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Resumen

Se utilizé un modelo experimental de cancer de mama inducido con dimetilbenz(o)antraceno en la
rata, con el objetivo de determinar los efectos de una dieta rica en lipidos poliinsaturados del tipo n-
6 sobre la expresion de la proteina oncogénica p21 Ras. La determinacion de la expresiéon de p21
Ras se realizé mediante técnicas inmunochistoquimicas por el método de estreptavidina-biotina. Se
analizaron 146 carcinomas: 19 del grupo control (C), 62 del grupo Induccién (I) y 65 del grupo
Promocion (P). Los resultados mostraron que, aunque la media de la expresion de la proteina p21
Ras fue superior en los carcinomas del grupo P, no se obtuvieron diferencias significativas entre los
grupos. Se concluye que los lipidos de la dieta del tipo n-6 no incrementaron significativamente los
niveles de expresion de la proteina p21 Ras en las células tumorales de los grupos de ratas
sometidas a dieta hiperlipidica.
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Introduccién

El cancer de mama es el mas comun entre las mujeres en los paises desarrollados y es el
responsable de aproximadamente uno de los 10 millones de neoplasias diagnosticadas cada afno
en ambos sexos'. Se ha constatado un aumento acelerado de la incidencia en los Gltimos 20 afios,
lo cual se ha relacionado con una mayor exposicion a factores de riesgo; entre estos, los
nutricionales se consideran de gran trascendencia debido a la continua exposicion a la que esta
sometida la poblacién por sus habitos alimentarios®. Es un hecho bien conocido que ciertos lipidos
de la dieta estimulan el cancer de mama cuando se hallan en cantidades elevadas®. En diversos



estudios experimentales, se ha demostrado que los mas eficaces promotores de la carcinogénesis
son los lipidos que contienen cantidades importantes de acidos grasos poliinsaturados de la familia
n-6, como los aceites de maiz y girasol”.

El desarrollo neoplasico es el resultado, al menos parcialmente, de la activacion anormal de
protooncogenes que resultan en niveles de expresion alterados del producto de la proteina normal,
0 en niveles de expresién normales o alterados de una proteina anormal. Actualmente, se han
identificado mas de 100 de estos genes; dentro de estos, la familia de genes ras es una de las mas
frecuentemente involucradas en el desarrollo del cancer®®. El oncogén c-Ha-ras1 es un miembro
de la familia ras que ha sido identificado con frecuencia en el desarrollo de tumores humanos y
experimentales, incluyendo el cancer de mama’. Su producto es una pequefia proteina de 21 kDa,
conocida como p21 Ras. Las proteinas p21 Ras se localizan en la superficie interna de la
membrana celular, donde actian como interruptores moleculares binarios en las vias de
sefializacion que influencian el crecimiento celular, la diferenciacion y la apoptosis®®.

El modelo biolégico de cancer de mama inducido con el carcinégeno dimetilbenz (o) antraceno
[DMBA] en ratas produce la aparicién de tumores mamarios, de caracteristicas muy parecidas a las
de los tumores humanos en su patogénesis y bases moleculares, lo que permite realizar estudios
de expresion de diversos genes implicados en la carcinogénesis mamaria®. Los niveles
incrementados de expresidon de los genes ras han sido encontrados en cerca del 50 % de los
tumores mamarios humanos y experimentales en relacién con los niveles del tejido normal;
ademas, es conocido que la sobreexpresion constituye un importante mecanismo de activacion
oncogénica asociado con peor pronésticog. En este estudio, la hipdtesis de trabajo se basé en que
los lipidos de la dieta podrian ejercer su influencia en el desarrollo tumoral mamario induciendo
sobreexpresion de la proteina p21 Ras; para ello, se estudio el efecto de una dieta hiperlipidica rica
en acido linoleico (18:2n-6), en el modelo de carcinogénesis experimental inducida con DMBA en
ratas, por lo que nos propusimos como objetivos los siguientes:

a) Determinar la expresion de la proteina p21 Ras en los carcinomas de mama inducidos
experimentalmente en la rata.

b) Estudiar el efecto de una dieta hiperlipidica poliinsaturada (20 % de aceite de maiz) sobre los
niveles de expresién de la proteina p21 Ras en los carcinomas mamarios.

Métodos

Este trabajo se soporta experimentalmente en el modelo bioldgico de cancer de mama inducido en
ratas Sprague Dawley, mediante el carcinégeno dimetilbenz(a)antraceno (DMBA). La induccién
tumoral se efectud siguiendo el método de Huggins y colaboradores, modificado™. El estudio
estuvo integrado por 60 animales que fueron distribuidos en tres grupos, los cuales se
establecieron en dependencia de la dieta recibida y del momento de su administracion. En todos
los grupos, los animales recibieron lactancia materna desde su nacimiento hasta el destete, en el
dia 22-23 de vida. A partir de ese momento, se les administraron las dietas experimentales:
normolipidica (m3) o hiperlipidica rica en aceite de maiz (M20).

La serie experimental fue disefiada para estudiar el efecto de una dieta con elevado contenido en
acidos grasos poliinsaturados del tipo n-6 sobre las etapas de la carcinogénesis y, posteriormente,
determinar en los tumores mamarios la expresion de la proteina oncogénica p21 Ras. El estudio
comenzo el dia 22, a partir del cual se establecieron los diferentes grupos de 20 animales cada
uno: un grupo control (C), alimentado con dieta m3 durante todo el estudio; un grupo para analizar
el efecto de la dieta M20 sobre la iniciacion de la carcinogénesis (l), alimentado con esta dieta
hiperlipidica rica en aceite de maiz durante todo el ensayo, y otro grupo en el que se estudi6 el
efecto de dicha dieta sobre la promocién (P), el cual recibié dieta m3 hasta la induccién y dieta M20
desde ese momento hasta el sacrificio (tabla 1).



Tabla 1 Grupos experimentales de la serie del estudio.

| Grupo [ Objetivo del estudio | Dieta |

| C [ Control | m3:3 % 18:2n-6 |

L Il Iniciacién | M20: 20 % 18:2 n-6 |
P Promocion m3:3% 18:2n-6
M20: 20 % 18:2 n-6

Todos los animales fueron inducidos el dia 53 —dia cero del tiempo postinduccién— con una dosis
Unica del carcindgeno dimetilbenz (o) antraceno (DMBA). Para ello, se administraron 5 mg de
DMBA disueltos en 1 ml de aceite de maiz mediante instilacién bucogastrica. El fin del ensayo
coincidié con el sacrificio, de los animales por decapitaciéon, a una edad media de 278 dias.
Previamente al sacrificio, se determind la fase estral de los animales mediante examen citolégico
vaginal, y se seleccionaron los que se encontraban en diestro, para conseguir la maxima
homogeneidad de las muestras y la minima interferencia de hormonas endégenas. Tras el sacrificio,
se efectud rapidamente la exéresis tumoral. Posteriormente, se separdé una parte representativa de
cada tumor o, en el caso de los tumores pequerios, la totalidad del mismo, y se fijé en formol al 10 %
tamponado con fosfatos para su estudio anatomopatoldgico. Se practicaron varios cortes de cada
muestra de 5 ym de espesor, que se tifieron con hematoxilina y eosina.

Determinacidn de la expresiéon de p21 Ras

La determinacién de la expresion de las proteinas p21 Ras se realizdé mediante técnicas
inmunohistoquimicas. Para ello, se utilizé el tejido parafinado y se practicé la técnica de deteccién
por el método de estreptavidina-biotina. Se utilizé un anticuerpo c-Ha-Ras —Ab1- monoclonal.
Cat#OP23. 100 ug en 1 ml de tampdén 0,05 M fosfato de sodio, con 0,1 % de sodio azide y 0,2 %
de gelatina. Lote DO 495 1 (Oncogene Research Products). Clon 235-1.7.1 generado en el raton al
inmunizar ratones BALB/c con p21 recombinante fusionado con células de mieloma P3X63
Ag8.653. Se trata del isotipo 1gG,.x que reconoce el fragmento que corresponde a los residuos 54
a 188 de la proteina. Identifica especificamente la proteina codificada por c-Ha-ras y no detecta las
codificadas por c-K-ras o ¢c-N-ras. Reconoce las formas mutada y no mutada de la proteina.

Se analizaron para inmunohistoquimica 146 carcinomas (19 del grupo control, 62 del grupo | y 65 del
grupo P). La positividad observada fue de tipo citoplasmatica, en forma de fino granulado compatible
con la localizacion de la proteina en el citosol y, ocasionalmente, se observé positividad nuclear. En
las secciones estudiadas de los carcinomas de mama, se obtuvo inmunorreactividad al anticuerpo en
las células epiteliales ductales y lobulillares, mioepiteliales, en los fibroblastos, en las paredes
vasculares, y en el musculo esquelético y piel cuando estaban representados en la lamina. No
obstante, la intensidad de esta positividad variaba segun las caracteristicas fenotipicas de las células.
Para valorar las posibles diferencias en la expresion de p21 Ras en los tumores de mama por
efecto de las dietas, se utilizé6 un analizador y procesador de imagenes (VISILOG 5.1 de NOESIS)
que permite una mediciéon automatica sensible. El sistema se adaptd a las necesidades propias de
la investigacion (andlisis de tincidn citoplasmatica, uniformidad en el niumero y las caracteristicas
de las imagenes a estudiar, etc.). Se midio el porcentaje de células tumorales positivas de un area
previamente marcada y la intensidad de la tincién, a partir de los niveles detectados en el control
negativo correspondiente realizado en cada una de las sesiones de inmunohistoquimica. Se
reconocieron como valorables aquellas en las que el caso control negativo presentaba una
positividad inespecifica de fondo, que no sobrepasaba el 2 % de las células. Los resultados se
procesaron para su analisis estadistico con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, con un
nivel de significaciéon de p < 0,05.



Resultados

Los resultados de la determinacion de la expresion de la proteina p21 Ras en los carcinomas se
muestran en la tabla 2. Como puede observarse, el promedio de células tumorales positivas de p21
Ras fue de 28, 96 % en el grupo control, 26,30 % en el grupo | y de 33,75 % en el grupo P. Por tanto,
aunque la media de la expresion de la proteina p21 Ras fue mayor en los carcinomas del grupo P, no
se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos. La distribucion de la intensidad de la tincion
se observd de forma paralela a la de la expresion total, con mayor intensidad en el grupo P(13,72 %),
pero los valores tampoco alcanzaron la significacién estadistica (p = 0,200).

Tabla 2 Expresion de la proteina p21 Ras en los carcinomas mamarios.

[ Grupos || n | Expresion (%) Il Intensidad (%) || Ras Total (%) |
| I I X+ |[ sD || m [ X +| SD|[ m |[ X | SD | m |
[C || 19 || 2868 || 19,1 || 28,7| 052 07| 026 2896 194 ]| 2874]|
[ 1 || 62 || 2549 || 216 || 172 1,731]] 29 || 0,32 26,30 | 229 | 17,24 |
[P [ 65 |[ 32,25 |[ 21,1 |[ 28,7 ][ 3,72 6,0 |[ 069 ] 33,75] 23,7 28,73]|

N = numero de carcinomas. p > 0,05

% = media.

SD = desviacion estandar de la media.

m = mediana.

Fuente: Departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital de Grenollers. Barcelona.

En la figura, a modo de ilustracion, se muestra una fotografia de un corte histolégico de un carcinoma
mamario con elevada tincién para el anticuerpo anti-p21 Ras. En el mismo, se puede observar que
las células que expresan p21 Ras se colorean intensamente de color castafio.

Figura Imagen fotografica de corte histolégico de un carcinoma mamario con elevada tincién para
el anticuerpo anti p21 Ras.

Discusién

Los andlisis de los resultados de la expresion muestran que, aunque los tumores del grupo P
presentaron niveles superiores, estos no alcanzaron la significacion estadistica. Estos resultados
coinciden con estudios similares realizados en un modelo inducido con N-motilnitrosourea (NMU) en
la rata, en los que tampoco se encontraron diferencias en los niveles de la proteina p21 Ras por



efecto de la misma dieta'’. Por otra parte, varios autores han descrito niveles aumentados de p21
Ras por efecto de lipidos n-6 en comparacion con lipidos n-3 en tumores mamarios inducidos con
DMBA'?, en cultivos de glandula mamaria en ratones inducidos con el mismo carcinégeno y en lineas
celulares de cancer de mama humano'®. Estudios en ratones transgénicos MMTV/v-H-ras sometidos
a una dieta hiperlipidica de aceite de maiz, mostraron un aumento de los niveles del ARNm de ras
respecto al control con dieta normolipidica, pero estos cambios ocurrieron a nivel del transgen y no
en el gen endégeno. A su vez, un estudio realizado en glandulas mamarias de ratas sanas
alimentadas con dietas ricas en lipidos n-6 y n-3, mostré que las alimentadas con n-6 presentaron
niveles aumentados de ARNm y de la proteina p21 respecto al control alimentado con dieta normal™.
Sin embargo, en estudios previos del laboratorio de origen de este trabajo, no se encontraron
diferencias en los niveles de abundancia relativa del ARNm, ni de la proteina p21 Ras por efecto de
la misma dieta.

A partir de los resultados obtenidos en esta investigacion, puede plantearse que con los métodos
utilizados no se pudo demostrar que a nivel molecular los lipidos del tipo n-6 modifiquen los niveles
de expresion de la proteina p21 Ras. Por tanto, es posible que estos lipidos actiuen sobre la
actividad de la proteina (favoreciendo la formacion de Ras-GTP) y que regulen, de esta forma, el
estado de activacion de p21 Ras, conociendo que uno de los mecanismos clasicos postulados para
explicar el efecto modulador de los lipidos en el cancer de mama es el de inducir modificaciones en
la membrana plasmatica. Se ha demostrado que los cambios en el perfil lipidico de las membranas
celulares, debidos al consumo de un tipo concreto de grasa, pueden modificar el comportamiento
celular mediante la influencia en la fluidez de membrana vy las vias de transduccién de sefiales’™.
Los cambios en la fluidez de membrana, a su vez, pueden afectar la movilidad lateral de proteinas
especificas, su conformacién e interaccion con otros componentes de membrana, lo que podria
producir cambios funcionales. Recientemente, se ha demostrado que las distintas isoformas de p21
Ras estan localizadas en microdominios discretos en la membrana plasmatica, asi como en
endomembranas a nivel de endosomas, aparato de Golgi y mitocondrias, lo que condiciona las vias
de sefalizacién en las que participan y la interaccién con sus efectores’"’. En relacion,
especificamente, con la ubicacién de Ha-Ras en la membrana plasmatica, se ha observado que
Ha-Ras-GDP esta localizado en microdominios conocidos como lipids rafts” (regiones formadas
por una composicion lipidica rica en colesterol y glicoesfingolipidos), pero su forma activa, Ha-Ras-
GTP, se encuentra fuera de estos, en sitios "no rafts", desde los cuales emite su sefial.’®"® Se ha
determinado que la activacion de la via de sefializacion de Ha-ras es un proceso dinamico
caracterizado por una rapida segregacion lateral de Ras GTP hacia los microdominios "no rafts", con
formacién de conglomerados de Ras activo. La formacion de estos nano acumulos de Ras-GTP
podria constituir un mecanismo de amplificacion, que estaria asociado con el hecho de que la salida
desde p21 Ras hacia la cascada Raf-MEK-ERK es sensible a bajos niveles de activacion de dicha
proteina, solo cuando la sefial de Ras es iniciada desde la membrana plasméticazo.

Summary

An experimental model of dimethylbenz[a]anthracene induced breast cancer in rats was used with
the aim of determining the effects of a diet rich in type n-6 polyunsaturated lipids on the expression
of the p21 Ras oncogenic protein. The determination of the p21 Ras was carried out through
inmunohystochemical techniques, using the streptavidin-biotin method. One hundred and forty six
carcinomas were analyzed: 19 from the control group (c), 62 from the induction group (l), and 65
from the Promotion group (P). The results showed that even though the mean for the p21 Ras
protein expression was higher in the carcinomas from the group P, there were not significant
differences among the groups. It was concluded that the lipids on the type n-6 diet did not increase
significantly the p21 Ras protein expression levels in tumoral cells from the rat groups that
underwent a hyperlipidic diet.
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