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RESUMEN

Los factores ambientales durante la vida temprana (prenatal y neonatal) pueden generar
modificaciones epigenéticas relacionadas con la diferenciacion celular. La lactancia provocaria en la
cria cambios epigenéticos que podrian promover la diferenciacion mamaria y disminuir el riesgo a
desarrollar cancer de mama en la adultez. Nuestro objetivo fue analizar si una lactancia apropiada
protege a las crias frente a la carcinogénesis mamaria en la vida adulta. Para ello utilizamos crias
hembras Sprague Dawley agrupadas en camadas de 3 (C3), 8 (C8) y 12 (C12) crias por madre. A
los 55 dias, la mitad de los animales de cada grupo fueron sacrificados para estudiar la
diferenciacion mamaria mediante morfologia de la glandula mamaria y expresion génica. Por otro
lado, el resto de los animales fue tratado con una unica dosis de dimetilbenzantraceno (15 mg/rata)
para estudiar la latencia, incidencia y progresion tumoral. El numero y tamafio de los brotes
extremos terminales fueron significativamente menores en C3 versus C8 y C12 demostrando su
menor potencial para la transformacion maligna. Mediante PCR en tiempo real, analizamos la
expresion mamaria de los genes PINC, TBX3, STAT6, GATA3 y PTEN que son considerados
indicadores de diferenciacion. E1 ARNm de PINC, asociado a la inhibicién de la diferenciacion
terminal de células alveolares mamarias, estuvo aumentado C12 con respecto a C3 y C8. La
expresion de 7BX3, una proteina necesaria para el desarrollo normal del epitelio mamario murino, y
de GATA3 y STATG, factores que mantienen la diferenciacion mamaria, estuvieron disminuidos en
C12 comparado a C3. Observamos una menor incidencia tumoral y una mayor latencia en C3 con
respecto a los otros grupos. Estos resultados demuestran una relacion directa entre el consumo de
leche materna y la capacidad de la glandula mamaria de activar programas génicos asociados a la

diferenciacion celular, que podrian disminuir la carcinogénesis mamaria.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

La secrecion de leche es un rasgo caracteristico de todas las especies de mamiferos, grandes
0 pequeios, sociales o solitarios, articos o tropicales (Oftedal, 2012). El nombre Mammalia
(mamifero) fue introducido en 1758 por el taxébnomo Carolus Linnaeus para ilustrar la relacion de
los cuadrpedos terrestres con delfines y ballenas, reflejando asi el hecho de que las hembras de
ambos grupos tienen glandulas mamarias (King Wiliam, 1910). La lactancia es exclusiva de los
mamiferos ya que ningln otro organismo existente produce secreciones copiosas de las glandulas de
la piel para alimentar a sus crias. Estas glandulas forman parte de un sistema de alimentacion y
crianza que asegura la proteccion y la formacion de vinculos entre los individuos de la especie.
En el caso del ser humano, su formacién comienza durante la gestacion intrauterina, pero al
momento del nacimiento el nivel de madurez fisico, cognitivo y social es bajo y se necesita que ese
proceso madurativo se complete a lo largo del tiempo, durante la lactancia y la crianza social. Por lo
tanto la lactancia es fundamental para la supervivencia de nuestra especie

(http://web.minsal.cl/sites/default/files/files/manual_lactancia_materna.pdf).

Bases para una lactancia materna 6ptima

El éxito de la lactancia depende del establecimiento y desarrollo de eventos que apoyan y
fortalecen la conducta materna. Entre estos eventos se incluyen el estimulo de succion y el reflejo de
busqueda u hociqueo, el reflejo de succion, la respuesta digestiva de las crias a la leche materna
(Plessis, 2009; Volpe, 1981) y el acunamiento materno de las crias (posicion de amamantamiento)
entre otras. Todos estos procesos generan una respuesta materna que es controlada por hormonas que
al mismo tiempo regulan la funcionalidad de las células mamarias y en consecuencia la funcién
mamaria. Dichas hormonas se pueden dividir en tres grandes categorias:

Hormonas reproductivas que incluyen los estrogenos como el estradiol (E2), la

progesterona (P4), la prolactina (PRL), la hormona de crecimiento (GH) y oxitocina (OXT) cuyos
12



niveles cambian durante el desarrollo o la funcién reproductiva y actian directamente sobre la
glandula mamaria permitiendo cambios en su desarrollo (mamogénesis) o coordinando la secrecion
de leche para las crias (lactogénesis) (S. M. Anderson, Rudolph, McManaman, & Neville, 2007;
Neville, McFadden, & Forsyth, 2002)

Hormonas metabdlicas que son responsables de coordinar la respuesta del organismo a
cambios metabdlicos y al estrés. Dentro de este grupo encontramos las hormonas tiroideas (HT),
necesarias para la secrecion de leche, y la insulina que es requerida para el desarrollo mamario.
Estas hormonas pueden alterar la respuesta mamaria a las hormonas reproductivas, e indirectamente,
regular la sintesis y secrecion de leche alterando la llegada de nutrientes hacia la glandula mamaria
(S. M. Anderson et al., 2007; Neville et al., 2002).

Hormonas de origen mamario con posible funcion autocrina durante la lactancia, ya que la
misma glandula mamaria es capaz de sintetizar y secretar GH, péptido relacionado con la hormona
paratiroidea (PTHrP), leptina y PRL (Neville et al., 2002).

Ademas, en el caso de la mujer, para poder lograr una adecuada lactancia materna es
necesario el trabajo sostenido de los equipos de salud fomentando y acompafiando el inicio
temprano de la lactancia como también su continuidad durante la infancia. Es importante que el
recién nacido comience a tomar el pecho precozmente, idealmente durante la primera media hora de
nacido. El principal estimulo que induce la produccion de leche es la succion del nifio, por lo tanto,
cuantas mas veces toma el pecho de la madre, mas leche se produce. Por este motivo se recomienda
que la lactancia materna sea a libre demanda (Black et al., 2013).

Para que la lactancia materna sea exitosa se requiere de politicas sistematicas que la
favorezcan y de personal de salud capacitado para el apoyo y asesoramiento materno. Ademas se
deben establecer grupos de apoyo a la lactancia materna que puedan guiar a la madre una vez que se
retira del hospital o clinica. Por ultimo, resulta de gran importancia la difusién en la comunidad de

los beneficios de amantar y los riesgos de su abandono temprano (Black et al., 2013).

Lactancia éptima

Los primeros dos afios de vida brindan una ventana de oportunidad critica para asegurar el

apropiado crecimiento y desarrollo de los nifios, mediante una alimentacion optima (The World
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Bank, 2006). Las recomendaciones de la OMS y el UNICEF (WHO, 2003) para una alimentacion

infantil 6ptima son:

Lactancia materna exclusiva durante los primeros seis meses de vida

Significa que el lactante recibe solamente leche del pecho de su madre o de una nodriza, o
recibe leche materna extraida del pecho y no recibe ningtn tipo de liquidos o sélidos, ni siquiera
agua, con la excepcion de solucion de rehidratacion oral, gotas o jarabes de suplementos de
vitaminas o minerales o medicamentos (OMS, UNICEF, AED, 2008).

Durante los primeros 6 meses de vida, la leche materna cubre las necesidades de energia y de
nutrientes para la gran mayoria de nifios (Butte, Lopez-Alaracon, & Garza, 2002). Ademas, es
suficiente para satisfacer la sed del lactante ya que esta compuesta por un 88% de agua. Por lo tanto,
durante los primeros seis meses de vida no es necesario incorporar otros alimentos ni liquidos,
incluso en climas calidos. Los liquidos adicionales desplazan la leche materna y no incrementan la
ingesta total (Sachdev, Krishna, Puri, Satyanarayana, & Kumar, 1991). Sin embargo, el agua y los
tés son administrados frecuentemente a los lactantes, muchas veces desde la primera semana de

vida. Esta practica se ha asociado con una duplicacion del riesgo de diarrea (Brown, Black, Lopez

de Romaia, & Creed de Kanashiro, 1989).

Alimentacion complementaria

Alimentacion complementaria, adecuada y segura, a partir de los seis meses de edad,
manteniendo la lactancia materna hasta los dos afios de vida o mds. Se inicia cuando la leche
materna no es suficiente para cubrir los requerimientos nutricionales del lactante, por lo tanto son
necesarios otros alimentos y liquidos, ademas de la leche materna. Por lo general, la alimentacion
complementaria es llevada a cabo desde los seis a los veintitrés meses de edad, aunque la lactancia
materna deberia continuar mas alla de los dos afios (http://www.aeped.es/sites/default/files/1-
orientacion para la ac.pdf).

A la edad de 6 meses el lactante, generalmente, duplica su peso de nacimiento y se torna mas

activo. Por si sola, la lactancia materna ya no es suficiente para cubrir sus requerimientos de energia
14
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y de nutrientes, por lo tanto se deben introducir los alimentos complementarios para completar la
diferencia (Fig I.1). Ademas, en esta edad el sistema digestivo es lo suficientemente maduro para
digerir el almidon, proteinas y grasas de una dieta no lactea.

A nivel mundial, se estima que solamente el 34,8% de los lactantes reciben lactancia materna
exclusiva durante los primeros seis meses de vida; la mayoria recibe algun otro tipo de alimento o
liquido en los primeros meses (http://www.who.int/nutrition/databases/infantfeeding/en/). Con
respecto a los alimentos complementarios, muchas veces son de baja densidad calorica, no se
ofrecen con la frecuencia necesaria o las raciones son muy pequefias, volviendo vulnerable el estado

nutricional del nifio (Salud, 2010).
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Figura 1.1 Energia que requiere el lactante y el nifio pequefio y que proporcion cubre la leche materna. La energia
que se requiere, adicionalmente a la leche materna, es de aproximadamente 200 kcal por dia, para nifios de 6—8 meses;
300 kcal por dia para nifios de 9-11 meses y 550 kcal por dia para nifios de 12-23 meses de edad. La cantidad de
alimentos que se requiere para cubrir estas brechas se incrementa a medida que el nifio tiene mayor edad y que la ingesta

de leche materna se reduce. Elaborado por La alimentacion del lactante y del nifio pequefio. OMS, 2010

Beneficios de la lactancia materna

La lactancia materna brinda beneficios a corto y a largo plazo, tanto para el nifio como para
la madre (Ledn-Cava, Lutter, Ross, & Martin, 2002), incluyendo la proteccion del nifio frente a una

variedad de patologias agudas y cronicas. Estos beneficios estan asociados tanto a la cantidad de
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leche materna consumida en forma exclusiva, como a la duracion de la lactancia.

Beneficios de la lactancia materna a corto plazo

Los beneficios de la lactancia materna a corto plazo incluyen una menor incidencia de
afecciones tales como diarrea (De, Rea, & Martines, 1991), neumonia (Bachrach, Schwarz, &
Bachrach, 2003), otitis media (Marild, Hansson, Jodal, Odén, & Svedberg, 2004), meningitis por
Haemophilus influenzae (Silfverdal, Bodin, & Olcén, 1999) e infecciones del tracto urinario (Marild
et al., 2004). El menor niimero de enfermedades que padece el bebé amamantado y la menor
gravedad de las mismas disminuyen la probabilidad de morir. En paises en desarrollo, los nifios que
no reciben lactancia materna tienen una probabilidad de seis (Collaborative Study Team, 2000) a
diez veces (Bahl et al., 2005) mas de morir durante los primeros meses de vida, en comparacioén con
los nifios que son alimentados con leche materna. Muchas de estas muertes son causadas por la
diarrea y la neumonia. Especial interés recibe la enfermedad diarreica, ya que se presenta con mayor
frecuencia entre los nifios que reciben alimentacion artificial, incluso en situaciones donde existe

una higiene adecuada (Howie, Forsyth, Ogston, Clark, & Florey, 1990; M. S. Kramer, 2001)

Beneficios de la lactancia materna a largo plazo

Los nifios alimentados de manera artificial tienen un mayor riesgo de padecer enfermedades
que tienen una base inmunoldgica, como el asma y otras condiciones atopicas (Gdalevich, Mimouni,
& Mimouni, 2001; Oddy et al., 2004), diabetes tipo 1 (Sadauskaite-Kuehne, Ludvigsson, Padaiga,
Jasinskiene, & Samuelsson, 2004), enfermedad celiaca (Akobeng, Ramanan, Buchan, & Heller,
20006), colitis ulcerativa y enfermedad de Crohn (Klement, Cohen, Boxman, Joseph, & Reif, 2004).
La alimentacion artificial también ha sido asociada con un mayor riesgo para desarrollar leucemia
durante la nifiez (Kwan, Buffler, Abrams, & Kiley, 2004). Con respecto a la obesidad desarrollada
durante la nifiez tardia y la adolescencia, es menos frecuente entre los nifios amamantados,
existiendo ademads un efecto dosis-respuesta: a mayor duracion de la lactancia materna menor riesgo

de obesidad (Burke et al., 2005; Harder, Bergmann, Kallischnigg, & Plagemann, 2005). En relacion
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a las enfermedades cardiovasculares, se vincula a la alimentacion artificial con incremento de la
presion sanguinea (Martin, Gunnell, & Smith, 2005); niveles anormales de colesterol en sangre
(Owen, Whincup, Odoki, Gilg, & Cook, 2002) y ateroesclerosis durante la edad adulta (Martin,
Ebrahim, et al., 2005). Un metaandlisis de veinte estudios (J. W. Anderson, Johnstone, & Remley,
1999) sobre la funcion cognitiva, muestra que los nifios que fueron alimentados con lactancia
materna tienen en promedio 3,2 puntos mas en las pruebas de funcidn cognitiva, en comparacion
con nifios que fueron alimentados con leche artificial comercial. Esta diferencia fue mayor
(alrededor de 5,2 puntos) en los nifios que tuvieron bajo peso al nacer, ya que tuvieron mayor
consumo de leche materna comparado con los nifios nacidos a término. El incremento de la duracion
de la lactancia materna ha sido asociado con mayor inteligencia en la nifiez tardia (Daniels & Adair,
2005) y la edad adulta (Mortensen, 2002).

Con respecto al cancer de mama, so6lo unos pocos estudios epidemiologicos (Freudenheim et
al., 1994; Martin, Middleton, Gunnell, Owen, & Smith, 2005; Titus-Ernstoff et al., 1998; Weiss et
al., 1997b) muestran que la lactancia materna puede reducir el riesgo en el lactante de desarrollar
cancer de mama premenopausico, mientras que los resultados en mujeres posmenopausicas son
inconsistentes (Freudenheim et al., 1994; N Potischman & Troisi, 1999; Titus-Ernstoff et al., 1998).

Weiss et al. observaron una tendencia de un menor riesgo de cdncer de mama en mujeres
amantadas (Weiss et al., 1997a). En coherencia, un estudio de casos y controles mostré una
asociacion significativa entre haber sido amamantado y un menor riesgo de desarrollar cancer de
mama en la vida adulta (Freudenheim et al., 1994). Ademas, Titus-Ernstoff et al. informaron que la
incidencia de cincer de mama no fue mayor en mujeres amamantadas aun cuando sus madres
desarrollaron carcinoma de mama (Titus-Ernstoff et al., 1998). Middleton et al. realizaron un
metaanalisis que revela un menor riesgo de cancer de mama en mujeres premenopausicas que habian
sido amamantadas (Martin, Middleton, et al., 2005). Los posibles mecanismos por los cuales la
lactancia materna podria prevenir la carcinogénesis de la mama en la vida adulta no han sido
investigados.

La lactancia materna también tiene beneficios para la madre, tanto a corto como a largo
plazo. Se puede reducir el riesgo de hemorragia postparto mediante la lactancia inmediata después
del parto (Chua, Arulkumaran, Lim, Selamat, & Ratnam, 1994). También existen pruebas crecientes
acerca del menor riesgo de cancer de mama (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast

Cancer et al., 2002) y de ovario (Rosenblatt & Thomas, 1993) entre las madres que dan de mamar.
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Beneficios de la lactancia materna exclusiva durante los primeros seis meses de vida

La lactancia materna exclusiva presenta beneficios con respecto a la lactancia materna
parcial que se reconocen desde el afio 1984. Los lactantes que reciben solamente leche del pecho
tienen menos riesgo de muerte por diarrea y neumonia (Feachem, 1984; Victora et al., 1987). Un
estudio realizado en Dhaka, Bangladesh encontré que se podrian reducir un tercio las muertes por
diarrea y neumonia si los lactantes recibiesen lactancia materna exclusiva, en vez de lactancia
materna parcial, durante los primeros 4 meses de vida (Arifeen et al., 2001). La lactancia materna
exclusiva reduce el riesgo de diarrea (Michael S. Kramer et al., 2003) y de infecciones respiratorias
agudas (Chantry, Howard, & Auinger, 2006) si su duracion es de 6 meses de vida, en comparacion
con una duracidn de tres o cuatro meses respectivamente.

En la madre, la lactancia materna exclusiva puede demorar el reinicio de la fertilidad (Von
Hertzen, 1999) y acelerar la recuperacion del peso que tenia antes del embarazo (Dewey, Cohen,

Brown, & Rivera, 2001).

Beneficios de la lactancia durante la alimentacion complementaria

A partir de los seis meses de edad, las necesidades de energia y nutrientes del lactante
comienzan a exceder lo aportado por la leche materna; entonces, la alimentacién complementaria se
vuelve necesaria para llegar a los requerimientos de energia y nutrientes (Dewey & Brown, 2003).
Una nutricidon incompleta durante este periodo puede generar retraso en el crecimiento debido a la
deficiencia de micronutrientes y enfermedades infecciosas (Dewey & Adu-Afarwuah, 2008). Incluso
después de la introduccion de los alimentos complementarios, la lactancia materna contribuye de
manera critica al aporte de nutrientes para el nifio pequefio; aportando el 50% de las necesidades de
energia del lactante hasta el afio de edad, y hasta un tercio durante el segundo afio de vida. Ademas,
los nutrientes aportados por la leche materna son de mayor calidad que los aportados por los

alimentos complementarios (OPS/OMS, 2003).
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Causas de abandono de la lactancia materna

El abandono del amamantamiento como forma habitual de alimentacion puede traducirse en
un problema con importantes implicancias personales, sociales y sanitarias. Los principales factores
que determinan el abandono de la lactancia materna son los bajos ingresos (Nishioka et al., 2011), el
bajo nivel de educacioén (Inoue, Binns, Otsuka, Jimba, & Matsubara, 2012) y el empleo materno
(Valdes, Pugin, Schooley, Catalan, & Aravena, 2000), asi como los factores psicosociales, en
particular la falta de asistencia de los padres en el cuidado infantil (Inoue et al., 2012) y los sintomas
de la depresion posparto (Dennis & McQueen, 2009).

Las madres que presentan depresion y ansiedad dificultan el mantenimiento de la lactancia
materna debido al uso de antidepresivos, la privacion del suefio, la apatia y el estado de animo
depresivo (Zauderer Cheryl, 2011). Este comportamiento materno afecta negativamente a sus hijos,
generando una interaccidon madre-niio menos intensa que expone a los bebés a problemas en el
desarrollo emocional, conductual y cognitivo, asi como a desnutricién y problemas de salud fisica

(Dennis & McQueen, 2009).

Con respecto al empleo materno, estudios recientes muestran que la lactancia materna
exclusiva se ve rapidamente afectada cuando las mujeres regresan al trabajo (Do Nasciment et al.,
2010; Skafida, 2012) En consecuencia, el permiso por maternidad es un factor protector importante
para la lactancia materna.

Las estadisticas sobre lactancia materna en Argentina en el ano 2011, segiin fuentes oficiales
del Ministerio de Salud de la Nacion y UNICEF muestran que, aun cuando el 95% de los recién
nacidos reciben leche materna exclusiva, la incidencia de abandono en el segundo, cuarto y sexto
mes fue del 40%, 55% y 70%, respectivamente
(https://www.unicef.org/argentina/spanish/Informe Argentina.pdf). Esto demuestra la alta tasa de
desercion del amamantamiento y la necesidad imperiosa de identificar los principales factores que
conducen al abandono prematuro de la lactancia materna a fin de guiar intervenciones que apunten a

mejorar las tasas de lactancia materna exclusiva hasta los seis meses posparto.
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Composicion de la leche materna

Los nutrientes contenidos en la leche materna derivan de diferentes fuentes. Algunos se
originan por sintesis en el lactocito, que es la célula de estirpe epitelial especializada en la
lactogénesis. Otros nutrientes tiene origen alimentario y algunos son originados a partir de las
reservas maternas. En general, la calidad nutricional de la leche humana es altamente conservada,

pero la dieta materna es importante para el aporte de algunas vitaminas (C y E) y dacidos grasos

(laurico, miristico, palmitico, estearico, oleico, palmitoleico, AGPI w3 y AGPI w6)(Bravi et al.,
2016; PRENTICE, 1995).

La composicion de la leche humana es dinamica y varia en el transcurso de una
alimentacion, diurnamente, durante la lactancia y entre madres y poblaciones. Las influencias sobre

las diferencias en la composicion de la leche humana incluyen factores maternos y ambientales.

Macronutrientes

La composicion de macronutrientes de la leche humana varia entre las madres y durante la
lactancia, pero se conserva notablemente a través de poblaciones a pesar de las variaciones en el
estado nutricional materno (Ballard & Morrow, 2013). La composicion promedio de
macronutrientes en la leche madura contiene: 0,9 a 1,2 g/dl de proteina, 3,2 a 3,6 g/dl de grasa, 6.7 a
7.8 g/dl de lactosa. La energia aportada oscila entre 65 y 70 kcal/dl, y est4 estrechamente vinculada

al contenido de grasa de la leche humana (Ballard & Morrow, 2013,

http://web.minsal.cl/sites/default/files/files/manual lactancia materna.pdf).

Las concentraciones de macronutrientes de la leche humana se encuentran relacionadas con
el peso corporal materno referido a la altura, la ingesta de proteinas, la paridad, el retorno de la
menstruacion, y la frecuencia de lactancia. Ademads, las madres que producen mayores cantidades de
leche tienden a tener menores concentraciones de grasa y proteinas en la leche, pero concentraciones
mas altas de lactosa (Laurie A. Nommsen, Lovelady, Heinig, Lonnerdal, & Dewey, 1991).

Las proteinas de la leche humana se dividen en las proteinas del suero y las fracciones o

complejos de caseina (Gao et al., 2012; Liao, Alvarado, Phinney, & Lonnerdal, 2011). Las proteinas
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presentes en cantidades significativas en la fraccion de suero de la leche son a-lactalbumina,
lactoferrina, inmunoglobulina secretora IgA, albimina de suero y lisozima (Jensen, 1996;
Lonnerdal, 2004). Los compuestos no proteicos que contienen nitrogeno, incluyen urea, acido trico,
creatina, creatinina, aminoacidos y nucleétidos, y representan el 25% de nitrogeno de la leche
humana. Esta fraccion de la leche materna contiene muchas moléculas bioactivas, como por ejemplo
los nucledtidos, nutrientes esenciales durante la vida temprana que realizan funciones clave en
diversos procesos celulares, tales como la alteracion de las actividades enzimaticas, actuando como
mediadores metabdlicos (Uauy, Quan, & Gil, 1994). Ademas, los nucledtidos son conocidos por ser
beneficiosos para el desarrollo, la maduracion y reparacion del tracto gastrointestinal (Uauy et al.,
1994), asi como el desarrollo de la microbiota (Singhal et al., 2008), y la funcion inmune (Gutierrez-
Castrellon et al., 2007).

La concentracion de proteina de la leche humana no se ve afectada por la dieta materna, pero
aumenta con el peso corporal materno referido a la altura, y disminuye en las madres que producen
mayores cantidades de leche (PRENTICE, 1995).

Los lipidos aportan el 40-55% de la energia total de la leche materna (Koletzko et al., 2001).
El 98% de los lipidos secretados son triacilglicéridos. El resto consta predominantemente de
diacilglicéridos, monoacilglicéridos, acidos grasos libres, fosfolipidos y colesterol. La grasa de la
leche humana se caracteriza por un alto contenido de &cidos palmitico y oleico. El perfil de 4cidos
grasos de la leche humana varia en relacion a la dieta materna, en particular, en los acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (AGPICL). La ingesta de AGPICL en el mundo occidental esta
sesgada hacia los acidos grasos omega-6, con la ingesta suboptima de 4cidos grasos omega-3
(Valentine et al., 2010).

El azacar principal de la leche humana es el disacarido lactosa. La concentracion de lactosa
en la leche humana es el menos variable de los macronutrientes, sin embargo las madres que
producen mayores cantidades de leche tienen concentraciones mas altas de lactosa (Laurie A.
Nommsen et al., 1991). La leche materna también esta formada por una fraccion significativa de
oligosacaridos, los cuales no son digeribles por el bebé, su funcién es nutrir la microbiota

gastrointestinal.
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Micronutrientes

Muchos micronutrientes en la leche humana varian dependiendo de la dieta y el
almacenamiento corporal materno, incluyendo las vitaminas A, B1l, B2, B6, B12, D y yodo.
Independientemente de la dieta materna, la vitamina K y la vitamina D se producen en baja cantidad
en la leche humana. Las recomendaciones pediatricas actuales apuntan a la suplementacion de

dichas vitaminas en los bebés alimentados con leche materna (Dawodu et al., 2014; Greer, 2001).

Componentes Bioactivos

Los beneficios de la lactancia materna no se limitan a su contenido en nutrientes, ya que
ademas posee una variedad de factores con propiedades medicinales que cumplen un papel
preponderante en la supervivencia y salud infantil.

Los componentes bioactivos de los alimentos se definen como elementos que afectan los
procesos bioldgicos y, por lo tanto tienen un impacto en la funcion corporal y en ultima instancia en
la salud (Siddarth, 2013). El conocimiento de los mecanismos por los cuales la lactancia materna
protege y mejora el desarrollo, nos aporta nuevas herramientas para optimizar la prevencion y el
tratamiento de determinadas patologias.

Algunos de los componentes de la leche materna son capaces de generar cambios en el
epigenoma desde edades tempranas, y de esta manera modifican la susceptibilidad al desarrollo de
enfermedades en la vida adulta. La Tabla 1 muestra los principales factores bioactivos presentes en

la leche humana y sus respectivas funciones.
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Tabla 1. Principales factores bioactivos presentes en la leche humana y sus respectivas funciones. Adaptado de

Clinicas Pediatricas de América del Norte, 2014.

Componente Funcion
Células
Macrifagos Protegen contra la infeccidn, activan células T

Células madre

Regeneracidn y reparacion

Inmunoglobulinas

IgA / slgA Inhibe la unidn de patdgenos
IgG Anti-microbiana, Activa la fagocitosis (1gG1, 1gG2, IgG3); anti-inflamatona, respuesta a los
alergenos (IgG4)
Ig Aglutinacién, activacidn del complemento
Citoquinas
IL-6 Estimulacion de la respuesta de fase aguda, activacion de celulas B, pro-inflamatoria
IL-7 Aumento del tamafio y la produccion del timo
IL-8 Reclutamiento de neutrdfilos, pro-inflamatoria
IL-10 Reprime la inflamacidn tipo Th1, induce la produccidn de anticuerpos, facilita la tolerancia

Interferdn gamma (IFNy)

Pro-inflamatorio, estimula la respuesta inflamatoria Th1 y suprime la respuesta alérgica Th2

Factor de crecimiento transformante beta (TGFB)

Anti-inflamatorio, estimula las células T, regula la reparacion de heridas, y previene
enfermedades alérgicas

Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)

Estimula la activacidn inflamatoria inmune

Quimiocinas

Granulositos y factor estimulante de colonias (G-CSF)

Favorece el desarrollo intestinal y el tratamiento de la sepsis

Factor inhibidor de la migracidn de macrdfagos (MIF)

Impide el movimiento de macréfagos, aumenta la
actividad anti-patdgeno de los macrdfagos

Inhibidores de citoquinas

Receptor del factor de necrosis tumoral (TMFRI y 1)

Inhibe a TNFa, anti-inflamatorio

Factores de Crecimiento

Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

Estimula la proliferacidn y la maduracidn celular

Factor de crecimiento similar al EGF uniso a heparina (HB-EGF)

Protege contra el dafio de la hipoxia e isquemia

Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

Promueve la angiogénesis y la reparacidn de tejido

Factor de crecimiento neuronal (NGF)

Promueve el crecimiento y la maduracién de las neuronas

Factor de crecimiento similara a la insulina (IGF)

Estimula el crecimiento y desarrollo, aumenta la eritropoyesis y la hemoglobina

Eritropoyetina

Eritropoyesis, desarrollo intestinal,puede ayudar a proteger contra la transmisidn de HIV de
madre a hijo , reducir el riesgo de enterocoltis necrotizante y la anemia del prematuro

Hormonas

Calcitonina

Favorece el desarrollo de las neuronas entéricas

Somatostatina

Regula del crecimiento epitelial gastrico

Anti-microbial

Lactoferrina

Proteina de fase aguda, forma quelatos de hierro, anti-
bacteriana. anti-oxidante

Lactadherina / MFG E&

Anti-viral, previene la inflamacidn favoreciendo la fagocitosis de células apoptéticas

Hormonas Metabdélicas

Adiponectina

Reduccidn del indice de masa corporal (IMC) y el peso, pudiendo reducir la incidencia de
sobrepeso v obesidad en la edad adulta, anti-Inflamatoria.

Leptina

Regula la conversion energética, el apetito y el IMC infantil

Grelina

Regula la conversion energética y el IMC infantil

Oligosacaridos y Glicanos

HMOS

Prebidtico, estimula la colonizacidn beneficiosa y la reduccidn de la colonizacidn por
patdgenos; reduce la inflamacidn

Gangligsidos

Desarrollo cerebral; anti-infecciosos

Glicosamineglicanos

Anti-infecciosos

Mucinas
MUCA Bloguea la infeccion por virus vy bacterias
MUC4 Bloguea la infeccidn por virus y bacterias
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Programacion del desarrollo

El origen del desarrollo de la salud y la enfermedad es un paradigma fundamental para
investigar y comprender la etiologia de muchas de las patologias metabolicas de los humanos
(BARKER, 1998; Gluckman & Hanson, 2004). Los factores ambientales tienen el potencial de
alterar las vias de desarrollo de un organismo joven, dando lugar a la fisiologia y el metabolismo del
adulto que queda de esta manera fuertemente afectado por las sefiales de la vida temprana. Por lo
tanto, la salud de un adulto se configura en gran medida por las circunstancias de la vida temprana,
desde el utero hasta la primera infancia. La obesidad, la diabetes, la hipertension, las enfermedades
cardiovasculares, el asma, las alergias y otras afecciones como el cancer tienen origenes en la vida
pre y posnatal.

Dentro de los factores ambientales a los que estd expuesto el ser humano durante la vida
temprana, la nutricion resulta de gran interés; tanto sea la alimentacion materna durante la gestacion
como asi también el consumo de leche materna durante los primeros meses de vida. La
programacion del desarrollo a partir de la nutricién pre- y posnatal se centra en la base epigenética
(M. H. Vickers, 2014). La leche es el primer estimulo nutricional posnatal de todos los mamiferos
desde el inicio de la vida extrauterina hasta el final del periodo de lactancia. La leche es un producto
secretor complejo que representa un regulador maternal critico del desarrollo de la cria (Power &
Schulkin, 2013). Los humanos neoliticos difieren en este aspecto, ya que estdn constantemente
expuestos a la leche de otra especie, predominantemente a la leche de vaca. Existe evidencia de que
la leche funciona como un transmisor entre el genoma materno de la lactancia y la regulacion
epigenética de los genes del receptor de la leche, el recién nacido (B. C. Melnik, John, & Schmitz,

2013).

Efectos epigenéticos de la lactancia materna

El principal objetivo de la lactancia materna se centra en el correcto crecimiento y desarrollo
del bebé. Sus funciones incluyen una programacion de efectos a largo plazo que modifican el riesgo
a desarrollar enfermedades no transmisibles en la vida adulta. Las modificaciones epigenéticas

podrian asociar el entorno metabolico con las alteraciones en la expresion génica induciendo efectos
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persistentes posteriores.

Los procesos epigenéticos son esenciales para determinar cuando y donde se expresan genes
especificos. Alteraciones en la regulacion genética pueden conducir a profundos cambios en el
fenotipo. Los principales procesos epigenéticos son la metilacion del ADN, la modificacion de las
histonas, la remodelacién de la cromatina y la accion de los microRNAs (miRNAs), (Cutfield,
Hofman, Mitchell, & Morison, 2007; Liotto et al., 2009; Tammen, Friso, & Choi, 2013; Waterland
& Michels, 2007).

La metilacion de la posicion 5' de una citosina dentro del genoma se produce por la familia
enzimatica del ADN metiltransferasas que forman 5-metilcitosina (5-mC), que estd presente en
aproximadamente un 4% a 6% de las bases de citosina dentro del genoma humano. La mayoria de
las metilaciones del ADN se producen dentro de dinucledtidos CpG, aunque también las
metilaciones fuera del contexto CpG han sido informadas en los tltimos afios (Tammen et al., 2013).
El genoma humano contiene cerca de 30 millones de dinucle6tidos CpG que existen en estado
metilado o no metilado. Las islas CpG son densas repeticiones de nucledtidos CpG que se producen
a lo largo del genoma. La metilacion de las islas CpG localizadas en la region promotora de un gen
suele estar inversamente asociada con la transcripcion de ese gen debido a la unioén de proteinas de
unidon a metil-CpG, que reclutan las proteinas al promotor del gen, bloqueando de este modo la
transcripcion. Por lo tanto, la epigenética, es decir, la variacion interindividual en los patrones de
metilacion del ADN y la remodelacion de la cromatina, proporcionan una explicacion potencial de
como los factores ambientales (como la nutricién en edades tempranas) pueden modificar el riesgo
de desarrollar enfermedades (Cutfield et al., 2007; Liotto et al., 2009). La edad, la genética y el
medio ambiente pueden interactuar en conjunto para afectar la regulacion epigenética. Varios
estudios han demostrado que el medio ambiente y la nutricion, en una etapa temprana o en periodos
criticos de desarrollo, puede influir en la expresion de genes con efectos a corto y largo plazo sobre
el organismo (Cutfield et al., 2007; Liotto et al., 2009; Waterland & Michels, 2007).

Para cumplir su funcion como un regulador epigenético, la leche materna transfiere miRNA,
que son secretados principalmente por la célula epitelial de la glandula mamaria y se secretan como
vesiculas extracelulares (Landecker, 2011). Los miRNAs son parte de la maquinaria epigenética y se
prevé que regulan casi el 60% de todos los genes humanos (Ambros, 2004; He & Hannon, 2004). La
mayoria de los miRNAs derivados de la leche se transportan en exosomas, nanoparticulas (30-100

nm) rodeadas por una membrana de bicapa lipidica estable que protege y garantiza la transferencia
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de miRNAs a larga distancia (Bakhshandeh, Kamaleddin, & Aalishah, 2017). Se han detectado
exosomas derivados de la leche en el calostro y en la leche madura de los seres humanos, vacas,
bufalos, cabras, cerdos, tamales marsupiales y roedores (Admyre et al., 2007; Baddela, Nayan, Rani,
Onteru, & Singh, 2016; T. Chen et al., 2014; X. Chen et al., 2010; Gu et al., 2012; Hata et al., 2010;
Izumi et al., 2012; Kosaka, Izumi, Sekine, & Ochiya, 2010; Modepalli et al., 2014; Na et al., 2015;
Reinhardt, Lippolis, Nonnecke, & Sacco, 2012; Sun et al., 2013; Zhou et al., 2012).

Los miRNA son muy estables, y ademas, la doble capa lipidica del exosoma les otorga una
gran resistencia ante las adversidades, pudiendo asi resistir el pH 4acido del tracto gastrointestinal,
diferentes condiciones de almacenamiento en el hogar, el congelamiento y la ebullicion (Baddela et
al., 2016; Hata et al., 2010; Pieters et al., 2015). Sin embargo, la pasteurizacion, la homogeneizacion
y el calentamiento por microondas causan una pérdida de miRNAs de entre el 40-60% (K. M.
Howard et al., 2015). La estabilidad de los miRNA exosomales garantiza el traspaso de los mismos
a la circulacion sistémica del bebé (B. C. Melnik et al., 2016).

Los exosomas pueden ser absorbidos a nivel celular por una variedad de vias endociticas,
incluyendo la endocitosis dependiente de clatrina y las vias independientes de la clatrina, como la
captacion mediada por caveolina, la macropinocitosis, la fagocitosis y la internalizacion mediada por
balsas lipidicas (Boon & Vickers, 2013; Tian et al., 2013, 2014; Tian, Wang, Wang, Zhu, & Xiao,
2010; K. C. Vickers & Remaley, 2012). Ademas durante el periodo posnatal existe una alta
permeabilidad intestinal, haciendo posible el paso de exosomas provenientes de la leche a través de
los espacios intercelulares de la célula epitelial intestinal. Estos mecanismos permiten a los
exosomas atravesar facilmente las barreras del endotelio intestinal y vascular (Ha, Yang, & Nadithe,
2016) y alcanzar la circulacion sistémica, donde pueden ejercer funciones reguladoras de genes en el

recién nacido (Fig 1.2).
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Fig 1.2 Esquema representativo de la tranferencia de miRNA exosomales desde la leche materna dirigidos a ADN
metiltransferasas (DNMT) del aceptor de la leche. Las cé¢lulas epiteliales de las glandulas mamarias segregan los
miRNAs a través de exosomas, que estan presentes en (1) células epiteliales intestinales y (2) células endoteliales
vasculares (VEC) mediante endocitosis; (3) Los exosomas pueden atravesar facilmente los espacios intercelulares de la
célula intestinal debido a la alta permeabilidad intestinal durante el periodo postnatal. Una vez que se encuentran en la
circulacion sistémica, los exosomas de la leche pueden reducir la metilacion del ADN de las células diana periféricas.
Adaptado de Bodo C. Melnik y Gerd Schmitz. Diseases, 5 (1), 12. 2017.

Después de la entrada en la circulacion sistémica, los miRNA exosomales provenientes de la
leche pueden reducir la metilacion del ADN de las células diana periféricas. La leche materna
modifica los puntos de control criticos de la regulacion epigenética del recién nacido. La supresion
de ADN metiltranferasas (DNMT) mediada por miRNA resulta en hipometilacion y, por lo tanto,
activacion de los principales genes del desarrollo importantes para el metabolismo (INS, IGFI,
CAV1) y la programacion inmunoldgica (FOXP3, NRA4), adipogénica (FTO, FABP4, CAV1,
PPARG2, SREBPI, LPL) miogénica (NR4A3), osteogénica (NRF2) y epidérmica (NRF2), (B.
Melnik & Schmitz, 2017).

De esta manera, los beneficios de la lactancia materna contra la colitis entérica necrotizante,
las enfermedades infecciosas, las alergias alimentarias, la obesidad y los trastornos relacionados, y el

cancer, podrian explicarse en parte por el modelo epigenético.
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Presencia de ARN en leche de rata

El suero de leche de rata también contiene ARN funcionales que presentan cambios de
expresion dependientes del tiempo durante la lactancia.

La leche es la Unica fuente nutricional para los mamiferos recién nacidos, y existen grandes
diferencias en los componentes nutricionales de diferentes leches de mamiferos, que estan adaptadas
para el desarrollo de un tipo especifico de descendencia. En general, si el tiempo de desarrollo es
corto, la leche es rica en nutrientes (Jensen RG, 1995).

Las ratas crecen mas rapido que los humanos y las vacas. Por lo tanto, la gran cantidad de
ARN en el suero de leche de rata en comparacion con otras especies sugiere que este ARN puede
tener algunas funciones fisioldgicas en los recién nacidos. Las concentraciones de ARN fueron
mucho mas altas en el suero de calostro que en suero de leche madura (Izumi et al., 2014). En
general, el calostro contiene grandes cantidades de componentes relacionados con el sistema inmune
y, por lo tanto, se considera muy importante para los recién nacidos (Goldman, 2007; Newburg &
Walker, 2007). Esto sugiere que el ARN de la leche también puede tener un papel importante en el
desarrollo inmune neonatal.

Los exosomas derivados de la leche de rata promueven la viabilidad de la célula epitelial
intestinal, mejoran la proliferacion y estimulan la actividad de las células madre intestinales. Estos
hallazgos proporcionan una idea del mecanismo de accion de la leche materna en los intestinos. Esto
podria prevenir el desarrollo de afecciones intestinales frecuentes en el recién nacido, como la

enterocolitis necrotizante (Hock et al., 2017).
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CAPITULO IT

GLANDULA MAMARIA

La gldndula mamaria distingue a los mamiferos de todos los demés animales por ser una
estructura anatdmica unica, capaz de producir y segregar leche para la alimentacion del recién

nacido.

Histologia de la glandula mamaria

La arquitectura de la glandula mamaria se adapta precisamente a su funcion. Esta formada
por parénquima y estroma. El parénquima forma un sistema de ramificacion de conductos que
eventualmente llevan al desarrollo de acinos secretores; y el estroma se compone principalmente de
tejido adiposo, que proporciona el entorno para el desarrollo del parénquima (Forsyth, 1991;
Medina, 1996). Dos tipos de células epiteliales son las que principalmente comprenden el
parénquima: células basales y luminales. El epitelio basal se compone de células mioepiteliales, que
generan la capa externa de la glandula, y una pequena poblacion de células madre, que suministran
los diferentes tipos de células. El epitelio luminal forma conductos y alvéolos secretores, y contiene
poblaciones de células definidas por su estado de receptores hormonales. Junto con el mioepitelio, el
epitelio luminal genera una bi-capa, estructura tubular que permite que las células mioepiteliales se
contraigan para expulsar la leche del interior de las células luminales alveolares durante la lactancia

(Macias & Hinck, 2012), (Fig I1.1).
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Conducto de leche

Lébulo mamario

Fig I1.1 Histlogia de la glindula mamaria.

Adaptado de: hhttp://humanbiologylab.pbworks.com

Desarrollo de l1a glandula mamaria

A diferencia de la mayoria de los otros érganos del cuerpo, cuyo desarrollo alcanza cierto
nivel de madurez durante la vida embrionaria, la glandula mamaria adquiere su estado de madurez
funcional en etapas posteriores al nacimiento. Las etapas claves del desarrollo mamario incluyen el
crecimiento fetal, el crecimiento infantil (pre-puberal), la expansion durante la pubertad, la
remodelacion durante el embarazo y la lactancia, y la involuciéon post-lactancia y post-menopausia

(Geddes, 2007; Jose Russo & Russo, 2004).

Etapa posnatal y puberal

En el recién nacido, los conductos presentes en la glandula mamaria son rudimentarios,

tienen pequefias terminales que retroceden poco después del nacimiento (Jose Russo & Russo,
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2004). En los seres humanos, los dos primeros afios de vida constituyen un periodo critico para el
desarrollo morfolégico y la diferenciacion celular del tejido mamario (Javed & Lteif, 2013;
Naccarato et al., 2000). Los lactantes presentan amplias variaciones en el grado de desarrollo
glandular (ramificacion del arbol ductal y formacion de acinos) y en la diferenciacion funcional de
las células que recubren los conductos y acinos (B. A. Howard & Gusterson, 2000). Esas variaciones
pueden deberse a diferencias en la nutricion durante el periodo posnatal.

Durante la pubertad, existe una expansion del tejido mamario impulsado por la ovulacion y
el establecimiento del ciclo menstrual. Los depositos de tejido adiposo aumentan provocando un
incremento del tamafio glandular (Jose Russo, Calaf, Roi, & Russo, 1987). También se observan
cambios en el desarrollo epitelial y estromal que son estimulados por el ciclo hormonal ovérico que
actiia sobre las células madre mamarias presentes en la capa luminal ductal (E. Anderson & Clarke,
2004; Visvader, 2009). Estos cambios incluyen la elongaciéon de los ductos existentes y la
ramificacion en ductos secundarios, en cuyos extremos se forman los 16bulos (Jose Russo & Russo,
2004). En cada ciclo menstrual ocurre una minima remodelacion que no retrocede completamente al
final del ciclo, generando un desarrollo gradual del epitelio durante la adolescencia y la edad adulta,
hasta aproximadamente los treinta y cinco afios (J Russo & Russo, 1992; Jose Russo & Russo,

2004).

Ciclo preifiez y lactancia

Durante esta etapa se produce la remodelacion completa de la mama. El proceso de
maduracion estd principalmente regulado por el aumento de los niveles de hormonas circulantes
(E2, P4 y PRL) que inducen la ramificacion ductal, la morfogénesis alveolar, y la diferenciacion
secretora (Hartmann, 2007; Hennighausen & Robinson, 2005). Sin embargo, trabajos de
investigacion actuales sugieren que varias citoquinas son de importancia critica para la proliferacion
oportuna de las células alveolares y su posterior diferenciacion (Khaled et al., 2007).

Existen otras hormonas y factores de crecimiento que son también reguladores directos de la
expansion del tejido mamario durante el embarazo incluyendo el lactdgeno placentario, el factor de

crecimiento epidérmico, TGFa, y factores paracrinos del estroma, mientras que la insulina, la GH,
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los glucocorticoides y los fibroblastos son factores que estan implicados indirectamente en el
crecimiento (Czank, Henderson, Kent, Lai, & Hartmann, 2007; Medina, 1996).

Durante el inicio del embarazo se produce la sintesis de nuevos ductos, la elongacion de los
ductos existentes, y la formacion y expansion de los alvéolos en los brotes extremos terminales

(TEBs), (Sternlicht et al., 20006).

En el segundo trimestre de embarazo, hay un aumento gradual de los niveles de prolactina
circulante que estimula la diferenciacion celular en los sitios alveolares, donde las células epiteliales
mamarias de la capa luminal se diferencian en lactocitos (Czank et al., 2007). Durante el periodo de
lactancia, la mayor concentracion de prolactina en circulacion provoca la regeneracion y
diferenciacion del epitelio lactante (Hassiotou & Geddes, 2013). Tanto en el embarazo como en la
lactancia, las células mamarias se exponen a vias de sefializacion que inhiben la apoptosis, inducen
la proliferacion e invocan la diferenciacion terminal (Haricharan & Li, 2014).

Al momento del destete se produce la involucion del tejido mamario, durante el cual la
glandula mamaria transita a un estado de reposo (Hurley, 1989). Esta etapa estd marcada por el
retorno del epitelio mamario a un estado groseramente similar, pero no idéntico, a la glandula

mamaria virginal adulta (Haricharan & Li, 2014).

TDLU/TEBs

Existen estructuras ubicadas en las puntas de los ductos en crecimiento denominadas
unidades ducto lobulillares terminales (TDLUs). Las TDLUs presentan una alta tasa de
proliferacion, lo que les permite penetrar el paniculo de grasa concomitante. Son las estructuras
dentro del seno humano que producen leche y la fuente primaria de la mayoria de los precursores de
cancer de mama (Figueroa et al., 2014). De esta manera se identifican como los sitios de inicio de la
carcinogénesis mamria en la mayoria de las mujeres (Figueroa et al., 2014). Estructuras similares en
la glandula mamaria del roedor son los TEBs, que dan lugar a tumores mamarios malignos ante la
exposicion a un carcinégeno quimico (J Russo et al., 1990; J Russo & Russo, 1987). La razon por la
que los tumores surgen de los TEBs / TDLUs se relaciona con la alta proliferacion celular en estas

estructuras (J. Russo & Russo, 1980) que se asocia con un aumento de los niveles de formacion de

32



aductos de ADN y la reduccion de la capacidad para reparar el dano del ADN (Fig I1.2)

El nimero de TEBs es maximo cuando la rata tiene veintitin dias de vida, después de esta
edad los TEBs comienzan a dividirse en tres o cinco pequefios botones o brotes alveolares (ABs). La
progresiva diferenciacion de TEBs en ABs es acentuado por cada ciclo estral que comienzan cuando
los animales tienen entre treinta y cuarenta y dos dias (I. H. Russo & Russo, 1996). La alta tasa de
proliferacion celular que presentan los TEBs se asocia con la corta duracion del ciclo celular. Los
TEBs de ratas jovenes virgenes tienen una duracion media de once horas, en comparacion con los
ABs cuyo ciclo celular dura veintiocho horas. Curiosamente, el TEB es la estructura con la mayor
proporcion de proliferacion y el menor porcentaje de pérdida de células (Jose Russo, 2015). El 7,12-
dimetilbenzantraceno (DMBA) es metabolizado por células epiteliales mamarias a metabolitos
polares, incluyendo epdxidos (J Russo, Tait, & Russo, 1983; L. K. Tay & Russo, 1981; Lee K. Tay

& Russo, 1981), que pueden ser responsables de causar dafio al ADN.

Ganglio
linfatico

TEB

Pezén

Fig 11.2 Representacion de la glandula mamaria: A) De rata hembra de 55 dias de edad. En la zona distal al pezon
contiene la mayoria de los Brotes Extremos Terminales (TEBs). B) De mujer adulta. En la zona distal al pezén se
observan las Unidades Ducto Lobulillares Terminales (TDLUs). Adaptado de I H Russo y J Russo. Environ Health
Perspect. V 104 (9). 1994.
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Glandula mamaria de roedores

Nuestro conocimiento del desarrollo glandular deriva principalmente de los estudios
realizados en roedores, proporcionando una vision de la biologia de la mama humana. Aunque hay
diferencias arquitectonicas y hormonales entre el raton y las glandulas mamarias humanas, es
frecuentemente utilizado como modelo animal para explorar mecanismos de desarrollo debido a que
la glandula es susceptible de sofisticadas manipulaciones in vivo € in vitro.

Los cambios que experimenta la glandula mamaria en su estructura y funcionalidad, tal
como la expansion epitelial durante la pubertad, la diferenciacion secretora durante el embarazo y la
lactancia, y la regresion durante la involucion, ocurren tanto en humanos como en roedores (Rudel,
Fenton, Ackerman, Euling, & Makris, 2011). Existen similitudes entre ambas especies tanto en el
desarrollo de la glandula mamaria, como asi también en la carcinogénesis (LiSka et al., 2016).
Diversos estudios sefialan que el cancer mamario de roedores imita a los tumores de mama humano,
siendo ésta una de las principales razones para el uso de modelos de roedores en la investigacion de
la carcinogénesis mamaria (Martinez-Hernandez, Fink, & Pierce, 1976; Masso-Welch, Darcy,
Stangle-Castor, & Ip, 2000; Thayer & Foster, 2007). Los roedores presentan una corta vida util, son
de facil manipulaciéon experimental, presentan limitada heterogeneidad genética y permiten
mantener un ambiente controlado. Esto vuelve tanto al raton como a la rata de laboratorio, en
especies ampliamente aceptadas como modelo para la investigacion de la enfermedad humana
(Kikkawa et al., 2012).

La morfogénesis de la glandula mamaria de ratas comienza en el Gtero y continta a través de
varias etapas tal como sucede en el humano (Jose Russo & Russo, 1978). En el nacimiento, la
glandula mamaria se compone de un ducto epitelial rudimentario incrustado en el tejido estromal.
Durante la primera semana de vida se forman los TEBs que alcanzan un niimero maximo a los
veintitin dias de edad tal como se menciond anteriormente. Con el inicio de la madurez sexual y la
mayor concentracion de hormonas circulantes, hay aumento de la ramificacion lateral y formacion
de ABs hasta los sesenta y tres dias de edad en la rata. Durante el embarazo, los E2, la P4 y la PRL
contribuyen a la ramificacion ductal y al desarrollo lobuloalveolar (Conneely & Lydon, 2000;
Hovey, McFadden, & Akers, 1999). En las ultimas etapas de la prefiez y durante la lactancia, la

hormona peptidica prolactina juega un papel clave en el establecimiento del estado secretor. Después
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de la lactancia, la glandula involuciona y vuelve a un estado que se asemeja a la glandula virgen
(Visvader & Stingl, 2014), (Fig 11.3).

La exposicion a toxicos ambientales durante la etapa gestacional y posnatal podria actuar
sobre las células no diferenciadas de la glandula mamaria, alterando asi el desarrollo mamario y
aumentando el riesgo de formacion de tumores (Foster, Younglai, Boutross-Tadross, Hughes, &

Wade, 2004).

Nacimiento Pubertad Adulto
3 semanas 6 semanas

Fig 11.3. Morfogénesis mamaria en ratas. Adaptado de Jane E. Visvader y John Stingl. Genes Dev. 28 (11): 1143-58.
2014.

Genes implicados en el proceso de diferenciacion de la glaindula mamaria

Durante el desarrollo posnatal de la glandula mamaria se producen cambios tanto en el
epitelio como en el estroma circundante que estdn mediados por la accion de diferentes moléculas de
sefializacion. Durante el embarazo se producen cambios mas dramaticos que incluyen un aumento
masivo en el nimero y funcién de las células epiteliales. En esta etapa, se inicia el desarrollo de un
nuevo linaje epitelial, las células alveolares, que forman las estructuras lobuloalveolares productoras

de leche. Estas cé¢lulas se vuelven redundantes al final de la lactancia y se eliminan en un proceso
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exquisitamente controlado de remodelacion de tejido junto con la muerte celular extensa. Todos
estos eventos requieren no solo de la estimulacion hormonal, sino también de la sefializacion
secuencial de citoquinas (Khaled et al., 2007; Watson, Oliver, & Khaled, 2011).

Las células se adaptan a su entorno cambiante a través de receptores de membrana que
responden a estimulos extracelulares en forma de factores de crecimiento y citoquinas. Las
moléculas mediadoras son generalmente quinasas y cuando son activadas son capaces de fosforilar,
y por lo tanto, activar factores especificos que estan latentes aguas abajo en el citoplasma. Estas
moléculas efectoras activadas pueden entonces entrar en el nlcleo e instituir un programa
transcripcional especifico que permita a la célula responder a su nuevo entorno (Haricharan & Li,

2014).

Transductor de sefial y activador de la transcripcion 6 (STAT6)

Las proteinas de la familia de STAT se encuentran como factores citoplasmicos latentes que
permiten a la célula ser adaptable a los constantes cambios. Estd implicada en cada etapa del
desarrollo de la glandula mamaria y también en la tumorigénesis de mama (Haricharan & Li, 2014).

Hasta el momento, se han identificado siete proteinas STAT en células de mamiferos. Se
numeraron basandose en el orden de descubrimiento-STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a,
STATSb y STAT6. STAT6 se requiere para la regulacion de células T (Th) durante la respuesta
inmune (Shimoda et al., 1996; Takeda et al., 1996) y también ha sido identificado como un
regulador de la diferenciacion de la glandula mamaria, a través de la induccion de la proliferacion y
el compromiso de las células luminales a un linaje alveolar (Khaled et al., 2007). La activacion de
STATG6 ocurre alrededor del dia 5 del embarazo y permanece regulada hasta el inicio de la lactancia
(Clarkson, Wayland, Lee, Freeman, & Watson, 2004). Esta activacion es en respuesta al aumento de
citoquinas Th2, IL-4 e IL-13. La activacion resultante de STAT6 estimula la diferenciacion y

proliferacion alveolar potencialmente por induccion transcripcional de GATA3 (Khaled et al., 2007).
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GATA3

GATA3 pertenece a la familia de factores de transcripcion GATA. Es el factor de
transcripcion mas altamente enriquecido en el epitelio mamario de ratones puberales. Se localiza en
el cuerpo celular de TEBs y en las células luminales de los ductos mamarios. GATA3 mantiene
activamente la diferenciacion epitelial en la glandula mamaria adulta, planteando asi importantes
implicaciones en el desarrollo de cancer de mama (Kouros-Mehr, Slorach, Sternlicht, & Werb,

2006).

GATA3 y STAT6 juntos reprimen la proteina de dedo de zinc 157 (Zfp157) en el embarazo
temprano, permitiendo asi la diferenciacion del tejido mamario (Oliver, Khaled, Frend, Nichols, &
Watson, 2012).

Como se menciond anteriormente, la activacion de STAT6 es en respuesta al aumento de
citoquinas IL-4 e IL-13 producidas por las células Th2 residentes (Watson et al., 2011). GATA3
induce un cambio conformacional de la cromatina en el locus de IL-4, IL-13 e IL-5, facilitando la
unioén de STAT6, STATS y c-Maf, incrementando la produccion de estas citoquinas desencadenando
el proceso de diferenciacion en células mamarias germinales (Ansel, Djuretic, Tanasa, & Rao, 2006;
Khaled et al., 2007; Watson et al., 2011), ( Fig I1.4). Por lo tanto, la produccion de citoquinas Th2
esta orquestada por la transcripcion del gen GATA3 mediada por STAT6 . En ausencia de STAT6, la
produccion de IL-4, IL-13 e IL-5 disminuye, afectando la sefializacion paracrina entre células

vecinas y retrasando asi el desarrollo (Watson et al., 2011).
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Fig 11.4 Modelo explicativo de la respuesta mediada por citoquinas Th2 en el proceso de diferenciacién mamaria.
Stat6 induce la transcripcion de Gata3. Gata3 provoca un cambio conformacional de la cromatina en el locus de IL-4,
IL-13 e IL-5, facilitando la unién de Stat6, Stat5 y c-Maf, incrementando la producciéon de estas citoquinas,
desencadenando el proceso de diferenciacion en células mamarias germinales. Adaptado de Khaled WT et al.

Development. 134 (15):2739-50. 2007.

ARN no codificante inducido por la prefiez (PINC)

PINC es un ARN no codificante que se regula positivamente en las células alveolares de la
glandula mamaria durante el embarazo. Disminuye en la lactancia temprana, cuando las células
alveolares experimentan la diferenciacion terminal (Ginger et al., 2006; Shore et al., 2012). Por
consiguiente, la expresion de mPINC disminuye significativamente cuando se induce a las células
epiteliales mamarias a diferenciarse para producir proteinas de la leche. Esta reduccion en los
niveles de mPINC puede ser necesaria para el desarrollo de la lactancia, ya que la sobreexpresion de

mPINC en las células epiteliales mamarias bloquea la diferenciacion lactogénica. Por lo tanto,
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mPINC inhibe la diferenciacion terminal de las células alveolares durante el embarazo para evitar la
produccion abundante de leche y la secrecion hasta el parto. Adicionalmente, un complejo PRC2
(complejo represivo polycomb 2) que incluye mPINC y a la proteina RbAp46, puede conferir
modificaciones epigenéticas en las células epiteliales pospuberales para regular negativamente la

diferenciacion alveolar mamaria (Shore et al., 2012).

TBX3

Las proteinas T-box son factores de transcripcion que se unen al ADN (Rowley, Grothey, &
Couch, 2004). Dentro de la familia T-box, Tbx3 es necesaria para el normal desarrollo de la glandula
mamaria humana, mientras que los estudios en el raton han demostrado que Tbx3 junto con Tbx2
juegan un papel importante en la induccion y el mantenimiento de la glandula mamarias y en el
crecimiento del arbol ductal mamario. Una importante area no explorada es el papel de estos genes
en la glandula mamaria adulta durante el embarazo, la lactancia y la involucion. TBX3 esta
sobreexpresada en canceres de mama primarios y lineas celulares de cancer de mama,
convirtiéndose en un posible biomarcador prondstico para el tratamiento del cancer de mama
(Douglas & Papaioannou, 2013).

Se ha demostrado que TBX3 reprime directamente NF«kBIB, un inhibidor de la via NF«xB
que desempefia un rol en la regulacion de la proliferacion celular (Liu et al., 2011). Estos
antecedentes, junto con el fenotipo hipoplasico observado en mutaciones del gen Tbx3 (Davenport,
2003; Jerome-Majewska et al., 2005), indican la implicancia de Tbx3 en la promocion de la

proliferacion.
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CAPITULO I

CANCER DE MAMA

Etapas de la Carcinogénesis

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define al cancer como un grupo heterogéneo de
enfermedades en las que el crecimiento celular anormal con potencial metastasico, toma el control
de la homeostasis normal de los tejidos.

La carcinogénesis es un proceso complejo mediante el cual una célula normal se transforma
en una cé¢lula neoplasica. Este proceso incluye diferentes etapas, entre ellas iniciacién, promocion,
progresion y metastasis. La fase de iniciacion implica la alteracion, cambio o mutacion de genes que
surgen espontaneamente o inducidos por la exposicion a un agente cancerigeno. Las alteraciones
genéticas pueden resultar en una desregulacion en la proliferacion, supervivencia y/o diferenciacion
celular. Se considera que la etapa de promocion es un proceso relativamente largo y reversible en el
que se acumulan células iniciadas que proliferan activa y descontroladamente. Dentro de este
periodo, el proceso puede ser alterado por los agentes promotores o quimiopreventivos. La
progresion es la etapa final de la transformacion neopléasica, donde se producen cambios genéticos,
fenotipicos y proliferacion celular. Esto implica un rapido aumento en el tamafio del tumor, donde
las células pueden sufrir nuevas mutaciones con potencial invasivo y metastasico. La metastasis
implica la propagacion de células cancerosas desde el sitio primario a otras partes del cuerpo a
través del torrente sanguineo o del sistema linfatico (Siddiqui, Sanna, Ahmad, Sechi, & Mukhtar,
2015), (Fig III.1). Existe evidencia epidemioldgica, histologica y genética que indica que el cancer
de mama surge por un proceso tumorogénico largo, que incluye multiples etapas, comenzando con
la transformacion de las células normales en hiperplasia, displasia, adenoma y carcinoma in situ. El
conocimiento de las interacciones moleculares que conducen al desarrollo del cancer de mama

primario, su progresion y la formacion de metastasis, es el foco principal de las nuevas estrategias
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dirigidas a la prevencion y al tratamiento (Beckmann, Niederacher, Schnurch, Gusterson, & Bender,

1997).
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Fig II1.1. Etapas de la carcinogénesis: iniciacion, promocion, progresion y metastasis. Adapatado de Siddiqui IA et al.

Ann N'Y Acad Sci. 1348(1):20-31. 2015.

Epidemiologia

Argentina fue considerado un pais con incidencia media-alta de cancer segun la Agencia
Internacional de Investigacion sobre Cancer (IARC) en su informe del afio 2012. Se calcula una
incidencia de 217 casos nuevos por afio cada 100.000 habitantes en ambos sexos, basandose en
datos provenientes de Registros de Cancer de Base Poblacional del pais.

Del total de las enfermedades cancerosas, el cancer de mama recibe especial interés, ya que
es la primera causa de muerte por tumores en mujeres (5600 muertes por ano). Dentro de los paises
de América, Argentina es el segundo pais con la tasa de mortalidad mas alta por cancer de mama con
71 casos por cada 100.000 mujeres. La incidencia de esta patologia para los hombres representa el
1% (http://www.prensa.mendoza.gov.ar/salud-presento-los-datos-del-periodo-2008-2012-de-cancer-
y-seran-enviados-a-la-oms/). Se estima que en la Argentina se diagnostican mas de 19.000 casos

nuevos de cancer de mama por afio (Fig I11.2).
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Figura IIL2. Estimas de incidencia de cdncer en varones y mujeres para las principales localizaciones
topograficas. Tasas estandarizadas por edad seglin poblacion mundial por 100.000 habitantes. Argentina, 2012. Fuente:

Elaborado por SIVER/INC en base a los datos de Globocan 2012. Argentina, 2016.

Con respecto a las diferentes provincias de Argentina, existe una gran diferencia en la tasa de
mortalidad. Jujuy y Santiago del Estero estan entre las que tienen una tasa de mortalidad mas baja,
mientras que San Luis y CABA son los lugares en donde se da una mayor mortalidad.

Con respecto a la provincia de Mendoza, la incidencia de cdncer de mama en mujeres
representa un 47% de todas las enfermedades malignas femeninas, seguido de cancer colon rectal
(18%) y cérvix uterino (12,9%). Un total de 2.500 mujeres por afio padecen cancer de mama en
Mendoza, siendo ésta la principal causa de muerte por cancer en mujeres en la provincia
(http://www.prensa.mendoza.gov.ar/salud-presento-los-datos-del-periodo-2008-2012-de-cancer-y-

seran-enviados-a-la-oms/).

Clasificacion de los tumores de mama

La mayoria de los cadnceres de mama son de origen epitelial (carcinoma), pero una minoria

esta formada por tumores malignos del tejido conectivo (sarcomas). El carcinoma de mama surge
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dentro del compartimiento epitelial del tejido mamario glandular y tiene dos fases importantes en su
evolucion: la fase in situ y la fase invasiva. El carcinoma in situ esta confinado dentro del
compartimiento epitelial y se puede curar exitosamente mediante extirpacion. El carcinoma invasivo
rompe la membrana basal del epitelio y se infiltra dentro del tejido conectivo de la mama. Es posible
erradicar el carcinoma de su sitio primario de crecimiento, mientras que el carcinoma invasivo es
mas dificil de erradicar porque tiene el potencial de establecer depdsitos secundarios en sitios
distantes (metastasis). El tratamiento del cancer de mama metastasico es mas bien paliativo que
curativo. Dentro de los tipos invasores hay una gran clasificacion de los mismos, siendo los
carcinomas ductales los mas comunes, seguidos por los lobulillares, mucinosos, medulares,
papilares y tubulares, entre otros.

El tejido glandular de la mama tiene una gran capacidad para expandir su tamafio en
respuesta a estimulos fisiologicos alcanzados principalmente por el aumento del nimero de células
epiteliales, proceso denominado hiperplasia. La hiperplasia es también un evento subyacente en
numerosas lesiones, incluyendo el carcinoma in situ. Por lo tanto, es importante distinguir la
hiperplasia asociada con lesiones mamarias benignas de la hiperplasia asociada con carcinoma.

Se pueden distinguir dos tipos de carcinoma in situ, el carcinoma ductal in situ (DCIS) y el
carcinoma lobular in situ (LCIS). El DCIS se asocia mas a menudo con carcinoma invasivo de tipo
ductal mientras que el LCIS se asocia frecuentemente con carcinoma invasivo de tipo lobular, pero
estas asociaciones no son exclusivas. Una diferencia molecular notable entre estas dos formas de
carcinoma in situ es la ausencia de expresion de E-cadherina en LCIS, una molécula de adhesion
celular cuya falta resulta en la pérdida de cohesion entre las células de carcinoma que dan lugar a la
morfologia caracteristica de LCIS. El DCIS se divide en tres grados (bajo, intermedio y alto)
basado en caracteristicas nucleares que se utilizan para determinar el pronostico (Fentiman &

D’ Arrigo, 2004).

Marcadores tumorales

Se denomina marcador tumoral a todas aquellas sustancias que pueden detectarse

(dependiendo del marcador) en la sangre, orina, heces, tejidos o fluidos corporales, y cuya presencia
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en una concentracion superior a determinado nivel puede indicar la existencia de cancer.

Estas sustancias, pricipalmente de origen proteico, se utilizan para ayudar a detectar,
diagnosticar y/o manejar algunos tipos de cancer. Aunque un nivel elevado de un marcador tumoral
puede sugerir la presencia de cancer, se suelen combinar con otras pruebas para realizar el
diagnoéstico. Pueden medirse antes del tratamiento a fin de planificar la terapia adecuada, pero
también resulta de utilidad su medicion durante y al finalizar la terapia a fin de corroborar el efecto
de la misma (National Cancer Institute: https://www.cancer.gov/about-cancer/diagnosis-

staging/diagnosis/tumor-markers-fact-sheet#q1l)

Marcadores de proliferacion

Una de las caracteristicas comunes a todos los tipos de cancer es el aumento de la
proliferacion celular de un tejido. Las técnicas de rutina utilizadas para medir la proliferacion celular
incluyen el conteo de las figuras de mitosis y la deteccion mediante inmunohistoquimica de las
proteinas del ciclo celular, como el antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA) y Ki67
(Elias, 1997). Los niveles de expresion de PCNA durante el ciclo celular son variables y estan
asociados con procesos de proliferacion o transformacion (Bravo, Fey, Bellatin, Larsen, & Celis,
1982; Celis, Bravo, Larsen, & Fey, 1984). La participacion crucial de PCNA en la proliferacion
celular y su asociacion estrecha con el cancer dio lugar al uso frecuente de PCNA como un marcador
diagnostico y pronostico del ciclo celular (Elias, 1997).

El marcador Ki67 identifica células que se encuentran en las fases del ciclo celular (G1, S,
G2 y M), no reconociendo células en etapa de descanso (G0). La positividad de Ki67 se correlaciona
con el grado de diferenciacion histologica, la invasion vascular, la posibilidad de metastasis, la
recurrencia temprana y la pobre sobrevida en el cancer de mama. Ademas, dentro de los marcadores
proliferativos se encuentra Bcl2, una proteina que se encuentra anclada a la membrana externa
mitocondrial, caracteristica que ha sido relacionada con su propiedad anti-apoptdtica.

La proteina clicina D1 (CD1) es un miembro de la familia de las ciclinas que también
interviene en la regulacion del ciclo celular. Es la principal reguladora de la fase G1 (DO, 2008) y su

actividad es crucial para el progreso y el paso a la fase S. Es uno de los componentes centrales de los
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puntos de restriccion del ciclo celular en mamiferos (Blagosklonny & Pardee, 2002).

Marcadores de apoptosis

El término apoptosis hace referencia al proceso de muerte celular programada, que consiste
en el fin de la vida de una célula que se encuentra predeterminado genéticamente. Se trata de un
importante mecanismo de control del equilibrio entre la produccion y la eliminacion de las células
que conforman los diferentes tejidos. La apoptosis, hace posible la destruccion de las células
dafiadas, evitando la apariciéon de enfermedades como el céncer, consecuencia de la replicacion
indiscriminada de una célula dafiada
(http://publicacionesmedicina.uc.cl/PatologiaGeneral/Patol 033.html).

La activacion funcional de las caspasas es un punto clave para que ocurra la apoptosis (Fritz,
Ferrero, Philpott, & Girardin, 2006). La activacion de las caspasas puede ocurrir mediante las vias
intrinsecas (mediada por mitocondrias) y/o extrinsecas (mediada por receptores de la muerte).
Ambas vias convergen en ultima instancia a una via comun final que implica la activacion de
caspasas que desencadena la ejecucion de la apoptosis de la célula (Banerjee, Uppal, Strahan,
Dabral, & Verma, 2016). Por un lado, la via extrinseca se activa cuando los ligandos de muerte se
unen con los receptores de muerte (Ozdren & El-Deiry, 2003), lo que da lugar a la formacién del
complejo de senalizacion inductor de muerte (DISC), (Wong, 2011).

La formaciéon de DISC inicia el ensamblaje y la activacion de pro-caspasa-8, que promueve
la apoptosis clivando otras caspasas aguas abajo (Kruidering & Evan, 2000). BID, un miembro pro-
apoptotico de la familia Bcl-2, es escindido por la caspasa-8 durante la apoptosis extrinseca (Lieven
P. Billen, Kokoski, Lovell, Leber, & Andrews, 2008).

Por otro lado, la via intrinseca se inicia como resultado de varios estimulos internos,
incluyendo dafio genético, estrés oxidativo e hipoxia (Wong, 2011). Estos estimulos producen el
aumento de la permeabilidad mitocondrial y la liberacién de moléculas pro-apoptdticas, como el
citocromo-c en el citoplasma (Danial & Korsmeyer, 2004). Mientras que el grupo anti-apoptoético de
las proteinas Bcl-2 (Bcl-2, Bel-XL, Bcel-W, Bfl-1 y Mcl-1) regula la apoptosis bloqueando la

liberacion mitocondrial del citocromo, las proteinas proapoptoticas (Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid,
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Bik, Bim y Hrk) actian promoviendo su liberacion. El balance neto entre las proteinas pro y anti-
apoptoticas realmente determina el destino de la apoptosis (Reed, 1997).

Finalmente, la liberacién citoplasmatica del citocromo-c conduce a la activacion de la
caspasa-3 a través de la formacion de un complejo de apoptosoma que consiste en citocromo-c,
proteina factor 1 activador de la proteasa apoptotica (Apaf-1) y caspasa-9 (Kroemer, Galluzzi, &

Brenner, 2007), (Fig II1.3).
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Figura IIL.3. Vias extrinseca e intrinseca de sefializacion de la apoptosis. La union de Fas con su ligando inician la
via extrinseca, mientras que la activacion de proteinas mitocondriales como Bax produce poros en la membrana de la
mitocondria que permite la liberacion del citocromo ¢ y posterior activacion de la via intrinseca. Adaptada de

http://www10.uniovi.es/anatopatodon/modulo2/tema03_apoptosis/06_ 4linfocitos.htm.

Dentro de los marcadores apoptoticos analizados en esta tesis se encuentran:

Bid: es un miembro pro-apoptotico de la familia Bcl-2, que fue inicialmente descubierto por
su union a Bax (proteina pro-apoptdtica) como a Bcl-2 (proteina anti-apoptotica). Durante la

apoptosis, Bid puede ser escindido por caspasa-8. El clivaje de Bid genera su migracion a la

46



mitocondria donde induce la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa que es
dependiente de la proteina pro-apoptotica Bax. Por tanto, Bid actiia como un centinela en el proceso
apoptotico (L P Billen, Shamas-Din, & Andrews, 2008))

Caspasa 3: es una proteina miembro de la familia de las caspasas, que son enzimas
involucradas en el proceso de apoptosis. Las caspasas existen como proenzimas inactivas, que
sufren un proceso proteolitico dando como resultado dos subunidades que al dimerizar forman la
enzima activa. Al principio del proceso de apoptosis, las caspasas 8, 9 y 10 activan a la caspasa 3,
que luego cliva a PARP y a otras caspasas como la 6 y 7. Esta enzima actlia tanto en la via intrinseca

como extrinseca de la apoptosis.

Caspasa 8: esta enzima estd involucrada en la via extrinseca de la apoptosis, la cual es
mediada por la activacion de receptores de membrana, como la union de un ligando de muerte
(FasL) a su receptor especifico (Fas) en la superficie celular. La formacion de DISC conduce a la
activacion de caspasas iniciadoras tales como caspasa 8, la cual una vez clivada y activada, produce

la activacion de la caspasa 3, efectora de la apoptosis.

Caspasa 9: enzima involucrada en la via intrinseca de la apoptosis. Puede ser activada por
una gran variedad de estimulos internos de la célula, que conducen a la unién del citocromo c, el
cual se une y activa a Apaf-1 en el citoplasma, lo que promueve que esta ultima se una a ATP/dATP
y forme el apoptosoma. Este ultimo es el encargado de clivar y activar a la caspasa 9, la cual

finalmente activa a la caspasa 3, efectora de la apoptosis.

Bax: proteina pro-apoptdtica perteneciente a la familia de proteinas Bcl-2, involucradas en la
via intrinseca de la apoptosis. Una vez activada, Bax oligomeriza en la membrana mitocondrial,
dando como resultado la liberacion de citocromo c y otras proteinas de estas organelas, que

contribuyen a la activacion de caspasas.
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Modelo de cancer de mama en animales

El desarrollo de la glandula mamaria, asi como el proceso carcinogénico son similares entre
la especie humana y los roedores (LiSka et al., 2016). Como se detallé en el capitulo anterior, el
cancer mamario de roedores imita a los tumores de mama humano, siendo ésta una de las principales
razones para el uso de modelos de roedores en la investigacion de la carcinogénesis mamaria
(Martinez-Hernandez et al., 1976; Masso-Welch et al., 2000; Thayer & Foster, 2007). Los
carcinomas mamarios producidos por DMBA muestran caracteristicas similares al adenocarcinoma
de la mama humana, tales como progresion histologica y dependencia de hormonas ovéricas
(Sharma et al., 2011). Uno de los sistemas mas ampliamente utilizados de tumorigénesis mamaria en
ratas es la induccion de tumores mamarios mediante DMBA, administrado intragastricamente a ratas
Sprague-Dawley. La incidencia de tumores inducidos por DMBA alcanza el 100% cuando el
carcindgeno se administra a ratas de entre 30 y 55 dias (I. H. Russo & Russo, 1996).

El DMBA es un hidrocarburo aromatico policiclico (HAP). Los seres humanos estan
expuestos a los HAP como DMBA a través del humo del tabaco y el consumo de alimentos a la
parrilla. La activacion de DMBA implica su epoxidacion catalizada por la enzima citocromo P450
oxidasa y epdxido hidrolasa con la formacion de metabolitos como los fenoles, dioles, diol epoxidos
y tetroles (Safe, 2001; Shimada, 2006). Algunos de los diolepoxidos formados escapan a los
mecanismos de desintoxicacion, y pueden unirse a los residuos de adenina del ADN causando
mutaciones en los oncogenes sensibles al crecimiento, resultando en la transformacion de las células
normales a un fenotipo maligno (Dipple, Pigott, Moschel, & Costantino, 1983). En adicion, el
metabolismo de DMBA también genera especies reactivas de oxigeno altamente toxicas (ROS) que
pueden desempenar un papel clave en la mutagénesis y carcinogénesis mediante la induccion de
dafio de la membrana, oxidaciéon de lipidos y proteinas, asi como el marco de lectura y
reticulaciones entre el ADN vy las proteinas (Masso-Welch et al., 2000; Morrison, Burnett, Forrester,

Wolf, & Craft, 1991).
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Consumo de grasas y cancer de mama

Las grasas de la dieta son necesarias ya que aportan acidos grasos esenciales y ayudan en la
absorcion de vitaminas liposolubles A, D, E y K. Sirven de sustrato para la produccion de hormonas
y mediadores. Especialmente en la infancia y la primera infancia las grasas son esenciales para el
desarrollo neurologico y la funcién cerebral. La leche materna y la formula para lactantes
suministran 40-50% de su energia en forma de grasa (Fidler, Sauerwald, Koletzko, & Demmelmair,
1998).

En la sociedad actual, existen factores que favorecen un mayor consumo de grasas y la
acumulacion de las mismas. Tanto en la infancia como en la vida adulta, la falta de ejercicio fisico y
el tiempo dedicado a actividades sedentarias, en conjunto con habitos alimenticios inadecuados se
relacionan con mala alimentacion, caimulo de grasas y obesidad (Siddarth, 2013).

La asociacion entre el consumo de grasas y el desarrollo de cancer de mama surgi6 por la
fuerte correlacion observada en estudios desde el afio 1966 (Lea, 1966). La utilizacion de modelos
animales demostr6 la influencia de la grasa en el desarrollo de tumores mamarios,
independientemente de la ingesta total de energia (Carroll & Khor, 1975). Existen estudios en ratas y
ratones que demuestran un aumento de la incidencia de la carcinogénesis mamaria ante el consumo
de grasas (Freedman, Clifford, & Messina, 1990). Ademads, los experimentos in vitro han
demostrado que la grasa de la dieta actia como promotor de la carcinogénesis (Carroll & Khor,
1975; Weisburger, 1997). Por otra parte, los estudios realizados en humanos sobre consumo de
grasa y los diferentes subtipos y el desarrollo de cancer de mama han sido inconsistentes. Esto puede
estar relacionado a la dificultad para poder diferenciar el consumo de grasas con el consumo
calorico total y la obesidad; dado que la obesidad se identifica como factor de riesgo para el cancer
de mama entre las mujeres posmenopdausicas (Cummings & Bingham, 1998; Freedman et al., 2006;
Thiébaut et al., 2007). Por otra parte, la reduccion de la ingesta de grasas por si sola no puede
asociarse a una disminucién del riesgo de cancer de mama ya que la reduccion de la ingesta de
grasas es acompaifiada por el cambio en los componentes de la dieta, tales como las calorias totales,

fibra, carbohidratos, frutas, verduras y micronutrientes (Rose, 1993).
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La asociacion entre los diferentes subtipos de grasa y el desarrollo de cancer de mama es aun
mas compleja. A continuacion se describen los diferentes tipos de grasas y sus efectos sobre la

carcinogénesis mamaria:

Grasas saturadas: Varios estudios de casos y controles han encontrado una asociacion
positiva entre el consumo de grasas saturadas y el riesgo de desarrollar cancer de mama (Boyd et al.,
2003; Hunter et al., 1996, Ronco, De Stefani, Mendilaharsu, & Deneo-Pellegrini, 1996; Wakai et al.,
2000). Por otra parte, un meta-analisis de 11 estudios de cohortes no encontr6 asociacion entre el

consumo de grasas saturadas y el cancer de mama (Alexander, Morimoto, Mink, & Lowe, 2010).

Grasas monoinsaturadas (MUFA): Tanto estudios en animales (Welsch, 1992) como en
humanos (Howe et al., 1990) han reportado el rol preventivo de los 4cidos grasos monoinsaturados
sobre la carcinogénesis mamaria. Sin embargo, existen otros trabajos que reportan un efecto inverso
(Saadatian-Elahi, Norat, Goudable, & Riboli, 2004) o que no encuentran asociacién (Hunter et al.,
1996; Prentice et al., 2006). La relacion entre la ingesta de MUFA y el cancer de mama podria
depender de la fuente alimentaria seleccionada. Por ejemplo, el aceite de oliva es la fuente de acido
oleico en la dieta mediterrdnea y ha sido asociado, a una reduccién de la carcinogénesis mamaria
(Pelucchi, Bosetti, Negri, Lipworth, & La Vecchia, 2011; Trichopoulou et al., 1995). Por otra parte,
en la dieta estadounidense, las margarinas son la fuente primaria de la forma hidrogenada de acido

oleico, que pueden aumentar el riesgo de cancer de mama (Kohlmeier, 1997).

Grasas poliinsaturadas: Los estudios en animales han indicado que los acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) pueden tener diferentes efectos sobre el riesgo de cancer de mama (Fay,
Freedman, Clifford, & Midthune, 1997; Welsch, 1992). Se ha reportado un efecto promotor de los
PUFA w6 (presente en los aceites de semillas) y efecto inhibitorio de los PUFA ®3 (presentes en
pescados grasos, aceite de pescados y mariscos) en la tumorigénesis mamaria (Calder, 2002; Fay et
al., 1997). La relacion entre el consumo de PUFA w6 y ®3 podria definir el mayor o menor riesgo,
dado que los acidos grasos w6 compiten con los acidos grasos w3 para producir eicosanoides,
aumentando asi el riesgo de cancer de mama; y también, debido a que tienen muchos dobles enlaces

que se oxidan facilmente y favorecen el dafio celular por los PUFA w6 (Wirfilt et al., 2002). Los
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mecanismos que se han propuesto para el efecto protector de los PUFA ®3 incluyen la supresion de
la biosintesis de eicosanoides derivados del acido araquidoénico, alteracion de metabolismo de los
estrogenos, reduccion de la produccion de radicales libres y modificacion de la sensibilidad a la

insulina (Larsson, Kumlin, Ingelman-Sundberg, & Wolk, 2004).

Grasas de origen animal: La composicion de los acidos grasos difiere segun las fuentes
animales y vegetales. Los acidos grasos monoinsaturados y las grasas saturadas son los principales
contribuyentes a la grasa animal, mientras que los 4&cidos grasos poliinsaturados, los
monoinsaturados y acidos grasos trans contribuyen principalmente a la grasa vegetal (Cho et al.,
2003). Las fuentes de grasa animal incluyen carnes de rumiantes (ganado u oveja), cerdo o aves de
corral, o de vida marina, huevos o productos lacteos. La grasa animal utilizada en la fabricacion de
alimentos incluye el sebo, la manteca de cerdo y la mantequilla (World Cancer Research Fund &
American Institute for Cancer Research, 2007). El sebo es comercializado como primer jugo bovino,
el cual es ampliamente utilizado en la preparacion de alimentos a nivel particular e industrial. Se
denomina primer jugo bovino al producto separado por fusion a una temperatura no mayor de 80° C
de los tejidos y de las partes adiposas limpia e inalterada de animales bovinos
(http://www.anmat.gov.ar/alimentos/codigoa/CAPITULO_VII.pdf).

Los hallazgos de estudios de casos y controles que evaluaron la ingesta de grasa animal y
cancer de mama han sido relativamente inconsistentes. Aunque un aumento del riesgo se han
reportado en algunas investigaciones de casos y controles (Ferraroni, Decarli, Willett, & Marubini,
1991; Hermann, Linseisen, & Chang-Claude, 2002; Hirohata et al., 1985; Iscovich, Iscovich, Howe,
Shiboski, & Kaldor, 1989; Richardson, Gerber, & Cenee, 1991), la mayoria de las asociaciones no
han sido estadisticamente significativa y algunos estudios han observado asociaciones inversas
(Ceber, Sogukpinar, Mermer, & Aydemir, 2005; Graham et al., 1982; Nancy Potischman et al.,
2002).
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CAPITULO IV

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

Teniendo en cuenta que la leche materna presenta numerosos componentes bioactivos que
son trasmitidos al recién nacido durante una etapa fundamental del crecimiento, y, que el desarrollo
de la glandula mamaria se concluye durante la vida posnatal; postulamos la siguiente hipotesis: Una
adecuada lactancia materna durante la infancia previene el desarrollo de cancer de mama en la vida
adulta en forma independiente al consumo de grasa, debido a modificaciones epigenéticas de la

glandula mamaria y/o modificacion de factores pro, antiapoptoticos u hormonales.

Objetivos

Objetivo general

El objetivo general del presente proyecto es determinar la influencia de una lactancia
materna Optima sobre el desarrollo de cancer mamario en la vida adulta de las ratas amamantadas.
Los resultados obtenidos podrian otorgarnos herramientas de utilidad para el disefio de estrategias de

prevencion o tratamiento novedosas.

Objetivos especificos

1. Evaluar en la progenie de ratas el efecto de una lactancia 6ptima sobre la incidencia y progresion

de los tumores mamarios inducidos por DMBA.



2. Evaluar en crias de ratas el efecto de una dieta rica en grasas saturadas sobre la incidencia y
progresion de los tumores mamarios inducidos por DMBA.

3. Analizar en las crias si una lactancia Optima influye sobre el impacto de la dieta grasa en la
carcinogénesis mamaria inducida por DMBA.

4. Analizar en la progenie si el efecto de una adecuada lactancia esta asociada con alteraciones de
factores hormonales, y cambios en la proliferacion y apoptosis en los tumores mamarios de las ratas.
5. Establecer si la lactancia Optima induce cambios morfoldgicos y génicos asociados a la
diferenciacion de la glandula mamaria.

6. Determinar si una lactancia 6ptima modifica la metilacion de genes implicados a la diferenciacion

y/o carcinogénesis mamaria en ratas.



CAPITULOV

MATERIALES Y METODOS

1.Modelos de animales en experimentacion

1.1. Modelo animal de lactancia diferencial con DMBA

A fin de poder evaluar el desarrollo y la biologia tumoral para poder llevar a cabo los
objetivos 1, 2, 3 y 4 se realiz6 el modelo experimental que se detalla a continuacion. Se utilizaron
ratas Sprague Dawley hembras recién nacidas (n=79) del bioterio de IMBECU, mantenidas en ciclos
de luz de catorce horas diarias y temperatura controladas (22-24°C). A las 24 h de edad, los animales
se repartieron al azar en tres grupos a fin de ser sometidas a un consumo diferencial de leche
materna: uno de ellos manteniendo la relacion de 3 crias por madre, otro grupo formado por 8§ crias
por madre, y un tercer grupo con 12 crias por madre. Después del destete todas las crias de cada
camada de 3 y 8 se dividieron en dos grupos, uno de los cuales fue alimentado con alimento
balanceado para ratas que contiene 12,6% de grasa cada 100g de alimento (GEPSA, Coérdoba,
Argentina); y el otro grupo fue alimentado con alimento enriquecido en grasa (40% de grasa) para
simular una dieta occidental. Este Gltimo se prepard agregando 12,1 g de grasa extraida del primer
jugo bovino por cada 100g de alimento estandar. En ambos grupos se suministréo agua potable ad
libitum. A los 55 dias de edad, se les administro a la totalidad de los animales el carcindgeno 7,12-
Dimetilbenzantraceno (DMBA, Sigma) en una tnica dosis de 15 mg/rata por sonda intragéstrica
conectada a jeringa de 3 ml, tal como ha sido llevado a cabo en nuestro laboratorio anteriormente
(Lopez-Fontana et al., 2013; Lopez Fontana et al., 2017; Sasso et al., 2014).

Después de la administracion de DMBA los animales fueron observados periddicamente
hasta la aparicion de tumores palpables de mama. La totalidad de los animales fueron pesados

individualmente tres veces por semana para elaborar sus curvas de crecimiento. Las ratas que
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desarrollaron tumores fueron sacrificadas mediante decapitacion cuando los tumores alcanzaron un
volumen superior a 1000 mm? y el resto fue sacrificado a los 250 dias de experimento (Fig V.1).

Se conto el naimero de tumores por rata, se determind el volumen tumoral, se consignaron las
caracteristicas de cada uno, y se procedi6 a recolectar muestras de sangre, tumores y tejidos
circundantes. Una porcion de tumor se fijo en formol al 10 % para luego ser deshidratado y montado
en parafina; y otra porcion se congeld en nitrogeno liquido y se mantuvo a -80 °C para su posterior
estudio molecular. También se extirpd la glandula mamaria contralateral al desarrollo tumoral. Se
extrajo la totalidad de la grasa abdominal, la cual fue pesada y expresada como porcentaje del peso
total del animal. Los animales fueron sacrificados en diestro, para ello, previo al sacrificio, se tomod
una gota de lavaje vaginal con agua y se observo al microscopio Optico a un aumento de 400 x. Se
clasifico el dia del ciclo, segln la citologia predominante (MARCONDES, BIANCHI, & TANNO,
2002).

El mantenimiento y manejo de los animales se realizd de acuerdo a la guia NIH para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (publicacion NIH N8 86-23, revisado 1985 y 1991),
segun los requisitos del Reino Unido para la ética de la experimentacion animal (ley de
procedimientos cientifica con animales 1986). El protocolo de manejo de animales con el que se
desarroll6 esta tesis fue aprobado por el comité institucional para el cuidado y uso de animales de

laboratorio de la Universidad Nacional de Cuyo (CICUAL), nota nimero 0021084/2015.

Ratas Sprague Dawley
Dias de vida 1 21 b5 250

Control Tumoral

DMBA
Destete Sacrificio
C3: Camadade 3 tAlimento balanceado
C8: Camadade 8 Alimento graso

C12: Camada de 12

Fig.V.1 Modelo animal de lactancia diferencial con DMBA
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1.2. Modelo animal de lactancia diferencial sin DMBA

1.2.1. Crias

Para poder evaluar el desarrollo y la diferenciacion del epitelio mamario se utilizaron
glandulas mamarias de animales virgenes que no hubieran recibido cancerigeno. De esta manera
pudimos llevar a cabo los objetivos 5 y 6 de la presente tesis. Se utilizaron ratas hembras Sprague
Dawley (n=60) que a las 24 h de edad se dividieron en camadas de 3, 8 y 12 crias por madre, como
se describi6 anteriormente. Después del destete, todas las crias fueron alimentadas con el alimento
balanceado habitual del bioterio y pesadas individualmente tres veces por semana para elaborar sus
curvas de crecimiento. A los 20 dias parte de los animales (n = 18) fueron sacrificados mediante
decapitacion, y se extrajo la glandula mamaria inguinal para la realizacién del montaje completo del
organo (técnica de Whole Mount). Los animales restantes (n = 42) fueron sacrificados a los 55 dias
de edad mediante decapitacion, se extrajeron las dos glandulas mamarias inguinales, una para la
realizacion del montaje completo, y de la otra se tomaron muestras para estudios genéticos y

epigenéticos (Fig V.2).

Ratas Sprague Dawley

Dias devida 1 20 21 55
Destete
C3: Camadade3 (n=20) Sacrificio Sacrificio
C8: Camadade8 (n=20) —— Montaje Completo
C12: Camada de 12 (n=20) L PCR Tiempo Real

Fig V.2 Modelo animal de lactancia diferencial sin DMBA

56



1.2.2 Madres

Un tercer grupo de ratas hembras virgenes Sprague Dawley (n=18) fue usado para estudiar el
volumen de leche producido por las madres y la composicion de macronutrientes de la misma,
informacion relevante para desarrollar el objetivo especifico n°1. El ciclo estrual de los animales fue
determinado a partir de la semana 10 de vida analizando diariamente la citologia vaginal como se
explico antes. Después de constatar dos ciclos regulares las hembras fueron colocadas en la tarde del
proestro en una caja con un macho fértil para su apareo. Este se constaté la mafiana siguiente
mediante la observacion al microscopio de espermatozoides en el lavaje vaginal y se separaron todas
las ratas prefiadas en cajas individuales. El dia posterior al parto se constituyeron tres grupos segin
la cantidad de crias por camada. Las madres C3 fueron aquellas que amantaron durante toda la
lactancia a tres crias, las C8 amantaron a ocho crias y las C12 amamantaron a doce crias. Para ello
se recolectaron todas las crias hembras y se distribuyeron al azar entre las madres de los tres grupos.
Con este grupo de animales se realizaron los procedimientos de separacion-succion y la extraccion

de leche descriptos a continuacion:

e Separacion-succion

Para estimar la produccion de leche de la madre, se determino el aumento de peso de la cria
amantada. Para ello, las crias se separaron de sus madres a las 07:00 h en los dias 10, 11 y 12 de
lactancia, durante un periodo de 4 h (intervalo de separacion). Antes de ser restituidas a las madres,
las crias fueron pesadas individualmente. Luego se dejaron amamantar durante 60 minutos.
Finalizado ese tiempo de succion, las crias se volvieron a pesar. El aumento del peso vivo de la
camada durante el tiempo de lactancia sirve como una estimacion de la cantidad de leche segregada
durante el intervalo de secrecion. Los resultados fueron expresados como el promedio de los pesos
individuales de las crias. La lectura de estudios previos confirma que las crias no defecan ni orinan

durante el periodo de lactancia (Morag, Popliker, & Yagil, 1975).
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e Extraccion de leche

Las crias del experimento anterior también fueron separadas de sus madres a las
07:00 h del dia 14 de la lactancia Cuatro horas mas tarde, las madres fueron anestesiadas levemente
con ketamina (1ml/kg) y xilacina (0,5 ml/kg) mediante inyeccion intraperitoneal. Luego se les
administré una inyeccion intraperitoneal de 1 UI de oxitocina (Syntocinon 5 U.I./ml) y se extrajo la
leche mediante prensado repetido y suave de los pezones (Hapon, Varas, Giménez, & Jahn, 2007).
La leche eyectada fue aspirada con una micropipeta. Se obtuvieron aproximadamente 0,5 ml de
leche de cada rata y se mantuvieron congeladas en microviales hasta las determinaciones de
triglicéridos (Tgs), proteinas y lactosa por el método colorimétrico de punto final, en el analizador
de quimica clinica Cobas c311 de Roche.

El contenido de glucosa de la leche estuvo por debajo de los valores detectables. El
contenido de lactosa, el principal aztcar de la leche, fue determinado de manera indirecta, mediante
el uso de la enzima B-galactosidasa (SIGMA G7013), necesaria para desdoblar la lactosa en glucosa
y galactosa (Amamcharla & Metzger, 2011). Para ello se utilizé una dilucién de la leche 1:40 en
solucioén fisioldgica, con un volumen final de 100 pl, a la cual se le agregd 20 ul de la enzima B-
galactosidasa; luego las muestras fueron incubadas durante 90 min a 37 °C. Posteriormente, se midid
el contenido de glucosa y los valores fueron correlacionados al valor obtenido de la conversion de
100 pl de lactosa (100 mg/dl) incubada con 20 ul de la enzima B-galactosidasa durante 90 min a
37 °C.

2. Registro de peso, ingesta y apetencia

Para poder elaborar las curvas de crecimiento, se tomaron registros de los pesos individuales
de todos los animales a partir del dia uno de vida. El pesaje fue realizado tres veces por semana
hasta el momento del sacrificio del animal.

Con respecto a la ingesta, fue registrada y comparada entre los animales que recibieron

alimento balanceado y alimento graso para poder desarrollar los objetivos especificos 2 y 3 de la
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presente tesis. El alimento fue colocado, previamente pesado, en la parte superior de jaulas estandar
de acero inoxidable. Después de 24 h se registrd la cantidad de alimento restante, incluyendo
cualquier pellet en el fondo de las jaulas. La ingesta se calculé6 como el peso (en gramos) de los
alimentos proporcionados menos los recuperados y fue calculado por animal.

Para poder determinar si el alimento graso era apetecible para los animales, se realizd una
prueba previa al inicio de los experimentos, donde por un lapso de siete dias, tres cajas de ratas
hembras sprague dawley (cinco animales por caja) disponian de alimento balanceado y alimento
graso para poder alimentarse. Los alimentos fueron colocados, previamente pesados, de manera
separada en la parte superior de las jaulas de acero inoxidable. Después de 24 h se registro la

cantidad de cada uno de los alimentos restantes.

3. Determinacion de la concentracion hormonal

Las ratas del modelo animal de lactancia diferencial con DMBA fueron sacrificadas en
diestro. Se eligié esta fase del ciclo estral ya que los niveles hormonales se encuentran en
concentraciones basales. Cabe destacar que las ratas del modelo animal de lactancia diferencial sin
DMBA fueron sacrificadas al dia 55 independientemente de la fase del ciclo estral en que
estuvieran ese dia. Al momento del sacrificio, se recolectd la sangre troncal, el suero se separd por
centrifugacion y se almaceno a -20° C hasta su uso. Se determinaron los niveles séricos de estradiol

y progesterona mediante electroquimioluminiscencia en Cobas e411 de Roche.

4. Metodologia relacionada al tumor

4.1. Medicion de parametros tumorales

Los parametros tumorales evaluados en la presente tesis fueron los siguientes:
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Incidencia tumoral: Calculada como el porcentaje de ratas que presentaron tumores dentro
del periodo estudiado.

Latencia: Considerada como el tiempo transcurrido desde la administracion del DMBA hasta
la aparicion del primer tumor mamario palpable.

Porcentaje de supervivencia libre de tumor: Graficado en funcion del dia de sacrificio de los
animales, cuando el tumor alcanzaba los 1000 mm’, y expresado como porcentaje de
animales sobrevivientes ese dia.

Volumen tumoral (VT): Los tumores fueron medidos con calibre para determinar el didmetro
mayor (DM) y menor (dm) y calcular el VT mediante la siguiente formula VT=dm?xDM/2.
Velocidad de crecimiento tumoral: Expresada en mm®/dia y fue calculada a partir de la
relacion entre el VT y la diferencia en dias desde la deteccion del tumor y el sacrificio del
animal.

indice mitético: Fue calculado por el conteo de figuras mitdticas presentes en diez campos
en cortes de tumores tefiidos con hematoxilina eosina (H&E) analizados por microscopia
Optica a 400 x.

Indice apoptotico: Calculado como la cantidad de figuras apoptdticas presentes en diez
campos en cortes de tumores tefiidos con hematoxilina eosina (H&E) analizados por
microscopia optica a 400 x.

Relacion mitosis apoptosis (M/A): Se calculdé dividiendo el indice mitdtico sobre el

apoptotico de cada tumor.

4.2. Analisis de la histologia tumoral

Al momento del sacrificio de las ratas se extirparon los tejidos normales y tumores de mama,

los cuales fueron fijados en formol al 10% durante 24 hs, deshidratados en soluciones de etanol,

aclarados con xilol e incluidos en parafina. Los cortes histologicos se realizaron con un micrétomo

Carl Zeiss HYRAX M 25 Rotary 56 en el Servicio de Anatomia Patoldégica del Hospital

Universitario de la Universidad Nacional de Cuyo (Mendoza), en el marco de una pasantia para

aprendizaje y perfeccionamiento. Se realizaron cortes de entre 3-5 um, los cuales fueron tefiidos con

60



H&E para su posterior observacion al microscopio optico. Se realizé un analisis histopatologico de
los tumores bajo la supervision de la Médica Patologa Silvana Semino. Se definieron el tipo y grado
tumoral, el grado de inflamacion (escaso, leve, moderado y severo), fibrosis, necrosis y se
determinaron los indices mitdtico y apoptotico mediante el recuento en 10 campos por corte a 400x,
de figuras apoptoticas y figuras mitdticas en zonas de tejido epitelial. Se tomaron imagenes de los
tumores con un microscopio Nikon Eclipse E200 (Nikon Corp., Japén) equipado con una cdmara

digital micrometrics SE Alta Calidad (Accu-Scope, Commak, NY 11725).

4.3. Inmunohistoquimica

Se cortaron secciones seriadas de 3-5 pm y se montaron en portaobjetos recubiertos con 3-
aminopropiltrietoxisilano (Sigma-Aldrich). Para desenmascarar a los antigenos, se utilizd un
protocolo de recuperacion de antigenos con calor (40 minutos en buffer citrato 0,01 M, pH 6), tal
como ha sido llevado a cabo previamenteen nuestro laboratorio (Campo Verde Arboccé et al., 2016;
Lopez-Fontana et al., 2013). Luego de realizar dos lavados con agua destilada, se procedio al
bloqueo de la peroxidasa enddgena por el tratamiento con azida sodica al 0,1% por 30 minutos. Se
realizé un lavado en autobuffer por 15 minutos y se bloque6 con leche descremada al 10% por 30
minutos. Luego se lavaron las secciones de tejido se incubaron con el anticuerpo primario
monoclonal mouse anti PCNA (M0879 Dako Cytomation, Denmark) diluido 1:700, el anticuerpo
primario policlonal rabbit anti Ki67 (ab15508, Abcam, Estados Unidos de América) diluido 1:500 y
el anticuerpo primario monoclonal mouse anti CD1 (ab6152, Abcam, Estados Unidos América)
diluido 1:200 diluidos en buffer 0,02 M NaH2PO4, 0,15 M NaCl, 0,04 % azida sédica y 1% BSA,
pH 7,6; durante toda la noche a 4°C en céamara huimeda. Se utiliz6 el sistema de deteccion
VECTASTAIN® Elite ABC-Peroxidasa de Vector Laboratories, Inc, EE.UU en una dilucién 1:400 y
como sustrato de la peroxidasa ImmPACT™ DAB, Vector Laboratories, Inc, EE.UU en una dilucion
1:50.

Los cortes fueron ligeramente coloreados con hematoxilina para revelar los nucleos. Las
imagenes fueron tomadas con un microscopio Nikon Eclipse E200 (Nikon Corp., Japon) equipado

con una camara digital micrometrics SE Alta Calidad (Accu-Scope, Commak, NY 11725) bajo
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aumentos 100x y 400x. El porcentaje de nucleos positivos se obtuvo basandose en un promedio de
700 células contadas por muestra, con un aumento de 400x. Se utiliz6é un sistema de calificacion
reportado previamente (Gago, Tello, Diblasi, & Ciocca, 1998). En resumen, se utilizO6 una
puntuacion de intensidad 0 = sin tincidén, 1 = tinciéon nuclear de <10% de células tumorales, 2 =
tincion entre 11 y 33% de células tumorales, 3 = tincion entre 34 y 65% de células tumorales, 4 =
tincion de > 66% de las células tumorales. Estos resultados fueron obtenidos por dos observadores
independientes cegados con respecto al grupo experimental, y algunas puntuaciones contradictorias

se resolvieron por consenso.

4.4. Aislamiento de proteinas

Los tumores de mama extirpados al momento del sacrificio fueron congelados en nitrogeno
liquido y almacenados a -80°C hasta su utilizacion. Las proteinas totales se extrajeron por
homogeneizacion de dicho tejido tumoral en 3 volimenes de buffer de lisis (Tris 50 mM, pH 7.5,
NaF 10 mM, glicerofosfato 20 mM, ortovanadato de sodio 1 mM, NaCl 150 mM, y céctel inhibidor
de proteasas- P8340 from Sigma 1:100) en bafo de hielo, utilizando un homogeneizador Ultraturrax
(Campo Verde Arbocco et al., 2016). El homogeneizado se centrifugd a 10.900 g durante 10 minutos
a 4° C, se separd el sobrenadante y se congeld en varias alicuotas a -80° C hasta su uso. Las
proteinas se cuantificaron utilizando el método micro BCA de Thermo Scientific, Pierce
Biotechnology, EE.UU. (23235, Thermo Scientific, Estados Unidos) segin las instrucciones del

fabricante.

4.5. Electroforesis en gel y transferencia a membrana (SDS-PAGE y Western Blot)

Las muestras proteicas se hirvieron 5 minutos en buffer de siembra. Se sembraron 50 pg de
proteinas para los tumores de mama, y 3 pg del marcador de peso molecular (Blue Plus® III Protein
Marker, Transgenbiotech, China). Se separaron mediante SDS-PAGE utilizando un voltaje constante

de 110 V, y se electrotransfirieron a membranas de PVDF (Immobilon-P de Merck Millipore)
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durante toda la noche a 4° C con voltaje constante de 22 V. Luego de la transferencia se bloquearon
con seroalbumina bovina (Sigma) al 0,5% por 30 minutos y se procedieron a incubar con los
anticuerpos primarios que figuran en la tabla V.1 durante toda la noche a 4° C en agitador orbital. Al
otro dia se realizaron cinco lavados con solucion salina tamponada con Tris y 0,1% deTween 20
(TBS-T) y se incubaron con anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa (PR), anti-ratén o anti-
conejo (Santa Cruz Biotechnology Inc. Estados Unidos) segun correspondiera, por 1,5 h a
temperatura ambiente en agitador orbital. Las membranas se lavaron y revelaron por
quimioluminiscencia (Amersham ECL ™, GE Healthcare, Argentina) utilizando un sistema
ChemiDoc XRS+ con Image Lab Software de BIO-RAD para detectar bandas especificas que
fueron cuantificadas por densitometria utilizando un paquete de procesamiento FIJI Image
(Schindelin et al., 2012). Las membranas se revelaron también para B-actina (1:500; sc-47778 Santa

Cruz Biotechnology Inc, Estados Unidos) como control de carga y transferencia.

Tabla V.I Anticuerpos utilizados en Western Blot. Se detalla la dilucion utilizada, nimero de catalogo y fabricante.

Anticuerpo N° de catalogo Fabricante Dilucion
Bax ab32503 Abcam 1:1000
Bcl-2 sc-7382 Santa Cruz 1:500
oo ab25901 Abcam 1:1000
BID sc-11423 Santa Cruz 1:500
Caspasa 9 #9507 Cell Signaling 1:1000
clivada
B-actina sc-47778 Santa Cruz 1:1000
Anti-conejo-PR sc-2004 Santa Cruz 1:2000
Anti-raton-PR sc-2005 Santa Cruz 1:2000
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5. Metodologia relacionada a la glandula mamaria

5.1 Extraccion de ARN total, retrotranscripcion y PCR en tiempo real

El tejido mamario conservado a -80° C se procesé en Ultraturrax con 1 ml de reactivo Tri
(Sigma) hasta su homogeneizacion total. La extraccion de ARN se realizd dejando reposar 10
minutos a temperatura ambiente el homogenato y agregando 200 pl de cloroformo. Luego se agit6
manualmente, se dejo nuevamente 15 minutos a temperatura ambiente y se procedid a centrifugar
las muestras a 10.000 g por 20 minutos a 4° C. Se trasvasoé la parte superior del tubo y se agregaron
750 ul de alcohol isopropilico. El contenido fue descartado conservando el pellet en el fondo del
tubo, se agregd 1 ml de alcohol 75°, que luego también fue descartado. Se agregd 100 ul de agua
destilada estéril apirogena (Roux Ocefa) y se mezcld con agitador vortiginoso (Puissant &
Houdebine, 1990). El ADNc se sintetizo mediante transcripcion inversa de 10 pg de RNA total a
37° C utilizando primers hexameros aleatorios (random primers) y la retrotranscriptasa Moloney del
virus de la leucemia murina (Invitrogen-Life Technologies, Buenos Aires, Argentina) en una mezcla
de reaccion de 20 pL. El ARN se desnaturalizo primero a 70° C durante 5 minutos. En presencia de
2,5 ng de cebadores hexameros aleatorios (Invitrogen). Para la reaccion de RT posterior se afiadi6 la
siguiente mezcla: buffer RT (50 mM Tris-HCI -pHS8.4-, KCI 75 mM, MgCl, 3 mM); dNTPs 0,5 mM,
DTT 5 mM, y 200 unidades de M-MLYV transcriptasa inversa (Invitrogen). La reaccion se incubd a
37° C durante 50 minutos. A continuacion, la reaccion se inactivé por calentamiento a 70° C durante
15 minutos. E1 ADNc se almacen¢ a -20° C.

Los primers usados para la determinacion de expresion de cada gen estan detallados en la
tabla V.2. Las reacciones de PCR se realizaron con un termociclador en tiempo real (Corbett
Research Pty Ltd Corbett Rotor Gene 6000 (Sydney, Australia) con Eva-Green (Biotium) en un
volumen final de 20 pl. La mezcla de reaccion consistid en 2 pl de 10xPCR Buffer, 1 ul de MgCl,
50 mM, 0,4 ul de 10 mM dANTP Mix (Invitrogen), 1 pl de 20x Eva Green (Biotium, Inc., Fremont,
EEUU), 0,25 pl de 5 U/l de Tag ADN polimerasa (Invitrogen) 0,1 pl de cada cebador 2,5 mM
(Primers Sentido y Antisentido) y 10 ul de reacciones de ADNec.

Las PCR diluidas se iniciaron con 5 minutos de incubacion a 95° C, seguido por 40 ciclos de
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95° C durante 30 segundos, 60° C durante 30 segundos y 72° C durante 30 segundos. Se utilizd
analisis del pico de fusion (en inglés: melting point ) para comprobar que la amplificacion origind
un solo producto de amplificado especifico. La cuantificacion en tiempo real se monitorizo
midiendo el aumento en la fluorescencia causada por la union de colorante EvaGreen a ADN de
doble hebra al final de cada ciclo de amplificacion. La expresion relativa se determiné utilizando el
método de cuantificacion comparativa de las muestras normalizadas en relacion con la expresion de
un calibrador de muestra, de acuerdo con el protocolo del fabricante (Pfaffl, 2001). Cada reaccion de
PCR incluy6 un control sin ADNc y una muestra sin transcriptasa inversa. Todas las mediciones se
realizaron por duplicado. Las condiciones de reaccion y las cantidades de ADNc anadido fueron
calibradas de tal manera que la respuesta del ensayo fue lineal con respecto a la cantidad de DNAc
de entrada para cada par de cebadores. Las muestras de ARN se analizaron para la contaminacion de
ADN mediante la realizacion de las diferentes reacciones de PCR sin transcripcion inversa previa.
Para seleccionar el gen de referencia, se estimo la estabilidad de la expresion de genes de referencia
de tres candidatos, B-actina, GAPDH y HPRT1 utilizando el software en linea de libre acceso
BestKeeper version 1 (http://gene-quantification.com/bestkeeper.html). Este enfoque nos ha
permitido seleccionar HPRT1 como el gen de referencia, ya que mostré el menor coeficiente de
variacion entre los grupos de tratamiento en comparacion con B-actina y GAPDH. Los niveles
relativos de ARNm se normalizaron al gen de referencia HPRT1. Los productos de la PCR en
tiempo real se analizaron en geles de agarosa al 2% con SYBR Gold y se comprobd una banda unica
de aproximadamente el peso molecular esperado. Esto se correspondi6 con un pico tnico en andlisis

de la curva de fusion.

65



Tabla V.2 Cebadores usados en PCR en tiempo real

Gen

Stat 6

Tbx3

GATA-3

PINC

PTEN

Sense

Antisense

Sense

Antisense

Sense

Antisense

Sense

Antisense

Sense

Antisense

Secuencia

TGGAGAGCATCTATCAGAGGGA

GTGGAACTCTTCTATAACAGCTT

CGAAGTCAGGAAGGCGAATG

CCACCATCCACCGAGAATTG

CCCCATTACCACCTATCCGC

CCTCGACTTACATCCGAACCC

TGGAATAACTGTGTGAAGG

CCAAAGTGAGGATAAGTAG

CCTTTTGAAGACCATAACCCACC
GAATTGCTGCAACATGATTGTCG

5.2. Montaje completo de la glindula mamaria

El montaje completo de la glandula mamaria se realizé en el dia 20 y 55 de vida, en las crias
provenientes del modelo animal de lactancia diferencial sin DMBA. El objetivo fue poder
contabilizar el nimero de TEBs y asi determinar el potencial de transformacién maligna de la
glandula mamaria en estudio. Una vez que el animal fue eutanasiado, se sujetd con agujas desde sus
patas a la superficie de una tabla, se limpio la piel con etanol y se levanto la piel abdominal con una
pinza. Luego con tijera afilada se hizo una incision de la linea media en la piel comenzando desde la
vejiga hacia el cuello. Sujetamos la piel cortada con agujas a la superficie de la tabla para exponer
completamente la glandula mamaria. Separamos la gldndula mamaria de la piel con tijera afilada

comenzando desde el area inferior hacia el extremo distal. Inmediatamente, la glandula fue
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esparcida sobre un portaobjetos y se dejo reposar unos minutos a temperatura ambiente para que se
pegara al vidrio. Luego, el portaobjeto se colocd en un recipiente que contiene fijador de Carnoy
(75% de acido acético glacial, 25% de etanol absoluto) bajo campana a temperatura ambiente por
dos dias. Posteriormente, fueron sumergidas en etanol al 70% durante 1 hora a temperatura
ambiente. Se enjuagd con agua destilada durante 30 minutos y se coloco en una solucion colorante
de Carmin Aluminio (1 g de carmin Sigma C1022 y 2,5 g de sulfato de potasio de aluminio -Sigma
AT7167- en 500 ml de agua destilada, se hirvio la soluciéon por 20 minutos, se filtrd y refrigero)
durante dos dias, momento en el que los ganglios linfaticos se encontraron tefiidos. A continuacion
procedimos a lavar en una serie de alcoholes de graduacion creciente: 70%, 95%,100% vy, finalmente
se colocd en xileno bajo campana a temperatura ambiente por dos dias. Este ultimo paso es la
limpieza de la glandula mamaria que implica deslipidacion de la almohadilla de grasa mamaria, y
aumento de la transparencia (de Assis, Warri, Cruz, & Hilakivi-Clarke, 2010). Luego, procedimos al
montaje de los vidrios con balsamo de Canada sintético (Biopack). Las imagenes fueron tomadas
con un microscopio Nikon Eclipse E200 (Nikon Corp., Japon) equipado con una camara digital

micrometrics SE Alta Calidad (Accu-Scope, Commak, NY 11725) bajo aumento 100x.

5.3. Extraccion y conversion de ADN genomico

Las muestras de tejidos mamarios fueron resuspendidas en buffer TioE;y (Tris 10 mM —
EDTA 10 mM) y sometidas a una ruptura mecanica mediante el uso de homogenizador (Ultraturrax)
hasta su homogeneizacion total. Seguidamente se centrifugaron por 15 minutos a 5.000 rpm y se
descarto el sobrenadante. Se agregaron 3 ml de una solucién de bromuro de hexadeciltrimetilamonio
(CTAB; NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM, Tris 100 mM, B-mercaptoetanol 0,2%, CTAB 2%). Se agito
enérgicamente durante 10 minutos y se incubd 1 hora a 60° C hasta la disgregacion completa del
precipitado.

A fin de purificar el ADN se agregd 1 volumen de IAC (cloroformo : alcohol isoamilico,
24:1 v/v) saturado en H,O, tomando de la fase de inferior del preparado aproximadamente 3 ml, se
invirtié el tubo suavemente por 5 minutos y se centrifugd por 5 min a maxima velocidad. En este

paso obtuvimos dos fases, una organica (abajo) y otra acuosa (arriba) donde se encuentra el ADN.
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Se recuper6 el sobrenadante y se trasvas6 a un tubo limpio. Por tltimo se precipité el ADN de la
fase acuosa con 2 volimenes de etanol 100% frio. E1 ADN visible fue recuperado con una punta
estéril y colocado en un tubo de 1,5 ml. Se dejo secar en estufa a 37° C y se resuspendioé en 200 pl
de buffer ToE:.

Con el programa Methyl Primer Express® Version 1.0 se detectaron las islas CpG de la
region promotora de los genes Stat6 y Gata3 utilizando las secuencias de referencia:
ENSRNOG00000025026 y ENSRNOG00000019336 de ENSEMBL respectivamente. Después de
insertar la secuencia de ADN seleccionada en el programa, este detecta todas las islas CpG posibles
y disefia cebadores especificos para para la amplificacion mediante PCR especifica de metilacion
(MSP) basados en las secuencias diana seleccionadas. Mediante el programa Promoter 2.0, se
analizaron las regiones elegidas para comprobar la existencia de elementos reguladores de la
transcripcion y los sitios de union. Los cebadores disefiados para la determinacion de la expresion de
cada gen se encuentran detallados en la tabla V.3.

Las muestras de ADN se trataron con bisulfito de sodio usando el kit EZ DNA Methylation-
Gold™ KIT (Catalog N° D5005, Zymo Research, Irvine, CA, EE. UU.) segun las indicaciones del
fabricante. La conversion se realizo a partir de una cantidad de ADN total de entre 50-450 ng/pl .
Para ello se cuantifico el ADN total de las muestras, en espectrofotdémetro NanoDrop (LNS-101
Labocon Scientific Limited, United Kingdom). Para la MSP se utilizaron 2 pul de ADN modificado
con bisulfito. La amplificacion de los fragmentos se realizd mediante la enzima Go Taqg ADN
polimerasa (PROMEGA) siguiendo las indicaciones del fabricante. El volumen final de la reaccion
de PCR se ajustd con H20 estéril hasta 25 ul. Se prepararon 2 Mix de PCR, uno con los cebadores
metilados y otro con los cebadores no metilados. Las condiciones de la PCR fueron: 4 minutos a 95
°C, 5 ciclos de 45 segundos a 95 °C, 90 segundos a 50 °C y 60 segundos a 72 °C, seguidos de 25
ciclos de 45 segundos a 95 °C, 90 segundos a 50 -C y 90 segundos a 72 °C, terminando con una
extension final a 72 °C durante 4 minutos. Tras la MSP para comprobar la correcta amplificacion del
ADN producto de PCR vy el estado de metilacion, se procedid a la carga del volumen total de PCR
en un gel de poliacrilamida al 10%, con SyBR Gold a una concentracion 10 pg/ulL; El1 ADN se
visualizd, y se obtuvo una imagen digital del gel empleando un sistema ChemiDoc XRS+ con Image
Lab Software de BIO-RAD para detectar bandas especificas que fueron cuantificadas por

densitometria utilizando un paquete de procesamiento FIJI Image (Schindelin et al., 2012).
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Tabla V.3 Cebadores usados en PCR

Gen

GATA-3
Metilado

GATA-3
No metilado

Stat 6
Metilado

Stat 6
No metilado

Sentido

Antisentido

Sentido

Antisentido

Sentido

Antisentido

Sentido

Antisentido

6. Analisis Estadistico

Para el analisis estadistico se utiliz6 el programa GraphPad Prism, version 5.03 (GraphPad
Software, Inc. La Jolla, CA-USA), seleccionandose los siguientes estadisticos descriptivos: media
aritmética, como medida de tendencia central y el error tipico de la media, como medida de

dispersion. Unicamente al comparar de los pesos corporales de los animales se utiliz6 la mediana del

Secuencia

ATTTAGATACGTATTATTCGGGTTTC

AAACGTAATTACCTTAACCATCGAT

TAGATATGTATTATTTGGGTTTTGG

AACATAATTACCTTAACCATCAAT

GTTGTCGGGTTTTTTTTACG

AACGATACAAAATCTATAAATCGAA

GGGTTGTTGGGTTTTTTTITATG

AATCAATAACAATACAAAATCTATAAA
TCA

tiempo de decapitacion, como medida de tendencia central.

En lo que respecta a la estadistica inferencial, para comparar variables de dos categorias se
utilizé la prueba T student para muestras independientes o prueba de U de Mann Whitney segtn los

criterios de normalidad de las variables establecido con el test de normalidad de Kolmogorov-
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Smirnov (Lilliefors); y para variables de mas de dos categorias, se aplico Anova de 1 via con
posterior analisis de Bonferroni para las variables paramétricas, y el test de Kruskal Wallis y Dunn’s
para las no paramétricas. Para establecer posibles diferencias entre las variables a lo largo del
tiempo, se utilizd un test de ANOVA de 2 vias aplicdndose los mismos post test mencionados
anteriormente.

Con el fin de establecer posibles asociaciones entre las diferentes variables estudiadas, se
utilizaron los coeficientes de correlacion de Pearson y Spearman segln el criterio de normalidad de
las variables establecido con el test de normalidad de Kolmogorov-Smirnov (Lilliefors). Ademas,
para estudiar como varia el valor medio de las variables (dependientes) a medida que cambia la otra
variable independiente, se aplicod un modelo de regresion lineal.

Finalmente, los porcentajes de incidencia se analizaron por el test de Fisher y las curvas de
supervivencia se compararon segun el producto limite de Kaplan-Meier. En todos los casos, se

utiliz6 un nivel minimo de significacion de p < 0,05.
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CAPITULO VI

RESULTADOS DEL OBJETIVO ESPECIFICO N°1

Objetivo especifico N°1: Evaluar en la progenie de ratas el efecto de una apropiada lactancia sobre

la incidencia y progresion de los tumores mamarios inducidos por DMBA

RESULTADOS

El desarrollo del objetivo especifico n° 1 implic6 la puesta a punto del modelo animal de

lactancia diferencial y el estudio de la carcinogénesis mamaria inducida por DMBA.

Peso corporal y validacion del modelo experimental

Para poner a punto el modelo animal de lactancia diferencial, se utilizaron ratas hembras
Sprague Dawley que a las 24 h de edad fueron separadas en camadas de 3 (C3), 8 (C8) y 12 (C12)
crias por madre. De esta manera, generamos animales con un consumo de leche materna
considerado 6ptimo en C3 y un consumo deficiente en C12. La figura VI.1.I muestra las curvas de
crecimiento de los animales exhibiendo un aumento significativo en el peso (p <0,001) en C3 con
respecto a C8 y C12 a partir del dia 13 de lactancia. También observamos, desde el mismo dia, un
aumento de peso (p <0,001) en C8 en comparaciéon con C12. Cuando las crias fueron destetadas, al
dia 21 de vida, la diferencia de peso fue significativa entre los tres grupos experimentales (p <0,001,
Fig VI.1.II). Claramente, esta divergencia se debio a las variaciones en el consumo de leche materna

entre las camadas, corroborando nuestro modelo animal.
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Fig VI.1 Variaciones del peso corporal ante el consumo diferencial de leche hasta el final de la lactancia (I) Las
variaciones de peso entre los tres grupos se pueden observar a partir del dia 13 de la vida (*** p <0,001). (II) Al dia 21
de vida C3 present6 un peso corporal significativamente mayor con respecto a C8 y C12 (*** p <0,001). A su vez, C8
también tuvo un peso mayor en comparacion con C12 (*** p <0,001). Los valores representan la media + SEM de 12-25
animales / grupo. Las comparaciones mostradas en I se realizaron mediante ANOVA II y prueba de Bonferroni como

post hoc. Los valores mostrados en II se compararon mediante ANOVA 1y prueba de Bonferroni.

La susceptibilidad de la glandula mamaria a la carcinogénesis inducida por DMBA es
maxima cuando el carcindgeno se administra en la rata virgen entre los 40 y 60 dias de vida, es decir
poco después de la apertura vaginal y durante la madurez sexual temprana (I. H. Russo & Russo,
1996). La organogénesis activa y la alta tasa de proliferacion son caracteristicas de este periodo (I.
H. Russo & Russo, 1996). La administracion de DMBA en nuestro trabajo se realizé en el dia 55 de
vida del animal y la mediana de tiempo de decapitacion fue a los 200 dias de vida. La diferencia en
el peso corporal entre las tres camadas de animales se mantuvo al dia 55 de vida (p <0,001, Fig
VI1.2.I), mientras que solo observamos un mayor peso en C3 con respecto a C12 al final del

experimento (p <0,05, Fig VI.2.1I).
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Fig V1.2 Variaciones del peso corporal ante el consumo diferencial de leche en el dia 55 y 200 de vida (I) Las
diferencias en el peso corporal observadas entre las tres camadas se mantuvieron hasta el dia 55 de vida (*** p <0,001
con respecto a los otros grupos). (II) C3 mantenia un peso mayor que C12 al dia 200 de vida, considerado el tiempo de
sacrificio de la mayoria de los animales (* p <0,05). Los valores representan la media £ SEM de 12-25 animales / grupo

Los valores mostrados en I y II se compararon mediante ANOVA 1y prueba de Bonferroni como post hoc.

Produccion de leche materna

Para poder estimar la cantidad de leche producida por las madres con camadas de diferentes
tamafos, se determind el aumento de peso de las crias amantadas en un experimento de separacion y
succion. Las crias fueron separadas de sus madres durante un periodo de 4 h y, antes de ser
restituidos con la madre, fueron pesadas individualmente. Luego de que amamantaran durante una
hora se volvieron a pesar. La diferencia de peso obtenida entre el periodo de separacion y succion
fue tomada como indicador de la cantidad de leche secretada por la madre. Este procedimiento fue
realizado durante los dias 10, 11 y 12 de lactancia. Los experimentos de los dias 10 y 11 fueron
llevados a cabo para adaptar a los animales y minimizar el posible estrés debido a la separacion de
las crias. Los resultados que se muestran (Fig VI.3) representan los valores obtenidos el dia 12. El
aumento de peso de los animales fue mayor en C3 con respecto a C8 (p <0,001) y a C12 (p <0,01).

Estos resultados indican una mayor produccion de leche por animal en las madres que amamantan 3
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crias en comparacion con las que amamantan 8 y 12 crias.
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Fig V1.3 Produccion de leche materna. Los animales alimentados en camadas de 3 crias por madre (C3) tuvieron un
aumento de peso, expresado por cria, superior a los alimentados en camada de 8 (C8; *** p <0,001) y 12 (C12 ** p
<0,01) durante el procedimiento de separacion succion en el dia 12 de vida. Los valores representan la media + SEM de

15-60 animales / grupo. Las comparaciones se realizaron mediante ANOVA I y prueba de Bonferroni como post hoc.

Composicion de macronutrientes de la leche materna

A fin de tener un conocimiento mas completo sobre la composicion de la leche materna en
madres con camadas de diferentes tamafios (3, 8 y 12 crias por madre), extrajimos leche en el dia 14
de lactancia y analizamos el contenido de macronutrientes mediante métodos colorimétricos. Se
determino el contenido de proteinas, triglicéridos y lactosa (Fig VI.4). El contenido de proteinas
totales de la leche materna es mayor (p <0,05) en las madres con camadas reducidas (C3) con
respecto a la leche producida por madres con camadas de mayor tamafio (C12). De manera inversa,
el contenido de lactosa de la leche materna es mayor en madres con camadas de 12 crias (p <0,05)
con respecto a madres con camadas de 3 crias. No se observaron diferencias en el contenido de
triglicéridos y calorias totales entre la leche de las diferentes madres. Estos resultados en animales
coinciden con los obtenidos en investigaciones previas en humanos (L A Nommsen, Lovelady,
Heinig, Lonnerdal, & Dewey, 1991; PRENTICE, 1995). Esta variacion entre los macronutrientes de
la leche resulta un mecanismo de compensacion para lograr mantener el contenido calérico final que

se aporta a cada cria.
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Fig V1.4 Composiciéon de macronutrientes de la leche materna. I) El contenido de proteinas totales de la leche es
significativamente mayor en madres C3 vs C12 (*p <0,05). II) La concentracién de lactosa de la leche es mayor en
madres C12 con respecto a C3 (*p <0,05). III). No se observan diferencias en el contenido de triglicéridos de la leche
entre las diferentes madres. IV) El contenido de calorias totales de la leche es similar en todas las madres,
independientemente el numero de crias que amamanten. Los valores fueron obtenidos a partir de 5 muestras por grupo.

Las comparaciones se realizaron mediante ANOVA 1 y prueba de Bonferroni como post hoc.

Masa grasa abdominal

En el momento del sacrificio, ya sea de los animales sacrificados a los 55 dias de edad sin
DMBA, o de los animales sacrificados alrededor de los 200 dias de edad (mediana del tiempo de

decapitacion) tratados con DMBA, se extrajo la totalidad de la grasa abdominal. La masa grasa
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abdominal expresada como un porcentaje del peso corporal se ha utilizado previamente como una
medida de la composicion corporal en ratas (Vazquez-Prieto et al., 2011). El porcentaje de grasa

abdominal fue similar en los tres grupos al dia 55 y 200 de vida (Fig VL.5).
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Fig VL5 Porcentaje de masa grasa intraabdominal. No se encontraron diferencias significativas en la masa grasa
abdominal entre los tres grupos en dia 55 (I) y 200 (II) de vida. Los valores representan la media = SEM de 14-23
animales / grupo. Los valores mostrados en I y II se compararon mediante ANOVA I y prueba de Bonferroni como post

hoc.

La lactancia no afecta la histologia tumoral

Una vez puesto a punto el modelo animal, evaluamos el efecto de una lactancia optima sobre
el proceso tumorigénico de la glandula mamaria. En primer lugar, los tumores mamarios extraidos
en el momento del sacrificio fueron fijados, deshidratados, aclarados e incluidos en parafina para la
realizacion de cortes histoldgicos. Dichos cortes fueron tefiidos con H&E y analizados en un
microscopio Optico con el asesoramiento de un médico especialista en anatomia patologica. La tabla
VI.1 muestra las caracteristicas histopatologicas de los tumores mamarios desarrollados en los tres
grupos experimentales. Los tumores fueron mayormente ductales con predominio del componente

infiltrante sobre el tipo in situ. La respuesta inflamatoria y la fibrosis tumoral fueron limitadas en C3
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y C8, y moderadas en C12. En contraste, la necrosis fue limitada en C8 y C12, y moderada en C3.

Tabla VI.1 Resumen de las principales caracteristicas del desarrollo tumoral en ratas tratadas con DMBA

Animales tratados con DMBA
Ratas con tumor
Peso tumoral (g)
Carcinoma ductal
Carcinoma lobulillar
Tipo de tumor
Carcinoma papilar
Carcinoma cribiforme
Componente prevalente
Respuesta inflamatoria
Otras caracteristicas

Necrosis

Fibrosis

La lactancia disminuye la incidencia tumoral

Para estudiar el efecto que produce la lactancia materna sobre el desarrollo de tumores de
mama en las crias, se procedié a analizar varios aspectos, entre ellos la incidencia tumoral. La
incidencia se calculd como el porcentaje de ratas que presentaron tumores dentro del periodo

estudiado. La figura V1.6 muestra que los animales que mantuvieron una lactancia optima (C3)

C3

1,63+0,3

infiltrante

baja

moderada

baja

C8

23

21

1,76 £ 0,4

19

infiltrante

baja

moderada

baja

C12

14

14

1,66 0,3

10

[O8)

infiltrante

moderada

moderada

moderada

tuvieron una menor incidencia de cancer mamario respecto a los otros grupos (p <0,05).
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Fig V1.6 La lactancia afecta la incidencia de tumores mamarios. C3 tuvo una incidencia tumoral menor que los otros

grupos (* p <0,05). La incidencia se expresé como porcentajes y se compard mediante la prueba de Fisher.

La lactancia retarda el dia de aparicion del tumor

Otro de los parametros estudiados sobre el desarrollo tumoral fue la latencia, considerada
como el tiempo transcurrido desde la administracion del DMBA hasta la aparicion del primer tumor

mamario palpable. Nuestros resultados muestran una mayor latencia en el grupo C3 comparado con
C12 (p <0,05; Fig VI.7).
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Fig V1.7 Una lactancia 6ptima prolonga la latencia de tumores mamarios. La latencia de aparicion de tumores fue
mayor en C3 que en C12 (* p <0,05). Los valores representan la media + SEM de cada grupo. La comparacion en la

latencia se realizé mediante ANOVA 1y la prueba de Bonferroni como post hoc.

La lactancia materna no afecta significativamente el crecimiento tumoral

El crecimiento del tumor, expresado en gramos por dia, fue similar entre los tres grupos,
aunque los animales que mantuvieron una lactancia 6ptima (C3) muestran un crecimiento tumoral

que tiende a ser menor que el de los otros grupos (Fig VI.8).
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Fig V1.8 La lactancia no afecta el crecimiento tumoral en gramos por dia. No se encontraron diferencias entre los

grupos en la tasa de crecimiento tumoral. Los valores representan la media + SEM de cada grupo. La comparacion en el

crecimiento tumoral se realiz6 mediante ANOVA 1y la prueba de Bonferroni como post hoc.

Una lactancia optima tiende a inducir una mayor sobrevida libre de tumor

Los animales que mantuvieron una lactancia 6ptima presentaron una marcada tendencia (p =

0,0592) a tener una supervivencia mas larga libre de tumores mamarios menores de 1.000 mm®, en

comparacion con aquellos que mantuvieron un bajo consumo de leche (C12, Fig VI.9). Esta

tendencia alcanz6 significacion cuando se compar6d so6lo C3 con C12 (p <0,05) debido a la

dispersion de datos en el grupo C8.
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Fig V1.9 Lactancia éptima y supervivencia libre de tumor. Las curvas de supervivencia muestran una tendencia (p =

0,0592) a tener una supervivencia mas larga libre de tumores de menos de 1.000 mm3 en C3 que en C12. Las curvas de

supervivencia se compararon segun el producto limite de Kaplan-Meier.
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CAPITULO VII

RESULTADOS DEL OBJETIVO ESPECIFICO N°2

Objetivo especifico N°2: Evaluar en crias de ratas el efecto de una dieta rica en grasas saturadas

sobre la incidencia y progresion de los tumores mamarios inducidos por DMBA

Para poder llevar a cabo este objetivo, se trabajo con ratas hembras Sprague Dawley
amantadas en camadas de 8 crias por madre, que a partir del destete en el dia 21, se dividieron en
dos grupos. Uno de los grupos fue alimentado con alimento estandar balanceado para ratas (C8 AB;
12,6% de grasa cada 100g de alimento); y el otro grupo recibié un alimento enriquecido en grasa
(C8 AG; 40% de grasa cada 100 g de alimento). El alimento con alto contenido en grasa simul6 una
dieta occidental, la cual se caracteriza por un elevado consumo de grasas de origen animal, fuente de
grasas saturadas. Este ultimo se preparard agregando 12,1 g de grasa extraida del primer jugo bovino
por cada 100g de alimento estandar. En las tablas VII.1 se detalla la composicion de macronutrientes
de los alimentos administrados. En ambos grupos se suministr6é agua potable ad libitum.

Cuando los animales alcanzaron los 55 dias de edad se les administro el carcindgeno
mamario DMBA. El sacrificio de los animales por decapitacion se realizd6 cuando los tumores
alcanzaron un volumen superior a 1000 mm® o a los 250 dias de experimento. Las dietas fueron

suministradas hasta el momento del sacrificio del animal.
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Tabla VII.1 Contenido de macronutrientes por cada 100g de alimento balanceado y enriquecido en grasa.

Alimento balanceado * Alimento enriquecido en grasa **
278 cal 1 100g 358 cal / 100g
Distribucion Distribucion
de calorias Calorias Gramos de calorias Calorias Gramos
(%) (%)
Hidratos de
carbono 61,5 170,9 42,73 42 150,4 38
Proteinas 26 72 18 18 64,44 16
Grasas 12,6 35,1 3,9 40 143,2 16

* Alimento raton-rata autoclavable. Gepsa. Producto inscripto en SENASA N.° 2713/A
**Alimento raton-rata autoclavable. Gepsa. Producto inscripto en SENASA N° 2713/A con el agregado 12,1 g de grasa

extraida del primer jugo bovino por cada 100g de alimento estandar.

Apetencia

Con la finalidad de conocer si el alimento graso era apetecible para los animales, se realizé
una prueba previa al inicio de los experimentos, donde por un lapso de siete dias, tres cajas de ratas
hembras sprague dawley (n=15) disponian de alimento balanceado y alimento graso para poder
alimentarse. La ingesta de alimento graso, calculada como el peso (en gramos/rata) de los alimentos
proporcionados menos los recuperados, fue mayor que la ingesta de alimento balanceado (p <0,001;
Fig VI.1). Esto demostrd que el alimento enriquecido con grasa era apetecible para los animales, lo

que nos permitio proceder con nuestros experimentos.
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Fig VI.1 El alimento enriquecido en grasa es mas apetecible para los animales que el alimento estindar
balanceado. Los animales realizaron un consumo significativamente mayor de alimento rico en grasa saturada que de
alimento estandar balanceado (*** p <0,001). Los valores representan el consumo en g/rata/dia de 15 animales. Los

datos fueron analizados por Kolmogorov-Smirnov, y posteriormente se realizé el test de Student.

Consumo alimentario

El alimento fue pesado y colocado, en la parte superior de jaulas estdndar de acero
inoxidable. Después de 24 h se registrd la cantidad de alimento restante, incluyendo cualquier pellet
en el fondo de las jaulas. La ingesta se calculd como el peso (en gramos) de los alimentos
proporcionados menos los recuperados. El consumo fue menor en aquellos animales que ingirieron
alimento graso con respecto a los que consumieron alimento estdndar, esta diferencia se tornd

significativa en las semanas 29, 30 y 31 de vida (p <0,05; Fig VIL.2).
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Fig VII.2 Consumo de las dietas estindar y suplementadas con grasa. El tipo de alimento administrado modificé la
ingesta, generando un consumo inferior en los animales que se alimentaron con una dieta rica en grasa (C8 AG) con
respecto a los que consumieron alimento balanceado (C8 AB). Esta diferencia de consumo fue significativa desde la
semana 29 a la 31 (* p <0,05). Los valores representan las media + SEM de 14-16 animales por grupo. Las

comparaciones se realizaron mediante ANOVA I1.

Peso corporal

Los animales fueron pesados tres veces por semana a fin de elaborar sus curvas de
crecimiento. La figura VII.3 muestra que los animales que consumieron alimento graso aumentaron
menos de peso a lo largo de su crecimiento y desarrollo con respecto a los animales que ingirieron

alimento estandar. Estos datos coinciden con la menor ingesta observada en dicho grupo.
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Fig VIL.3 Peso corporal semanal de ratas que reciben dietas estandar y suplementadas con grasa. La dieta grasa
(C8 AQG) disminuy6 el peso corporal medio de los animales, en comparacion con la dieta estandar (C8 AB). Esta
disminucion del peso fue significativa a partir de la semana 34 de vida (* p <0,05). Los valores representan las media +

SEM de 14-16 animales por grupo cada grupo. Las comparaciones se realizaron mediante ANOVAIL
Masa grasa intraabdominal

La grasa intraabdominal fue extraida en el momento del sacrificio de los animales. Su peso se
expresd como porcentaje del peso corporal y se utiliza para medir la composicidon corporal en ratas
(Lopez-Fontana et al., 2013). La composicidon corporal es considerada bicompartimental: masa
libre de grasa y masa grasa. Por lo tanto, la relacion de los gramos de grasa intraabdominal y el
peso total del animal permite estimar el porcentaje de masa grasa corporal. El porcentaje de grasa

abdominal no mostré diferencias entre C8 AB y C8 AG (Fig VIL4).
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Fig VI1.4 Porcentaje de masa grasa intraabdominal. No se encontraron diferencias significativas en la masa grasa
intraabdominal entre los grupos estudiados. Los valores representan el peso del tejido graso expresado como porcentaje

del peso corporal de 14-16 animales / grupo. Los datos fueron analizados por Kolmogorov-Smirnov, y posteriormente se

realizo el test de Student.

Consumo de macronutrientes y calorias totales

Debido a la disminucion de la ingesta y a la menor ganancia de peso observada en los
animales que mantuvieron una dieta con alto contenido en grasa, quisimos identificar el contenido
final de macronutrientes y el valor calorico total consumidos diariamente por cada animal en ambos
grupos. Las figuras VIL.5.1 y II muestran un mayor consumo de hidratos de carbono y proteinas en
C8 AB con respecto a C8 AG (p <0,001). Ademas, pudimos observar una ingesta aumentada de
grasas en C8 AG vs C8 AB (p <0,001), corroborando de esta manera nuestra dieta experimental (Fig
VILS5.II0). Al analizar las calorias totales consumidas por animal, observamos que se mantienen
similares en ambos grupos de estudio (Fig VIL.5.1V). Esto se debe a que las calorias provenientes de
las grasas en el alimento enriquecido con grasa son compensadas por las calorias provenientes de los

hidratos de carbono y las proteinas en el alimento balanceado.
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La mayor ganancia de peso observada anteriormente en el grupo C8 AB (Fig VIL.3) podria
ser atribuida al mayor consumo proteico; ya que una de las principales funciones de las proteinas es

favorecer el crecimiento de los tejidos corporales.
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Fig VIL.5 Consumo de macronutrientes y calorias. I) El consumo de hidratos de carbono por animal por dia fue
mayor en C8 AB vs C8 AG (*** p <0,001). II) Los animales C8 AB tuvieron un mayor consumo diario de proteinas por
animal, con respecto a las animales C8 AG (*** p <0,001). III) El consumo diario de grasa por animal, estuvo
aumentado en C8 AG en comparacion con C8 AB (*** p <0,001). IV) El consumo de calorias totales por rata por dia fue
similar en ambos grupos experimentales. Los valores representan las media + SEM de cada grupo. Los valores
representan los promedios de consumo de 14-16 animales por grupo. Las comparaciones se realizaron mediante la

prueba de T Student para muestras independientes.

La dieta grasa no modifica la incidencia tumoral

Con el objetivo de estudiar la influencia de la dieta grasa sobre el desarrollo de tumores de

mama, se procedié a analizar el porcentaje de ratas que presentaron tumores dentro del periodo
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estudiado ante una dieta estdndar versus una dieta rica en grasa. La incidencia tumoral fue del 93%

en ambos grupos. Esto demuestra que no existen diferencias en la incidencia tumoral inducida por

DMBA entre las diferentes camadas de animales estudiados (Fig VII.6).
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Fig VI1.6 Influencia de la dieta grasa en la incidencia tumoral. No se observaron diferencias en la incidencia de

cancer mamario entre los animales que mantuvieron una dieta rica en grasa (C8 AG) y los animales que consumieron

alimento balanceado (C8 AB). La incidencia se expresd como porcentajes de ratas que desarrollaron tumor de un total de

14-16 animales por grupo. Los datos se compararon mediante la prueba de Fisher.

La dieta grasa no modifica la latencia tumoral

El tiempo transcurrido desde la administracion del carcinbgeno DMBA y la aparicion del

primer tumor palpable, fue similar entre los animales que consumieron alimento balanceado y

aquellos que consumieron alimento graso (Fig.VIL.7). El periodo de latencia para ambos grupos fue

diferente para cada animal, y se observo desde el dia 53 y hasta el dia 165 posteriores a la

administracion del cancerigeno.
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Fig VII.7 Influencia de la dieta grasa en la latencia tumoral. No se observaron diferencias en la latencia tumoral
mamaria entre los animales que consumieron una dieta rica en grasas (C8 AG) y los animales que consumieron
alimento balanceado (C8 AB). Los valores representan las media = SEM de 14-16 animales por grupo. La comparacion

se realiz6 mediante la prueba de T Student para muestras independientes.

Los tumores provenientes de ratas que consumen una dieta grasa no crecen mas rapido

Otro de los parametros analizados fue la velocidad de crecimiento tumoral, la cual se expresé
en g/dia y fue calculada a partir de la relacion entre el peso tumoral final y la diferencia en dias
desde la deteccion del tumor y el sacrificio del animal. No se encontraron diferencias en la velocidad

de crecimiento tumoral entre tumores de animales C8 AB y C8 AG. Los resultados se muestran en la
figura VIL.S.
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Fig VIL.8 Influencia de la dieta grasa en la velocidad de crecimiento tumoral. No se observaron diferencias
significativas en la velocidad de crecimiento tumoral entre animales alimentados con dieta balanceada y dieta grasa. Los
valores representan las media + SEM de 14-16 animales por grupo. La comparacion se realiz6 mediante la prueba no

paramétrica U de Mann Whitney.

El consumo de una dieta con alto contenido en grasas no modifica la proliferacion tumoral

La proliferacion tumoral es una variable de gran relevancia en la fase de promocion de la
carcinogénesis mamaria; ya que, durante esta etapa, las células iniciadas son susceptibles a los
efectos promotores de factores exdgenos como la ingesta de grasas. Por ello, se estudiaron los
marcadores de proliferacion PCNA, Ki67 y CDI por IHQ. No se encontraron diferencias en la
expresion tumoral de PCNA, Ki67 y CDI entre animales alimentados con dieta balanceada y dieta

grasa. Los resultados se presentan en la figura VIL.9, VIL.10 y VIL.11.
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Fig VI1.9 Expresion de PCNA en los tumores de mama segun las diferentes dietas. No se observaron diferencias en

la expresion tumoral de PCNA por la técnica de IHQ entre los animales alimentados con alimento balanceado (C8 AB) y

alimento enriquecido en grasa (C8 GR). I) Microfotografias representativas (400 x) de IHQ de PCNA de tumores

provenientes de ratas tratadas con dieta balanceada comparado con dieta grasa. II) Score de inmunotincion para PCNA

considerando la suma de la proporcion (<10 % de células positivas= 1, del 10 al 33 %= 2, 34-65 %= 3, >66 %=4) y la

intensidad de la tincion (baja=1, media=2 y fuerte=3). Los valores representan las media + SEM de cada grupo. La

comparacion se realiz6 mediante la prueba de T Student para muestras independientes.
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Fig.VIL.10 Expresion de Ki67 en los tumores de mama segun las diferentes dietas. No se observaron diferencias en
la expresion tumoral de Ki67 por IHQ entre los animales C8 AB y C8 AG. I) Microfotografias representativas (400 x) de
inmunohistoquimica de Ki67 de tumores provenientes de C8 AB comparado C8 AG.. II) Score de inmunotincion para
Ki67 considerando la suma de la proporcion (<10 % de células positivas= 1, del 10 al 33 %= 2, 34-65 %= 3, >66 %=4)

y mas la intensidad de la tincion (baja=1, media=2 y fuerte=3). Los valores representan las media + SEM de cada grupo.

La comparacion se realizo mediante la prueba no paramétrica de U Mann Whitney.
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Fig.VIL.11 Expresion de CD1 en los tumores de mama segtin las diferentes dietas. La expresion de este marcador de
proliferacion fue evaluada por la técnica de IHQ. No se observaron diferencias en la expresion tumoral de CD1 entre los
animales alimentados con alimento balanceado (C8 AB) y alimento enriquecido en grasa (C8 AG). I) Microfotografias
representativas (400 x) de inmunohistoquimica de CD1 de tumores provenientes de C8 AB comparado C8 AG. Se
expresaron los resultados como porcentaje de células positivas para CD1. II) Los valores representan las media + SEM

de cada grupo. La comparacion se realizé mediante la prueba no paramétrica de U Mann Whitney.
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CAPITULO VIII

RESULTADOS DEL OBJETIVO ESPECIFICO N°3

Objetivo especifico N°3: Analizar en las crias si una lactancia optima influye sobre el impacto de la

dieta grasa en la carcinogénesis mamaria.

Al analizar los resultados obtenidos en los objetivos 1 y 2, pudimos observar la correlacion
negativa entre la lactancia materna y el desarrollo de cdncer mamario, y, demostrar que, el consumo
de grasas saturadas no se correlaciona con un aumento del cancer mamario. A partir de dicha
informacion, quisimos analizar si la menor incidencia observada en los animales que mantuvieron
una lactancia Optima podia verse influenciada por un consumo elevado de grasas saturadas. Para ello
se utilizaron ratas hembras Sprague Dawley que al dia uno de vida se separaron en camadas de 3 y 8
crias por madre a fin de generar un mayor y menor consumo de leche materna, respectivamente. Al
dia 21 de vida, todos los animales fueron destetados y alimentados con una dieta con alto contenido
en grasas saturadas (40% del valor calodrico total en forma de grasas). Al dia 55 de vida, se
administré una tinica dosis de DMBA y a partir de alli se realiz6 el seguimiento de los animales a fin
de evaluar el desarrollo tumoral ante el consumo de grasas saturadas, en animales que fueron

diferencialmente amantados.

Consumo alimentario

La ingesta, calculada como el peso (en gramos) de los alimentos proporcionados menos los
recuperados, no mostr6 diferencias entre los animales criados en camada de 3 (C3 AG) y los criados
en camada de 8 (C8 AG), a lo largo del tiempo (Fig VIIL.1). El consumo de alimento fue evaluado

tal como se describe en el capitulo anterior.
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Fig VIII.1 Consumo de alimento suplementado con grasa en animales amantados diferencialmente. El tipo de
alimento proporcionado no modifico la ingesta, entre los animales que se fueron amantados en camadas de 3 (C3 AG) y
camadas de 8 (C8 AG) crias por madre. Los valores representan las media + SEM de 14-16 animales por grupo. Las

comparaciones se realizaron mediante ANOVA I1.

Peso corporal

Las crias fueron pesadas tres veces por semana a fin de elaborar sus curvas de crecimiento.
La figura VIII.2 muestra un mayor aumento de peso en los animales que fueron criados en camadas
de 3 hasta la semana 15 de vida (p <0,05) con respecto a los criados en camadas de 8. Esto se debe a
que durante la lactancia, los animales C3 tienen un aumento de peso mayor que los C8 (Capitulo VI,
FigVI.1.1); y esta diferencia se mantiene aun durante el periodo posdestete. El consumo de una dieta
rica en grasas, genera que la variacion de peso observada entre ambos grupos experimentales
desaparezca, igualdndose los pesos, después de la semana 15 de vida y hasta la finalizacion del

experimento.
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Fig VIIL.2 Peso corporal semanal posdestete de ratas amamantadas diferencialmente, que posteriormente reciben
dieta suplementada con grasa. Las crias de camada de (C3 AG) presentan un mayor peso con respecto a las crias de
camada de 8 (C8 AG) durante las semanas 4 a 15 de vida (* p <0,05). A partir de la semana 15 de edad no se observan
diferencias en los pesos entre C3 AG y C8 AG. Los valores representan las media + SEM de 14-16 animales por grupo.

Las comparaciones se realizaron mediante ANOVAIL

Masa grasa intraabdominal

La masa grasa intraabdominal fue extraida al momento del sacrificio de los animales y fue
expresada como un porcentaje del peso corporal. El porcentaje de grasa abdominal fue similar en los

grupos experimentales estudiados (Fig VIIL.3).
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Fig VII1.3 Porcentaje de masa grasa intraabdominal. No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de
masa grasa intraabdominal entre C3 AG y C8 AG. Los valores representan el peso del tejido graso expresado como

porcentaje del peso corporal de 14-16 animales / grupo. La comparacion se realizé mediante la prueba de T Student para
muestras independientes.

La lactancia materna optima disminuye la incidencia tumoral ante una dieta grasa

Con el objetivo de estudiar si la menor incidencia de cancer mamario observada en animales
con lactancia 6ptima, podia verse influenciada por el alto consumo de grasas saturadas (consideradas
un promotor tumoral), se procedid a analizar el porcentaje de ratas que generaron tumores dentro del
periodo estudiado. Los resultados obtenidos muestran que la lactancia materna apropiada protege

frente al desarrollo de cancer de mama en la vida adulta, atin cuando son expuestos a un elevado

consumo de grasas saturadas. (Fig VIIL.4)
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Fig VII1.4 Influencia de la lactancia materna 6ptima en la incidencia tumoral ante una dieta grasa. La incidencia
de cancer mamario en animales que mantuvieron una dieta rica en grasa disminuyo6 en aquellos grupos que recibieron
una lactancia optima durante su vida posnatal (* p <0,05). La incidencia se expres6 como porcentajes de ratas que

desarrollaron tumor de un total de 14-16 animales por grupo. Los datos se compararon mediante la prueba de Fisher.

La lactancia materna 6ptima no modifica la latencia tumoral ante una dieta grasa

El tiempo transcurrido desde la administracion del carcindgeno DMBA vy la aparicion del
primer tumor palpable no fue modificado por una lactancia materna 6ptima frente a la constante

influencia de una alimentacién con alto contenido de grasas (Fig VIIL5).
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Fig VIILS Influencia de la lactancia materna éptima en la latencia tumoral ante una dieta grasa. No se
observaron diferencias en la latencia tumoral mamaria ante el consumo de una dieta con alto contenido en grasas entre
animales C3 vs C8. Los valores representan las media = SEM de 14-16 animales por grupo. La comparacion se realizd

mediante la prueba de T Student para muestras independientes.

La lactancia materna optima no modifica el crecimiento tumoral ante una dieta grasa

La velocidad de crecimiento tumoral fue estudiada y expresada en g/dia. La lactancia
materna diferencial no modificod significativamente la velocidad de crecimiento de los tumores en
presencia de un estimulo promotor como la dieta rica en grasas (Figura VIIL.6). Sin embargo el

grupo C3 AG muestra una tendencia a tener mayor velocidad de crecimiento con respecto al grupo
C8 AG.
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Fig VIII.6 Influencia de la lactancia materna éptima en el crecimiento tumoral ante una dieta grasa. La velocidad
de crecimiento tumoral fue similar en animales alimentados con una dieta grasa criados en camada de 3 versus los
criados en camadas de 8 crias por madre. Los valores representan las media = SEM de 14-16 animales por grupo. La

comparacion se realizé mediante el test no paramétrico de Mann-Whitney.

La lactancia materna 6ptima no modifica la proliferacion tumoral ante una dieta grasa

La tendencia observada en la velocidad de crecimiento tumoral, nos llevé a profundizar el
efecto del consumo de grasas sobre la proliferacion tumoral, en animales con lactancia diferencial.
Para ello se analizaron los marcadores PCNA, Ki67 y CD1 por IHQ. No se observaron cambios en
la expresion de PCNA (Figura VIIL.7), Ki67 (Figura VIIL.8) y CD1 (Figura VIIL.9) entre ambos

grupos de estudio.
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Fig VII1.7 Expresién de PCNA en tumores de mama ante una dieta grasa y consumo diferencial de leche materna.
La expresion de este marcador de proliferacion no mostré diferencias significativas entre las camadas al ser evaluada por
la técnica de IHQ. I) Microfotografias representativas (400 x) de inmunohistoquimica de PCNA de tumores provenientes
de camadas de 3 (C3 AG) comparado con los de camada de 8 (C8 AG). II) Score de inmunotinciéon para PCNA
considerando la suma de la proporcion (<10 % de células positivas= 1, del 10 al 33 %= 2, 34-65 %= 3, >66 %=4) y la
intensidad de la tincién (baja=1, media=2 y fuerte=3). Los valores representan las media £ SEM de cada grupo. La

comparacion se realiz6 mediante la prueba no paramétrica de U Mann Whitney.
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Fig VIIL.8. Expresion de Ki67 en tumores de mama ante una dieta grasa y diferentes consumos de leche materna.
La expresion de este marcador de proliferacion fue evaluada por la técnica de IHQ. I) Microfotografias representativas
(400 x) de inmunohistoquimica de Ki67 de tumores provenientes de la camada de 3 (C3 AG) comparado con los de 8
(C8 AG). 1I) Score de inmunotincion para Ki67 considerando la suma de la proporcion (<10 % de células positivas= 1,
del 10 al 33 %= 2, 34-65 %= 3, >66 %= 4) y la intensidad de la tincion (baja=1, media=2 y fuerte=3). Los valores
representan las media + SEM de cada grupo. La comparacion se realizé mediante la prueba no paramétrica de U Mann

Whitney.
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Fig VIII.9 Expresion de CD1 en tumores de mama ante una dieta grasa y diferentes consumos de leche materna.
La expresion de este marcador de CD1 fue evaluada por la técnica de IHQ. I) Microfotografias representativas (400 x)
de inmunohistoquimica de CD1 de tumores provenientes de camadas de 3 (C3 AG) comparado con los de camada de 8
(C8 AG). 1) Se expresaron los resultados como porcentaje de células positivas para CD1. Los valores representan las

media = SEM de cada grupo. La comparacion se realizé mediante la prueba de T Student para muestras independientes.
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CAPITULO IX

RESULTADOS DEL OBJETIVO ESPECIFICO N°4

Objetivo especifico N°4: Analizar en la progenie si el efecto de una adecuada lactancia estd asociada
con alteraciones de factores endogenos, y cambios en la proliferacion y apoptosis en los tumores

mamarios de las ratas.

Del analisis de los resultados obtenidos en el objetivo 1, 2 y 3, surge la conclusion de que la
lactancia materna provoca una disminucion de la incidencia de cancer de mama, ain cuando son
expuestos cronicamente a una dieta alta en grasas saturadas. Con el fin de dilucidar los mecanismos
implicados en la menor carcinogénesis mamaria provocada por la lactancia, procedimos a estudiar la
concentracion hormonal y la biologia tumoral. Dicho estudio se llevd a cabo en ratas criadas en
camadas de 3, 8 y 12 crias por madre, a fin de tener diferentes niveles de lactancia materna y a las
que se les administré el cancerigeno mamario DMBA en el dia 55 de vida. Estos animales recibieron

una dieta balanceada a partir de su destete.

Concentracion Hormonal

Esta ampliamente demostrado que una exposicion aumentada a estradiol durante la vida de la
mujer aumenta su riesgo de padecer cancer de mama. Sin embargo, el rol de la progesterona en la
tumorigénesis inducida por carcindogenos no se ha estudiado tan extensamente como el rol del
estradiol. La importancia de la progesterona en el desarrollo tumoral mamario utilizando roedores
ovariectomizados no esta claro)(Stires, Saboya, Globerman, & Cohick, 2016). Para poder evaluar la
influencia hormonal en el desarrollo canceroso, en nuestro modelo animal, se determinaron los
niveles séricos de estradiol y progesterona mediante electroquimioluminiscencia de los animales a

los 55 y 200 dias (Fig IX.1). No se encontraron diferencias en la concentracion de estradiol y
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progesterona en el dia 55 de vida, momento en el cual se les administra el DMBA. Los animales de
200 dias de vida no mostraron diferencias en la concentracion de estradiol; aunque la concentracion

de progesterona se vio aumentada en C12 vs C8 (p <0,01).

107 40-
3
3 8- - >
S ° 30- —|—
s [ 2 |
7 n
i ST 207
K} E 4- S E
S g g 2
o 1 27 101
i';; (]
L 0 3 0
c3 cs c12 & c3 cs c12
]} v
*%
407 © 257
. £
T -
ke ] o 20
A e e o 8
o R_ ® T
o= 20 © =
s s SE
8 5 c @ 107
Se g T
° - (<]
g 10 g 5
z 7
& 0 b4 0
L3 L8 L12 & L3 L8 L12

Fig IX.1 Concentracion de estradiol y progesterona. I) No se encontraron diferencias en la concentracion de estradiol
en el dia 55 de vida entre los diferentes grupos. II) No se encontraron diferencias entre C3, C8 y C12 en la concentracion
de progesterona en el dia 55 de vida. III) Los animales de 200 dias de vida no mostraron diferencias en la concentracién
de estradiol. IV) La concentracion de progesterona se vio aumentada en C12 vs C8 a los 200 dias de vida (**p <0,01).
Los valores fueron obtenidos a partir de 10-15 muestras por grupo. Las comparaciones se realizaron mediante ANOVA 1

y prueba de Bonferroni como post hoc.
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Los tumores de animales que recibieron una lactancia 6ptima presentaron mayor apoptosis y

menor mitosis

Para continuar el andlisis de la influencia de la lactancia materna sobre la biologia tumoral,
se determinaron los indices mitdtico y apoptotico en los tumores por microscopia dptica con un
aumento de 400 x (Fig IX.3). Se observaron diez campos de cortes histolégicos de cada tumor (6-19
tumores / grupo) tefiidos con H&E. El recuento de las figuras mitdticas y cuerpos apoptodticos fue
realizado en doble ciego por dos observadores independientes, evitando campos con necrosis,
inflamacion o pliegues tisulares; y permiti6 calcular los indices mitético y
apoptotico,respectivamente. Se estimé la relacién mitosis / apoptosis (M / A) dividiendo el indice
mitotico por el indice apoptdtico de cada tumor. Los tumores provenientes de animales criados en
camada de 12 (C12) presentaron mayor numero de figuras mitéticas (p <0,001) con respecto a los
otros grupos. Por su parte, los tumores de camadas de 3 crias (C3), es decir que recibieron una
lactancia 6ptima, mostraron un mayor indice apoptdtico comparado con aquellos con lactancia
deficiente (C12; p <0,05). Finalmente, la relacion M/A fue significativamente superior en el grupo

C12 sugiriendo una mayor proliferacion tumoral en dicha camada (p <0,001).

A) Mitosis B) Apoptosis

vl ¥ 1

Fig.IX.2 Microfotografias representativas (600 x) de A) Figura mitdtica y B) Cuerpos apoptdticos en cortes

histologicos de tumores ductales mamarios tefiidos con H&E.
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Fig IX.3 La lactancia 6ptima modifica la apoptosis y mitosis tumoral. I) El indice mitético fue mayor en los tumores
de ratas C12 en comparacién con los otros grupos (*** p <0,001). IT) El indice apoptdtico se incrementd en tumores de
C3 en comparacion a C12 (* p <0,05). IIT) La relacién mitosis / apoptosis (M/A) fue significativamente mayor en C12
cuando se compardé con C3 (*** p <0,001). Los valores representan la media + SEM de 8-10 campos de cada
preparacion de 6-19 animales / grupo. Las comparaciones se realizaron mediante ANOVA I y prueba de Bonferroni

como post hoc.

Los tumores de animales que recibieron lactancia deficiente presentan mayor expresion de

PCNA

Ademas, con el fin de validar los resultados obtenidos mediante el recuento de las figuras
mitdticas, se evaluo la proliferacion tumoral mediante la determinacién de PCNA por IHQ en los

cortes de tumores. Coincidentemente, se observo una mayor expresion de PCNA en los tumores de
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C12 en comparacion con los de C8 (p <0,05; Fig IX.4). Esta diferencia no alcanza a ser

estadisticamente significativa con respecto al grupo C3.
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Fig IX.4 La lactancia deficiente induce la expresion de PCNA. I) Microfotografias representativas (400 x) de la
expresion de PCNA determinada por IHQ en cortes de tumores provenientes de los grupos C3, C8 y C12. II) La
expresion de PCNA determinada por IHC fue mayor en C12 comparada con C8 (* p <0,05). Score de inmunotincion
para PCNA considerando la suma de la proporcion (<10 % de células positivas= 1, del 10 al 33 %= 2, 34-65 %= 3, >66
%= 4) y mas la intensidad de la tincion (baja=1, media=2 y fuerte=3). Los valores representan media + SEM de 8-10
campos de cada preparacion de 6-19 animales / grupo. Las comparaciones se realizaron mediante la prueba de Kruskal-

Wallis y la prueba de Dunn como post hoc.
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Los tumores de animales que recibieron lactancia deficiente presentan una tendencia a tener

mayor expresion de Ki67

Evaluamos también la mitosis por IHQ de Ki67 a fin de corroborar las variaciones de
proliferacion observadas en el tejido tumoral. Si bien no encontramos diferencias significativas,
pudimos observar una marcada tendencia a aumentar la expresion de Ki67 en la camada de 12 con

respecto a los otros grupos (Fig IX.5).
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Fig IX.5 La lactancia deficiente tiende a aumentar la expresion de Ki67. Existe una tendencia a aumentar la
expresion de Ki67 evaluada por IHQ en la camada de 12 (C12) aunque estadisticamente no significativa (p = 0,88). I)
Microfotografias representativas (400 x) de la expresion de Ki67 determinada por IHQ en cortes de tumores
provenientes de los grupos C3, C8 y C12. II) Score de inmunotincién para Ki67 considerando la suma de la proporcion
(<10 % de células positivas= 1, del 10 al 33 %= 2, 34-65 %= 3, >66 %= 4) y la intensidad de la tincion (baja=1,
media=2 y fuerte=3). Los valores representan media + SEM de 8-10 campos de cada preparacion de 6-19 animales /

grupo. Las comparaciones se realizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba de Dunn como post hoc.

La lactancia optima activa la via apoptotica extrinseca

Ya que los cambios observados en los marcadores de proliferacion tumoral no alcanzan por

si solos a explicar las diferencias en el inde M/A, nos propusimos indagar mas detalladamente los
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mecanismos apoptoticos subyacentes. Para ello, se determind la expresion de Bax, Bcl2, Bid,
caspasa 9 y caspasa 8 por western blot en tumores de los grupos C3, C8 y C12. La expresion de
proteinas que median la apoptosis mitocondrial como Bax, Bcl2, Bid y caspasa 9 fueron similares en
los tumores de los tres grupos (Fig IX.6 y 7). Sin embargo, la expresion de caspasa 8 clivada, una
proteina de apoptosis mediada por receptores de muerte, fue mayor en tumores C3 que en tumores
C12 (p <0,01; Fig IX.8). Todos estos resultados indican que la lactancia dptima en la vida temprana

se asocia con la activacion de la via apoptotica extrinseca en tumores mamarios.
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Fig IX.6 Una lactancia 6ptima no modifica la expresion de Bax y Bcl2. No se observaron diferencias significativas
en la expresion de 1) Bax, IT) Bel2, III) ni en la relacién de ambas proteinas. IV) Western blots representativos para cada
proteina estudiada. Los resultados mostrados surgen del andlisis de 6 tumores por grupo experimental. Las

comparaciones se realizaron mediante ANOVA I y prueba de Bonferroni como post hoc.
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Fig IX.7 Una lactancia éptima no modifica la expresion de Bid y Caspasa 9 clivada. No se encontraron diferencias
significativas en la expresion de I) caspasa 9 clivada, II) ni Bid entre los tres grupos. III) Western blots representativos
para cada proteina estudiada. Los valores surgen del analisis de 6 tumores por grupo. Las comparaciones se realizaron

mediante ANOVA 1y prueba de Bonferroni como post hoc.
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Fig I1X.8 La lactancia 6ptima activa la via apoptotica extrinseca. I) La expresion de caspasa 8 clivada fue mayor en
los tumores C3 que en los C12 (** p <0,01). IT) La expresion de caspasa 8 entera no presentd modificaciones entre los
grupos, aunque puede observarse una tendencia a estar aumentada en C12 con respecto a los otros grupos. III) La
relacion caspasa 8 clivada/entera fue mayor (** p <0,01) en C3 con respecto a C12. IV) Western blots representativos
para cada proteina estudiada. Los valores mostrados surgen del estudio de 6 tumores por grupo. Las comparaciones se

realizaron mediante ANOVA 1 y prueba de Bonferroni como post hoc.
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CAPITULO X

RESULTADOS DEL OBJETIVO ESPECIFICO N°5

Objetivo especifico N°5: Establecer si la lactancia 6ptima induce cambios en la diferenciacion de la

glandula mamaria.

La lactancia materna optima disminuye el numero y tamafio de TEBs

Estudiamos la morfologia de la glandula mamaria de las crias a fin de investigar si la
exposicion a diferentes niveles de lactancia materna en la primera infancia, modifica el desarrollo
mamario dando cuenta de la diferencia en la susceptibilidad a la carcinogénesis, observada en los
capitulos anteriores. Dado que el cancer de mama en los seres humanos se inicia en las estructuras
mamarias TDLUs, similares a TEBs en ratas, la técnica de montaje completo de la glandula mamaria
fue utilizada para determinar el potencial de transformacion maligna que presentaba cada grupo de
animales. Para ello, la glandula mamaria fue extraida, estirada completamente sobre un portaobjetos
de vidrio y sumergida en xilol para lograr su deslipidacién. La tincién posterior con rojo carmin
permiti6 que todos sus componentes fueran visualizados por microscopia, permitiendo evaluar los

niveles mamarios de desarrollo y diferenciacion.

Desarrollo de la glandula mamaria en el dia 20 de vida (etapa prepuberal)

Con el fin de evaluar si la lactancia materna genera cambios inmediatos en el tejido epitelial
mamario, realizamos el montaje completo de glandulas mamarias procedentes de animales criados
en camadas de 3, 8 y 12 crias por madre. Estos animales lactaron diferencialmente hasta el fin de la

lactancia en el dia 20, momento en el que fueron sacrificados. A partir del analisis del montaje
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completo de la glandula mamaria, observamos que el numero de los TEBs es mayor en aquellos
animales que fueron criados en camada de 12 (C12) con respecto a los criados en camada de 8 (C8;
p<0,05; Fig X.1.1). También pudimos ver una tendencia en aumento en C12 versus C3.

Con respecto al desarrollo epitelial, tomamos con regla la medida desde el pezon hasta el
final del arbol epitelial considerado como el largo del arbol epitelial, y la medida del ancho del arbol
epitelial. Observamos que C3 presenta un arbol epitelial mas ancho (* p<0,05) y tiende a presentar
un arbol epitelial mas largo (Fig X.1.1I1 y IV).

A partir de estos resultados podemos concluir que la glandula mamaria de los animales que
mantuvieron una lactancia 6ptima (C3) es menos vulnerable a la transformacion carcinogénica y se
encuentra mas desarrollada al dia 20 de vida con respecto a los animales que mantuvieron una

lactancia deficiente (C12).
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Fig X.1 Analisis de los montajes completos de las glandulas mamarias de ratas sacrificadas a los 20 dias de edad,
amamantadas en camadas de 3, 8 y 12 crias por madre. I) El numero de TEBs en el dia 20 de vida es mayor en C12
con respecto a C8 (* p<0,05). II) Imagen representativa de las mediciones realizadas para estudiar el crecimiento
epitelial de la glandula mamaria a los 20 dias de vida (Adaptado de Assis et al, J Vis Exp., 44, 2010). III) La distancia
tomada desde el pezon hasta el fin del arbol epitelial, fue considerada como el largo de arbol epitelial, y tiende a ser
mayor en C3 con respecto a C8 y C12. IV) El ancho del arbol epitelial fue mayor en C3 con respecto a C12 (* p<0,05).
Los datos mostrados en I representan un promedio de 10-18 campos por glandula mamaria de 6 animales por grupo. Los
datos mostrados en III y IV representan las mediciones de 6 glandulas mamarias por grupo. Las comparaciones

estadisticas se realizaron mediante ANOVA I y el test de Bonferroni como post test.
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Desarrollo de la glandula mamaria en el dia 55 de vida (etapa pospuberal)

A partir de los cambios observados en el desarrollo de la glandula mamaria en la etapa
prepuberal, quisimos determinar si estos cambios se mantienen en el tiempo o inclusive si se hacen
mas significativos a expensas de los ciclos ovulatorios de la etapa pospuberal. Para ello utilizamos
glandulas mamarias procedentes de animales criados en camadas de 3, 8 y 12 crias por madre y, que
a partir de su destete, recibieron alimento balanceado hasta el momento del sacrificio en el dia 55 de
vida.

Los resultados a partir del analisis del montaje completo de la glandula mamaria muestran
que el nimero y tamafio de los TEBs es menor en aquellos animales que mantuvieron una lactancia

optima (C3) con respecto a los otros grupos (C8 y C12; Fig X.2).
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Fig X.2 Analisis de los montajes completos de las glandulas mamarias de ratas sacrificadas a los 55 dias de edad
amamantadas en camadas de 3, 8 y 12 crias por madre. I) Microfotografias representativas (100x) de los montajes
completos de glandula mamaria de animales criados en camadas de 3, 8 y 12 crias por madre. II) El numero de TEBs fue
menor en C3 con respecto a C8 (** p<0,01) y C12 (*** p<0,001). III) El tamafio de TEBs fue menor en C3 (***
p<0,001) versus C8 y C12. A su vez, el tamafio de los TEBs fue mas pequefio en C8 (* p<0,05) con respecto a C12. Los
valores correspondientes al nimero y el tamafio de los TEBs representan un promedio de 10-18 campos por glandula
mamaria de 10-14 animales por grupo. Los valores fueron comparados mediante ANOVA 1 y el test de Bonferroni como

post test.

También estudiamos el desarrollo epitelial de las glandulas mamarias a los 55 dias de vida.
Para ello, tal como se puede observar en la figura X.3, medimos con una regla la distancia desde el

ganglio linfatico hasta el extremo del arbol epitelial (en milimetros) y la distancia desde el extremo
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del arbol epitelial hasta el final de la almohadilla grasa (en centimetros). No se observaron

diferencias en ambas mediciones entre los grupos (Fig X.4).

Fig X.3 Imagen representativa de las mediciones realizadas para estudiar el crecimiento epitelial de la glandula
mamaria a los 55 dias de vida. I) Distancia desde el extremo del arbol epitelial hasta el final de la almohadilla grasa. II)

Distancia desde el ganglio linfatico hasta el extremo del arbol epitelial. Adaptado de Assis et al, J Vis Exp. (44), 2010.
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Fig X.4 La lactancia materna no modifica el desarrollo epitelial mamario a los 55 dias de edad. I) No se observaron
cambios en la distancia desde el nodulo linfatico hasta el fin del arbol epitelial en los diferentes grupos. II) La distancia
desde el extremo del arbol epitelial hasta el fin de la almohadilla grasa es similar en todos los grupos de animales. Los
valores representan las mediciones de 10 - 14 glandulas mamarias por grupo. Las comparaciones fueron realizadas

mediante ANOVA 1 y el test de Bonferroni como post test.
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A partir de estos resultados, observamos que la glandula mamaria de los animales de 55 dias
que recibieron una lactancia Optima presenta menor nimero y tamafio de TEBs, volviéndose menos
vulnerable a la transformacion cancerosa. Sin embargo, el crecimiento del arbol epitelial de este
grupo de animales es similar al de los grupos que recibieron una lactancia deficiente. Ello podria
sugerir que la diferente susceptibilidad al carcindgeno descrita en los capitulos precedentes no esté
en relacion con el desarrollo epitelial, sino mas bien con el grado de diferenciacion alcanzado por la
glandula mamaria.

Al comparar los resultados obtenidos en el dia de vida 20 y 55, vemos que el mayor
desarrollo epitelial observado en C3 al dia 20, se iguala con el de C8 y C12 al dia 55. Este cambio,
podria estar influenciado por el ambiente hormonal propio del desarrollo puberal. Por otra parte, la
diferencia en el nimero de TEBs presente en el dia 20 se hace mas notable al dia 55 de vida. Esto se
debe a la progresiva diferenciacion de los TEBs, que es acentuada por cada ciclo estral. Si
observamos el nimero de TEBs por campo, podemos ver que se reducen del dia 20 al dia 55 en
todos los grupos, sugiriendo una transformacion de los mismos en ABs. Esta reduccion en el
numero de TEBs es més notable en las crias C3, sugiriendo nuevamente, que la diferenciacion es

mayor en este grupo.

Una lactancia éptima modifica la expresion mamaria de genes implicados en el proceso de

diferenciacion

Luego de los cambios observados en la morfologia de la glandula mamaria ante el consumo
diferencial de leche materna, nos propusimos investigar el nivel de expresion de genes implicados
en el proceso de desarrollo y diferenciacion del epitelio mamario. La leche materna contiene
numerosos componentes que actian sobre elementos de respuesta de genes asociados a la
diferenciacion y carcinogénesis celular. STAT6, es una proteina implicada en la regulacion de la
diferenciacion de células mamarias alveolares potenciada mediante la induccidn transcripcional de
GATA3. En ausencia de STAT6 se produce un retraso en el desarrollo glandular mamario.
Coincidentemente GATA3 es un factor involucrado en el mantenimiento de la diferenciacion

mamaria. Por otra parte, la expresion de PINC, ha sido asociada a la inhibicion de la diferenciacion
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terminal de células alveolares mamarias. TBX3 y PTEN son proteinas necesarias para controlar el
normal desarrollo del epitelio mamario.

Por lo tanto, en este objetivo evaluamos mediante qPCR el nivel de expresion de TBX3,
PINC, STAT6, GATA3 Y PTEN (Fig X.5). Los resultados obtenidos muestran una menor expresion
del ARNm de PINC (p<0,05), y expresion aumentada de STAT6 (p<0,01), GATA3 (p<0,05) y TBX3
(p<0,05) en C3 con respecto a C12. El ARNm de PTEN, no mostré diferencias en su expresion entre
los diferentes grupos estudiados. Estos resultados demuestran una relacion directa entre el consumo
de leche materna y la capacidad de la glandula mamaria de activar programas génicos asociados a la

diferenciacion celular, que podrian disminuir la carcinogénesis mamaria.
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Fig X.5 Analisis de la expresion mamaria de genes relacionados al estado de diferenciacién, mediante PCR en
tiempo real. 1) El contenido de ARNm de PINC estuvo aumentado en C12 con respecto a C3 (* p< 0.05) y C8 (**
p<0,01). IT) La expresion de TBX3 se encuentra disminuida en C12 en comparacion con C3 (* p<0,05). IIT) El ARNm de
STAT6 se encontr6 elevado en C3 con respecto a C8 (* p<0,05) y C12 (** p<0,01). IV) La expresion de GATA3 fue
mayor en C3 versus C12 (* p<0,05). IV) El ARNm de PTEN no mostr6 diferencias en su expresion entre los diferentes
grupos estudiados. Los valores representan la media + SEM de 10-14 animales / grupo. Los valores mostrados se

compararon mediante ANOVA 1 y el test de Bonferroni como post test.
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La expresion relativa del ARNm de S7A76 se ve modificada por el peso corporal

De la observacion de los datos de PCR en tiempo real, pudimos ver que la expresion de
ARNmMm de STAT6 se correlaciona con los pesos de los animales en el dia 55 de vida (Fig X.6 I y II).
Por lo tanto, analizamos estadisticamente la correlacion existente entre la expresion de ARNm de
STAT6 y el peso individual de las crias al dia 55 en diferentes camadas de animales por separado.
Observamos que la expresion del ARNm de STAT6 se correlaciona con los pesos de los animales
criados en camadas de 3 y 8, y no se correlaciona con los pesos de animales criados en camada de
12 (Fig X.6 III, IV y V). En las gréficas se consignan los respectivos coeficientes de correlacion (r) y

la probabilidad de que las variables correlacionen (p), calculados por el test de correlacion.
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Fig X.6 La expresion relativa del ARNm de STAT6 se correlaciona con el peso corporal. I) El ARNm de S7AT6 se
encontrd elevado en camadas que mantenian un peso promedio superior a los 50 gramos, con respecto a camadas que
presentaban un peso variable entre 45 y 50 gramos (p<0,05), y camadas con un peso inferior a 45 gramos (** p <0,01).
Los valores representan la media = SEM de 10-14 animales / grupo. Los valores mostrados se compararon mediante
ANOVA 1y el test de Bonferroni como post test. II) La expresion de ARNm de STAT6 se correlacioné con los pesos de
los animales en el dia 55 de vida. III) Los pesos de los animales criados en camadas de 3 (C3) presentaron una
correlacion positiva con la expresion del ARNm de STAT6. IV) Los pesos de los animales criados en camadas de 8 (C8)
mostraron una correlacion positiva con la expresion del ARNm de STAT6. V) Los pesos de los animales criados en
camadas de 12 (C12) se correlacionaron negativamente con la expresion del ARNm de STAT6. En las gréficas se
consignan los respectivos coeficientes de correlacion (r) y la probabilidad de que las variables correlacionen (r)

calculados por el test de regresion lineal.
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CAPITULO XI

RESULTADOS DEL OBJETIVO ESPECIFICO N° 6

Objetivo especifico N°6: Determinar si una adecuada lactancia induce cambios en la metilacion de

genes asociados a la diferenciacion y/o carcinogénesis mamaria en ratas.

Existe evidencia de que los factores ambientales y, en particular, los factores dietéticos, en
edades claves del desarrollo pueden inducir cambios en el epigenoma. Los resultados obtenidos
hasta el momento muestran que los animales que recibieron una lactancia dptima presentan mayor
desarrollo epitelial mamario, menor potencial para la transformacion maligna, y mayor expresion
del ARNm de genes implicados en el proceso de diferenciacion epitelial. A partir de estos hallazgos
quisimos investigar si dichos cambios podian deberse a diferencias en el grado de metilacion de los
principales genes que regulan la diferenciacion del epitelio mamario (STAT6 y GATA3). Para ello
obtuvimos el ADN gendémico de las glandulas mamarias de animales de 55 dias de vida criados en
camadas de 3, 8 y 12 crias por madre que, a partir de su destete recibieron alimento balanceado hasta

el momento del sacrificio.

Cuantificacion del ADN genémico

El ADN obtenido fue cuantificado en un espectrofotémetro NanoDrop (Labocon, LNS-101)
y posteriormente, convertido con el kit de metilacion EZ DNA Methylation-Gold™. Este Kit utiliza
la técnica de conversion del ADN por bisulfito, donde las citocinas no metiladas son convertidas en
uracilo. Los primers utilizados para la determinacién de expresion de cada gen se encuentran

detallados en el capitulo V. Una vez convertido, el ADN fue nuevamente cuantificado.
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PCR especifica de metilacion

El andlisis del perfil de metilacion por MSP-PCR convencional, mostr6 que Stat6 se
encuentra principalmente no metilado en las islas CpG del promotor analizadas en C12. Mientras
que en C3 se observo lo opuesto dado que, Stat 6 se encontrd principalmente metilado. En C8 se
observo un estado intermedio de metilacion y no metilacion de Stat 6 siendo mas abundante el
producto de MSP-PCR para la forma metilada (Fig XI.1).

Los resultados del analisis del perfil de metilacion de Gata3 (Fig XI.2), mostraron que en C3
este gen se encuentra principalmente no metilado en las islas CpG de la region promotora analizada.

Mientras que, en C8 y C12 se observo una disminucion de la no metilacion.
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Fig XI.1. Analisis del perfil de metilacién por MSP-PCR convencional para Stat6. I) Gel de acrilamida
representativo de cada gen estudiado. Los valores representan la cuantificacion de las bandas por densitometria,
expuestas en gel de acrilamida. Cada banda representa una muestra mixta, formada por la union de 5 muestras de ADN
convertido. II) Stat6 se encuentra principalmente metilado en las islas CpG del promotor analizadas en C8. III) Stat6 se

encuentra principalmente no metilado en C3, y moderadamente en C8.
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Fig XI.2. Analisis del perfil de metilacion por MSP-PCR convencional para Gata3. I) Gel de acrilamida
representativo de cada gen estudiado. Los valores representan la cuantificacion de las bandas por densitometria,
expuestas en gel de acrilamida. Cada banda representa una muestra mixta, formada por la union de 5 muestras de ADN
convertido. II) Gata3 se encuentra metilado en las islas CpG del promotor analizadas en C3 y C8. III) Gata3 se

encuentra principalmente no metilado en las islas CpG del promotor analizadas en C3 y parcialmente no metilado en C8.
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CAPITULO XII

DISCUSION

En este trabajo de tesis, hemos demostrado el papel protector de la lactancia en la
carcinogénesis mamaria, que se relaciona con las variaciones en la proliferacion, la apoptosis
tumoral y los procesos de diferenciacion de la glandula mamaria.

Las diferencias en el peso corporal observadas entre los tres grupos de animales fueron
causadas exclusivamente por las variaciones en la ingesta de leche por parte de las crias. Esto nos
permitié generar un modelo animal con consumo diferencial de leche. Existe evidencia de que la
disminucién de la ingesta de energia reduce la carcinogénesis mamaria en ratas (Rogers, 1997). Sin
embargo, a pesar de que nuestras camadas de doce crias por madre presentaron una reduccion en la
ingesta calorica, evidenciada por el menor peso corporal, tenian una mayor incidencia de tumores.
Estos resultados sugieren que la reduccion del consumo de leche materna durante la vida postnatal
priva al animal de compuestos hormonales, nutricionales y / o inmunes que participan en la
prevencion del desarrollo tumorigénico, favoreciendo asi la aparicion de la enfermedad en la vida
adulta.

Durante la puesta a punto del modelo animal, observamos que el volumen de leche
succionado por cria y la composicion de la misma fueron diferentes entre las madres que
amamantaban tres, ocho o doce crias. El volumen de leche succionado por cria en C3, fue mas
abundante y con mayor contenido proteico. Contrariamente, las crias C12 succionaron un volumen
menor de leche por animal y éste presentaba menor contenido de proteinas totales y mayor
contenido de lactosa. Si bien el volumen de leche succionado por cria es menor en C12, el nimero
de crias a amantar fue mayor, lo que resume una mayor produccion de leche de baja calidad
nutricional, pero que logra igualar el valor calorico de la leche de madres que s6lo amamantan a tres
crias. Estas variaciones observadas en la composicion de la leche, sugieren un mecanismo de
compensacion en C12 para alcanzar un valor calorico adecuado, compatible con la vida de la cria, a

expensas del aumento del contenido de lactosa. Estos resultados en animales coinciden con los

130



obtenidos en investigaciones previas en humanos, que demuestran que la concentracion de proteina
de la leche disminuye (B. Melnik & Schmitz, 2017) y de lactosa aumenta (Laurie A. Nommsen et
al., 1991) en las madres que producen mayores cantidades de leche.

En nuestro modelo animal, el consumo de leche materna no produce un aumento
significativo de la grasa intraabdominal, aunque se puede observar una tendencia creciente en
aquellos animales que presentan mayor peso. En un estudio reciente que relaciona los depositos de
grasa corporal con el riesgo de desarrollar cancer, no hubo asociacion entre mayores depdsitos de
tejido adiposo visceral y un aumento en el desarrollo del cancer de mama (Gupta et al., 2017). De
acuerdo con estos resultados, Rosner et al. afirmaron que la adiposidad en la vida temprana esta
inversamente asociada con la incidencia de cdncer de mama (Rosner et al., 2017). En concordancia,
la tendencia creciente observada en el presente trabajo, en el acumulo de grasa abdominal en
animales que mantuvieron un mayor consumo de leche materna (C3) no promoveria la
carcinogénesis mamaria.

La asociacion de diferentes factores presentes desde los primeros afios de vida y el desarrollo
de enfermedades en la vida adulta ha recibido un creciente interés. Se ha observado que los factores
perinatales estan involucrados en el desarrollo de cancer de mama en la descendencia (Ekbom,
Hsieh, Lipworth, Adami, & Trichopoulos, 1997; Ekbom, Trichopoulos, Adami, Hsieh, & Lan, 1992;
Sanderson et al., 1998). Existe una tendencia a disminuir el riesgo de cancer de mama en mujeres
que fueron amamantadas (Weiss et al., 1997a). En concomitancia, un estudio de casos y controles
mostrd una asociacion significativa entre haber sido amamantado y un menor riesgo de desarrollar
cancer de mama en la vida adulta (Freudenheim et al., 1994). Ademads, Titus-Ernstoff et al.
informaron que la incidencia de cancer de mama no aumentd6 en las mujeres que fueron
amamantadas aun cuando sus madres desarrollaron carcinoma de mama (Titus-Ernstoff et al., 1998).
Un metaanalisis reciente sobre lactancia materna y cancer de mama reveld un menor riesgo de
cancer de mama en mujeres premenopausicas que habian sido amamantadas (Martin, Middleton, et
al., 2005). Nuestros resultados actuales muestran una menor incidencia y mayor latencia tumoral en
los animales que mantuvieron una lactancia 6ptima, respaldando la idea que el consumo adecuado
de leche materna protege contra la carcinogénesis mamaria. Ademads, se observo una tendencia
notable a una mayor supervivencia en aquellos animales con una lactancia 6ptima. Curiosamente,

también se observdo que a medida que el consumo de leche materna disminuyo, la tasa de
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crecimiento tumoral en la edad adulta tendi6 a aumentar.

Nuestros resultados son consistentes con muchos, pero no todos, los estudios publicados
sobre el tema. El prospectivo Nurses” Health Study no encontrd asociacion entre haber sido
amamantado y el desarrollo cancer de mama en la edad adulta, entre mujeres premenopausicas o
postmenopausicas (Michels et al., 2001). Sin embargo, se mostrd una tendencia a disminuir el riesgo
relativo en las mujeres premenopdausicas que han sido amamantadas. Aunque este estudio
comprende un enorme numero de casos, posee la limitacion del escaso conocimiento
autorreferencial de las pacientes sobre su propio amamantamiento cuando fueron lactantes. En otro
estudio de casos y controles, Wise et al. no encontraron ninguna asociaciéon (Wise et al., 2009).
Hasta el momento, no se han utilizado modelos experimentales de animales para estudiar la
influencia de la lactancia, lo que ocurre en etapas temprana de la vida, sobre la carcinogénesis
mamaria en la edad adulta. La mayoria de los experimentos en roedores se han realizado para
explorar los efectos de varios componentes nutricionales, en su mayoria proteinas y grasas, desde el
destete hasta la vida adulta (Rogers, 1997). Ademas, los efectos de la composicion de la leche sobre
la carcinogénesis en la vida adulta en modelos animales, han sido evaluados modificando la
nutricion de las madres y en busqueda de carcinogénesis en las hijas (Fernandez-Twinn & Ozanne,
2010; L Hilakivi-Clarke et al., 1997; L Hilakivi-Clarke, Clarke, & Lippman, 1999; Lo, Hsieh, Chen,
& Su, 2009; Su, Hsieh, & Chen, 2010).

Otro de los factores nutricionales estudiados en esta tesis fue el elevado consumo de grasas
saturadas desde la infancia hasta la vida adulta y su implicancia en el desarrollo de cancer de mama.
Nuestros resultados muestran que no hay correlacion entre el mayor consumo de grasa de origen
animal y la carcinogénesis mamaria. Estos hallazgos son coincidentes con investigaciones
realizadas en humanos (Fletcher et al., 2017; Mueller & Fusenig, 2004; I. H. Russo & Russo, 1996).

A fin de poder corroborar si la disminucion de la incidencia de cancer de mama provocada
por la lactancia, se veia afectada por el consumo sostenido de grasas saturadas, combinamos los
modelos experimentales anteriormente estudiados. Obtuvimos animales que presentaban una
lactancia Optima, pero que a partir de su destete fueron alimentados con una dieta rica en grasa
saturadas. No encontramos cambios en la incidencia tumoral de los animales adecuadamente
amamantados, aunque hubiesen recibido una dieta alta en grasas. Esto demuestra que la lactancia

materna genera modificaciones durante el proceso de remodelacion y desarrollo glandular que la
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vuelvan mas resistente a la accion del cancerigeno y de un promotor como es el consumo de grasas
saturadas.

Los mecanismos por los cuales la lactancia materna podria modificar el desarrollo de la
carcinogénesis en la vida adulta son aun desconocidos. Este trabajo de tesis fue realizado en
animales para generar un ambiente controlado, evitando la intrusiéon de factores alimentarios,
hormonales, situaciones de estrés y actividad fisica que podrian intervenir en el desarrollo tumoral.
Dentro de los posibles mecanismos involucrados en la menor incidencia observada dentro del grupo
de animales que recibi6 una lactancia 6ptima, evaluamos por un lado la biologia tumoral y por otro
el desarrollo y diferenciacion de la glandula mamaria.

La carcinogénesis estd directamente relacionada con el desequilibrio entre la proliferacion y
la apoptosis. Por un lado, una proliferacion anormal de células dafiadas en su ADN puede inducir la
progresion del cancer. En este trabajo, la medicion de los niveles de proliferacion fue realizado
mediante las técnicas de rutina mas utilizadas, que incluyen conteo de mitosis e IHQ de PCNA y Ki-
67 (Elias, 1997). Se observo una mayor proliferacion celular de tumores en ratas con una lactacion
deficiente (C12) evaluada por inmunotincién de PCNA y conteo de figuras mitoticas en secciones
histologicas. Coincidentemente, la expresion de Ki67 evaluada por inmunotincion tendié a aumentar
en C12 con respecto a los otros grupos de animales. Estos resultados estan de acuerdo con el
aumento en la incidencia de tumores en este grupo de animales. Ademas, podria dar cuenta del
discreto aumento en la velocidad de crecimiento de dichos tumores.

Por su parte, la inactivacion de la muerte celular programada, o apoptosis, es crucial para el
desarrollo del cancer (Budihardjo, Oliver, Lutter, Luo, & Wang, 1999). El equilibrio neto entre las
proteinas pro- y anti-apoptoticas determina el destino de la apoptosis (Desagher et al., 1999; Reed,
1997). Nuestros resultados muestran un aumento en la expresion de la caspasa 8 clivada en los
tumores de animales que recibieron un mayor consumo de leche (C3); demostrando la activacion de
la via apoptotica extrinseca. Esta activacion coincide con el mayor numero de cuerpos apoptoticos
encontrados en las secciones tumorales en dicho grupo experimental. No se encontraron diferencias
significativas en la expresion de Bax, Bcl-2, Bid y caspasa 9 clivada, indicando que la via intrinseca
no estaria directamente afectada. Del mismo modo, Puertollano et al. también observaron una
activacion de la via extrinseca de apoptosis en tumores mamarios inducidos quimicamente en ratas,

sin diferencias en la actividad de caspasa 9 (Puertollano et al., 2008). Estos hallazgos sugieren que
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existen factores extrinsecos asociados a la lactancia en la edad temprana que limitarian el desarrollo
del tumor en la edad adulta.

La progresion del tumor también depende del didlogo entre las células epiteliales tumorales y
las células del estroma circundante (Mueller & Fusenig, 2004). Entre los diferentes tipos de células
que rodean al tumor, las més abundantes son las que conforman el tejido adiposo mamario (Fletcher
et al.,, 2017). Por otra parte, las variaciones en la diferenciacion de la glandula mamaria podrian
explicar una susceptibilidad modificada al desarrollo del cancer (I. H. Russo & Russo, 1996).

Otro de los mecanismos que evaluamos fue el desarrollo y diferenciacion de la glandula
mamaria, ya que los cambios en la morfologia de la misma pueden predecir el riesgo de cancer
mamario en ratas. Nuestros hallazgos muestran que los animales que mantuvieron una lactancia
optima presentan menor numero de TEBs en el dia cincuenta y cinco de vida y una tendencia a tener
menor nimero de TEBs en el dia veinte de vida con respecto a los otros grupos. Ademas en el dia
veinte de vida, los animales criados en camadas de tres, presentaron una glandula mamaria mas
desarrollada, evidenciada por el mayor ancho del arbol epitelial. Esto demuestra que la glandula
mamaria de los animales con lactancia 6ptima es morfoldégicamente diferente a la de los grupos de
animales sometidos a una lactancia deficiente, ya que se encuentra mas desarrollada y es menos
vulnerable a la transformacion maligna durante la etapa pre- y pospuberal (Leena Hilakivi-Clarke,
2007; Leena Hilakivi-Clarke & de Assis, 2006; 1. H. Russo & Russo, 1996).

A fin de dilucidar el origen de los cambios anteriormente observados, evaluamos la
expresion de genes involucrados en los procesos de diferenciacion del epitelio mamario. Pudimos
observar que el grupo de animales que tuvo una lactancia 6ptima presentd una expresion aumentada
de genes que favorecen el desarrollo (TBX3) y la diferenciacion de la célula epitelial mamaria
(GATA3 y STAT6), y una expresion disminuida de genes que inhiben los procesos de diferenciacion
(PINC). Por otra parte, los animales que tienen una lactancia deficiente (C12) tuvieron menor
expresion del ARNm de PINC y mayor expresion de TBX3, GATA3 y STAT6, lo que coincide con
el menor grado de desarrollo mamario observado en éste grupo. Los animales criados en camada de
ocho, establecido como grupo control, tienen un comportamiento intermedio entre los grupos de
animales C3 y Cl12, tanto en la expresion de los genes estudiados como en otros pardmetros
analizados a lo largo de este trabajo. Esto podria deberse a la presencia, dentro de la misma camada

de ocho, de algunas crias que logran un mayor consumo de leche materna, pareciéndose a los

134



animales criados en camadas de tres; que coexisten con otras crias con un consumo insuficiente de
leche materna, mas parecidas a los animales criados en camadas de doce. Ello podria explicar la
mayor variabilidad que se observo en el grupo C8 en casi todos los pardmetros medidos en esta
tesis.

Para poder evaluar si los cambios observados en la expresion de los genes vinculados al
proceso de diferenciacion en la vida adulta resultan de modificaciones epigenéticas, que podrian
producirse como consecuencia de la exposicion a distintos niveles de lactancia durante la etapa
posnatal, estudiamos el grado de metilacion de las regiones promotoras de dichos genes. La
metilacion de un dinucledtido CpG en el ADN, es una modificacion comun en los genomas de
mamiferos y constituye una marca epigenética estable que se transmite a través de la replicacion y
division celular del ADN (A. Bird, 2002). La metilaciéon se establece ampliamente durante la
embriogénesis o en la vida postnatal temprana, edades claves del desarrollo que pueden verse
fuertemente influenciadas por los factores nutricionales.

Nuestros resultados mostraron que existen diferencias en el perfil de metilacion de STA6 y
GATA3 en las glandulas mamarias de las crias, ante diferentes consumos de leche materna. Estas
diferencias entre los grupos experimentales se mantuvieron atn ante el desarrollo de la pubertad. En
los animales que consumieron una lactancia 6ptima, STAT6 se encontr6 metilado, mientras que, en
los animales que mantuvieron una lactancia deficiente se encontrd principalmente no metilado.
Dado que la hipermetilacion de las islas CpG se asocia con la represion transcripcional, mientras
que la hipometilacion de las islas CpG se asocia generalmente con la activacion transcripcional ( a P.
Bird, 1986; Reik & Dean, 2001); nuestros resultados sugieren que el alto nivel de consumo de leche
materna en C3 estaria promoviendo la represion transcripcional de STAT6. Esto puede deberse a que
la glandula mamaria de animales que recibieron una lactancia 6ptima (C3) ya alcanz6 el grado de
desarrollo y diferenciacion deseado; lo que se condice con los cambios morfologicos observados en
este grupo de animales.

Por otra parte, los resultados del analisis del perfil de metilacion de GATA3, mostraron que
en C3 este gen se encuentra principalmente no metilado, sugiriendo la activacion transcripcional del
mismo. Se ha demostrado que GATA3 interviene activamente en el mantenimiento de la
diferenciacion epitelial luminal en la glandula mamaria (Kouros-Mehr et al., 2006), lo que podria

sugerirnos que los animales con una lactancia 6ptima promueven la transcripcion de GATA3 a fin de
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mantener la diferenciacion del epitelio mamario alcanzada.

Un posible mecanismo, por el cual la leche materna puede comportarse como un regulador
epigenético, es a traves de la transferencia de miRNA (B. Melnik & Schmitz, 2017). Los miRNA
son secretados principalmente por la célula epitelial de la glandula mamaria de la madre y son
transferidos desde la leche hacia la circulacion sistémica de la cria. Este mecanismo, se ve facilitado
por la alta permeabilidad intestinal propia del periodo posnatal y, ademas, por la alta estabilidad a
las adversidades del tracto digestivo que presentan los exosomas encargados de transportarlos. Una
vez que alcanzaron la circulacion sistémica, los miRNA exosomales pueden regular la metilacion del
ADN de la célula epitelial mamaria (B. Melnik & Schmitz, 2017). Otra posibilidad, no excluyente,
seria que pasen a las crias componentes inmunitarios como I1L4, IL5 e IL13 que puedan contribuir
al proceso de diferenciacion de la glandula mamaria (Khaled et al., 2007).

Un estudio mas completo sobre el perfil de metilacion de los genes estudiados es necesario
para poder fortalecer los resultados anteriormente descriptos. La puesta a punto de la técnica MSP
en nuestro laboratorio, resultd una laboriosa tarea, pero contribuyd de manera significativa al
entendimiento de los cambios observados entre los diferentes grupos de animales estudiados.
Profundizar en el estudio de los cambios epigenéticos anteriormente descriptos, s una perspectiva
futura de este trabajo de investigacion. En la actualidad, en nuestro laboratorio estamos trabajando
en la puesta a punto de MSP-PCR con primers dirigidos a islas CpG de otras regiones del promotor
de los genes estudiados, con el fin de pezquisar los sitios suceptibles a modificaciones epigenéticas
de estos genes, frente a una lactancia dptima en la vida adulta de las crias.

En resumen, se estableciéo un modelo in vivo de consumo diferencial de leche para estudiar
el papel especifico de la lactancia en el riesgo de desarrollar carcinoma mamario. Hemos
demostrado que la lactancia optima durante la vida postnatal genera una menor incidencia y mayor
latencia de cancer de mama en la edad adulta, independientemente del consumo de grasa saturada de
origen animal. También, observamos una reduccion en la proliferacién y un aumento de la apoptosis
en los tumores de los animales que mantuvieron un consumo adecuado de leche durante el periodo
posnatal. Por otra parte, pudimos demostrar una relacion directa entre el consumo de leche materna
y la presencia de modificaciones epigenéticas, que regulan capacidad de la glandula mamaria de
activar programas génicos asociados a la diferenciacion celular. En conjunto, nuestra investigacion

subraya la importancia de la lactancia en la etiologia y progresion del cancer de mama y establece
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las bases para explorar el papel especifico de la leche materna en futuros estudios. Por lo tanto, la
lactancia en la vida postnatal contribuye a un doble beneficio, no s6lo para la prevencion del cancer
sino también otros tipos de patologias como la obesidad, la diabetes y la enfermedad coronaria;
resultado de un gran interés en la salud publica. De esta manera, podriamos evitar un mayor nimero

de enfermedades no transmisibles.
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CONCLUSIONES GENERALES

Dado que

e Una lactancia 6ptima disminuye la incidencia y aumenta la latencia de tumores mamarios.

e La lactancia materna apropiada protege contra el desarrollo de cancer de mama atn cuando
se mantiene un elevado consumo de grasa saturada.

e Los animales con lactancia dptima presentan tumores menos proliferativos y con un proceso
apoptotico mas marcado que aquellos animales con una lactancia deficiente.

e El nimero y tamafio de TEBs es menor en animales que recibieron una lactancia 6ptima.

e Una Optima lactancia materna provoca en la glandula mamaria la activacion de programas
génicos asociados a la diferenciacion celular y carcinogénesis.

e El consumo diferencial de leche materna provoca cambios en la metilacion de genes

involucrados en el proceso de diferenciacion de la glandula mamaria.
Se concluye que la lactancia materna apropiada protege contra el desarrollo de cancer de

mama de las crias, produciendo cambios epigenéticos de genes que inducen y mantienen el estado

de diferenciacién mamario en la vida adulta.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir de los resultados y discusiones presentados en esta Tesis Doctoral, las perspectivas de
trabajos futuros se orientan en dos direcciones.

En un primer plano estarian las tareas destinadas a completar los aspectos epigenéticos
mostrados, ya que solamente se han contemplado cambios en la metilacion del ADN. Se conoce que
la modificacion de las histonas y los miRNA, pueden funcionar conjuntamente con cambios en la
metilacion para regular la expresion génica. En concreto, se podria evaluar el efecto de la lactancia
materna Optima sobre la expresion en la glandula mamaria de miRNA e histonas relacionados con la
diferenciacion y el CaM en ratas, a fin de obtener un panorama mas completo.

Ademas, seria de gran relevancia analizar con mayor profundidad los cambios observados en
la metilacién del ADN. Para ello se deberian analizar nuevas islas CpG presentes en el promotor de
los genes estudiados; como asi también extender los estudios a otros genes vinculados con la
diferenciacion y el cancer.

En un segundo plano, se encontrarian los estudios destinados a evaluar si el contenido de
miRNA en la leche de rata y humana se modifican ante los distintos grados de lactancia materna.
Para ello seria necesario obtener leche de ratas que estén amamantando camadas de 3, 8 ¢ 12 crias
por madre. Por otra parte se seleccionarian muestras de madres con bebés de entre 15 y 60 dias de
vida a fin de conformar dos cohortes, una con madres que alimentan exclusivamente sus bebés con
leche materna (equivalente a la lactancia 6ptima de nuestro modelo animal) y otra con madres que
complementan la alimentacion de sus bebés con leche de férmula (equivalente a nuestro modelo de
lactancia deficiente). Tanto las leches provenientes de animales como de humanos seran investigadas
para evaluar el contenido de miRNA especificos.

Por otra parte, entre las perspectivas futuras se pretende publicar los resultados obtenidos,

parte de los cuales se encuentran actualmente en proceso de revision.
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