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RESUMEN

El cancer de pulmén es actualmente el cancer con mayor indice de mortalidad en todo el
mundo, a menudo se diagnostica en una etapa avanzada y tiene un mal prondstico. Se ha
demostrado que la dieta es un factor importante que contribuye al riesgo y la mortalidad
de varios tipos de cancer. La ingesta de PUFA (4cidos grasos poliinsaturados del inglés
Polyunsaturated fatty acids) de tipo w-3 (omega 3) y w-6 (omega 6) juega un papel
importante en el riesgo y la progresion del cancer. Las poblaciones occidentales actuales
tienen un alto consumo de PUFA de tipo w-6 con una proporciéon w-6/w-3 de 20:1. Este
alto consumo de PUFA de tipo w-6 esté relacionado con un mayor riesgo y progresion del
cancer. Sin embargo, no se ha investigado si una dieta rica en PUFA de tipo w-6 puede
contribuir al cambio de fenotipo de agresividad tumoral. Por lo tanto, en este trabajo
evaluamos el efecto de una dieta rica en PUFA w-6, en un modelo murino de carcinoma
pulmonar y su relaciéon con las oxilipinas. Los ratones alimentados con una dieta rica en
w-6 presentaron un cambio de fenotipo en comparacién con una dieta balanceada (w-
6/w-3 1:1) o con la dieta control (w-6/w-3 4;1), caracterizada por células poliédricas
cuboides que presentan displasia, con nudcleos enormes y nucleolos aparentes y
aciddfilos, asi como un marcado aumento en la proliferacion, la angiogénesis y los
marcadores proinflamatorios, y una disminucién en la expresion de proteinas pro-
apoptéticas en sus tumores. El perfil de oxilipinas revel6 un incremento de varias
oxilipinas protumorales en los animales alimentados con una dieta rica en PUFA de tipo
w-6, incluidas PGs (prostaglandinas del inglés prostaglandins), HETEs (acidos hidroxi
eicosatetraenoicos del inglés hydroxy-eicosatetraenoic acids) y HODEs (acidos hidroxi
octadecadienoicos del inglés hydroxyoctadecadienoic acids). Estos resultados
demuestran por primera vez que la alta ingesta de PUFA de tipo w-6 en la dieta aumenta
la malignidad de las células tumorales por cambios histoldgicos que incluyen
desdiferenciacién tumoral, asi como un aumento de la proliferacién celular, la
angiogénesis, y la expresion de marcadores como NF-kB (Del inglés Nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), YY1 (factor de transcripcion Yin
Yang 1), COX-2 (ciclooxigenasa 2 del inglés cyclooxygenase 2) y TGF-B (factor de

crecimiento transformante beta del inglés transforming growth factor beta).
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ABSTRACT

Lung cancer is currently the deadliest cancer worldwide, is often diagnosed at an
advanced stage and has a poor prognosis. Diet has been shown to be an important factor
contributing to the risk and mortality of several types of cancer. Intake of type w-3 (omega-
3) and w-6 (omega-6) PUFAs (polyunsaturated fatty acids) plays an important role in
cancer risk and progression. Current Western populations have a high intake of w-6 type
PUFAs with an w-6/w-3 ratio of 20:1. This high consumption of type w-6 PUFAs is related
to an increased risk and progression of cancer. However, it has not been investigated
whether a diet rich in w-6 type PUFAs can contribute to the change in tumor
aggressiveness phenotype. Therefore, in this study we evaluated the effect of a diet rich in
w-6 PUFA, in a murine model of lung carcinoma and its relationship with oxylipins. Mice
fed a diet rich in w-6 showed a change in phenotype compared to a balanced diet (w-6/w-
3 1:1) or the control diet (w-6/w-3 4;1). ), characterized by polyhedral cuboidal cells that
present dysplasia, with enormous nuclei and apparent and acidophilic nucleoli, as well as
a marked increase in proliferation, angiogenesis and proinflammatory markers, and a
decrease in the expression of pro-apoptotic proteins. The oxylipin profile revealed an
increase in several protumoral oxylipins in animals fed a diet rich in w-6 PUFAS, including
PGs (prostaglandins), HETEs (hydroxy-eicosatetraenoic acids), and HODEs
(hydroxyoctadecadienoic acids). These results demonstrate for the first time that high
intake of w-6 type PUFA in the diet increases the malignancy of tumor cells by histological
changes including tumor dedifferentiation, as well as increased cell proliferation,
angiogenesis, and expression. of markers such as NF-kB (Nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells), YY1 (transcription factor Yin Yang 1), COX-2

(cyclooxygenase 2) and TGF-f (transforming growth factor beta).
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1. INTRODUCCION

1.1 Cancer de pulmon

El cancer de pulmon es la principal causa de mortalidad por cancer alrededor del mundo.
En 2020 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) informé 2, 206,771 nuevos casos y
1,796,144 muertes para ambos sexos (Figura 1) [1]. El cancer de pulmoén presenta una
tasa de supervivencia a cinco afios de un 56% cuando estéa localizado, cuando no es asi
se reduce a 18.6%. Unicamente el 16% de los pacientes con cancer de pulmoén son
diagnosticados en una etapa temprana, cuando existe metastasis a otros érganos la tasa
de supervivencia a cinco afios se reduce a 5%, mas de la mitad de los pacientes con
cancer de pulmoén mueren dentro del primer afio de diagndéstico [2]. En México, segin un
informe de SNIEG-INEGI en 2019, la taza de defuncién a causa de tumores malignos de
traquea, bronquios y pulmén ocupd los primeros lugares, representando el 8% de la
poblacion masculina de 30 a 59 afios y el 11% de hombres con 60 afios y mas, asi como
el 7% de la poblacion femenina de 60 afios y mas [3]. La mayoria de las neoplasias
malignas de pulmén son carcinomas de pulmén de células no pequefias (85%), que
incluyen adenocarcinoma (60%), carcinoma epidermoide (20%) y carcinoma de células
grandes (5%), el 15% restante corresponde a carcinomas de pulmén de células pequefias
[4]-[6]. A pesar de los avances en la deteccion y las mejoras en el estandar de atencion,
el cancer de pulmén frecuentemente se diagnostica en una etapa avanzada y tiene un
mal prondstico [7]. Aunque la combinacion de reseccién y quimioterapia, asi como la
inmunoterapia, pueden mejorar la supervivencia, el prondstico del cancer de pulmén sigue
siendo malo [8], [9]. De manera relevante, la dieta es reconocida como un importante
factor que repercute en el riesgo y mortalidad de varios tipos de cancer [10]. Incluido el
consumo de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) de tipo w-3 y w-6 [11].
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A Numero estimado de muertes en 2020, alrededor del mundo, ambos sexos, todas las edades

Pulmén
1796 144 (18%)

Otros tipos de cancer
3932 768 (39.5%)
Colorrectal
935 173 (9.4%)

Higado
830 180 (8.3%)

Pancreas

466 003 (4.7%) B
Esofago Mama
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Total: 9958133

Estomago
768 793 (7.7%)

B Tasas estimadas de mortalidad estandarizadas por edad alrededor delmundo en 2020, ambos sexos, todas las edades

.

ASR (Mundo) por 100 000

2212

15.0-21.2

83-15.0

35-83 B Noaplicable
<35 No hay datos

Figura 1. indice de mortalidad por cancer de pulmén alrededor del mundo. A. Grafica
de pastel con el numero estimado de muertes en 2020, alrededor del mundo, ambos
sexos, todas las edades. B. Tasas estimadas de mortalidad estandarizadas por edad
alrededor del mundo en 2020, ambos sexos, todas las edades [1].

1.2 Acidos grasos poliinsaturados (PUFA)

Existen tres tipos de acidos grasos naturales de acuerdo con el nimero de dobles enlaces
carbono-carbono presentes en sus cadenas laterales: saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados (PUFA). En particular, los PUFA son acidos grasos que contienen de 14 a
20 o mas atomos de carbono con varios enlaces dobles. Los PUFA son una parte
importante de los fosfolipidos de todas las membranas celulares [12]. En 1929, Burr y
colaboradores demostraron que los acidos grasos poliinsaturados linoleico y linolénico
son componentes dietéticos esenciales [13], [14]. Los PUFA se clasifican como acidos

grasos de tipo w-3 0 w-6 segun la posicién del primer enlace insaturado del grupo metilo
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terminal. Los PUFA de tipo w-3 incluyen el acido a-linolénico (ALA) (18:3n-3), el acido
eicosapentaenoico (EPA) (20:5n-3) y el &cido docosahexaenoico (DHA) (22:6n-3),
mientras que los PUFA de tipo w-6 incluyen principalmente el acido linoleico (LA) (18:2n-
6), el acido y-linolénico (GLA) (18:2n-6) y el acido araquidonico (ARA) (20:4n-6). El LA es
el acido graso poliinsaturado mas abundante en la naturaleza, y se puede encontrar
principalmente en los aceites de semillas como la soja, girasol, cartamo y en el germen de
trigo, uva, cadhamo, maiz y algodon. EI ALA se encuentra en niveles elevados en
vegetales de hojas verdes, semillas de lino, nueces y aceite de canola [15], [16]. El LA se
puede convertir indirectamente en ARA en el cuerpo y es el principal PUFA en la dieta
occidental, que comprende mas del 85% de la ingesta de los PUFA [17]. El ALA se
convierte in vivo en EPA y DHA [18]. El EPA y el DHA se encuentran en los mariscos vy,

en particular, en los aceites de salmon, atin, sardina, caballa y krill [19].

Los PUFA, por reacciones oxidativas, producen oxilipinas, las cuales son metabolitos
esenciales en nuestro organismo. Existen tres vias que pueden formar las oxilipinas: la
via de la ciclooxigenasa (COX), la via de la lipoxigenasa (LOX) y la via del citocromo
P450 (CYP450). El metabolismo de ARA a través de la via COX genera prostaglandinas
(PGE>) y tromboxanos de la serie 2 (TXAz) [20]. Mientras que el metabolismo de ARA a
través de las vias LOX genera 4cidos hidroperoxil-eicosatetraenoicos (HpETE), que se
convierten rapidamente en acidos grasos hidroxi-eicosatetraenoicos (5-12- y 15-HETE)
empleando la glutation peroxidasa. Los leucotrienos de la serie 4 (LTB4, LTC4, LTD4) se
generan al mismo tiempo [21]. Ademas, los leucotrienos de la serie 4 también se pueden
generar a partir de 5-HpETE (acido 5-hidroperoxil-eicosatetraenoico) mediante la via de
LOX [22]. La tercera via involucra a las enzimas del citocromo P450, que pueden tener
actividad w-hidroxilasa o epoxigenasa. El metabolismo de ARA por la w-hidroxilasa da
como resultado la formacién de 19- y 20-HETE (acido 20-Hidroxi-eicosatetraenoico),
mientras que la actividad de la epoxigenasa conduce a cuatro cis-acidos epoxi-
eicosatrienoicos (EETs) que pueden convertirse en &cidos dihidroxi-eicosatetraenoicos
(DIHETES) por la enzima epo6xido hidroxilasa (EHs). Por otro lado, el EPA es el precursor
de las prostaglandinas de la serie 3 (PGEs, PGF3), tromboxanos (TXAs), resolvinas,
protectinas y maresinas a través de la via COX. Mientras que la via LOX produce los
leucotrienos de la serie 5 (LTBs, LTCs, LTDs). La via CYP450 a través de la w-hidroxilasa
genera HEPEs (acidos hidroxi-eicosapentaenoicos) y la actividad de la epoxigenasa
genera EpETEs (&cidos epoxieicosatetraenoicos), que se pueden convertir en acidos
dihidroxieicosatetraenoicos (DIHETE) [23] (Figura 2).
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Figura 2. Vias de sintesis de oxilipinas a partir de EPA y ARA. Los &cidos grasos
polinsaturados de tipo w-3 incluyen el acido a-linolénico (ALA), el &cido
eicosapentaenoico (EPA) y el &cido docosahexaenoico (DHA), el metabolismo de EPA por
la ciclooxigenasa (COX) conduce a la formacion de prostaglandinas de serie 3 (PG) y
tromboxanos de la serie 3 (TX), la via de la lipoxigenasa (LOX) genera leucotrienos de la
serie 5 (LT) y las epoxigenasas del citocromo P450 (CYP2) conducen a la formacién de
acidos epoxieicosatetraenoicos (EpETES), los EpETEs se metabolizan por la epodxido
soluble hidrolasa (EHs) para formar los dioles de éacidos grasos denominados &cidos
dihidroxieicosatetraenoicos (DIHETE), la CYP4 genera &cidos hidroxieicosapentaenoicos
(HEPE). Por otro lado, los PUFA de tipo w-6 incluyen el acido linoleico (LA), el acido y-
linolénico (GLA) y el acido araquidonico (ARA). El metabolismo del ARA a través de la via
de COX genera prostaglandinas (PG) y tromboxanos (TX) de serie 2, mientras que a
través de la via LOX genera leucotrienos de serie 4, la w-hidroxilasa produce &cidos
hidroxieicosatetraenoicos (HETE), mientras que la actividad de la epoxigenasa conduce a
acidos epoxi-eicosatrienoicos (EET) que pueden convertirse en acidos dihidroxi
eicosatetraenoicos (DIHET) mediante la enzima epoxi-hidroxilasa (sEH) [24].

1.3 Consumo de PUFA de tipo w-3 y w-6 en el mundo

En general, se considera que una cantidad balanceada de PUFA en la dieta tiene efectos
beneficiosos para la salud. Los PUFA de tipo w-3 y w-6 tienen efectos opuestos en las
funciones metabdlicas de nuestro cuerpo. Los derivados eicosanoides de ARA (PUFA de
tipo w-6) son generalmente proinflamatorios y estan involucrados en varios procesos
patolégicos como la aterosclerosis, el asma bronquial y la enfermedad inflamatoria
intestinal [25]. Los derivados de eicosanoides de EPA (PUFA de tipo w-3) son
predominantemente antiinflamatorios, pueden inhibir la agregacién plaquetaria y son
terapéuticos en algunas condiciones clinicas como enfermedades vasculares,

hipertension, diabetes mellitus, sindrome metabdlico, psoriasis, eczema, dermatitis
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atépica, enfermedad coronaria, cardiopatia coronaria, aterosclerosis y cancer [23]. Por lo
tanto, una proporcion equilibrada de PUFA w-3 y w-6 en la dieta es necesaria para la

salud.

La proporcion dietética recomendada de PUFA w-6/w-3 para obtener beneficios para la
salud es de 1:1-2:1. Sin embargo, la poblacién occidental actual tiene un alto consumo de
PUFA de tipo w-6 (los alimentos ricos en PUFA w-6 incluyen los aceites de semillas: soja,
girasol, cartamo y en el germen de trigo, uva, caflamo, maiz y algodon) [15], [16], con una
proporcion de w-6/w-3 de 15:1 a 16,7:1 [26]. En México un estudio de 2011 revel6 que la
ingesta de w-6/w-3 es de 18:1 [27]. Las estadisticas globales que cuantifican el consumo
global de grasas y aceites dietéticos clave por pais, edad y sexo entre 1990 y 2010
revelan que, en 2010, la ingesta media global de grasas w-3 de pescados y mariscos fue
de 163 mg/dia, con una variacion regional significativa (50 a 700 mg/dia) y variacion
nacional (5 a 3 886 mg/dia). Las ingestas mas altas se observaron en Islandia (1189
mg/dia), Barbados (1178 mg/dia), Jap6n (995 mg/dia), Maldivas, Seychelles, Dinamarca,
Malasia, Corea del Sur y Tailandia [28]. En otro estudio global de 1980 a 2016, Stark y
col., informaron que las regiones con altos niveles de EPA y DHA en la sangre (> 8%)
incluyeron el este de Asia, Escandinavia y areas con poblaciones indigenas o poblaciones
que no se adaptaron completamente a los habitos alimentarios occidentalizados. Por el
contrario, se observaron niveles sanguineos muy bajos de EPA (<4 %) en América del
Norte, América Central y del Sur, Europa, Oriente Medio, Sudeste Asiatico y Africa [29].
En los Estados Unidos, el consumo per capita estimado de aceite de soja (la principal
fuente de LA, w-6) aumentd 1000 veces entre 1909 y 1999. La disponibilidad del LA
aumento del 2,79 % al 7,21 %, mientras que la disponibilidad de ALA (PUFA de tipo w-3)
aumento del 0,39 % al 0,72 % De manera similar, la proporcién de LA a ALA aument6 de
6.4 a 10.0 en el mismo siglo [30]. Estos estudios sugieren un bajo nivel de consumo de
PUFA de tipo w-3 en la mayor parte del mundo; este desequilibrio del consumo de w-3/w-
6 podria conducir potencialmente a problemas de salud (Tabla I).

Tabla |. Proporciones del consumo de PUFA de tipo w-3/w-6 en diferentes
poblaciones

Poblacion ®-6/0-3
Grecia 1-2:1
Japén 4:1
Reino Unido y Norte de Europa 151
EUA 20:1
México 18:1
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1.4 Efecto de los PUFA de tipo w-3y w-6 en cancer de pulmén

Estudios in vitro

Existen diversos estudios que han evaluado el efecto de los diferentes PUFA en distintos
tipos de lineas celulares de cancer de pulmon. Por ejemplo, Begin y col., informaron que
el LA, GLA (acido gamma-linolénico), DGLA (4cido dihomo-gamma-linolénico), ARA, ALA
(4cido a-linoleico) y EPA causaron la muerte de las células de cancer de pulmén A549,
ademas ARA y EPA redujeron su tasa de proliferacion [31]. Ademas, Trombetta y col.,
demostraron que el tratamiento con ARA y DHA redujo la proliferacién de las células
A549, el efecto se atribuyd a la peroxidacion de lipidos, la induccion de PPARp vy
(Receptor activado por proliferador de peroxisomas gamma), y la inhibicion de AP-1 [32].
Por otro lado, Muzio y col., presentaron que la administracion de EPA y DHA en células
de cancer de pulmén A427 también decrementaba el crecimiento celular e incrementaba
la peroxidacion de lipidos. Estos efectos se atribuyeron a un decremento de TNFa asi
como un incremento de PPARa [33]. Conjuntamente, Zajdel y col., descubrieron que la
actividad antitumoral de los PUFA de tipo w-3 en células A549 esta asociada con su
capacidad para inducir especies reactivas de oxigeno (ROS) y desencadenar la apoptosis
y la autofagia [34]. Ademas, Yin y col., encontraron que el DHA no solo induce la
apoptosis en las células A549, sino que también suprime la invasién y metastasis. Todos
estos efectos se asociaron con la producciéon de ROS en la células cancerosas [35].
Asimismo, Kim y col., describieron que el DHA induce la apoptosis a través de la
inactivacion de mTOR regulada por AMPK y Akt en células LLC [36]. Acorde con todos
estos hallazgos, Serini y col., encontraron que el tratamiento con DHA en las células
Mv1Lu, A549 y BEN indujo un efecto apoptético mediado por la actividad de la fosfatasa
MKP-1 [37].

Por otro lado, existen estudios que demuestran que las oxilipinas derivadas de estos
PUFA tienen importantes efectos anti-tumorales. Por ejemplo, Yang y col., demaostraron
que el aumento de los niveles de PGE3; se correlacionaba con un aumento de la proteina
COX-2, asi como con la inhibicién de la proliferacion de células A549 [38]. En un estudio
complementario los autores sefialan que la formacion de PGEs, inhibe el crecimiento
tumoral al disminuir la fosforilacion de la proteina quinasa B (PAKt) [39]. Ademés, Lee y
col., observé que la resolvina D1 (RvD1) y la resolvina D2 (RvD2) inhiben la transicion

epitelio mesenquima (TEM) inducida por TGF-p1 [40]. Otros estudios con lineas celulares
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de céancer de pulmoén demuestran que EPA, DHA y sus prostaglandinas derivadas
generan efectos anti-proliferativos e inducen apoptosis [41]. Ademas, en un estudio in
vitro, Ling y colaboradores describieron que la inhibicion del metabolismo de ARA por un
triterpenoide natural, el acido paquimico (PA) en células A549 produjo la inhibicién del
crecimiento, apoptosis y alteracion del potencial de la membrana mitocondrial, en parte a
través de la inhibicion de las vias de sefalizacion de MAPK y NF-kB [42]. Conjuntamente,
Xia y col., demostraron que la reduccion de la relacion PUFA w-6/w-3 en las células A549
disminuyd su potencial invasivo, mediante la inhibiciébn de varios genes relacionados con
la adhesién/invasion (MMP-1, integrina-alfa2 y nm23- H4) [43]. Por el lado contrario, Yu y
col., demostraron que la sobreexpresion de CYP450 w-hidroxilasa CYP4A1l aumenta los
niveles de 20-HETE, lo que promueve la angiogénesis y la metastasis mediante la
regulacion positiva de VEGF y MMP9 en células A549 [44].

En resumen, todos estos estudios con lineas celulares de cancer de pulmén demuestran
qgue los PUFA de tipo w-3 y sus oxilipinas contribuyen a un efecto anti-tumoral
principalmente mediado por una reduccién de la proliferacién y la invasién, asi como un
incremento en la apoptosis. Por el lado contrario los metabolitos de PUFA de tipo w-6

promueven la angiogénesis y la metastasis ejerciendo un efecto pro-tumoral.

Estudios in vivo

Con respecto a los modelos experimentales, diversos grupos de trabajo han demostrado
la participacion de los PUFA en diversos procesos tumorales del cancer de pulmén. Por
ejemplo, Kim y col., presentaron en un modelo de cancer de pulmén con ratones C57BL/6
gue presentaban el gen transgénico Fat-1 (el cual produce PUFA de tipo w-3 a partir de
una dieta w-6), que la administracion de DHA induce un decremento del volumen tumoral
asi como apoptosis y autofagia en las células tumorales a través de la inactivacién de
MTOR regulada por AMPK y PI3K /Akt [36]. Adem&s, Mouradian y col., indicaron en un
modelo de xenoinjerto con células A549, que los animales alimentados con DHA
presentaron una disminucion del complejo HSP90-P23, asociandolo con niveles
disminuidos de las proteinas ErbB2 y HIF-1a [45]. Conjuntamente, Panigrahy y col.,
demostraron que la administracion de los &cidos epoxieicosatrienoicos (EET) en un
modelo de xenoinjerto con células LLC en ratones C57BL/6, estimulan el crecimiento del

tumor primario, la metastasis multiorganica y el escape de la latencia tumoral [46]. En un
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estudio posterior, Zhang, G y colaboradores, evaluaron los efectos de los EDP y los EET
en este mismo modelo murino. Cuando se coadministraron EDP y EET con un inhibidor
de la enzima epo6xido hidrolasa, el acido trans-4-[4-(3-adamantan-1-il-ureido)-
ciclohexiloxi]-benzoico (t-AUCB), los 16,17-EpDPE y el 19,20-EpDPE inhibieron el
crecimiento del tumor primario asi como las metastasis, mientras que los EET aumentaron
la angiogénesis y la progresién tumoral [47]. Por otro lado, Yang y col., presentaron en un
modelo con ratones macho BALB/c (nu/nu) que los acidos EPA y DHA inhiben la
proliferacién de células A549 (alta expresiéon de COX-2) en comparacion con las células
H1299 (baja expresion de COX-2), correlacionando los efectos antiproliferativos de los
PUFA de tipo w-3 con el nivel de la enzima COX-2 [48]. Conjuntamente, Mouradian y col.,
encontraron en un modelo con ratones macho Ncr (nu/nu) y células A549, que el aumento
en la concentraciéon de LA conduce a una mayor actividad de COX-2 y, por lo tanto, a una
mayor produccion de PGE:, lo cual genera un incremento de la proliferacion celular. Por el
contrario, cuando se administr6 DHA se observo un efecto contrario, una disminucion de

la proliferacion celular [49].

Ademas de los modelos que evallan directamente la participacion de los PUFA en el
cancer de pulmon, existen otros estudios que se han enfocado en otros tipos de cancer,
pero ademas evallan las metastasis a pulmén. Entre estos estudios Goldfarb y col.,
analizo los efectos de los PUFA de tipo w-3 y w-6 en un modelo de metastasis con células
de adenocarcinoma mamario (MADB106) en ratas macho, encontrando una disminucién
de las metastasis pulmonares en las ratas que recibieron dieta rica en PUFA de tipo w-3
en comparaciéon con las alimentadas con w-6. Ademas, describieron que las ratas
alimentadas con una dieta rica en PUFA de tipo w-3 tenian un mayor nimero de células
NK y estas presentaban mayor citotoxicidad, mientras que los PUFA de tipo w-6
generaban supresion de la actividad de estas células [50]. Similarmente, Roy y col.,
evaluaron el papel de la docosahexaenoil etanolamida (DHEA), un compuesto derivado
del DHA, en un modelo de osteosarcoma, encontrando que el aumento de estos EDP-EA
(ep6xidos de docosahexaenoil etanolamida) presentan un efecto antiinflamatorio y
antiangiogénico, asi como wuna disminucion de las metastasis en pulmén [51].
Recientemente nuestro grupo de trabajo encontré que los epéxidos derivados de la via
TCDD/AHR/CYP1s/sEH pueden impactar en el crecimiento tumoral y metastasis en un
modelo murino de carcinoma de pulmén, dependiendo de los niveles de PUFA de tipo w-3

y w-6 que consumian. Los ratones que recibieron una dieta rica en w-6 (w-6/w-3 20:1)
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presentaron un incremento del volumen tumoral, asi como de las metastasis a pulmén
(estos efectos se atribuyeron al incremento en la proliferacion y angiogénesis) mientras
que los animales con dieta balanceada (w-6/w-3 1.1:1) presentaron una disminucion del
crecimiento tumoral e inhibicion de metastasis (que se relacioné con un incremento en la

apoptosis) [52].

En conclusién, las evidencias generadas en modelos experimentales con de cancer de
pulmén demuestra que los PUFA de tipo w-6 y sus oxilipinas presentan un efecto pro-
tumoral denotado por un incremento del volumen tumoral, metastasis, angiogénesis y
proliferacién celular. Por el lado contrario los PUFA de tipo w-3 presentan un efecto
contrario al inhibir estos procesos y ademas potenciar la apoptosis en los animales. Estos
hallazgos son consistentes con los datos observados en los modelos in vitro.

Estudios en pacientes

Particularmente en estudios clinicos de cancer de pulmoén, el consumo de w-3 se ha
asociado con un incremento en la respuesta a la quimioterapia y una reduccién en los
efectos secundarios que esta ocasiona como anorexia, fatiga y sarcopenia [11], [53]-[55].
En este contexto, Murphy y col., informaron que los pacientes que recibieron suplementos
de &cidos grasos de tipo w-3 no presentaron sarcopenia en comparacién con quien no
recibié suplementacion [56]. Ademas, Meij y col., analizaron los efectos de los PUFA de
tipo w-3 en 40 pacientes con NSCLC en etapa lll, encontrando que los acidos grasos de
tipo w-3 podian reducir la anorexia, la caguexia y la pérdida de peso, asi como mejorar la
concentracion, la memoria [57], la ingesta nutricional y el balance energético [58].
Conjuntamente, un metaanalisis realizado por Liao y colaboradores concluyd que una
dosis de alrededor de 1 gramo por dia de EPA al 60% tiene efectos beneficiosos sobre la
depresion en este tipo de pacientes [59]. Entre los mecanismos gque apoyan los efectos
antidepresivos de los PUFA de tipo w-3, se encuentran la inhibicion de citocinas
proinflamatorias asi como el mantenimiento de la integridad y fluidez de la membrana de
las neuronas, lo que puede mejorar la neurotransmisiéon [60]. Los resultados de otros
estudios demostraron que los PUFA de tipo w-3 pueden tener un impacto beneficioso en
el estado nutricional, la calidad de vida y la actividad fisica [57], [58], asi como una
reduccion de los indices inflamatorio y oxidativo [61], y una disminucién de la fatiga y la

neuropatia en pacientes con NSCLC [62]. En el caso de los PUFA de tipo w-6 Liu y
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colaboradores, demostraron que los pacientes con adenocarcinoma y carcinoma
epidermoide de pulmén presentaban altos niveles de ARA, LA y sus metabolitos de tipo
hidréxido en comparacién con los controles asociandolos como posibles marcadores de la
enfermedad [63].

Toda esta evidencia demuestra los efectos benéficos del consumo de los PUFA de tipo w-
3 en los pacientes con diferentes tipos de cancer de pulmén durante la quimioterapia, que
incluyen una disminucién de la sarcopenia, caquexia, anorexia, ansiedad, depresion, y
pérdida de peso entre otros, asociandolo con una mejora en su calidad de vida. Asi
mismo diferentes estudios han propuesto el consumo de PUFA de tipo w-3 como una
terapia complementaria que beneficia a los pacientes en la recuperacion post cirugia. Por
el lado contrario, los estudios con PUFA de tipo w-6 en pacientes con cancer de pulmén
son mas limitados y s6lo se ha encontrado que existe un aumento de oxilipinas derivadas
de estos acidos grasos, por lo cual los autores los proponen como posibles marcadores
de la enfermedad.

1.5 Antecedentes directos

Recientemente nuestro grupo de trabajo describié que los epoxidos derivados de la via
TCDD/AHR/CYP1s/sEH pueden impactar en el crecimiento tumoral y metastasis en un
modelo murino de carcinoma de pulmén, dependiendo de los niveles de PUFA de tipo w-3
y w-6 que consumian. Los ratones que recibieron una dieta rica en w-6 (w-6/w-3 20:1)
presentaron un incremento del volumen tumoral, asi como de las metastasis a pulmon
(estos efectos se atribuyeron al incremento en la proliferacion y angiogénesis) mientras
que los animales con dieta balanceada (w-6/w-3 1.1:1) presentaron una disminucion del
crecimiento tumoral e inhibicion de metastasis (que se relacioné con un incremento en la
apoptosis). Estos efectos fueron atribuidos a la acumulacion de epéxidos pues sélo
cuando los ratones recibian TCDD (ligando del receptor de aril hidrocarbono y activador
de la via) y TPPU (inhibidor de la enzima epo6xido hidrolasa) se podia observar el efecto.
Esto fue comprobado al evaluar el perfil de oxilipinas por HPLC-MS, ademas este perfil
reveld un incremento en los niveles de HETEs, LTB., LXA4, PGE,, PGE, en los ratones
alimentados con dieta rica en w-6, mientras que los animales con una dieta balanceada
presentaron un aumento de EpETEs y DIHETES lo cuales contribuyen al efecto observado

en cada grupo de animales [52] (Figura 3).
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Figura 3. Los niveles de ep6xidos de PUFA w-6 y w-3 impactan de manera negativa
0 positiva en el crecimiento tumoral y metastasis. Curvas del crecimiento tumoral de
los ratones alimentados con una dieta rica en w-6 A. y dieta balanceada B., el volumen
tumoral se midi6 cada tercer dia. Evaluacion de las metéstasis en pulmén en ratones
alimentados con una dieta rica en w-6 C. y dieta balanceada D., la parte superior de las
graficas presenta imagenes representativas de los pulmones con metastasis, la linea
punteada representa el peso de un pulmén sano. Los valores representan las
medias+SEM, *p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001[64] [52].

De manera muy interesante, durante el desarrollo del proyecto observamos que la
morfologia de las células tumorales era marcadamente diferente, cuando los ratones eran
alimentados con una dieta balanceada en comparaciéon con los animales que recibian una
dieta rica en w-6, sin importar le presencia de TCDD o TPPU. Los animales que recibieron
una dieta rica en w-6 desarrollaron tumores constituidos de células fusiformes con patron
sarcomatoide, esto correlaciond con el crecimiento rapido y presencia de metastasis en
estos grupos de animales (Figura 4). Este hallazgo nos permitié plantear la hipotesis de si
un alto consumo de PUFA de w-6 generaba un fenotipo de mayor agresividad, y

decidimos evaluar este fenbmeno.
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Figura 4. Evaluaciéon de la histologia tumoral de ratones tratados con TCDD (del
inglés  2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin) 'y  TPPU (del inglés 1-(1-
Propionylpiperidin-4-yl)-3-(4-(trifluoromethoxy)phenyl) urea). Microfotografias
representativas de hematoxilina-eosina de secciones de tumor de ratones tratados con
Dioxano, TCDD, Dioxano+TPPU y TCDD+TPPU en los grupos de ratones alimentados
con A. Dieta balanceada y B. Dieta rica en w-6. Identificadores: (N) areas de necrosis.
Barra de escala: 10 um.

2. JUSTIFICACION

El cancer de pulmon es la principal causa de muerte por cancer. La dieta es reconocida
como un importante factor que repercute en el riesgo y mortalidad de varios tipos de
cancer, incluido el cancer de pulmén. Existen evidencias que demuestran que los
metabolitos de PUFA de tipo w-3 y w 6 pueden impactar en la inhibicion o progresion
tumoral respectivamente. Esto es relevante pues la poblacién occidental presenta un alto
consumo de PUFA de tipo w-6 y esto pudiera repercutir en la induccion de un fenotipo de
mayor agresividad en tumores de cancer de pulmén. Por estos motivos, en la presente
propuesta se evaluo el efecto de un alto consumo de PUFA de tipo w-6 en el cambio de
fenotipo de agresividad tumoral en un modelo experimental de cancer de pulmén.

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢,Cual es el efecto de un alto consumo de PUFA de tipo w-6 en el cambio de fenotipo de

mayor agresividad tumoral en un modelo experimental de cancer de pulmén?

25



4. HIPOTESIS
Un alto consumo de PUFA de tipo w-6 (w-6/w-3 20:1) induce un fenotipo de mayor
agresividad en comparacion una dieta balanceada (w-6/w-3 1:1) en un modelo de cancer

de pulmén.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de un alto consumo de PUFA de tipo w-6 en el cambio de fenotipo de

agresividad tumoral en un modelo murino de cancer de pulmaon.

5.2 Objetivos particulares

1. Determinar el efecto de una dieta rica en PUFA de w-6 en los cambios de
morfologia del tejido tumoral.

2. Evaluar el efecto de una dieta rica en w-6 en la proliferacion celular en el tejido
tumoral.

3. Evaluar el efecto de un alto consumo de PUFA de w-6 en la apoptosis celular del
tejido tumoral.

4. Evaluar el efecto de la dieta rica en PUFA de w-6 en la induccion de la
angiogénesis del tejido tumoral.

5. Determinar el perfil de oxilipinas generadas por el alto consumo de PUFA de tipo
w-6 y en el consumo de una dieta balanceada (w-6/w-3 1:1).

6. Analizar la expresion de los marcadores de agresividad YY1, COX-2y TGFj en el

tejido tumoral de ratones que recibieron una dieta rica en PUFA de w-6.

6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Linea celular

La linea celular LLC fue adquirida de ATCC (Manassas, VA, EUA). Esta linea celular es
un tipo de carcinoma epidermoide murino altamente maligno y extremadamente
hemorragico [65]. Las células LLC se cultivaron en medio esencial minimo alfa (a-MEM)
(Gibco), suplementado con suero fetal bovino al 10% (FBS) (Gibco) y antibiético
penicilina-estreptomicina (Gibco). Para poder inocular a los animales las células tenian
una viabilidad superior al 90% y se obtuvieron a partir de cultivos subconfluentes

utilizando 0,05% de tripsina-EDTA (Gibco), la cual se neutralizo con medio de cultivo, las
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células se lavaron 3 veces en medio a-MEM sin suero antes de suspenderlas en a-MEM

libre de suero.

6.2 Modelo experimental

Se emplearon grupos de 10 ratones macho de la cepa C57BL/6 de 5 semanas de edad
para cada tratamiento, estos fueron alimentados durante todo el desarrollo experimental
con dieta control (dieta comercial para ratones de bioterio) (w-6/w-3 6.4:1) (Purina MO,
EUA), dieta rica en w-6 (w-6/w-3 20:1) (Envigo, IN, EUA) o dieta balanceada (w-6/w-3
1.1:1) (Envigo, IN, EUA) (Tabla II).

Tabla Il. Composicién de acidos grasos de las dietas

Dieta control Dieta balanceada Dietarica en ®@-6
Acidos grasos saturados 15.6 50.2 48.2
Acidos grasos monoinsaturados 16.0 8.2 8.9
Acidos grasos poliinsaturados 15.2 10.5 12.8
Total de PUFA ®-3 1.9*% 4.1 0.5
Acido alfa-linoleico (ALA) -—- 0.3 0.2
Acido eicosapentaenoico (EPA) -—- 2.3 0.2
Acido docosahexaenoico (DHA) - 15 0.1
Total de PUFA ®-6 12.3 5 12.2
Acido linoleico (LA) 12.2 4.7 11.9
Acido araquiddnico (ARA) 0.1 0.3 0.3
Proporcion ®-6/®-3 6.4:1 1.1:1 24.4:1

Acidos grasos (g/kg)
*La hoja técnica no especifica el tipo de PUFA de ®-3

Posterior al primer mes de alimentacion, 5 de los ratones de cada grupo se sacrificaron y
se obtuvo el plasma para la medicion de oxilipinas por HPLC-MS (cromatografia de
liquidos de alto rendimiento-espectrometria de masas, por sus siglas en inglés), los otros
5 animales fueron inoculados por via subcutanea con 2X10° células LLC. Después de la
aparicion del tumor (aproximadamente 10 dias), éste fue medido cada tercer dia con
ayuda de un vernier electrénico, el volumen fue determinado empleando la siguiente

formula, volumen= (Lxw?)/2)x %1, hasta alcanzar un volumen aproximado de 3000 mm?.
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Cuando el volumen del tumor alcanzé dicha medida, los ratones fueron sacrificados y se
obtuvo el tumor que se dividié en dos partes: una para ensayos de histologia y otra para
RT-PCR (Figura 5). Los experimentos fueron aprobados por el Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animales de UCLA (IACUC) y del HIMFG, los animales fueron cuidados
de acuerdo con las pautas institucionales.

7

g

10 ratones/grupo Induccion del tumor (5 ratones)

C57BL/6 machos (2X10° cel. LLC s.c.)
5 semanas LLC: carcinoma murino
epidermoide de pulmén Ensayos histolégicos RT-PCR
a. | Ng
Semana
3000 mm?
| Eutanasia

Medicion del crecimiento
Dieta control. Cat. 5001 (0-6/0-3, 6.4:1) tumoral Reseccién del
Dieta balanceada. Cat. 140429 (»-6/0-3, 1.1:1)

i tumor
Dieta rica en o-6. Cat 130321 (0-6/0-3,20:4)  cutanasia(S ratones)

Obtencion de plasma
(medicion de oxilipinas
por HPLC-MS)

Figura 5. Modelo experimental del efecto de la dieta en el crecimiento tumoral.
Ratones C57BL/6 machos recibieron dieta control, balanceada o rica en omega 6 (w-6)
durante todo el experimento. Después de cuatro semanas cinco de los ratones se
sacrificaron y se obtuvo el plasma y pulmones para posterior analisis de oxilipinas por
HPLC-MS. A los cinco animales restantes de manera subcutdnea (sc) se les
administraron 2X10° células de carcinoma pulmonar de Lewis (LLC). Se evalud el
volumen del tumor y cuando alcanzé un tamafio aproximadamente de 3000 mm? se
sacrificaron los ratones, se resectd el tumor y se dividié en dos partes: una para ensayos
de histologia y otra para RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real).

6.3 Tincién de hematoxilina eosina

Brevemente, se desparafinaron secciones de 4um de tejido en xilol (J.T. Baker, Radnor,
PA, EUA) y se rehidrataron a través de una serie de solventes (xileno, etanol al 100%,
etanol al 90%, etanol al 70% y agua destilada). Posteriormente, las laminillas se
sumergieron un minuto en hematoxilina, seguido de tres lavados en etanol-HCI, un lavado
en agua, uno en etanol al 70% (JT Baker, Radnor, PA, EUA), posteriormente se
sumergieron dos minutos en eosina y luego el tejido se deshidrato bajo los siguientes

pasos: agua destilada, etanol al 70%, etanol al 90%, etanol al 100% Yy xileno en bafios de
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5 minutos cada uno. Finalmente, los portaobjetos se cubrieron con resina, se coloc6 un

cubreobjetos y se dejo secar a temperatura ambiente.
6.4 indice mitotico

De cada tejido tumoral tefiido con hematoxilina y eosina (H&E), se tomaron 10 campos
aleatorios con aumento de 40X y se conté el nimero de mitosis, luego se obtuvo el
promedio y se reporté como indice mitético, mediante la siguiente férmula: indice

mitotico=NUmero de la mitosis/10.
6.5 Anédlisis inmunohistoquimico

Secciones de 4um de tejido fueron desparafinadas en un horno a 95°C por 15 minutos y
rehidratadas a través de una serie de solventes (xileno, etanol al 100%, etanol al 90%,
etanol al 70% y agua destilada). Se realiz6 la recuperacion del antigeno en un bafio Maria
a 94°C por 15 minutos con una solucion de citrato 0.01 M a pH 6. La actividad de la
peroxidasa endbégena se bloqued con una solucién de peroxido de hidrogeno al 10% (J.T.
Baker) en metanol (J.T. Baker). Posteriormente, los tejidos se incubaron con anticuerpos
primarios especificos (Tabla Ill) en una cAmara himeda a temperatura ambiente toda la
noche. A continuacién, las secciones se incubaron con el kit de detecciéon de polimeros
IgG anti-conejo IMMPRESS HRP (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) vy el
sistema de deteccién DAB (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA), los tejidos fueron
contratefiidos con hematoxilina, deshidratados a través de la siguiente serie de solventes:
agua destilada, etanol al 70%, etanol al 90%, etanol al 100% y xileno, finalmente las

laminillas fueron montadas con resina y se dejaron secar en un horno a 60°C.
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Tabla Ill. Anticuerpos usados para la deteccién de proteinas por
inmunohistoquimica

Antigeno Dilucién Compaiiia Numero de catalogo
Caspasa-3 activa 1:125 Abcam (Cambridge, UK) ab32042
Caspasa-8 activa 1:125 Novus (Saint Charles, NB100-56116

MO)
Caspasa-9 activa 1:125 Abgent (San Diego, CA) AP7974a
CD31 1:1000 Abcam ab28364
Citoqueratina 5/6 1:800 Diagnostic Biosystems PDM123
(Pleasanton, CA)
COX-2 1:500 Novus NB100-689
MCM2 1:500 Abcam ab4461
NFkB p65 1:100 Abcam ab7970
TGF-B 1:500 Abcam ab92486
VEGF-A 1:500 Abcam ab46154
YY1 1:500 Novus NBP2-20932

6.6 Patologia digital y cuantificacion de laimagen automatizada

Las secciones teflidas con hematoxilina y eosina, asi como por inmunohistoquimica se
digitalizaron utilizando el equipo Aperio ScanScope CS (Leica BioSystems, Nussloch,
Germany). Las imagenes se revisaron empleando los softwares eSlide e ImageScope
(Aperio, San Diego, CA, EUA). Para analizar y cuantificar la expresién de los marcadores
para cada tejido se emplearon el algoritmo Positive pixel count (Tabla 1V) y el algoritmo
nuclear (Tabla V), cuyos inputs fueron previamente preconfigurados para la cuantificacion
de color café. Los algoritmos permiten cuantificar la saturacién del color, asi como
identificar las intensidades de pixeles positivos clasificandolos en distintos rangos de
intensidad: débiles (amarillo), moderados (naranja), fuertes (rojo) y negativos (azul). Los

datos se presentan como intensidad total de pixeles/pum?2.
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Tabla V. Inputs empleados para analizar la tincién total

Input
View Width
View Height
Overlap size
Image zoom
Markup compression type
Compression quality
Classifier neighborhood
Classifier
Class list
Hue value
Hue width
Color saturation threshold
Iwp (High)
Iwp (Low)= Ip (High)
Ip (Low)= Isp (High)
Isp (Low)

Inp (High)

Total 1

1000

1000

0

1

Same as processed image
30

0

None

0.1
0.5
0.04
220
190

120

Total 2

1000

1000

0

1

Same as processed image
30

0

None

0.1
0.5
0.04
220
180

150
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Tabla V. Inputs empleados para analizar la tincion nuclear

Input Nuclear 1 Nuclear 2
Min nuclear size (um#2) 10 10
Max nuclear size (um#2) 1000 1000
Min roundness 0.01 0.1
Min compactness 0 0
Min elongation 0.4 0.1
Remove light objects 0 0
Clear area intensity 240 240
Nuclear stain (red) 0.94 0.94
Nuclear stain (green) 0.85 0.85
Nuclear stain (blue) 0.24 0.24
Positive stain (red) 0.42 0.42
Positive stain (green) 0.5 0.5
Positive stain (blue) 0.83 0.83
Cytoplasmic intensity threshold 230 230
Weak (1+) threshold 220 210
Moderate (2+) threshold 210 188
Strong (3+) threshold 195 162

6.7 Perfil de oxilipinas

Brevemente, 200 uL de plasma de ratones se enriquecieron con un estandar interno
marcado con 9 is6topos antes de la extraccion (PGD2-d4, 5-HETE-d8, 12-HETE-d8, 15-
HETE-d8, 13-HODE-d4, 10 ng/mL cada uno) en metanol. Posteriormente, se agregaron
1,75 mL de agua (0,1% de acido acético, pH 3,0). Las muestras se dejaron durante 15
minutos en hielo para una acidificacion y equilibrio completos. Se uso la extraccion en
fase sdlida (SPE) para limpiar las muestras y estas se eluyeron en cartuchos Oasis HLB
SPE (Waters, Milford, MA, EUA), el cartucho SPE se equilibré6 con 2 mL de metanol
seguido de 2 mL de agua (&cido acético al 0,1 %, pH 3,0) antes de cargar la muestra.
Después de cargar lentamente el cartucho, se lavé con 2 mL de metanol al 5% en agua

(&cido acético al 0,1%). Los analitos de &cidos grasos se eluyeron posteriormente con 2
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mL de metanol. A continuacion, el eluyente se evapor6 a sequedad bajo una corriente de
argéon. Posteriormente, los eluyentes se concentraron en un speedvac y se

reconstituyeron en 50 pL de solucién para las siguientes mediciones de LC/MS/MS.

Las mediciones de LC/MS/MS se realizaron en un sistema Sciex 6500+QTRAP (Sciex,
Redwood, CA, EUA) asociado a un sistema Waters Acquity LC. El equipo se mantuvo a
4°C. La fase movil A estaba constituida de agua con &cido acético glacial al 0,1%. La fase
mévil B consistié en una mezcla de acetonitrilo/metanol (84:16) con acido acético glacial
al 0,1%. La elucién en gradiente se realizé a un flujo de 250 uL/min. La cromatografia se
optimiz4 para separar todos los analitos en 25 min segun su polaridad, eluyendo primero
los analitos mas polares, como las prostaglandinas y los leucotrienos, seguidos por los
acidos grasos de tipo hidroxi y epoxi. El espectrometro de masas se empled en el modo
MRM programado con fuente de iones de electropulverizacion. Todos los pardmetros se
optimizaron utilizando los estdndares auténticos y la cuantificacién se realizé contra la

curva de calibracion de soluciones de 0,25 a 800 nM [66]-[68].

6.8 Andlisis de RT-PCR

De cada tejido tumoral congelado, se extrajo el ARN usando Trizol y cloroformo. Luego se
uso 1 pug de ARN para la sintesis de ADNc en un volumen de 20 uL. Para la evaluacion de
genes, realizamos la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) y
usamos el kit Universal Tagman Master Mix Il de Applied biosystems (Waltham, MA,
EUA); todas las sondas TagMan fueron obtenidas de Applied Biosystems (Tabla VI). El
valor relativo de expresion de los genes se calculd utilizando el método ACt comparando
la expresiéon de ARNm de COX-2, VEGF-A e YY1 relacionados con GAPDH como control

endogeno.

Tabla VI. Sondas usadas para la deteccion de ARNm por RT-PCR

Sonda ID Compaiia
COX-2 Mm03294838_g1 Applied Biosystems
(Waltham, MA)
VEGF-A MmO00437306_m1 Applied Biosystems
YY1 MmQ00456392_m1 Applied Biosystems
GAPDH MmO05724508_g1 Applied Biosystems
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6.9 Analisis estadistico

Los datos se presentan como la media = SD o SEM y se analizaron usando una prueba U
de Mann-Whitney para comparar dos grupos independientes entre si. Se usé el analisis
de Kruskal-Wallis para mas de dos grupos independientes usando el software GraphPad
Prism Versién 5.0 (San Diego, CA, EUA). Los niveles de significancia se indican de la
siguiente manera: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

7. RESULTADOS

7.1 Un alto consumo de PUFA de w-6 induce un fenotipo de alta agresividad

Nuestro primer objetivo fue evaluar el efecto de la dieta rica en w-6 en la morfologia del
tejido tumoral, encontrando que los tumores de ratones alimentados con dieta control
presentan un carcinoma epidermoide diferenciado constituido por mantos de células
poliédricas cuboides que presentan displasia, es decir son células grandes, con ndcleos
enormes y nucleolos aparentes y aciddfilos, el tumor presenta ademas frecuentes figuras
de mitosis, todas estas caracteristicas son indicativas de moderada agresividad (Figura
6A). Los tumores de ratones alimentados con dieta balanceada presentan una apariencia
histopatolégica similar a los de dieta control, pero con frecuentes areas focales de
necrosis tisular (Figura 6B). Por el lado contrario los ratones alimentados con dieta rica
en w-6 desarrollan tumores pobremente diferenciados constituidos de mantos de células
fusiformes con patron sarcomatoide, estas células presentan cambios anaplasicos y
displasicos severos (nlcleo grande hipercromatico basoéfilo, cimulos de cromatina vy
nucleolo acidofilo), los tumores presentan grandes areas de necrosis tisular e inflamacion
aguda, asi como numerosas figuras de mitosis. Todas estas caracteristicas
histopatoldgicas son indicativas de desdiferenciacion y alta agresividad (Figura 6C). Es
particularmente interesante destacar que el alto consumo de PUFA de tipo w-6 genera un
cambio en las células adquiriendo una forma fusiforme con patrén sarcomatoide indicativa

de un fenotipo de mayor agresividad.
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A Dieta control B Dieta balanceada C Dietaricaen 0-6

Figura 6. Evaluacion de la descripcion histolégica de los tumores tefiidos con
hematoxilina-eosina. Microfotografias representativas de hematoxilina-eosina de
secciones de tumor de los diferentes grupos de ratones alimentados con A. dieta control,
B. dieta balanceada y C. dieta rica en w-6. ldentificadores: (N) areas de necrosis. Barra
de escala: 200 um.

7.2 Una alta ingesta de PUFA de tipo w-6 induce un aumento en la expresion de

citoqueratinas 5/6 y en la proliferacion celular

Se ha demostrado que la positividad de las Pan-citoqueratinas, permite confirmar el
caracter carcinomatoso del tumor con predominio de células fusiformes o gigantes,
incluyendo la expresion de las citoqueratinas 5 y 6 (CK5/6) [69]-[71]. Por lo tanto,
medimos la expresibn de estas citoqueratinas. En la Figura 7A se presentan
microfotografias representativas de la inmunotincion de CK5/6. Encontramos una clara
sobreexpresion de dichas citoqueratinas en el grupo de ratones alimentados con dieta rica
en w-6 en comparacién con ratones alimentados con comida normal o con dieta
balanceada, en los que observamos una débil tinciéon. El aumento de la expresion de
CK5/6 fue estadisticamente significativo, *p<0,05. Estos hallazgos confirman la naturaleza
epitelial de este carcinoma sarcomatoide y su desdiferenciacién escamosa causada por la
alta ingesta de PUFA w-6.

Dado que las areas de necrosis estan relacionadas con una alta actividad neoplasica
proliferativa, que es un “hallmark” de los tumores altamente malignos, evaluamos la
proliferacion celular a través de la medicion del indice de mitosis y la expresion de la
proteina de mantenimiento del minicromosoma 2 (MCM2) por IHQ. Los ratones
alimentados con dieta control presentan un 2.4 % de indice mitético, muy similar al
observado en los ratones alimentados con una dieta balanceada (2,6 %) (Figura 7B). Por
el contrario, los tumores de ratones alimentados con una dieta rica en w-6 exhibieron un

mayor porcentaje de indice mitético (6,6%) (**p<0,01). Para validar estos resultados,
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realizamos la deteccion de MCM2 por inmunotincion (Figura 7C). Como era esperado, los
ratones alimentados con una dieta rica en w-6 presentaron una mayor expresién de
MCM2 que los ratones alimentados con dietas control o balanceada (**p<0,01 y *p<0,05,
respectivamente). Estos resultados revelan que los PUFA de w-6 inducen un incremento
en la proliferacion celular lo cual puede estar ocasionando zonas de necrosis tisular, que
es un marcador de una alta agresividad.
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Figura 7. Los PUFA de w-6 inducen un fenotipo de mayor agresividad tumoral y un
incremento de la proliferacién celular. A. Analisis de la expresion de citoqueratina 5/6
(*p<0.05). B. Analisis del indice mitético, se presentan las diferencias estadisticas
(**p<0.01). C. Analisis de la expresibn de MCM2 (del inglés Mini-chromosome
maintenance protein 2), se presentan las diferencias estadisticas (**p<0.01 y *p<0.05).
Identificadores: (flechas negras) células que cursan por un proceso mitético. (A-C) Barra
de escala: 20 um. Los valores de las graficas representan las medias+SEM, n=5.

7.3 El alto consumo de PUFA de w-6 bloquea la apoptosis dependiente de caspasas

Debido a que en la evaluacion histolégica encontramos grandes areas de necrosis,
analizamos si los altos niveles de PUFA de w-6 pudieran activar el proceso apoptético y
contribuir a las zonas de muerte celular. Por lo tanto, se analizé la expresién de las
caspasas 8, 9 y 3 activas, nuestros resultados demostraron un incremento significativo de
las caspasas activas 3 (Figura 8A) (*p<0.05), 8 (Figura 8B) (*p<0.05) y 9 (Figura 8C)
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(*p<0.05) en el grupo de ratones alimentado con dieta balanceada en comparacion con
los que recibieron dieta control o rica en w-6. Contrario a lo informado en la literatura que
los PUFA de tipo w-6 inducen un efecto pro-apoptético [72], en nuestro modelo
encontramos una minima activacibn de ambas caspasas. Estos datos sugieren que los
PUFA de tipo w-6 podrian estar inhibiendo la apoptosis dependiente de las caspasas 8
(via extrinseca), 9 (via intrinseca) y 3, explicando en parte el incremento de agresividad
tumoral en nuestro modelo experimental.
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Figura 8. El alto consumo de acidos grasos poliinsaturados de tipo omega 6 inhibe
la apoptosis dependiente de Caspasa-3, 8 y 9. A. Microfotografias representativas y
andlisis de la expresion de caspasa 3 activa analizada por inmunohistoquimica, (*p<0.05).
B. Inmunotincion de caspasa 9 activa, (*p<0.05). C. Inmunotincion de caspasa 8 activa,
(*p<0.05). Barra de escala: 20 um. Los valores representan las medias+SEM, n=5.

7.4 Los PUFA w-6 incrementan la angiogénesis en el tejido tumoral

La angiogénesis es un marcador de agresividad tumoral por tanto evaluamos el efecto del
alto consumo de PUFA de tipo w-6 en el proceso angiogénico. Analizamos la expresion
del factor de crecimiento vascular endotelial-A (VEGF-A), el cual es clave en
angiogénesis. En la Figura 9A se presentan microfotografias representativas de la tincion

de VEGF-A en los tumores, en donde observamos una alta expresion de esta proteina en
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los tumores de ratones alimentados con una dieta rica en w-6 comparado con aquellos
que recibieron dieta control y balanceada (*p<0.05 y **p<0.01, respectivamente). Para
complementar este hallazgo, se evalué la cantidad de vasos sanguineos por cm? a través
del marcador CD31, consistente con el resultado anterior encontramos que el grupo de
ratones alimentados con una dieta rica en w-6 presenta un mayor nimero de vasos
sanguineos comparado con los otros grupos (**p<0.01 y *p<0.05, respectivamente)
(Figura 9B). Estos datos sugieren que el alto consumo de PUFA de w-6 inducen un

aumento en la angiogénesis del tejido tumoral que es un marcador de mayor agresividad.
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Expresion total VEGF/um?

Dietacontrol Dietabalanceada Dietaricaen®—6

Numero de vasos/cm?

T
Dietacontrol Dietabalanceada Dietaricaen®—6

Figura 9. Los acidos grasos poliinsaturados de tipo omega 6 inducen una mayor
vascularizacién en el tumor. A. Ejemplo representativo de secciones tumorales y
andlisis de la expresion de VEGF-A, (*p<0.05 y **p<0.01, respectivamente). B.
Cuantificacion de vasos sanguineos inmunotefiidos con CD31, en los diferentes grupos de
ratones alimentados con dieta control, dieta balanceada y dieta rica en w-6, en la parte
izquierda se presentan microfotografias representativas de los vasos sanguineos
denotados por flechas negras, parte derecha, se presenta el analisis de los vasos

sanguineos por cm?, (**p<0.01 y *p<0.05, respectivamente). Barra de escala: 20 pm. Los
valores representan las medias+SEM, n=5.

7.5 Perfil de oxilipinas inducidas por de w-3 y w-6 en el modelo experimental

De acuerdo con nuestros datos recientemente descritos acerca de participacion de las
oxilipinas en el crecimiento tumoral y la metastasis, y con el propésito de complementar
los datos obtenidos, analizamos el perfil de oxilipinas implicado en el cambio de fenotipo
de agresividad tumoral. Debido a que la mayor diferencia se observo entre los grupos de
animales que recibieron una dieta balanceada y rica en w-6, evaluamos en estos grupos

de animales los niveles de 66 oxilipinas en colaboracién con la Universidad de California,
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Davis, USA, a través de HPLC-MS, en el plasma de cinco animales por grupo alimentados
por cuatro semanas sin inducir el tumor, para evaluar el nivel basal de oxilipinas que la
dieta genera en los animales y que pueda repercutir en el desarrollo del tumor.
Comparamos los niveles de oxilipinas entre ambas dietas mediante la prueba U de Mann-
Whitney. Las oxilipinas se clasificaron segun el acido graso poliinsaturado del cual derivan
y de la ruta enzimética (Tablas VII y VIII). Curiosamente, los ratones alimentados con
dietas ricas en w-6 mostraron niveles mas altos de oxilipinas derivadas de las vias COX y
LOX en comparacion con las oxilipinas derivadas de la via de CYP450 en plasma. Las
oxilipinas originadas a partir de ARA que aumentaron a través de la via COX incluyeron el
tromboxano B2 (TXB) y la prostaglandina D2 (PGD;). Los productos de lipoxigenasa
incluian la lipoxina A4 (LXAs), el &cido 12-oxoeicosatetraenoico (12-oxo-ETE) y los &cidos
hidroxieicosatetraenoicos (HETES). La via del citocromo P450 presenté aumento de los
dioles (DIHETrEs). Asimismo, LA presentd altos niveles de acidos hidroxi
octadecaenoicos (HODES), acidos apoxi-octadecenoicos (EpOMES) y &cidos dihidroxi-
octadecadienoicos (DIHOMES), aunque estos no fueron significativos (Tabla VII).

Ademas, los ratones alimentados con una dieta balanceada presentaron niveles mas altos
de oxilipinas derivadas de la ruta de CYP450 en comparacion con las rutas de COX y
LOX en plasma. Las oxilipinas derivadas de EPA que aumentaron a través de la via COX
incluyeron la prostaglandina D3 (PGDs). Ademas, existié6 un aumento de los niveles de los
acidos hidroxieicosapentaenoicos (HEPES) bajo la via LOX. Y la via del citocromo P450
mostrd altos niveles de ep6xidos (EpETES) y dioles (DIHETE). Asimismo, el DHA present6
un aumento de epoéxidos (DpDPE) y dioles (DiIHDPE) derivados de la via CYP450. Todos
los cambios de los ratones alimentados con dieta balanceada se presentan en la Tabla
VIIl. Estos datos revelan que la dieta estd generando un microambiente de oxilipinas que
puede influir en la agresividad del tumor. Estos resultados sugieren que las oxilipinas
derivadas de la dieta rica en w-6 pueden estar implicadas en el cambio de fenotipo de

agresividad tumoral.
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Tabla VII. Niveles de oxilipinas w-6 en plasma de ratones con dieta balanceada y

rica en w-6
PUFA ©-6 Enzima Oxilipinas Dieta Dietaricaen Valor P
balanceada ®-6 (umol/L)
(rmol/L)

LA coxX
LOX 9-HODE 2654.3+174.1 10285+612.4
13-HODE 2097 4+112-5 8985 5+473 2

9,10,13-TriHOME 112.9+385 152 3+15.9 ns
9,12,13-TriHOME 192 9+63 2 276.9+33.7 ns

CYP450 9,10-EpOME 829.5+229 9 1150.9+341 1 ns
12,13-EpOME 654.8+195 3 995 2+311.0 ns

9,10-DIHOME 11.3+35 13.5+3.0 ns

12,13-DIHOME 13.1+3.4 21.0+11.1 ns

ARA COX TXB, 11.0+35 28.2+9 4 2
PGD, 0.2+0.06 0.5+0.1 2

PGF,, 1.0+02 21+07 ns

PGE, 0.3+0.04 06+0.2 ns

LOX LXA, 30+12 79+25 2
LTB, 07+03 16+06 ns

B-trans-LTB, 0.3+0.09 0.5+0.4 ns

5-0x0-ETE 209+47 56.7+5.1 ns

12-0x0-ETE 142 5+60 4 534 6+177 1 2

15-0x0-ETE 79+19 171457 ns

5-HETE 222+88 297+87 ns

8-HETE 11.6+35 24.9+72 ns

9-HETE 0.01+0.001 1.2+04

11-HETE 17 8+6.4 38.0+146 ns

12-HETE 325142011 1751.8+400.1 =

15-HETE 229+79 48.9+177 ns

CYP450 20-HETE 0.2+0.04 0.3+0.06 ns
56-EpETIE 932 2+207 2 1431.2+418.8 ns

8,9-EpETrE 412 2+1441 583 6+156.7 ns

11,12-EpETrE 197 1+43.1 27174753 ns

14,15-EpETIE 130.9+27 6 183.4+52.0 ns

56-DIHETTE 0.6+0.1 1.2+0.1 =

8,9-DIHETTE 07+02 1.6+0.1 2

11,12-DIHETTE 0.4+0.1 0.8+0.1 ns

14,15-DIHETTE 08+0.2 1.6+02 2
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Tabla VIII. Niveles de oxilipinas w-3 en plasma de ratones con dieta balanceada y

ricaen w-6
PUFA ®-3 Enzima Oxilipinas Dieta Dietaricaen Valor P
balanceada ®-6 (umol/L)
(umol/L)

ALA cox -
LOX 9-HOTIE 74425 6.3+1.0 ns

13-HOTrE 76+16 0.2+0.03 &

CYP450 9,10-EpODE 55.9+22.0 18.0+4.5 ns

12,13-EpODE 457+18.1 148+38 ns

15,16-EpODE 112.5+46.9 43.1+10.1 ns

9,10-DIHODE 0.3+0.1 0.2+0.1 ns

12,13-DIHODE 2352.3+7186 1686.7+239.4 ns

15,16-DIHODE 2.0+02 24402 ns

EPA coX PGD, 0.3+0.1 0.08+0.02 3
LOX 5-HEPE 4234195 41414 3

8-HEPE 3344124 15+0.7 3

12-HEPE 373.5+204.1 103.5+14 5 ns

15-HEPE 7344332 10.0+27 3

CYP450 8,9-EpETE 131.7+34 4 52417 &

11,12-EpETE 106.7+27 1 6.0+12 &

14,15-EpETE 184.4+44.0 10.2+17 &

17,18-EpETE 226.2+558 14.4+30

8,9-DIHETE 1.0+0.1 0.9+0.4 ns
11,12-DIHETE 0.6+0.05 0.09+0.02

14,15-DIHETE 0.8+0.1 0.1+0.02 &

17,18-DIHETE 3.9+07 1.4+02 &

DHA coXx
LOX 17-HDoHE 786.3+4122 240.9+39.8 ns

CYP450 7,8-EpDPE 5353.7+1520.7 1207.2+319.2 3

10,11-EpDPE 398.5+117.1 91.0+226 3

13,14-EpDPE 256.5+74.3 5824145 3

16,17-EpDPE 25334794 54.4+137 3

19,20-EpDPE 325141022 61.0+172 3

4,5-DIHDPE 6.1+37 1.4+02 ns

7,8-DIHDPE 4550.1+771.2 463.9+1658 &

10,11-DiHDPE 12402 0.4+0.1 3

13,14-DiIHDPE 1.0+0.2 0.4+0.02 3

16,17-DiIHDPE 2.0+0.4 0.7+0.09 3

19,20-DiHDPE 177471 4.9+0.4 3
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7.6 Un alto consumo de PUFA de tipo -6 induce la expresion de marcadores

asociados a agresividad

Nuestro grupo de investigacion entre otros, ha descrito que el factor de transcripcién Yin-
Yang-1 (YY1), esta implicado en los mecanismos de agresividad tumoral, metastasis y
resistencia a la quimioterapia [73], [74]. Para dar soporte a nuestros hallazgos evaluamos
la expresion del factor de transcripcion YY1, del cual Huang y colaboradores asociaron su
alta expresion con tumores de gran tamafio, pobre diferenciacion y metastasis a nédulos
linfoides en pacientes con cancer de pulmén [75]. De forma importante encontramos que
el grupo alimentado con dieta rica en w-6 presenta un incremento en la expresion de este
marcador con respecto a los otros grupos (**p<0.01 y *p<0.05, respectivamente) (Figura
10A). También, evaluamos la expresion de COX-2 (Figura 10B) y del factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B) (Figura 10C) (*p<0.05), los cuales estan asociado
a procesos proinflamatorios y de transicion epitelio mesénquima respectivamente,
ademas ambas proteinas son reguladas transcripcionalmente por YY1. Acorde con el
resultado anterior el grupo alimentado con dieta rica en w-6 presenta mayor expresion de
ambos marcadores en comparacion con los otros grupos. Para confirmar estos datos se
evalud la expresion del ARNm de YY1, COX-2 y VEGF-A (*p<0.05, *p<0.05 y **p<0.01,
respectivamente) (Figura 11), consistente con los resultados de la inmunohistoquimica,
encontramos un incremento del ARNm en el grupo de ratones alimentado con una dieta
rica en PUFA de w-6. Demostrando por primera vez que una alta ingesta de PUFA de tipo
w-6 incrementa la expresion y activacion de YY1, potenciando el fenotipo de agresividad

en este grupo de animales.
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Figura 10. La alta ingesta de acidos grasos poliinsaturados de tipo omega 6 induce
la expresion de marcadores de agresividad. A. Microfotografias representativas y
analisis de la expresion de YY1 (factor de transcripcion Yin Yang 1) (*p<0.05 y **p<0.01).
B. Inmunotincién de COX-2 (ciclooxigenasa 2), *p<0.05. C. Inmunotincién de TGF-B
(factor de crecimiento transformante beta) (*p<0.05) en los grupos de ratones alimentados
con dieta control, dieta balanceada y dieta rica en w-6. En la parte izquierda se observan
microfotografias representativas de la expresion de los diferentes marcadores. En la parte
derecha se aprecia la cuantificacion de las tinciones, los datos representan las
medias+SEM, n=5. Barra de escala: 20 um
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Figura 11. La alta ingesta de &cidos grasos poliinsaturados de tipo omega 6 induce
la expresion del ARNm de marcadores de agresividad. Analisis del ARNm de A. YY1,
B. COX-2 y C. VEGF-A en los grupos de ratones alimentados con dieta balanceada y
dieta rica en w-6. Los datos representan las medias+SEM, n=5, *p<0.05, **p<0.001.
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7.7 Un alto consumo de PUFA de tipo -6 induce la localizacion nuclear de la
subunidad p65 de NF-kB

Para poder entender el mecanismo a través del cual los PUFA de w-6 estan aumentando
la expresion y activacion de YY1 evaluamos la expresion de la subunidad p65 de NF-kB.
Pues diversos estudios sefialan que los PUFA derivados de w-6 asi como sus metabolitos
activan la via de NF-kB [17], el cual a su vez puede activar transcripcionalmente a YY1
[18]. De forma importante encontramos que el grupo de animales que recibié una dieta
rica en w-6 presenta un incremento en la expresion nuclear de p65 en las células
tumorales en comparacion con el grupo de dieta control y dieta balanceada (*p<0.05)
(Figura 12). Estos hallazgos sugieren fuertemente que la via de NF-kB se esta activando
cuando hay una alta ingesta de PUFA de tipo w-6 activando sus genes blancos entre ellos

YY1, potenciando el fenotipo de agresividad.
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Figura 12. La alta ingesta de acidos grasos poliinsaturados de tipo omega 6 induce
la expresion nuclear de la subunidad p65 de NFkB. Analisis de la expresion de la
subunidad de p65 de NF-kB. Grupos: dieta control, dieta balanceada y dieta rica en w-6.
En la parte izquierda se presentan microfotografias representativas de la expresion de la
subunidad p65 de NFkB. En la parte derecha se aprecia la cuantificacion de las tinciones,
los datos representan las medias+SEM, n=5, *p<0.05. Barra de escala: 20 um.

8. DISCUSION DE RESULTADOS

Los efectos de la dieta en los mecanismos que regulan los procesos oncolégicos son muy
amplios, y es claro que la dieta juega un papel muy importante en el desarrollo de esta
enfermedad, como lo demuestra la observacion de que el 30-40 % de todos los tipos de
cancer pueden prevenirse con dietas adecuadas [76]. El papel adverso de una alta
ingesta en PUFA de tipo w-6 en la epidemiologia del cancer y su prondéstico se han
evaluado ampliamente en estudios clinicos y en animales [77]. En este sentido, en varios

estudios se ha demostrado que la alta ingesta de PUFA de tipo w-6, como ARA Yy LA, que
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son constituyentes comunes de la dieta occidental, se asocia con la progresion del cancer
[26]. Por el contrario, los PUFA de tipo w-3, como ALA, EPA y DHA, generalmente se
correlacionan con la proteccion contra el cancer [77]. Recientemente, nuestro grupo de
trabajo demostré que TCDD, un ligando prototipico de AHR, afecta el crecimiento y la
metastasis de tumores pulmonares de manera positiva 0 negativa, segun las
concentraciones de PUFA w-3 y w-6 en la dieta. Este estudio reveld un mecanismo
novedoso por el cual la activacion del AHR, asi como las enzimas CYPL1, pueden afectar
la progresion del cancer a través de la acumulacion de oxilipinas, particularmente
epoxidos, lo que confirma los beneficios de una dieta equilibrada en PUFA vy el riesgo de
una dieta alta en PUFA de tipo w-6 para promover el crecimiento tumoral y metastasis en
un modelo de cancer de pulmén [52]. Sin embargo, hasta ahora, no se ha evaluado el
papel en la agresividad tumoral después de la ingesta de una dieta rica en PUFA de tipo

w-6.

En este estudio, demostramos por primera vez que la dieta rica en w-6, en comparacion
con la dieta control o la dieta balanceada, induce en el tumor derivado de células de
carcinoma de Lewis una desdiferenciacion sarcomatoide, esta diferenciacién actualmente
se cree que representa la transformacion a una malignidad de un alto grado,
caracterizado microscépicamente por células con una apariencia histologica fusiforme,
con evidencia de desdiferenciacion epitelial y mesenquimatosa. Los tumores con este
aspecto histoldgico se han denominado carcinoma metaplasico [78]. Estos hallazgos son
interesantes si consideramos que el cancer sarcomatoide de pulmén es un tipo histoldgico
raro y poco diferenciado de NSCLC, con un componente de diferenciaciébn sarcomatoide,
esta variante histoldgica se asocia con un peor pronéstico [79]. Martin y col., presentaron
que la supervivencia a 5 afios para los pacientes con cancer sarcomatoide de pulmon fue
del 24,5% en comparacion con el 46,3% de los pacientes con NSCLC; ademas, la
mediana del tiempo de recurrencia fue de 11,3 meses para los pacientes con cancer
sarcomatoide de pulmén y de 61,4 meses para los pacientes con NSCLC [80]. Ademas,
se ha descrito que los pacientes con carcinoma sarcomatoide que presentaron metastasis
responden mal a la quimioterapia convencional [81], [82] y presentan quimiorresistencia
[83].

Como mencionamos, recientemente demostramos que el TCDD, un ligando prototipico
del AHR, afecta el crecimiento y las metastasis pulmonares de manera positiva 0

negativa, dependiendo de las concentraciones de PUFA de tipo w-3 y w-6 en la dieta [52].
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En este modelo no encontramos diferencias en los grupos control de ratones (que no
recibieron TCDD) en el crecimiento tumoral entre el grupo de ratones que recibié la dieta
balanceada contra el grupo que fue alimentado con una dieta rica en PUFA de w-6. Esto
seria contradictorio con los resultados obtenidos en el presente estudio. Sin embargo, en
ese estudio previo solo permitimos que los tumores alcanzaran un tamafio no mayor a
2000 cm?® y no evaluamos los cambios histopatolégicos en este momento, ya que no era
el objetivo de ese estudio. En cambio, en el presente estudio, los tumores se extirparon
cuando alcanzaron un tamafio de al menos 3000 cm®. Esto sugiere que los cambios
histopatologicos que denotan un fenotipo agresivo en los ratones que recibieron una dieta
rica en w-6, requieren de un mayor tiempo para que el desarrollo tumoral se manifieste

claramente.

Por otro lado, la tincion positiva para CK5/6 demuestra el origen epitelial de este
carcinoma sarcomatoide [70], [84], [85]. Los resultados obtenidos en este estudio sobre la
expresion de estas citoqueratinas apoyan el hecho de que se produce una
desdiferenciacion escamosa y una mayor agresividad provocada por la alta ingesta de
PUFA de tipo w-6. Ademas, también demostramos que tanto el indice mitético como la
expresion de MCM2 fueron mas altos en el grupo de ratones que recibié una dieta rica en
w-6. Esos parametros se utilizan ampliamente como marcadores de proliferacion
neoplasica, los tumores que sobreexpresan la proteina MCM2, se asocian con un grado y
estadio avanzado del tumor y un mal pronéstico [86]-[89]. Por lo tanto, la
desdiferenciacion de las células neoplasicas y el alto indice de proliferacion celular en los
tumores de ratones alimentados con una dieta rica en w-6 respaldan el cambio de un

fenotipo mas agresivo.

Existen diversos estudios que sefialan que la inhibicion de la apoptosis conduce a la
promocién del cancer [90]. Varios estudios has demostrado el papel de los PUFA en el
proceso apoptoético, se ha presentado evidencia que atribuye un papel pro-apoptético a
los PUFA tipo w-3, mientras que los PUFA tipo w-6 presentan evidencia contradictoria
porgue mientras algunos autores han indicado su papel en la induccion de muerte celular
otros han sefalado lo contrario [72]. Siendo mas extensa la evidencia de la accion pro-
apoptética en los PUFA de tipo w-3 que modifican la expresion de moléculas clave que
juegan un papel central en la induccién de la apoptosis [91], [92]. En este estudio
demostramos la participacion de los PUFA de tipo w-3 y w-6 en los mecanismos de

apoptosis en nuestro modelo de cancer de pulmén. Curiosamente, encontramos que el

46



consumo de una dieta equilibrada en PUFA puede activar el proceso apoptotico
dependiente de las caspasas 3, 8 y 9. Varios estudios respaldan el papel de los PUFA w-
3 en la activacibn de la via extrinseca de la apoptosis en células de leucemia
promielocitica (HL-60) [93], asi como en células de cancer de mama (ER+MCF-7) [94], en
ambos estudios se observé un incremento de caspasa 8. Otros estudios ademas apoyan
la activacion de la via intrinseca [92]. Incluso Ryadi y col., demostraron un “crosstalk”
entre ambas vias mediado por el tratamiento con C20E (un analogo de EPA) en células
humanas de cancer de mama (MDA-MB-231). C20E a través de TNFR1 causa la
activacion de la via de sefalizacibn ASK1-MKK4/INK/p38MAPK promoviendo la ruptura
de Bid (tBid), conduciendo a MOMP y a la activacion de la via mitocondrial [95][96]. Por el
lado contrario, fue muy sorpresivo para nosotros encontrar que pese a los estudios
hechos por otros autores en los que sefialan un efecto inductor de la apoptosis tanto por
via intrinseca [97]-[99] como extrinseca [100] de los PUFA de tipo w-6 (ARA, LAy GLA),
nosotros encontraramos un nivel muy bajo de expresion de las caspasas 9, 8 y 3 activas,
pese a la alta concentracion en PUFA de tipo w-6 (w-6/ w-3 20:1) que contiene esta dieta.
Esta nula activacion de la via apoptética puede explicar porque los ratones de este grupo
presentan un rapido crecimiento, asi como mayor agresividad. Por otro lado, estos
resultados van de acuerdo con estudios que apoyan el papel inhibitorio de la apoptosis
por parte de ARA [101], [102]. Asi como de sus metabolitos derivados (PGE, PGE4 12-
HETE, 14-HETE, etc) [103]. Cabe mencionar que ademas ARA y LA pueden activar vias
de supervivencia y proliferacion [104], lo que puede estar evitando la activacion de la
apoptosis en este modelo murino. Ademas, nuestros resultados revelaron que los tumores
de ratones alimentados con una dieta rica en w-6 presentaban niveles elevados de VEGF-
A y CD31, lo que contribuia a la agresividad del tumor. Sin embargo, para conocer las

rutas detalladas es necesario realizar mas experimentos.

Se ha demostrado que la inflamacion crénica se encuentra entre los factores mas
importantes que conducen a la carcinogénesis. La obesidad, la enfermedad inflamatoria
intestinal, la colitis crénica y la pancreatitis son algunos ejemplos especificos de
afecciones inflamatorias que son factores de riesgo conocidos para el cancer con
mecanismos compartidos que involucran niveles alterados de oxilipinas [105], [106]. Las
oxilipinas son productos de oxidacion de PUFA formados a través de una o mas
reacciones dependientes de mono o dioxigeno y son los principales mediadores de los
efectos de los PUFA en el cuerpo. En este estudio evaluamos mediante un analisis de

HPLC-MS los niveles de oxilipinas, con el fin de demostrar qué oxilipinas estan
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involucradas en el cambio de fenotipo de agresividad después de un alto consumo de
PUFA de tipo w-6. Los ratones alimentados con una dieta rica en w-6 presentaron un
aumento significativo de varias oxilipinas derivadas del ARA en comparacion con los
ratones alimentados con una dieta balanceada, especialmente aquellos en los que esta
involucrada la via COX (TXB; y PGD;). Mientras que los ratones alimentados con dieta
balanceada presentaron un aumento de PGDs. En varios estudios se ha demostrado que
las prostaglandinas de serie 2, principalmente PGE;, actia como un potente mediador de
la inflamacion y la proliferacién celular [107], asi como de la angiogénesis y la invasion
[108], incluso en NSCLC estimula el crecimiento y la progresion de las células tumorales
[109]. Por el contrario, la PGEs; inhibié la proliferacion en la linea celular de
adenocarcinoma de pulmén A549 [110]. Ademas, los ratones alimentados con una dieta
rica en w-6 presentaron altos niveles de oxilipinas ARA derivadas de la via LOX, incluidas
LXAs, 12-oxo-ETE, HETEs y DIHETrEs. En particular, los HETE participan en los
procesos de angiogénesis, proliferacién y metéstasis [111]. Incluso Liu y col., encontraron
niveles elevados de 15-HETE en pacientes con NSCLC en comparacion con los controles
y proponen a estas oxilipinas como un posible marcador [112]. Ademas, los ratones
alimentados con una dieta balanceada presentaron niveles elevados de HEPE, Vang y
col., demostraron que el 15-HEPE inhibe el crecimiento celular y el metabolismo del ARA
en células de adenocarcinoma prostatico humano [113]. Estos estudios respaldan nuestro
hallazgo que demostr6 un aumento en la proliferaciéon y la angiogénesis en ratones
alimentados con una dieta rica en w-6 en comparacion con una dieta balanceada y dieta
control. Ademas, en ratones alimentados con la dieta rica en w-6 encontramos niveles
elevados de oxilipinas derivadas del LA, que incluyen EpOMEs y DiIHOMEs, aungque no
fueron significativos, es importante sefialar que estas oxilipinas participan en procesos
inflamatorios, permeabilidad vascular, quimiotaxis de neutrofilos y tienen efectos
citotoxicos en el avance de enfermedades inflamatorias agudas y crénicas [114]. Incluso,
McReynolds y col., describieron que los pacientes con COVID-19 grave que presentan
evidencia de hiperinflamacion, también presentaron niveles altos de 9,10- y 12,13-
DIHOME en comparacion con los controles sanos [115]. Ademas, los ratones alimentados
con una dieta balanceada presentaron niveles mas altos de oxilipinas derivadas de la via
CYP450, encontramos un aumento en los epoxidos derivados de EPA (EpETES). Varios
estudios han demostrado la participacién del 17,18-EpETE en la disminucién de la
proliferacion celular en las células endoteliales de cerebro mediante la inhibicion del eje
Ciclina D1/p38/MAPK [116] y las células de cancer de mama MDA-MB-231 mediante la
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produccion deficiente de ATP y la caspasa-3 activa, asi como la activacion de la
sefalizacién de JNK, lo que conduce a la inhibicién de la ciclina D1 y la detencién del ciclo
celular en la fase G1 [95]. Ademas, encontramos niveles altos de epoxidos de DHA
(EpDPE) en los animales que recibieron la dieta balanceada. Algunos estudios han
presentado que el 19,20-EpDPE disminuyé el crecimiento tumoral en un modelo murino
de cancer de mama [117] y redujo la angiogénesis al inhibir la expresion de VEGF-A y el
factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2) en las células endoteliales de cordon
umbilical [118]. Ademas, 16,17-EpDPE y 19,20-EpDPE en combinacién con t-AUCB
disminuyen la metastasis de las células LLC en un modelo murino de angiogénesis [118]-
[120]. Finalmente, Xia y col., demostraron que los metabolitos tipo epdxido derivados de
PUFA de tipo w-3 reducen la densidad de microvasos (DMV) (expresién de CD34) en el
carcinoma de pancreas [121]. Estos estudios respaldan nuestros resultados y podrian
explicar en parte por qué los ratones alimentados con una dieta rica en w-6 tienen un

fenotipo mas agresivo.

Para dar soporte a nuestros hallazgos, con respecto al cambio en el fenotipo de
agresividad después de la ingesta de una dieta rica en PUFA de tipo w-6, analizamos
varios marcadores involucrados en un fenotipo de agresividad. Curiosamente, en
comparacion con los ratones alimentados con una dieta de control o una dieta
balanceada, los tumores de los animales alimentados con una dieta rica en w-6
presentaron una alta expresion del factor de transcripcion YY1. Esta observacion es
relevante, considerando que la sobreexpresion de YY1 se observa en muchos tipos de
cancer y sus niveles se correlacionan en gran medida con la progresion del cancer, la
metastasis, la resistencia a los medicamentos y el mal pronostico [122].
Significativamente, YY1 puede regular transcripcionalmente a COX-2 [123] y la
sobreexpresion del gen COX-2 esta relacionada con la patogénesis de varios tipos de
cancer, incluido el cancer de pulmdén [124]. Curiosamente, también detectamos en los
tumores de ratones alimentados con una dieta rica en w-6 una mayor expresion de COX-
2, lo que también podria explicar en parte el aumento de las oxilipinas derivadas de esta
via en este grupo de ratones. Ademas, COX-2 contribuye a la regulacién de varios genes
implicados en la angiogénesis, incluido VEGF-A [125], como lo demostraron Marrogi y
col., en pacientes con NSCLC a través de la correlacion positiva entre los niveles de
expresion de la proteina COX-2, VEGF-A y DMV. Ademas, el estadio clinico tumoral tanto
de los carcinomas escamosos y ho escamosos se asocié con los niveles de DMV [126].

Asimismo, Wu y col., presentaron que la sobreexpresion tanto de COX-2 como de
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MPGES-1 afecta negativamente la supervivencia postoperatoria general y libre de
enfermedad en pacientes con NSCLC [127]. Finalmente, Giaginis y col., demostraron que
la alta expresion de la proteina COX-2 se asocié significativamente con la presencia de
invasion linfovascular y aumento de la capacidad proliferativa tumoral en pacientes con
NSCLC [128]. De hecho, nuestros resultados de la expresion de angiogénesis de COX-2 y
VEGF-A en ratones alimentados con una dieta rica en w-6 en comparacion con la dieta
balanceada y control son consistentes con esa observacion. Equivalentemente, se ha
demostrado que YY1 induce el fenotipo TEM a través de la regulacion de TGF- en
células tumorales de pulmén [129]. Igualmente, TGF-B puede regular transcripcionalmente
a COX-2 [130]. Se ha encontrado que TGF-$ en células sanas y células cancerosas en
estadios tempranos tiene funciones supresoras de tumores, incluida la detencion del ciclo
celular y la apoptosis, pero en estadios tardios puede promover la metastasis y la
quimiorresistencia [131]. Nuestros resultados demostraron que el tumor de los ratones
alimentados con una dieta rica en w-6 en comparacion con la dieta control o dieta
balanceada, presentan una sobreexpresaron de TGF-f. La participaciéon de TGF-B podria
ser parte de un sistema de retroalimentacion en nuestro modelo que respalda el fenotipo
de agresividad en ratones alimentados con una dieta rica en w-6. Este resultado demostré
por primera vez que una alta ingesta de PUFA de tipo w-6 aumenta la expresion y
activacion de YY1, potenciando el fenotipo de agresividad en este grupo de animales. Un
posible mecanismo por el cual estos mediadores lipidicos podrian activar la expresion de
YY1 seria a través de una via indirecta mediada por la subunidad p65 de NF-kB, que
regula transcripcionalmente a YY1. Varios estudios han demostrado que la PGE;, cuando
se une a su receptor EP2, puede activar la via de NF-kB, tanto en un modelo de células
de cancer de ovario (SKOV3 y OVCAR3) [132], como en un modelo murino con
aneurisma intracraneal [133]. Del mismo modo, presentamos por primera vez que el alto
consumo de PUFA de tipo w-6 provoca la translocacion de la subunidad p65 de NF-kB al
ndcleo, activando sus genes diana, incluido YY1, potenciando el fenotipo de agresividad.
Esa evidencia respalda nuestro hallazgo y permite sugerir fuertemente que una alta
ingesta de PUFA de tipo w-6 conduce a un fenotipo mas agresivo de cancer de pulmoén
mediado por oxilipinas pro-tumorales y una alta expresion de VEGF-A, CD31, YY1, COX-
2y TGF -B.
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9. CONCLUSION

En conclusion, en el presente estudio demostramos por primera vez que la alta ingesta de
PUFA de tipo w-6 en la dieta induce un cambio de fenotipo de mayor agresividad de las
células tumorales en comparacién con animales alimentados con una dieta balanceada o
con dieta control. Diversas actividades biologicas celulares y sefiales moleculares
denotaron este aumento de la agresividad tumoral, como cambios histologicos en la
desdiferenciacién tumoral, aumento de la proliferacion celular, aumento de la
angiogénesis, aumento de las oxilipinas (PGs, HETEs, HODEs, etc.) que median
procesos pro-tumorales. Asi como la expresién nuclear de la subunidad p65 de NF-«kB
que se correlaciona con un aumento en la expresion y activacion de YY1 que promueve la
transcripcion de COX-2 y TGF-B, promoviendo finalmente un fenotipo de mayor
agresividad tumoral. Mientras que una dieta equilibrada induce apoptosis dependiente de
Caspasa 8, 9y 3, lo que podria explicar en parte por qué este grupo de ratones presenta
una agresividad moderada. La participacién de todos estos componentes podria ser parte
de un sistema de retroalimentacion complejo en nuestro modelo que respalda el fenotipo
de agresividad en ratones alimentados con una dieta rica en PUFA de tipo w-6 (Figura
13).

Estos hallazgos pueden contribuir a proponer nuevas modalidades terapéuticas basadas
en la dieta de PUFA, que probablemente mejoren el tratamiento y el manejo clinico del
cancer de pulmon agresivo, lo que apoya la importancia de la ingesta de una dieta
equilibrada en PUFA w-3/ w-6.
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Figura 13. Modelo del efecto de los acidos grasos poliinsaturados de tipo omega 6y
omega 3 en la agresividad tumoral en un modelo murino de cancer de pulmén.
Nuestro estudio propone que la alta ingesta de w-6 (omega 6) en la dieta aumenta la
agresividad de las células tumorales en comparacion con los animales alimentados con
una dieta balanceada o dieta control. Esto se vio reflejado en los cambios histoldgicos, en
la desdiferenciacion tumoral, aumento de la proliferacion celular y aumento de la
angiogénesis. Asi como la expresion nuclear de la subunidad p65 de NFkB (del inglés
Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) que se correlaciona con un
aumento en la expresion y activacion de YY1 (factor de transcripcion Yin Yang 1) que
promueve la transcripcion de COX-2 (ciclooxigenasa 2) y TGF-p (factor de crecimiento
transformante beta). Por el lado contrario, una dieta equilibrada induce apoptosis
dependiente de Caspasa 3, 8 y 9, lo que podria explicar en parte por qué este grupo de
ratones presenta una agresividad moderada.
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