al minimo. Los principales alimentos, donde estas aflatoxinas
pueden crecer son, cereales de todo tipo, oleaginosas, semillas y principalmente
leguminosas. La evidencia existente mas contundente relacionada a estas

sustancias, es con el desarrollo de cancer de higado.3.19.20

Con respecto a frutas y verduras, estudios epidemioldgicos refieren que el
consumo frecuente estas, especialmente citricos, verduras ricas en carotenos, y
cruciferas, se asocia con una menor incidencia de canceres en diversos sitios. Los
componentes especificos responsables de estos efectos no se identifican con
claridad, aunque la evidencia epidemiologica parece inclinarse hacia el efecto
protector del caroteno para cancer de pulmén y en menor medida para las
vitaminas A 'y C para diversos tipos de cancer . La evidencia experimental es mas
consistente para la deficiencia de Vitamina A y su asociacion con aumento en la
tumorigénesis; asi como para diversos componentes no nutritivos en las cruciferas

para bloquear la carcinogénesis in vivo.13.21-23

PRODUCTOS DE ORIGEN ANIMAL.

El consumo de carne roja y procesada presenta una evidencia convincente con el
desarrollo de cancer colorrectal, y evidencia limitada, al sugerir que se asocia con
cancer de esofago, pulmén, pancreas y endometrio; asi como con el consumo de
carne procesada. 1%

El consumo de pescado salteado estilo cantonés es una probable causa de cancer
nasofaringeo, por ser sujeto de fermentacion; pero este hallazgo no aplica a otro

tipo de preparacion con pescado. La evidencia es limitada con respecto a la
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proteccion por el consumo de pescado y alimentos ricos en vitamina D para cancer

colorrectal. 13

Preparaciones como: a la parrilla, escabeche, barbeacue, ahumados y curados;
tienen evidencia moderada para cancer de estdmago, al generar nitrosaminas,
hidrocarburos aromaticos policiclicos 0 aminas heterociclicas, los cuales parecen
aumentar el riesgo de cancer de esdfago y estbmago, sin embargo, los agentes
causales especificos en estos alimentos no estan claramente identificados. Con
respecto a otros métodos preservacion y preparacion, la evidencia es escasa; la

evidencia general sigue siendo meramente sugerente. 13.15.24

LECHE Y SUS DERIVADOS

Tienen impacto en diferentes tipos de cancer. La leche protege probablemente
contra cancer colorrectal y cancer de vesicula. El queso se asocia a riesgo para
cancer colorrectal y dietas altas en consumo de calcio, al parecer es un factor

probable para cancer de prostata, aunque la evidencia es escasa.’?

SAL, AZUCAR Y ALCOHOL

La evidencia de sal y su relacion con el desarrollo de cancer, esta conferida
unicamente con cancer de estémago. Sin embargo, el mismo tipo de cancer, con
tiene una relacion limitada con respecto a azucar. 13

Edulcorantes artificiales como sacarina, ciclamatos, aspartame, etc. han sido
pensados como posibles causas de cancer, debido a que en modelos murinos, se
encontré que muy altas dosis de sacarina, incrementaron la incidencia de cancer

de vesicula. Sin embargo, aun cuando muestren ser carnigénicos en modelos
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experimentales, la dosis estd muy lejos de ser consumida por el ser humano en
alimentos y bebidas. La evidencia en estudios epidemiolégicos no sugieren que
los edulcorantes artificiales tengan efecto como factores de riesgo para desarrollo
de céancer. 3 El consumo excesivo de alcohol entre los fumadores parece estar
asociado con un riesgo elevado de cancer de la cavidad oral, es6fago, laringe y el

tracto respiratorio.'®

GRASAS

Se ha asociado al desarrollo de cancer de pulmén y de mama en mujeres
postmenopausicas, sin embargo, la evidencia es pobre. En zonas de paises
desarrollados en Europa, Norteamérica y Australia, con dietas ricas en grasas y
alimentos procesados, los tumores mas frecuentes suelen ser de colon, prostata o
mama. Los mecanismos son especulativos.?

En 1982, el Committee on Diet, Nutrition, and Cancer of the National Research
Council, llevé a cabo una evaluacion completa de la evidencia. Dicha evaluacion,
sugiere que una dieta alta en grasas se asocia con mayor susceptibilidad al
desarrollo de cancer en diferentes sitios, en particular mama y colon, y en menor
medida, préstata. Sin embargo, dicha asociacién es controversial. En contraste, el
interés por los AGPI w3, comenzdé con estudios ecoldgicos que encontraron
relacion inversa entre el desarrollo de Ca de mama y consumo de AGPI
procedentes del pescado. Datos epidemioldgicos encuentran una relacion inversa
entre la ingesta de acidos grasos w3 y la incidencia de cancer de

prostata, mama y colon.!%:25

Estudios realizados en modelos animales, con AGPI w3 (EPA y DHA), indican que
pueden tener un
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efecto preventivo en el desarrollo de tumores y en enfermedad metastasica.26:27

Existe interés en el rol de los diferentes tipos de acidos grasos y su efecto en el
desarrollo de cancer de mama, sin embargo, hasta ahora las conclusiones son

variadas.

4. ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS

CLASIFICACION DE LOS ACIDOS GRASOS

Los acidos grasos se pueden clasificar de acuerdo con la longitud de la cadena, el
nimero, posicién y configuracién de dobles enlaces, asi’ como por la existencia

adicional de otros grupos funcionales. Otra caracteristica para su division es la

distribucion de los acidos grasos en los alimentos. 28

Con respecto a la longitud de la cadena de carbonos, los acidos grasos se
clasifican en: acidos grasos de cadena corta (menos de 8 carbonos), acidos
grasos de cadena media (de 8 a 11 carbonos), acidos grasos de cadena
intermedia (de 12 a 15 carbonos) y acidos grasos de cadena larga (igual o mayor

de 16 carbonos).??

Los acidos grasos presentes en los aceites y grasas comestibles se clasifican por

su grado de saturacion en: acidos grasos saturados y acidos grasos insaturados.

29,30
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ACIDOS GRASOS SATURADOS

Contienen solamente enlaces carbono-carbono simples que se denominan
saturados y son los menos reactivos quimicamente. Generalmente son de cadena
recta, principalmente con numero par de atomos de carbono, pero también se han
detectado acidos grasos impares de origen animal y marino, como asi mismo, se

han encontrado algunos acidos grasos ramificados.3°

Los acidos grasos saturados son sintetizados en el organismo y los mas comunes
son: palmitico

(C:16), estearico (C:18), araquidonico (C:20), entre otros.2°:30

ACIDOS GRASOS INSATURADOS 2930

Se caracterizan por tener una cadena hidrocarbonada, en la que aparece una
doble unién C = C. Cuando un acido graso presenta un unico doble enlace se le
denomina “monoinsaturado” y si contiene mas de uno se le llama “poliinsaturado”.
Los monoinsaturados se encuentran entre 10 y 22 atomos y los poliinsaturados

entre 16 y 22 atomos de carbono.

La presencia de dobles enlaces en la estructura de un acido graso cambia
notablemente sus propiedades quimicas y fisicas. Por ejemplo, mientras un acido
graso saturado puede ser un solido a temperatura ambiente, el acido graso mono

o poliinsaturado de igual numero de carbonos sera generalmente un liquido.
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Familias de acidos grasos insaturados.

Las relaciones estructurales entre los acidos grasos no conjugados obtenidos por
biosintesis, se ponen de manifiesto cuando se indica la posicion del doble enlace a
partir del grupo metilo terminal. Se obtienen asi tres familias ®3, w6 y ®9.
Respecto a la nomenclatura se sefiala ademas de forma adicional el nUmero de

carbonos y seguido de dos puntos la cantidad de dobles enlaces presentes en la

molécula (Figura 4).

Los mamiferos y particularmente el hombre son incapaces de sintetizar el acido
linoléico (LA) (C18:2 n-6) y acido alfa linolénico (ALA) (C18:3, n-3). Por esta razén,
deben ser ingeridos con la dieta. El acido linoléico y alfa linolénico al ser
consumidos con los alimentos, pueden ser transformados por el organismo en
acidos grasos con un numero mayor de dobles enlaces y con cadenas mas largas,

utilizando sistemas enzimaticos constituidos por desaturasas y elongasas.
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El proceso bioquimico de elongacién y de desaturacion del LAy ALA, es realizado
por enzimas localizadas en el reticulo endoplasmico y en los peroxisomas de las
células hepaticas. Los acidos grasos de las series 3, ®6 y ®9 compiten por las

A6-desaturasa, que muestran afinidad por los acidos en orden de preferencia 3,

®b y 9.

Por lo tanto, existe una interaccion competitiva entre los acidos grasos, de modo

que los de la familia 18:3 ®3 suprimen el metabolismo de los de la familia 18:2 ©w6
y la familia 18:2 o6 suprime el de los de la familia 18:3 ®9, aunque con menos

potencia.

ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS OMEGA 3 (AGPI »3)

Los AGPI ®3 son acidos grasos poliinsaturados (AGPI) de cadena larga que van
de 18 a 22 atomos de carbono de longitud, en donde el primer de varios dobles
enlaces comienza en el tercer carbono (a contar desde el metilo terminal de la
estructura de los acidos grasos). El AGPI ®3, acido docosahexaenoico (DHA)

consiste en 22 atomos de carbono y 6 dobles enlaces; y el acido

Estructura quimica de Acido Linoléico (LA), Alfa linolénico (ALA), Acido Araquidénico (AA), Eicosapentanoico (EPA)

eicosa y Docosahexanoico (DHA)

(Figura 5). Cabe sefialar que el DHA y EPA pueden ser designados en forma
abreviada como 22:6 ®3 y 20:5 3, respectivamente. Tienen estructuras curvas
que se deben a la presencia de los dobles enlaces con una conformacion estética
“cis”. Ademas, la presencia de multiples dobles enlaces resulta en una disminucién
del punto de fusion de estas estructuras, de manera que los AGPI son altamente

fluidos a 23 ° C y mas aun a temperaturas como la del cuerpo humano (37 ° C).

Pagina 16



Estas propiedades hacen que la proporcion y tipo de AGPI juega un papel central

para mantener la fluidez de las membranas celulares y organelos. 3

Figura 5. Estructuras generales de AGPI
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La conversién metabdlica de Acido Alfa Linolénico (ALA) a DHA / EPA (combinado)

por el metabolismo es muy limitada en los seres humanos, por lo que la forma mas
directa de obtencién de dichos AG es a través de su consumo directo.3?

El aceite de pescado es la fuente dietética mas rica en dichos AGPI al contrario de
fuentes vegetales ricas en LA como el lino, aceite de canola y nueces que carecen

de ellos. Los alimentos vegetales y aceites vegetales carecen completamente de
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DHA y EPA, algunos contienen cantidades variables de ALA (18:3 w3). Aceites
vegetales (maiz, cartamo, girasol y aceite de soya) son ricos en AG w6 LA (18:2
w6). Algunas plantas (incluido el aceite no hidrogenado de canola, semillas de

linaza y las nueces) también son ricas fuentes de LA.32

El acido Araquidonico (AA) (20:4 n-6), se consume en pequenas cantidades en la
dieta tipica americana, se encuentra en animales y no alimentos de origen vegetal.

El metabolismo del LA en el organismo da lugar a cantidades significativas de AA.

31

Acido Graso Fuente Dietética

Tipos de Omega-6

LA, Acido Linoléico Aceites vegetales (maiz, cartamo, girasol,
(18:2 n-6) soya), carne
AA, Acido Araquidénico Sdlo fuentes animales (carne y huevo)
(20:4 n-6)
Tipos de Omega-3
ALA , Acido Alfa Linolénico Semilla de linaza, aceite de canola, nuez
(18:3 n-3) inglesa, huevos adicionados
EPA, Acido Eicosapentandico Pescado, aceite de pescado, fuentes
(20:5 n-3) marinas
DHA, Acido Docosahexanoico Pescado, aceite de pescado, huevos y
(22:6 n-3) productos adicionados

Figura 6. Fuentes dietéticas de Acidos Grasos Omega-3 y Omega-6 32

En la actualidad existe un gran interés en los efectos benéficos de los AGPI w3, se
considera que tienen efectos benéficos en la prevencion y modulacién de algunas
enfermedades crénico degenerativas.3! Habitualmente, los &acidos grasos

predominantes en la dieta occidental, son los AGPl w6. Sin embargo, la
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importancia del consumo de AGPI w3 ha resultado evidente, y por ello su efecto
ha sido estudiado en multiples enfermedades.3?

En cancer de mama se les ha puesto atencion por las siguientes razones: estudios
epidemioldgicos han mostrado con resultados controversiales, aunque la mayoria
positivos, un incremento en la incidencia de cancer de mama y enfermedades
cardiovasculares en poblaciones con relaciones de AGPI w3: w6 bajos, baja
incidencia de dichas enfermedades en poblaciones con relaciones altas de AGPI
w3:w6 como Japdn, nativos de Alaska y Groenlandia; y finalmente, por los
incrementos importantes en la incidencia de cancer de mama y enfermedades
cardiovascular en cohortes con baja incidencia que migran a paises occidentales

y/o que adoptan el estilo de dieta occidental. 33

5. MECANISMOS DE ACCION DE AGPI w3 PROPUESTOS EN LA
PREVENCION DE CANCER ALTERACION EN LA PEROXIDACION LIPIDICA

ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENQ?34:36

Los intermediarios reactivos, derivados del estrés oxidativo (ROS, reactive oxygen
species), pueden alterar la bicapa membranal y causar peroxidacion lipidica de los
los AGPI, llevando a la formacion del radical lipoperoxilo (LOOe), que en
consecuencia, reacciona con el lipido para producir un radical lipidico y un
hidroperoxido lipidico (LOOH). Los LOOHs son inestables, generan nuevos

radicales peroxilos y alcoxi, que se descomponen a productos secundarios.

Dichos radicales libres producidos durante la peroxidacion lipidica tienen efectos
locales, por su vida media corta, pero los productos de descomposicion sirven

como “segundos mensajeros de estrés oxidativo”, debido a su prolongada vida

Pagina 19



media y a su habilidad de difundir desde su sitio de formacién. Estos productos de
descomposicion, en su mayoria aldehidos (malonaldehido, hexanal, acroleina y
particularmente el 4-hydroxinonenal), han recibido gran atencion, por su gran

reactividad.

La peroxidacién lipidica y el rompimiento lipidico con formacion de compuestos
lipidicos pueden llevar a cambios en la permeabilidad y fluidez de la bicapa

membrana y alterar dramaticamente la homeostasis y la integridad celular.

Un incremento en las ROS refleja la interrupcion de la homeostasis redox, ya sea
debido a una elevaciéon de la produccion o a una disminucion de la capacidad de
eliminacion. El incremento de la produccién de ROS depende de varios
mecanismos, como la activacion de oncogenes, metabolismo aberrante, disfuncion
mitocondrial y pérdida funcional de p53. Factores de crecimiento y citocinas,
también estimulan la produccion de las ROS para ejercer sus diversos efectos

biolégicos en cancer.

Para prevenir el dafio ocasionado por ROS, la célula tiene enzimas antioxidantes
como la superoxido dismutasa (SOD) MnSOD y Cu/ZnSOD, que estan localizadas
en la mitocondria y el citosol, respectivamente; donde convierten el superdxido en
peréxido de hidrégeno. La descomposicion del peroxido de hidrogeno a agua y
oxigeno es catalizada por catalasas. Otro mecanismo de defensa antioxidante
incluye antioxidantes no enzimaticos como el glutation (GSH), cuya capacidad
antioxidante depende de su reduccion por NADPH derivado de una de la via de
las pentosas. Por otra parte, a través de distintas cascadas de sefalizacion, ROS
puede inducir la expresion de familias de proteinas de choque térmico, genes

tempranos inmediatos de los miembros de la familia bZIP como ¢ -Jun y c- Fos,
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factor inductor de hipoxia (HIF), y enzimas antioxidantes que ayudan a regular la
homeostasis redox, la expresién de oncoproteinas de transformadoras, y factores

de crecimiento.

Se ha demostrado que los niveles de enzimas para la eliminacion de ROS, como
SOD, glutatiéon peroxidasa y peroxiredoxina, se ven alterados en células tumorales
y tejidos primarios de tumor, sugiriendo regulacion aberrante de la homeostasis

redox y la adaptacion de células tumorales al estrés.

Efectos celulares de las ROS3437-40

Las ROS pueden provocar un amplio espectro de respuestas en funcion de: la
magnitud, nivel, duracién, exposicion, localizacién y la naturaleza de los ROS
involucrados. En general, niveles bajos de ROS son mitogénicos, y ademas
promueven la proliferacion celular y supervivencia, mientras que niveles
intermedios causan arresto transitorio o permanente del ciclo celular, e inducen

diferenciacion celular.

Niveles altos de ROS reaccionan facilmente con lipidos de membrana, causando
alteracion de la permeabilidad membranal; a nivel del DNA, causan dafio e
inestabilidad gendmica; en proteinas, causan modificaciones oxidativas que
pueden resultar en menor actividad catalitica de enzimas, o proteinas mas
susceptibles a degradacion proteolitica. En este caso, las ROS son perjudiciales y
pueden inducir apoptosis o necrosis celular. Sin embargo, cuando a pesar de su
incremento, la mayor produccion de ROS no altera irreversiblemente la viabilidad
celular, actua como primer mensajero, modulando varias cascadas de sefalizacion

intracelular que favorecen la progresion de la célula tumoral. Se ha demostrado
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que ROS activan las vias de MAPKs, PI3K/Akt, PLCg1, protein cinasa C, NF-kB, y

las vias Jak/Stat.

La produccién de ROS por las células inflamatorias como los neutrdéfilos y los
macrofagos esta bien establecida, y representa un mecanismo para eliminar
células tumorales, mediada por NAPDH oxidasa, que ocasiona la formacién de
radicales superéxido, con la subsecuente produccion de peréxido de hidrégeno,
estrés oxidativo y muerte celular. Sin embargo, muchos canceres surgen de sitios
de inflamacién croénica, la cual se considera como un componente critico de la

progresion del tumor.

Induccion de apoptosis por ROS y efecto de AGPI 34,40-42

Tanto la proliferacién celular, como el arresto se han observado como
consecuencia del estrés oxidativo varios estudios han demostrado que la hiperoxia
induce inhibicion de la proliferaciéon en las fases G1, S y G2 del ciclo celular; la
respuesta varia dependiendo del trasfondo molecular de la célula y el tejido, la
concentracion individual de especies las ROS y de la concentracion de

antioxidante en la célula.

Mientras que el arresto del crecimiento inducido por un pequefio incremento del
estrés oxidativo puede ocurrir en las fases G1, S o G2 y ser transitorio; un
aumento desproporcional de las ROS, logrado con quimioterapia, deplecion celular
a partir de proteinas antioxidantes, o generacion de las ROS por células
inmunoldgicas; puede inducir arresto permanente del ciclo celular, que terminara
en senescencia y apoptosis. La apoptosis esta ligada a un incremento en el estrés
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oxidativo mitocondrial que causa la liberaciéon de citocromo ¢ y activacion de
caspasas, lo que conduce a muerte celular. Adicionalmente, la generacion de
superoxido a través de la via oxidasa RAC-1/NADPH también puede inducir

sefalizacion proapoptotica.

La muerte celular por apoptosis es precedida por el colapso del potencial
membranal mitocondrial, aumento en la expresion de Bax, y activacion de
caspasa-3. Sturlan y cols. demostraron que algunos AGPI, como el DHA, puede

sensibilizar el tejido tumoral a agentes antitumorales generadores de ROS.

El efecto combinado de As203 y DHA se asocia con produccion aumentada de
ROS intracelular y productos téxicos de peroxidacién lipidica; pero este efecto fue
abolido por Vitamina E, o cuando se utilizo acido oleico en lugar de DHA. Los
autores concluyen que la reduccidon de ROS y de productos toxicos de la
peroxidacién lipidica constituyen los mediadores clave, contribuyentes al efecto
combinado de DHA y As203. Estas células, cuando se exponian a DHA y As203
mostraron induccién de apoptosis y un incremento concomitante en los productos
de peroxidacion lipidica. Mas aun, esta combinacion es selectivamente toxica para
células malignas, ya que no se observé el mismo efecto en fibroblastos de piel
sanos, células endoteliales y células mononucleares de sangre periférica

derivados de donantes sanos.

REGULACION DE LA PROLIFERACION CELULAR 334346

La proliferacion celular es fundamental en el proceso integral de carcinogénesis y
existen muchos factores reguladores conocidos en cancer de mama. El
crecimiento y progresion son generalmente considerados como dependientes de

una tasa alta de proliferacion celular y tasa lenta de apoptosis. Marcadores de
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proliferacion nuclear, como Ki-67 son utilizados para evaluar la actividad
proliferativa de la célula tumoral. Se ha encontrado expresion elevada de Ki-67 en
varios tipos de cancer, y se ha asociado con alta agresividad e invasividad. El
antigeno Ki-67 es expresado en células activas y no en células en descanso; por
tanto, la fraccion de crecimiento puede ser detectada con mayor precision.
Estudios experimentales han demostrado que el aceite de pescado protege contra
el dafio oxidativo al DNA, potenciando apoptosis y disminuyendo la proliferacion

celular por Ki-67.

La clasificacion actual de cancer de mama identifica formas luminales que
expresan receptores de estrogeno alfa y de progesterona beta, formas Her2
positivo que no expresan los receptores hormonales y los triples negativos. La
proteina Her-2/neu es un receptor de factor de estrégeno alfa y progesterona beta,
formas Her2 positivo que no expresan los receptores hormonales y triples
negativos. Se sobreexpresa en tumores de mama con potencial metastasico y se

asocia a baja respuesta a regimenes de quimioterapia.

El factor de transcripcion de c-Myc promueve la proliferacion celular, regulando la
expresion de varios genes blanco, C-Myc puede incrementar la inestabilidad
genomica y potenciar tumorigénesis. Los miembros de la familia de Myc (c-Myc, N-
Myc y L-Myc) muestran alteraciéon en su expresion en un espectro amplio de tipos
de cancer, incluyendo carcinoma de pulmon, mama, prostata, leucemias y
linfomas. Se ha encontrado que c-Myc esta sobreexpresado en el 20 a 60% de los
tumores primarios de cancer de mama y en un 60% de las biopsios benignas de

paciente que subsecuentemente desarrollaron carcinomas.

La suplementacidon con aceite de pescado efectivamente suprime la proliferacion
celular con la consecuente infraregulacion de la expresion de Ki-67, Her-2/neu y c-

Myc en modelos murinos.

Aunque poco se sabe sobre el posible mecanismo protector de los AGPI w3 para
cancer, es posible que interfiera con la sobreexpresion de Her-2/neu y su
amplificacion. De forma alternativa, es posible que los AGPI w3 especificamente
tengan como objetivo vias criticas para Her-2/neu, mediando sefales que

involucra a Pi3K. Adicionalmente, dichos &acidos grasos pueden causar
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alteraciones en la composicion membranal, activar caspasas y fragmentacién de
DNA. Los AGPI podrian modular las sehales de transduccion, afectando la

proliferacion celular y supervivencia.

Menendez y cols reportaron que la suplementacion exogena con AGPIl 3 (DHA)
disminuyo la expresion oncogénica de HER-2/neu (c-erbB-2) en lineas celulares
de cancer de mama. También se reportd que los AGPI ®3 suprimen la via de
sefalizacion de HER-2/neu. Ademas, el aceite de pescado reduce la expresiéon de

c-Myc.
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JUSTIFICACION

Las enfermedades cronicas constituyen un problema de salud importante en todo
el mundo. La prevencion primaria es la accion mas economica y sostenible para
hacer frente a la epidemia de enfermedades cronicas. El cancer es una de las
causas de muerte mas importante a nivel mundial, y como poblaciéon en proceso
de envejecimiento, la complejidad de la vida actual favorece factores que
aumentan el riesgo de desarrollar dicha enfermedad. Particularmente el cancer de
mama, se ha convertido en una de las epidemias mas importante en nuestro pais,
no solo por el impacto econémico en la sociedad, sino también por los costos de la
atencion directa de la enfermedad y la pérdida de la capacidad productiva.
También la mortalidad mantiene una tendencia ascendente, por esto es hoy en
dia, uno de los desafios mas importantes para la investigacion enfocada a la

salud de la mujer adulta.

Resulta indiscutible la importancia de la generacidon de conocimiento sobre
estrategias de prevencion contra el cancer Debemos establecer lineas de trabajo
claras que permitan fortalecer los grandes esfuerzos que ya se han hecho en el
control del cancer y sobre todo potenciar los logros ya obtenidos. En este sentido,
ha quedado bien establecido el efecto que tiene la dieta como factor determinante
para enfermedades cronicas, entre ellas el cancer, lo que convierte a la
alimentacion en un componente fundamental para la prevencién. En este caso, los
hallazgos ya mencionados con relacion a los AG Omega-3, estos se presentan
como un candidato potencial para complementar los recursos actuales, de tal
forma que vale la pena estudiar de manera mas profunda su efecto y mecanismo

de accion.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION: ;Cual es el efecto de la suplementacion
dietética con AGPI w3 DHA y EPA en la tasa de crecimiento tumoral en ratones
desnudos de la cepa nu/nu, comprado con el efecto de una dieta estandar sobre

los mismos parametros.

HIPOTESIS: La suplementacién dietética con AGPI w3 DHA y EPA en un modelo
murino disminuye la velocidad de crecimiento tumoral, comparada con una dieta

estandar.

OBJETIVO GENERAL

* Determinar el efecto de la suplementacion dietética con AGPI w3 DHA y
EPA, en la prevencion y/o crecimiento tumoral en un modelo murino

inoculado con una linea celular de Ca de mama (MDA MB 231).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar el efecto de la suplementacion dietética con AGPl w3 DHA y
EPA, en la velocidad de crecimiento tumoral en un modelo murino
inmunodeficiente inoculado con una linea celular de Ca de mama (MDA MB

231),
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MATERIAL Y METODOS

Disefo: Estudio piloto experimental.

Cultivo Celular: El estudio se llevara a cabo con la linea celular de cancer
humano de mama MDA MB 231. Seran mantenidas en la Unidad de
Bioquimica del INCMNSZ en incubadores a 37 C, 100% de humedad y 5% de

CO2: Linea Celular:

*  Nombre: MDA-MD-231

» Descripcidn: Adenocarcinoma de mama de mujer caucasica de 51 afos.

* Morfologia: Epitelial Adherente

* Medio de Cultivo: Medio L-15 de Leibovitz + 2 mM GLUTAMINA + 10%
Suero bovino fetal inactivado.

« Cultivo: Se incuban a 37°C y no necesitan CO2. Cambiar el medio 2-3
veces por semana.

« Comentarios: Expresa receptoras para TGF alfa. Produce noédulos en
ratones.

Experimentacion in vivo: La experimentacion in vivo se llevara a cabo con
ratones hembras desnudos blancos (Foxn1nu) de fondo genético Balb/c, que
presentan una inmunodeficiencia que permite la implantacion de trasplantes
alogénicos. Ademas de su deficiencia de linfocitos T, tienen un complemento
normal de linfocitos B dependientes de la médula 6sea. Dicho antecedente
genético es importante ya que durante el experimento los animales podrian

tener una respuesta variable al tratamiento.
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Nude Mice

Figura 7. Raton desnudo de la cepa Fox1nu/Fox1nu de fondo genético Balb/c

Criterios de Seleccién: El estudio se llevara a cabo con ratones desnudos
hembras para emular las variaciones del ciclo hormonal femenino. Los animales
se recibiran a los 19-21 dias de su nacimiento para iniciar inmediatamente la

alimentacion (suplementada o estandar).

Criterios de Inclusion:

» Hembras.
« Edad: 19 — 21 dias.

» Saludables

Criterios de Exclusion y Eliminacién:

Presencia de traumatismos y/o infecciones

Que hayan sido victimas a estrés conductual

Incremento de peso anormal

* Animales que manifiesten dolor (Anexo1)
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Ambiente:

Posé ventilacidn con presion positiva de aire en pasillos y cuartos, manteniendo
las gradientes de presion, para evitar el ingreso de patogenos desde el exterior. La
ventilacion controla la humedad, calor y gases toxicos. Se debe generar entre 15 a

20 recambios de aire / hora.

Temperatura dentro del cuarto es de 20 a 25°C

Humedad relativa ambiental: entre 40 y 70%.

Luz: artificial. La iluminacién se distribuye adecuadamente a través de la sala de
alojamiento. Se mantiene 12 horas luz/12 horas oscuridad, programado con un
reloj temporizador; con el fin de evitar alteraciones en el ciclo circadiano y

hormonales.

12 Etapa (Estandarizacion):

1. Estandarizacion del numero de células a inocular y el tiempo oOptimo para
la generacién de una masa tumoral de al menos 3mm3 con la linea celular
MDA MB 231. Para ello se inyectaron via subcutanea un volumen de 100pL
de la suspension celular en medio RPMI sin rojo fenol y sin suero fetal
bovino, con diferentes densidades de células: 1,500,000, 2,500,000,
3,000,000, 4,000,000, 5,000,000 y 10,000,000. Cada cantidad se inyecto en
5 ratones para probar su capacidad de formar tumor. Las células a inyectar
se mantuvieron en condiciones estériles y fueron preparadas el mismo dia

que se practicé la inoculacion.
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Para su identificacion los animales se marcaron con orificios en los pabellones
auriculares. Se pesaron y revisaron para registrar la aparicion de masas tumorales
cada tercer dia y se llevo un control de los incrementos en sus radios mayores y
menores. El desarrollo de tumor se evaluara durante un periodo maximo de 3
semanas. La evaluacion de la masa tumoral se determiné midiendo los diametros
maximos y minimos del tumor. Estos se midieron tres veces por semana con un
Vernier. El volumen del tumor se determindé con la férmula: L*W2/2. En su caso

se aplicaron criterios de punto final (Anexo2)

Grupos: Cada grupo estuvo conformado por 5 animales

*  Grupo 1: 1,500,000cels
* Grupo 2: 2,500,000cels
*  Grupo 3: 3,000,000cels
*  Grupo 4: 4,000,000cels
* Grupo 5: 5,000,000cels

* Grupo 6: 10,000,000cels

2. Estandarizacion del método de preparacion de alimento y cantidad de
alimento consumido en promedio por caja. Se verificd que fuera agradable
al paladar y digerible, asi como la seguridad de Ila nueva preparacion,

verificando infecciones, evacuaciones y peso.
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22 Etapa (Intervencion):

Al recibir los animales, inmediatamente se les asignd grupo (por caja de 5
animales) de forma aleatoria, las cajas se marcaron, asi como cada ratén y se
comenzo con la determinacion de la masa corporal. Durante el proceso de
pesado, las cajas se dejaron libre de comida, dejando solo el aporte de agua, el

cual siempre fue ad libitum. Al terminar con cada caja, procedimos a la preparacion

del alimento.

Grupos: Cada grupo estuvo conformado por 10 animales (5 ratones por caja)

* Grupo Control: Dieta Estandar.

* Grupo Intervencion: Dieta Suplementada desde el tiempo 0.

Preparacion del Alimento: La dieta se prepard en el Bioterio del Instituto

Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran

1. Se licuaron 40g de alimento estandar para raton, por caja. (Composicién de

Alimento Estandar para Ratén. Anexo3).

2. Se agregd AGPI o3 y se volvié a licuar, se sacé del vaso de licuadora y se

mezcléo homogéneamente con un mezclador eléctrico.

3. Finalmente se agregaron 15ml de agua estéril y se volvido a licuar para
lograr una consistencia firme, pero de masa.

4. Ya lista la mezcla, se procedié a formar bolas pequefas de alimento.

El alimento fresco se sirvid sobre la rejilla superior de la caja. Veinticuatro horas

mas tarde, se limpié la comida, se midié el consumo del dia y se ofrecié comida
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fresca con la intencion de reducir cambios organolépticos y cambios en el acido

graso.

La masa corporal se midié cada tercer dia hasta el final del estudio.

Inoculacion de Tumor: Al pasar 4 cuatro semanas de haber iniciado la
intervencion, se inyectd la suspensién de la linea celular MDA-MB-231, via
subcutanea un volumen de 100uL de RPMI sin suero fetal bovino y sin rojo fenol,
con una densidad celular de 5,000,000. Las células a inyectar se mantuvieron en
condiciones estériles y se prepararon el mismo dia que se practicé la

inoculacion.

Evaluacion de masa tumoral y masa corporal: Cada raton se peso y reviso para
registrar la aparicion de masas tumorales cada tercer dia y se llevd un control de

los incrementos en sus radios mayores y menores.

La evaluacion de la masa tumoral se determind midiendo los diametros maximos y
minimos del tumor. Estos fueron medidos tres veces por semana con un Vernier.
El volumen del tumor se determind con la férmula: L*W2/2. En su caso se

aplicaron criterios de punto final (Anexo 1)

Llegado al punto final, posterior a la necropsia se registré el peso humedo del
tumor. Las masas tumorales se fijaron con formalina para realizar estudios

histopatoldgicos con tincion estandar de hematoxilina/ eosina.
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Figura 8. Diseio Experimental
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VARIABLES:

VARIABLE DEFINICION DEINICION UNIDAD | TIPO DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE
A==l Cantidad de materia PEEe .n.eto en 9 Numérica
: condiciones )
en un objeto . Continua
estandar
DIETA Aﬁz?alrr:::zo 1. Suplementada NA Ordinal
2. Estandar Dicotdmica
CONSUMO . ENEMmEs ¢E mg »
z Cantidad de alimento Numérica
DIETETIC : : ) )
alimento consumido consumido en Continua
O
24hrs
TAMANO Dimension del L*W2/2 mm3 , .
Numérica
DEL Tumor Conti
TUMOR ontinua
PESO Masa del Tumor TieningHeé?nz?jL g Numeérica
TUMORAL Continua

Figura 9. Variables y Definiciones

Analisis Estadistico: Se realizo estadistica descriptiva utilizando Medias y DE. El
volumen de los tumores control comparados con el volumen de los tumores de
ratones suplementados en los mismos tiempos: t de Student para muestras no
pareadas. El volumen de los tumores del grupo control se comparé en sus
diferentes tiempos de desarrollo tumoral mediante el analisis estadistico del test t
de Student para muestras pareadas. La misma prueba se utilizé para analizar el
volumen de los tumores de los ratones suplementados de cada grupo

experimental.
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Consideraciones Eticas: Este protocolo fue elaborado de acuerdo con la guia
para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (Institute of Laboratory
Animal Resources Commission on Life Sciences National Research Council). Y fue
sometido al Comité Institucional de Investigacion Biomédica en Humanos y
Animales del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran y

quedo registrado con el No. de registro CIIBH: BQO-1289-14/14-1.

Pagina 36



RESULTADOS:

Fase l:

Experimentos de Densidad Celular para Generacion de Tumor:

Posterior a la inoculacién del tumor segun la técnica descrita, decidimos sacrificar

a los animales el dia 28, ya que el grupo 6 desarroll6 tumores muy grandes

causantes de dolor. Se comparo6 el desarrollo y volumen tumoral en el dia 28.

Considerando los resultados, de eligio la cantidad de 5 millones de células/raton

(grupo 5).

Figura 10. Eficiencia tumorigénica de las células MDA-MB-231.

Panel superior: Tabla de incidencia.

Panel Inferior: Imagenes representativas de los tumores obtenidos después de 28 dias.

Densidad Celular | No. de No. Tiempo de | Tamano | Signos | Ulceraci
Raton | Tumore | aparicion mms3 de on
s S ) Dolor | de
(dia 28) Tumor
Grupo 1: 5 0 NA NA NA NA
1,500,000cels
Grupo 2: 5 0 NA NA NA NA
2,500,000cels
Grupo 3: 5 0 NA NA NA NA
3,000,000cels
Grupo 4: 5 2 25 dias 0.102 NO NO
4,000,000cels
Grupo 5: 5 5 16 dias 2.72 NO NO
5,000,000cels
Grupo 6: 5 5 12 dias 3.876 Sl SI (3)
10,000,000cels
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m

Grupo 5: 5,000,000cels Grupo 6: 10,000,000cels

Tiempo: dia 28 Tiempo: dia 28

Experimentos de Seguridad Alimentaria:

Este experimento se realizé con la intencion de determinar la seguridad del

alimento administrado.

Dos ratones de un total de 30, desarrollaron infeccion en el ojo, lo suficientemente
importante como para ser sacrificado, sin embargo, creemos que dichas
infecciones se debieron a un problema con el conducto de aire del cuarto, por lo

que consideramos que el alimento es bioldgicamente seguro.
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Figura 11. Valoracion de la seguridad alimentaria.
Panel superior: Tabla de incidencia.

Panel Inferior: Imagenes representativas de sin infeccién ocular.

Densidad Celular No. de | Infecciones Diarrea Vomito | Signos de
Ratone Dolor
s

Grupo 1: 5 0 0 0 NO

1,500,000cels

Grupo 2: 5 1 (0jo) 0 0 NO

2,500,000cels

Grupo 3: 5 0 0 0 NO

3,000,000cels

Grupo 4: 5 1 (0jo) 0 0 NO

4,000,000cels

Grupo 5: 5 0 0 0 NO

5,000,000cels

Grupo 6: 5 0 0 0 NO

10,000,000cels
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Fase ll
Masa Corporal en Tiempos Clave:

Se determind la masa corporal total de cada raton con una bascula digital con

capacidad para 2kg y precision de 0.1g. Se realizé cada 3 dias.

Grupo Masa Corporal Semana 3 Man-Max p
: (9)
Media + DE (g)
w3 13.7+1.1 12.5-15.1 0.69
Control 13.3+0.6 12.8-14.1
Grupo Masa Corporal Semana 9 Min-Max p
(inoculacién) (9)

Media + DE (g)

w3 249+0.3 24.6 -25.3 0.57
Control 25.7+05 25-26.2
Grupo Masa Corporal Semana 14 Min-Max o]

: (9)
Media + DE (g)

w3 27.5+2.1 25.5-29.5| 0.03

Control 33.8+26 31.3-37

Figura 12. Cambio de Masa Corporal a lo largo del periodo con dieta
suplementada con w3. Se reporta la masa inicial a las 3 semanas, al momento de
la inoculacion con la suspension de células tumores 5x106 células/ratén a las 9
semanas y cuando los tumores alcanzan su tamafio maximo a las 14 semanas.

Los valores corresponden a promedio + DE.
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Crecimiento Tumoral:

Se midi6 el largo y ancho del tumor con un Vernier metalico, con precision de 1mm
y para determinar el volumen tumoral se utilizé la férmula L*W2/2. Se midieron

cada 3 dias, sin embargo se reporté semanalmente.

En el grupo control, todos los ratones (4/4) desarrollaron tumor, mientras que en el
grupo w3 sélo dos ratones lo desarrollaron (2/4). El tamano es significativamente
mas grande en el grupo control. Esta diferencia en la que los tumores de los
animales control fueron de 3.4 a 4.5g mas grandes que los de los animales con
dieta suplementada con w3 y se mantuvo hasta la semana 11 y 14. En promedio

los tumores de los animales del grupo control fueron 3.9 veces mas grandes.

Figura 13. Crecimiento tumoral en animales con dieta control o suplementada con
w3.

Panel superior: Se presenta el vol’'men tumoral evaluado a la semana(s) 11, 12, 13 y 14.

Panel Inferior: Imagenes de todos los animales sacrificados a las 14 semanas.

Grupo No. Mediay DE | Mediay DE Media y Media y
c.:‘Tumorgs (mmd) (mmd) DE DE
e"eGra oS S.1 S.12 (mm?3) (mm?3)
por rupo S.13 S.14
w3 2/4 0.22+0.26 0.51+0.58 0.84+0.98 | 1.24+1.44
(24%) (27%) (29%) (22%)
Control 4/4 0.92+0.27 1.89+0.74 2.89+1.26 | 5.54+3.19
(100%) (100%) (100%) (100%)
4.1x 3.7x 3.4x 4.5x
o] - 0.029 0.029 0.057 0.029
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A. Grupo con Dieta suplementada con AGPI w3

B. Grupo con Dieta Control
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DISCUSION:

Nuestros resultados muestran una disminucion clara en el crecimiento tumoral,
tras la implantacion de una linea de Ca. de mama en ratones Nu/Nu que tuvieron
una dieta con suplementacién de acidos grasos w3 vs aquellos alimentados con

una dieta convencional.

Estos hallazgos son compatibles con los reportados previamente por otros grupos,
quienes observaron una reduccion en la incidencia tumoral en ratones
transgénicos negativos para receptor de estrogenos MMTV-HER-2/neu4246, el
modelo de rata NMU receptor de estrégeno positivo, y el modelo de rata DMBA

receptor de estrégenos positivo.?’

El cancer es un proceso multifactorial y complejo, relacionado con factores
endogenos, pero también con factores exdgenos como el estilo de vida, dentro del
cual vemos que la actividad fisica, composicion corporal y la dieta, juegan un
papel importante. En cancer de mama, la evidencia epidemioldgica no es
contundente, sin embargo, cada vez hay mas datos de estudios preclinicos que
apoyan el hecho que los factores dietéticos tienen un papel importante en el

desarrollo y prevencion de este tipo de cancer.

Pensando en la traduccion de nuestros resultados a seres humanos, es importante
sefalar que la dosis requerida para lograr un efecto benéfico no ha quedado bien
establecida, a pesar de otros estudios previos con modelos diferentes pero con
resultados similares al nuestro. Esto se ve complicado aun mas, ya que entre
estudios varian las especies utilizadas, las fuente de AGPI w3, combinacion de
acidos grasos, via y tiempo de administracién. En el caso particular de este
estudio, se resalta la importancia de la suplementacion temprana ya que la
inclusion de estos acidos grasos en la dieta se dio desde temprana edad; a

partirse los 21 dias de vida.

Aunque los efectos observados han sido prometedores, determinar los

mecanismos por los cuales los AGPl w3 son capaces de mediar la inhibicién de
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carcinogénesis mamaria, requiere de mayor investigacion, y escapa de los
objetivos de este estudio piloto.

Los mecanismos de accion por los cuales estos acidos grasos tienen un efecto
benéfico en el desarrollo y crecimiento de cancer de mama, han sido objeto de
estudio previamente, sin embargo aun no han quedado bien establecidos.
Estudios en animales e in vitro, muestran que se ven implicados en varias vias
complejas relacionadas con carcinogénesis, proliferacion y muerte celular,

observando que los AGPI w3 pudieran ser efectivos en interrumpir estos procesos.

Por otro lado, existen factores de riesgo a nivel sistémico que pudieran alterarse
en pacientes con dietas ricas en AGPl w3 y que pudieran reducir el riesgo de

cancer de mama:

+ Dietas elevadas en densidad energética, entre otros muchos factores,
reducen la edad de menarca; y la menarca temprana es un factor de riesgo
bien establecido para cancer de mama.

* Niveles altos de estrégenos enddgenos después de la menopausia es un
factor de riesgo para cancer de mama. Existe relacion entre la grasa
dietética y la produccion enddgena estrogénica. Dietas bajas en grasa
generalmente se asocian con un alto consumo de fibra, la cual puede
ayudar a reducir la absorcion intestinal de dichos estrégenos. En mujeres
premenopausicas, existe poca evidencia con respecto a los niveles
estrogénicos en suero, consumo de grasa y riesgo de cancer de mama.

« Un mecanismo alternativo por el cual los acidos grasos de la dieta pueden
influir los niveles de hormonas esteroideas es que el incremento de los
acidos grasos libres en el suero pueden desplazar el estradiol de la
albumina, incrementando las concentraciones libres de estradiol. Sin
embargo, las concentraciones séricas de globulina de unién a hormonas
esteroideas son mas determinantes en la proporcion de estradiol que pude
entrar en las células epiteliales de la mama. Los niveles de estas globulinas

disminuyen con el incremento en el IMC y la resistencia a la insulina.
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En el caso de nuestro estudio, a pesar que existié una diferencia en el peso de los
ratones, esta se observo posterior a la implantacion del tumor, por lo cual no
habria que suponer que una diferencia previa en el peso fue la causante del

resultado benéfico obtenido.

Es importante sefalar que en este experimento se utilizé una linea celular humana
triple negativo (MDA-MB-231), la cual se caracteriza por ser un tumor mas
agresivo, y esto en cierto sentido exalta la importancia de nuestros resultados. Por
otro lado, la falta de expresion de Her2/Neu en estos tumores, obliga a pensar que
por lo menos en este modelo el mecanismo de accién de los AGPI w3 no involucra
vias de senalizacion dependiente ni de Her2/Neu ni del receptor de estrogeno alfa
(ER2) o del receptor de progesterona beta (PRb).

Nuestro estudio no permite establecer un potencial efecto adyuvante de los acidos
grasos w3 en el tratamiento del Ca. de mama, sin embargo, el potencial de utilizar
una estrategia nutricional, que ayude a eliminar células malignas, sin dafar células
normales o sanas, representa una ventana de oportunidad para coadyuvar con el
tratamiento médico sin incrementar la toxicidad, para esto es necesario entender
con mayor detalle los mecanismos de accidon, y experimentos adicionales que

permitan explorar esa posibilidad.

Para establecer claramente el papel de la suplementacion con acidos grasos w3
en la dieta como prevencion de cancer se requieren ensayos clinicos
aleatorizados grandes y estudios epidemioldgicos, sin embargo, es importante
sefalar que estos son dificiles de controlar por el numero tan grande de factores y
variables implicados. A pesar de esto, como profesionales de la salud, la
prevencion del cancer es una tarea importante, que debe constituir una prioridad
para todos los que trabajan en beneficio del interés publico en los ambitos
internacional, nacional y comunitario. Los estilos de vida saludable, entre ellos la
buena alimentacion y la actividad fisica, pueden desempefar un papel
trascendental en la prevencion. La informacion provista por este tipo de ensayos
experimentales, y que sugiere una interaccion gen-nutrimento, de gran importancia
en la patologia de la glandula mamaria, puede contribuir con la medicina

preventiva.
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Esto los propone como excelentes candidatos para estudios de prevencion
primaria y secundaria en pacientes con riesgo alto, asi como en sobrevivientes de

cancer.
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ANEXO 1: CRITERIOS DE DOLOR Y EUTANASIA

Categoria . Signos Valoracion = Puntuacion
Peso corporal - Normal 0
< 9% pérdida 1
10-15% pérdida 3
. > 16% pérdida 8
Apariencia - Normad 0
Acicalado pobre 1
Pelaje descuidado, descarga
nasalocular, diarrea 3
Pelaje mal estado, postura anormal
anemia, icericia, hemorragia 8
centrales, letargia marcada y
. persistente 7
Constantes - Normal 0
vitales - Modificaciones ascasas 1
- Cambio temperatura 1-2°C,
' taquicardiaftagquipnea > 30% 2
Cambio de temperatura > 2°C
| taquicardiaftaquipnea > 50% o muy
_ reducida 8
Comportamiento Normal 0
- Cambios leves 1
Anormal, movilidad reducida, alena
- reducida, inaciivo =
Vocalizacion, automutilacion,
Inmovil 8
Tembior cabeza. trémor,
. paralisis, conwvulsion,
marcha en circulos, ataxa 10
Comportamiento Normal 0
enrespuestaa  Depresion leve o respuesia
estimulos . exagerada 1
. Respuesias anormales moderadas 3
Reacciones violentas, convulsiones
O coma 10
RATA Peso corporal (gri/Didgmeltro (cm)
Pesoltamafo
tumor SC0 400 300 200 100gr
20 18 1.8 1.3 1.1icm 2
40 36 3.0 26 23cm 5
6,0 55 45 40 35cm 10
RATON Peso corporal (gri/Didmetro (cm)
Peso/tamafo
tumor 75 S0 2Sgr
10 08 0O07cm 2
20 17 14cm 5
30 25 20cm 10
* Eutanasia recomendada si > 10 punios
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ANEXO 2: CRITERIOS PARA PUNTO FINAL

El criterio para evaluar el desarrollo de tumor tendra punto final cuando el ratén

presente alguna de las siguientes caracteristicas:

* Disminucién de masa corporal de >20%.

+ Se observe falta de movilidad, letargia u otros cambios semejantes en el
comportamiento.

* Hayan transcurrido 8 semanas después de la inoculacién.

e Crecimiento de la masa tumoral sea mayor al 5% del peso corporal del
animal

(aproximadamente 17 mm).
* Presencia de trauma autoinflingido.
« Cuando la palpacion del tumor induce respuesta dolorosa.

 En el caso de tumores superficiales: presencia de ulceracion, necrosis o
infeccion.

* Ulceracion de tumor.

La eutanasia se practicara con anestésico inhalado en altas concentraciones
dentro de una camara dedicada a este procedimiento con el fin de causar

depresidn cardiorrespiratoria y evitar prolongar el dolor en los animales.

Los cadaveres primero se almacenaran en bolsas sellables y bolsa para residuos

soélidos patoldgicos y se entregaran a quien corresponda para su desecho.
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ANEXO 3: COMPOSICION DE ALIMENTO ESTANDAR PARA RATON

Componente Porcentaje
Proteina cruda (caseina, metionina, 20%
Grasa cruda (aceite de maiz) 9.81%
Fibra cruda (dextrosa, pectina o 2.15%
celulosa)

Fuente: Bioterio C’;n‘tr-gl:-_lﬂg 230'5“minas) Fuente: Bioterio Central - IﬁS ;&‘)8/ ]
Consumo diario de alimento 3-6g
Consumo diario de agua Libre

Esta debe cubrir las necesidades de crecimiento, gestacion, lactancia y
mantenimiento del ratén. Se revisara que el alimento tenga fecha de elaboracion,
caducidad y certificado de analisis quimico proximal y microbioldgico por cada lote,
para comprobacion de ser un alimento libre de aditivos, drogas, hormonas,

antibidticos, pesticidas y contaminantes patogenos.

Provisiéon de Agua:

Ad Libitum. Debe ser renovada en forma total cada dos dias, eliminando todo
contenido residual del frasco de bebida. Y los frascos de bebida deberan ser
lavados y desinfectados por o menos una vez por semana, los picos seran

observados y lavados con cepillo periodicamente para evitar el taponamiento.
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