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Smile, without a reason why

Love, as if you were a child

Smile, no matter what they tell you
Don't listen t0 a word they say

'‘Cause life is beautiful that way

Tears, a tidal wave of tears

Light, that slowly disappears
Wait, before you close the curtain
There's still another game to play

and life is beautiful that way

Here, in his eyes forever more

T will always be as close

as you remember from before

Now, that you're out there on your own
TRemember what is real

ahd what we dream is [ove alohe.

Keep, the laughter in your eyes
goon, your |ohg awaited prize
Well, Forget about our sorrow
And think about a brighter day
'Cause life is beautiful that way.

Smile, without a reasoh why...

Noa (Beautiful that way)






Cap tesi esta totalment acabada sense haver agrait a totes aquelles persones que hah compartit el
temps i I'esforC que impliCa fer-la

En primer (loC Vull agrair als dos co-directors del treball.

Al Dr. Eduard Escrich, professor del Departament de Biologia Cel-lular, Fisiologia e Immnunologia de
la JJniversitat Autonoma de Barcelona i director del Grup MultidisCiplinar per Estudi del Cancer de
Mama per haver-me donat |la oportunitat de realitzar aquesta tesi doctoral dins del seu grup i per la
Seva ConfianCa eh el meu treball.

A la Dra. Montserrat Golanas, professora del Departament de Biologia Cel-lular, Fisiologia e
Immunologia, co-Directora del treball, per les seves [licons, la seva impagable ajuda, les paraules de
suport en els mals moments i els somriures compartits en els bons. Gracies per |es idees gue han anat
sorgint i que ens han fet emocionar-nos i sobretot pel seu seguiment en la Ultima etapa, potser [a més
dura per0 també la més gratificant i que m'ha fet tornar a Confiar en mi mateixa. Per ser un exemple

com a professional, perd sobretot com a doha.

Com a becaria PIF vull agrair al doctor Xavier Navarro, director del Departament de Biologia Cel-lular,
Fisiologia e Immunologia pel seu tracte cordial i [es paraules d'anims gue sovint m'ha transmes.

Als meus companys de laboratori gue ja no hi sén [aura Muntaner, [aura Acerete, Pedro Maseres ,
Nadia Bravitz, Marta FontCuberta , Isabel Sospedra, Montse Moreno i en espeCial al Miguel
Manzanares, company de "promocio” i gran amicC, per tots els moments Viscuts al M#120 i fora d'ell. A
la resta de companyes Trmgard Costa, Raquel Moral, Raquel Escrich, Aléxia Gomez i Elena Catalan per
les estones compartides i sobretot a |la Cristing Rodriguez i Cristina de Miguel per |a grah compliCitat
Creada durant aquest temps, per ser bones companyes i millors amigues, per |a seva alegria i bon humor

i per |a seva grah profesionalitat.

A Marina Portantier per la Col-laboraCid durant I'estandaritzacio de l'aillament de DRMs en fetge.
Drigual manera, a Sarai Pacheco, per trobar una de les referéncies bibliografigues gue farien possible
| realitzacio d'aquesta tesi. TOt i que no les he arribat a Coneixer mai, un trosset d'aquest treball

també és seu.

A les alumnes internes Maria, Anna i Queralt, per 3 seva partiCipacion en |a serie experimental

d’aquest treball,

A la Dra. Maria del Carmen Ruiz de Villa, Professora del departament de BioestadistiCa de la
Universitat de Barcelona, per |a seva dedicacid e imprescindible col-laboraCié en el traCtament

estadistic de |es dades del treball.



Al Dr. Carles Gil i als membres del seu grup, per ensenyar-nos la téCnica d'aillament de fraccions de
membrana i per facilitar-nos el treball al seu [aboratori sempre que ho hem necessitat. Agrair també a
la resta de membres de la faCultat gue en algun moment ens han ajudat. Les Dres. Belén Pérez,
Victoria clos i Elisabeth Vila, de la unitat de farmacologia, per deixar-nos part del seu material i de les
seves instal-lacions, al Dr. Toni Morros de biofisiCa, per solucionar-nos alguns dubtes sobre aspectes
teorics del treball i als Drs. Pepi Sabria i Enrique Claro de bioguimiCa per endinsar-nos en ['apassionant
mon dels Lipid Droplets. Perqué en el fons, quan més es gaudeix de [a recerCa és quanh es pot
compartir.

Al personal sel Servei de 'Estabulari de la Universitat Autonoma de Barcelona per |a seVa ColaboracCio i
amabilitat.

A Olatz Fresnedo ¥ Lino Arisketa per ensenyar-nos la téchica de la TLC i haver solucionat tots els

dubtes que han sorgit. Gracies per acollir-nos i Compartir els Vostres coneixements amb nosaltres.
A M. PazRomero per |a seva ColaboracCio en la Cromatografia de gasos.

Al personal del PAS de la facultat de mediCina, sobretot a Horténsia Qjeda, Mohica Espejo i Ghizlane
El Korchi, per fer-nos |a Vida una mica més £acil a tots.

Als companys del grup de Neurofisiologia, per haver-nos ajudat sempre gue ho hetm hecessitat i per la
bona relacCidé que s'ha anat Creant durant aquesta etapa.

A 3 Maite, per alegrar-nos els matins.

A mis padres, por ser mi referente en esta Vida, por darime todo sin pedir hada a Cambio, por todos sus
Sacrificios para que Yo pudiera llegar hasta aqui, porque sin ellos ho |0 hubiera conseguido. A mi padre
Tomas, por ser un hombre Valiente y honrado, por ser uno de |os hombres de mi Vida ¥y por dartme una
educacion basada sobre todo en el Carifio ¥ el respeto haCia l0s demas, ¥ a mi madre Paqui por ser un
e)emplo como mujer, mi mejor amiga Y confidente, porque ella me ha ensehfado a Valorar |0 que
realtmente importa en esta Vida, por Sus esfuerzos ho siempre agradecidos Yy por ayudarme, Sin juzgarte,

en mis malos momentos.

A I’ Adria per fer-me enfadar i somriure alhora, per haver Canviat la meva vida fa 8 anys quan et Vaig
tenir per primera vegada eh braCos, per ensenyar-me a veure |a Vida desde |a teva perspectiva. EstiC
totalment convenguda que aconseguiras tot el que et proposis en aquesta Vida, no deixis que mai

ningl et digui el contrari.

A mi hermano José Luis ¥ a Sonia por todas las experiencCias Compartidas, el Carifo que me han dado y

sobre todo su apoyo ¥ palabras de dnhimo siempre que las he necesitado.



A la Tamara, per tots els Cafés que ho hem fet i que hetn de recuperar. Perqué encara que ens veiem

poc, sembla que el temps nNO passi entre trobada i trobada. El mOn necessita més gent com tu.

A la Raquel, la Marcela, I'Ahha G., IAnha §., [a Laura M., la Laura A., I'Eva, la Mireia, |a Yolanda i a
totes les demés per haver Creat Una "familia”.

A les "tietes”, que ja saben gui sén, per ser com son.
Al Manel, per escoltar-me i aconsellar-me sempre que ho he hecessitat. Per ser un grah amic.

Als amicCs de I'empresa Ingimec, per ser part de |a familia, sobretot al Andreu, al David, al Javi, al Jordi
i a la Raguel per totes les "birres’ gue hem compartit i a |a resta de 'equip teécnic i huma, gue sempre
m'hah traCtat Com Una mes.

A Rall Yy Vanessa por su generosidad, su simpatia Y Carifio. Por hacerme desconectar en tierras del

norte y por |0os 4himos gue me han dado durante todo este tiempo. Eskerrik asko.

A Dani, sobran |as palabras. Por quererme Coh todos mis defectos ¥ hacerme Ver |as Cosas desde otra
perspecCtiva, pero sobre todo por hacerme feliz Y por darme el mejor regalo de esta Vida. Porque Ya ho
itmagino una Vida Sin ti, gracCias por Compartir estos duros ahos conmigo, por apoyarme Y regafarme
Cuanhdo era hecesario. Te quiero.

A Marc, por ser el motor de mi Vida. Mi rubio de 0jos azules que Cada dia me hace aprender COsas
nuevas ¥y que me saca Uha sonrisa en |os peores momentos. T'estimo.












Indice

INDICE DE FIGURAS ....coveueeeeeeeeenesesesssesssssssssssssnsassssssssnssssssssssssnssssssssssnssssssssasasssassssasssnsas |
INDICE DE TABLAS c..eevveveeeeeeeeeensnsssessssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssnssssssasssssssassssssnens 3

INDICE DE FIGURAS DEL ANEXO ..oveeeveeeeeeseesesessesessesessesesessesessesessasessssesensasessssessssssenes 9
ABREVIATIURAS e etiettcerteneseeccssecessecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 11
RESUMEN cocueiiiiiinniiccssssnecsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 15
ABSTIRACT aaeeeeeiereeereecessecessecsessescssssessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 17
INTRODUCCION ...oeeeveeeeeeeseessesessesessssesessesessesesessesessssesessessssasessassssssesessasessssssessssessssessases 19
A. DESARROLLO ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA GLANDULA MAMARIA ....oooooooeoeeeeeeeeeeen. 21
L HUMANA oo e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eer e 21
2 RATA e e e e et ettt 22
B. CANCER DE MAMA ..ottt e v et seeeeeeseeee s s ee et e e eeeseeeeeseeeeee s eeeseseseeeeseesereseeseneeens 25
1. FACTORES ENDOCRINOS ...t eeeeee e e et eeeseeeeeeseeeeeeseseese s e seseeeeseeeeeeseseeseseeeseseeeeseeens 28
2. FACTORES GENETICOS Y EPIGENETICOS ....oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e ese e s eeae e s see s eseseneons 30
3. FACTORES AMBIENTALES ... oo oo et e e e e e e reseeeeneeens 35
C. LIPIDOS DE LA DIETA Y CANCER DE MAMA ..ot ee s eee s s 37
1. CRECIMIENTO, MADURACION SEXUAL Y OBESIDAD ..ottt eese e enee e 40
2. INFLUENCIA SOBRE EL ESTATUS HORMONAL .....oooiieieeeeeee e eee e ees e eeseseese s eeeseeeees 43
3. MODIFICACIONES DE LA MEMBRANA CELULAR ....coovoieeeeteeeee e e reseeee e 45
4. EFECTOS SOBRE LA TRANSDUCCION DE SENALES .....oovteeeet oot eee e eeeeeseeee e eessesee s eseseseoes 46
5. EFECTOS SOBRE LA EXPRESION GENICA ... oot eeeeee s e e s s eseeen. 48
6. EFECTOS SOBRE EL SISTEMA INMUNITARIO ..o 51
7. ESTRES OXIDATIVO .ot e e e et et e et ee e e eeeee e s s s eeeeeee e s s seeeeeeeesesesesenen. 53
8. METABOLISMO DE XENOBIOTICOS ... ee e e 55
D. MODELQ EXPERIMENTAL ..ottt eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeveeeeseeeeeeeeseeeesesese et eeeeeseseesseseeseseseeseseseeseseeeseseeseseeens 56

E. MECANISMOS DE ACCION DE LOS LIPIDOS DE LA DIETA EN CANCER DE

MAMA: CAMBIOS EN LA MEMBRANA CELULAR ......co.ovuiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 61

1. MEMBRANA CELULAR. CARACTERISTICAS ......oovioioeoeoeeeee oo 61

2. MICRODOMINIOS DE MEMBRANA: LIPID RAFTSY CAVEOLAS .....c.cooovooeereeeeeeeeeeeeeseeeesrnen 65

2.1. LIPID RAFTS ENRIQUECIDOS EN COLESTEROL ........cc.coovivmiveeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 65

2.2 CAVEOLAS ..o e 70
2.3. MICRODOMINIOS ENRIQUECIDOS EN COLESTEROL Y ViA DE

SENALIZACION DE P2IRAS .......oioiieeeeeeeeeeeee e eeeeee e es st ens s s snsssen s 76

2.4. LIPID RAFTS ENRIQUECIDOS EN CERAMIDA .......c..ooouivioeieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeee s 78

3. INFLUENCIA DE FACTORES DIETETICOS .......oovmouieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeee oo 81

F. HIPOTESIS Y OBJETIVOS .....ooiiiiiiiriiiiesieessessie st sse s ess st 85




Indice

MATERIALES Y METODOS ..eceeveveeeeeeseeerensssssssnssssssssssssnssssssssssssnssssssssssnsassasesssssnssssssses 8T

A. ENSAYOS BIOLOGICOS .......oouoeeeeeeeeeeeeeeeeee s s ssessesseesessesssssesssssesesssssasesesassessassessennsnnenen 89
1. DISENO EXPERIMENTAL .....oooiiiiiieieceies e ensanen 89
2. ANIMALES: CARACTERISTICAS Y CONDICIONES AMBIENTALES .......cc.coooiviiieeeeeeeeeeeneens 91
3. DIETAS EXPERIMENTALES .......c.ooiiiiiieiieeeeesieee e es s es s 91
4. INDUCCION DE TUMORES MAMARIOS ........ooovieieeeeeeeeeeeceee e 94
5. EXPLORACIONES PERIODICAS, SACRIFICIO Y NECROPSIA.........c..ooovoieeieeeeeesreeereeeerersrenas 95
B. TECNICAS DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR .........coovviieeeeieeeeieeeeeeeeeeee e 97
1. AISLAMIENTO DE DOMINIOS DE MEMBRANA ...........ooovuiimieiieieeeeseessees s 98
2. CUANTIFICACION DE PROTEINAS ......oovmiiiiieeciieceeeeeee et 99
3. ANALISIS DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT ......oooviiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 100
4. EXTRACCION DE LIPIDOS ..ot nessesna e 101
5. DETERMINACION DE COLESTEROL EN FRACCIONES DE MEMBRANA DE
HIGADO ..ottt e e e enaerees 102
6. ANALISIS DE LIPIDOS POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA .......ccoovoivieeereeeeeeseeeereeeeen 102
7. ANALISIS DE ACIDOS GRASOS POR CROMATOGRAFIA DE GASES......c.ooviveieeeeeeeeeeeersnnnn 107
C. ANALISIS DE LOS DATOS .....ovuveieeeeeeeeieeee s sssssassassssssssassesesssessasssseassassennens 108
1. ENSAYOS BIOLOGICOS ......ooouoeeeeeeeeiee et sass s sesssensaneens 109
1.1. CARCINOGENESIS .....oooviiviiiiieeeeeeeeeee oo 109
1.2. ESTUDIO DE LA EVOLUCION PONDERAL Y LA MASA CORPORAL........cccoovverrinrriennnn, 109
2. BIOLOGIA MOLECULAR.........oooiieeeoeecevee e sen e s enas s s seseeenens 110
RESULTADOS ...ooooreeereerreeecseeeraeessseessssssssssssssssessassssasssasssssssssssssassssssssssssasessasssssssssssssssssasess 111
A. EVOLUCION PONDERAL, PATOLOGIA MAMARIA Y PARAMETROS DE LA
CARCINOGENESIS ......ooviiieeieeeeeeeee oo 113
1. EVOLUCION PONDERAL .......oooomivieeeeeeeeeeeee e s s saes s s s senne s sesna s neenesneneens 113
2. HISTOPATOLOGIA MAMARIA ......oooooeeieeeeeeeeeeeeee e 115
3. PARAMETROS DE LA CARCINOGENESIS .........oooviiieeeieeceeeeeeeeees e seeen 118
3.1. TIEMPO DE LATENCIA.........cooooiiiiieeeeeeeee oo nanes 118
32 INCIDENCIA .....coovimiiioeeeeeeeeee e 118
3.3. CONTENIDO TUMORAL TOTAL......oovvoeiieieeieeeeeeeeieeeeeseeeseeeeesee s eeeesessesse s sessesses e 119
3.4. VOLUMEN TUMORAL TOTAL ......oooiimiiieeeeeeeeeeeeeeeesee e eeee s ses e esa e sees s enannens 120
B. ESTANDARIZACION DE UN METODO DE AISLAMIENTO DE DOMINIOS DE
MEMBRANA EN HIGADO DE RATA Y VALIDACION EN ADENOCARCINOMAS
MAMARIOS EXPERIMENTALES .......oovvuiiiiieieieeeeeeesee e s s 122




Indice

C. CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION LIPIDICA DE LA MEMBRANA DE

LOS ADENOCARCINOMAS MAMARIOS EXPERIMENTALES ........ccccccooiiiiiiiiiiiinciinicicicceie e

1. COMPOSICION EN TIPOS DE LiPIDOS
2. COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS ......oovuieiieeeeeieeeeseeseeeesesseesess e
2.1. MEMBRANA TOTAL......ooooioioeereeieeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeseeeseeees oo ess oo eeoe e seseeessenees
2.2. MEMBRANA SOLUBLE ........ooooiiomiioioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeeseeeseeesee e seon s

D. EFECTO DE LOS LiPIDOS DELA DIETA EN LA COMPOSICION DE LA MEMBRANA DE LOS
ADENOCARCINOMAS MAMARIOS EXPERIMENTALES.......cccoooitiiiniineeieienieieneerenieeve e
1. EFECTO DE LOS LIPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA COMPOSICION PROTEICA........................
Lo L FLOTT ottt sttt ettt s bbbt et et ee s b a e ebeeaeean e eaennenae
L2 CAV T ettt ettt ettt h e et ettt s bt et ettt eaenaen

2. EFECTO DE LOS LiPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA COMPOSICION LIPIDICA ............ccc..........
2.1. CAMBIOS EN LA COMPOSICION DE LOS DIFERENTES TIPOS DE LIPIDOS........................
2.1.1. MEMBRANA TOTAL......ooovivieeieeeoeeeeeeeeeeeseee e eeee s eeeee e

2.1.2. MEMBRANA SOLUBLE .......co.oviiiomioeeeeeeseeeeeeeeee e see s

2B LIPID RAFTS .o ee e

214, CAVEOLAS ..o

2.2. CAMBIOS EN LA COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS ......ooooviieveiereereeeseeieseeses s
2.2.1. MEMBRANA TOTAL......coooomiomoeeeeeeeeeoeeeeesees e neee s sessen e

2.2.2. MEMBRANA SOLUBLE ........co.ooouiiiiiiieeeeeeeeeeee e

2.3 CAMBIOS EN LOS NIVELES DE LA PROTEINA PRO-APOPTOTICA CD95 ........occvvevrrnne.

3. ASOCIACION ENTRE PARAMETROS CLINICOS, BIOQIMICOS Y MOLECULARES .................
3.1. NIVELES DE LOS PRINCIPALES LIPIDOS FORMADORES DE CHOL-RAFTS
(COL Y SM) Y CAV 1 oot
3.2. NIVELES DE LOS PRINCIPALES LIPIDOS FORMADORES DE CHOL-RAFTS
(COL Y SM) Y DEL PRINCIPAL LIPIDO FORMADOR DE CER-RAFTS (CER) .......cccoevue.....
3.3. NIVELES DE ACIDOS GRASOS, Y LIPIDOS Y PROTEINAS FORMADORES DE
MICRODOMINIOS DE MEMBRANA .........oooiiiiieieieeoeeeeeeeeeeeeeeeeee s ses s
3.3.1. NIVELES DE SFA EN MEMBRANA TOTAL Y LiPIDOS
FORMADORES DE CHOL-RAFTS .......ooovoeeoeeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeee e
3.3.2. NIVELES DE SFA EN MEMBRANA TOTAL Y CAV 1 ....coouiiiiiiieeeeeeeeeveeeeeeeee .
3.3.3. NIVELES DE MUFA EN MEMBRANA TOTAL Y LiPIDOS
FORMADORES DE CHOL-RAFTS........oooooeeeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeee e
3.3.4. NIVELES DE MUFA EN MEMBRANA TOTAL Y CAV 1 ...oooiviiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e,
3.3.5. NIVELES DE PUFA EN MEMBRANA TOTAL Y LiPIDOS
FORMADORES DE CHOL-RAFTS .......ooooooeeeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeve e
3.3.6. NIVELES DE PUFA EN MEMBRANA TOTAL Y CAV1 ...oovoimiiieieeeeeeoeeeeeeeeee e,
3.4. NIVELES DE LA PROTEINA PRO-APOPTOTICA CD95, CERAMIDA Y ACIDOS



Indice

3.4.1. NIVELES DE CD95 EN MEMBRANA TOTAL Y CERAMIDA EN LR..............c.........
3.4.2. NIVELES DE CD95 Y SFA EN MEMBRANA TOTAL .......ccccociiiiiiiiiniiiccie
3.4.3. NIVELES DE CD95 Y MUFA EN MEMBRANA TOTAL .....ccccoecteciiiiiiniinieieeeene
3.4.4. NIVELES DE CD95 Y PUFA EN MEMBRANA TOTAL .....ccccociniiiiieiinciencee e

3.5. RATIO SM/CER, INDICADOR DE LA FORMACION DE PLATAFORMAS DE

CERAMIDA, CAV1 Y ACIDOS GRASOS ......ooviveeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e seesese s eneeneeen
3.5.1. RATIO CER/SM EN LR Y CAV 1 ..ooomiiiiieieeeeeees e
3.5.2. RATIO CER/SM EN LR Y SFA EN MEMBRANA TOTAL ......co.ovvvneneeeeeeeseeeen.
3.5.3. RATIO CER/SM EN LR Y MUFA EN MEMBRANA TOTAL ........ccocovvvvvereresrreennn.
3.5.4. RATIO CER/SM EN LR Y PUFA EN MEMBRANA TOTAL........c.covoveiveeierrrereene.

3.6. GRADO DE MALIGNIDAD TUMORAL, NIVELES DE CAV1 Y DE ACIDOS

3.6.4. GRADO TUMORAL Y NIVELES DE PUFA EN MEMBRANA TOTAL...................

3.7 ACTIVIDAD DE P21RAS, LIPIDOS PRINCIPALES FORMADORES DE CHOL-RAFTS,

CAV1Y ACIDOS GRASOS DE MEMBRANA TOTAL.......cooivuieeiereeeeeeeeeeeeeseesresseneeens,

3.7.1. NIVELES DE P21RAS-GTP, E INDICE DE ACTIVACION DE P21RAS,

Y NIVELES DE LIPIDOS FORMADORES DE CHOL-RAFTS ........ocvvevveveeerrerenn.

3.7.2. NIVELES DE P21RAS-GTP, E INDICE DE ACTIVACION DE P21RAS,

Y NIVELES DE CAV ..ot

3.7.3. NIVELES DE P21RAS-GTP, E INDICE DE ACTIVACION DE P21RAS,

Y NIVELES DE SFA EN MEMBRANA TOTAL .......ccociiiiiiiiiiiciiiiicvcce

3.7.4. NIVELES DE P21RAS-GTP, E INDICE DE ACTIVACION DE P21RAS,

Y NIVELES DE ACIDO PALMITICO EN MEMBRANA TOTAL ......cc.coovvvererrernann.

3.7.5. NIVELES DE P21RAS-GTP E INDICE DE ACTIVACION DE P21RAS

Y NIVELES DE MUFA EN MEMBRANA TOTAL.....c.ccceoinininieiiicieie e

3.7.6. NIVELES DE P21RAS-GTP, E INDICE DE ACTIVACION DE P21RAS,

Y NIVELES DE MUFA EN MEMBRANA TOTAL .......cccccoiiiiiiiiiiiiiiiiciee

DISCUSION ..eeveveeeeeeeresesesesessssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssnsssnssssns

A. EVOLUCION PONDERAL, CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS Y

PARAMETROS DE LA CARCINOGENESIS ........ooiviimieeieeieeieeeeesieesessee e
1. EVOLUCION PONDERAL ........ccouiiiiiieeieeeeteesees e es e
2. HISTOPATOLOGIA MAMARIA ......ooooomioeeieeeeieeee e
3. PARAMETROS DE LA CARCINOGENESIS ........oooiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeesees s eeeee s




Indice

B. ESTANDARIZACION DE UN METODO DE AISLAMIENTO DE DOMINIOS DE
MEMBRANA EN HIGADO DE RATA Y SU VALIDACION EN
ADEONCARCINOMAS MAMARIOS EXPERIMENTALES.......ccccoceitiiimininecieienieiene e 188

C. CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION LIPIDICA DE LA MEMBRANA DE

LOS ADENOCARCINOMAS MAMARIOS EXPERIMENTALES .....coovovmieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e seeeseeeeeenn 191
D. EFECTO DE LOS LiPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA COMPOSICION DE LA
MEMBRANA DE LOS ADENOCARCINOMAS MAMARIOS EXPERIMENTALES .....oovovooeeeeeeea. 197
1. EFECTO DE LOS LIPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA COMPOSICION
PROTEICA ..o e e e e e e e e e e e e e e e e e s s e e s e s e ee s 197
2. EFECTO DE LOS LIPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA COMPOSICION
LIPIDICA ettt ettt eeeee et eeeeee e et e e e e e eeeeeee s et e e eaesseneeeeeeeeseseseeeeeneseaes 199
2.1. CAMBIOS EN LA COMPOSICION DE TIPOS DE LIPIDOS ....evveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 199
2.2. CAMBIOS EN LA COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS ...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e seseeee e 203
3. ASOCIACION ENTRE PARAMETROS CLINICOS, BIOQUIMICOS Y
IMOLECULARES ...+ e e e et e s e e e e e e e s e e ee e ses e s eeee s e s s sesees 209
E. BALANCE INTEGRADO DE LOS RESULTADOS ...t eeeeee et eeeeeeeeeeseseeeeseeeeeeseeeeeeseeeeseseneesenens 211
CONCLUSITONES oueorreteeeerreeeecerreseeccsseseescssessessssssssssssassssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssses 219
BIBLIOGRAFIA aeoeeeeeeeeeeeeeeeeeesesssesesessssssssessssssassssssssssssssssssssssnsasssssssssssssssssssssnsnsssssnens 225







Indice de figuras

INDICE DE FIGURAS

Figura 1:
Figura 2:
Figura 3:
Figura 4:
Figura 5:
Figura 6:

Figura 7:
Figura 8:
Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:

Figura 12:

Figura 13:

Figura 14:

Figura 15:

Figura 16:

Figura 17:

Figura 18:

Figura 19:

Figura 20:

Figura 21:

Figura 22:

Figura 23:

Figura 24:

Estructuras epiteliales de la glandula mamaria.............cccoooviriiiiinieniee e 23
Topografia de la glandula mamaria de Tata ...........cceeveeriiiiiirieeie et e eeens 25
Tasas de incidencia por paises de cancer de mama en MUJETES. ......eecveevverrereereerreereeeeeerenseenseeneeens 26
Molécula del carcindgeno 7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA).........ccvvieiieniieniieiieieeieieins 57
Disposicion del colesterol en las membranas DiolOZICAS ......cccueerrvierruieriiieerie e eiee e e e e 66

Modificaciones post-traduccionales de Flotilina-1 y Flotilina-2 y su anclaje a

TTICITIDTAIIA ...vtetiuteitetenteie et eat ettt e s b et eb et eb e e st e st e b e st sh e bt ebe et em b et she et e ebeebeentem b et sbeebeebeese et eneentenaens 69
Dominios y union de Caveolina-1 a la membrana plasmatica ..........coceevereevenienenineienieieneiennens 73
Esquema del papel dual de Caveolina-1 a lo largo del proceso tumoral............ccccceeveininiiniencenenns 75
Funcioén de los diferentes miembros de la familia Cavin..........coceeieiiininiinieiiencecceecceee 76
DiSETI0 EXPETIMENTAL .....eevviieiiieiiieeieeetee et et eete e et e eteesteeesbeessbeesbeesseeasseesnseessseessseaansessnsesenseennses 89
Exploraciones periddicas de 10S animales..........cceeecvieeieeiieeeiieniiieseesieessieeeiee e e eveeeveesereeenseeeens 96
Proceso de aislamiento de fracciones de MEmMDbIana ...........c.cooeeueverinirieeeieiene et 99

Imagen representativa de las rectas de regresion obtenidas para cuantificar los
lipidOs de MEMDIANA ......eoitieiieieeie ettt sttt ettt e esee st et en e e s e enseesseesaeseeenseenseenneenes 104
Evolucion (A) y coeficiente de variacion (B) ponderales ..........ccooceeveevenienieeneeneniecieee e 114
Andlisis del grado de malignidad de los adenocarcinomas mamarios
experimentales mediante la escala Scarff-Bloom-Richardson adaptada a la rata
(A y B) e imagenes histopatologicas representativas (C) ....ccoceeveereeriineinienieneeneene e see 117
Pardmetros de 1a CarcinOZENESIS .....oc.eeruieiieiiiiirie ettt e 121
Analisis por Western Blot de los marcadores de membrana soluble Receptor de
Transferrina y Na+t/K+ATPASa 0] .....ocveviieiiieiieiiciecee ettt 123
Caracterizacion del contenido en proteinas totales de las fracciones de
MemMbrana en NIZAAO .......oovieiiieie et s et eseenneenes 124
Caracterizacion de la expresion de proteinas marcadoras de las fracciones de
MEMDBIANa €N NIAAO ... .eoiuiiiiiiieiieeit ettt ettt e e et e e b e e ssbeeesbeessbeeenneesaseensneenes 124

Caracterizacion del contenido en colesterol de las fracciones de membrana en

Caracterizacion del contenido en proteinas totales de las fracciones de membrana

de los adenocarcinomas mamarios en los diferentes grupos experimentales ............cccceveereennnne. 126
Caracterizacion de la expresion de proteinas especificas de dominios de

membrana de los adenocarcinomas mamarios en los diferentes grupos

EXPETIMEINIEALES ...iiiuiiieiiiiiieieiieie ettt et et e e et e e steeetteestbeeesteessbeesseeessseessseesnsaessseensaessseessseansseenes 127
Contenido en colesterol (A) y esfingomielina (B) de las fracciones de

membrana de 10s adenocarcinomas MAMATIOS .......c..ueieererriieieeieeientterteesteente e e steesbeeseeenaeenaeeneeenes 128
Caracterizacion del contenido lipidico de membrana total y sus dominios en

adenocarcinomas mamarios de los diferentes grupos experimentales ...........ccocceecvevieriereeneenenne 129



Figura 25:

Figura 26:

Figura 27:

Figura 28:

Figura 29:

Figura 30:

Figura 31:

Figura 32:

Figura 33:

Figura 34:

Figura 35:

Figura 36:

Figura 37:

Figura 38:

Figura 39:

Figura 40:

Figura 41:

Indice de figuras

Contenido lipidico de los diferentes dominios de membrana de los
adenocarcinomas mamarios en los diferentes grupos experimentales ..........ccccevvevevevieeiienvenieennns
Caracterizacion del contenido en 4cidos grasos de membrana total en
adenocarcinomas mamarios de los diferentes grupos experimentales ..........c.ccoeceevereeeniienieneenn.
Caracterizacion del contenido en 4cidos grasos saturados (SFA),
monoinsaturados (MUFA) y poliinsaturados (PUFA) de membrana total en
adenocarcinomas mamarios de los diferentes grupos experimentales ............cccevvvevvrecieecienvesieennens
Caracterizacion del contenido en acidos grasos de membrana soluble en
adenocarcinomas mamarios de los diferentes grupos experimentales ............cccoevveveiecienieneennennnns
Caracterizacion del contenido en 4acidos grasos saturados (SFA),
monoinsaturados (MUFA) y poliinsaturados (PUFA) en membrana soluble de
adenocarcinomas mamarios de los diferentes grupos experimentales ...........cceevveevvieneeenieeniveennee.
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la expresion de Flotl en Lipid Rafts de
adenocarcinomas mamarios €XpPerimentales ..........cceevuirviriirieniereese e see e e e see e e seee e eneeeneeas
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la expresion de Cavl en caveolas en
adenocarcinomas mamarios €Xperimentales ..........ccoovieviriirierieneee e eeenee s
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion lipidica de membrana
total en adenocarcinomas mamarios €XPEeriMENtAlES ........c..cecvverevieeieeruieereeenieeerieeerreeesreeereeeaeennns
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion lipidica de membrana
soluble en adenocarcinomas mamarios eXperimentales ..........cccveeeviiereerciieeiieniieeeeeieeereesveeeaeeas
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion lipidica de Lipid Rafts de
adenocarcinomas mamarios €XpPerimentales ..........cceevieviriirieriereese e se e e e e
Efecto de los lipidos de la dieta sobre el contenido en lipidos formadores de
Chol-Rafts, colesterol y esfingomielina, en adenocarcinomas mamarios
T 4 01 01 1S) 11721 L1 PSSP
Efecto de los lipidos de la dieta en la ratio ceramida/esfingomielina de Lipid
Rafts en adenocarcinomas mamarios eXperimentales .........c.cecveerueerieeriieeniieeiireeeeeeseeeneeesseenneens
Distribucion en intervalos de los resultados obtenidos en el analisis de la
composicion de Lipid Rafts en adenocarcinomas mamarios experimentales...........ccccoceeverereeenne.
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion lipidica de caveolas en
adenocarcinomas mamarios €XpPerimentales ..........cceevirvirierieriereee e seeesee e
Efecto de los lipidos de la dieta sobre el contenido en acidos grasos de
membrana total en adenocarcinomas mamarios eXperimentales...........c.veevvverevreereeeriiesceenseenseennns
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composiciéon de &acidos grasos
saturados en membrana total de adenocarcinomas mamarios experimentales............c.ccecvvercvrennnenn.
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion de acidos grasos
monoinsaturados de membrana total en adenocarcinomas mamarios

T 1S 001 1S) 11721 1 PSPPSR



Figura 42:

Figura 43:

Figura 44:

Figura 45:

Figura 46:

Figura 47:

Figura 48:

Figura 49:

Figura 50:

Figura 51:

Figura 52:

Figura 53:
Figura 54:

Indice de figuras

Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en acidos grasos
poliinsaturados de membrana total en adenocarcinomas mamarios
EXPETIMEIIEALES ....eivieiiiieiteieiie ettt ettt e et estte e sete e ettt estbeesbe e sbeessse e ssaennseeassaeasseessseensseessseensseenes 157
Ratio 4cido linoleico/acido oleico en membrana total en adenocarcinomas
MAMALi0S EXPETIMENTALES ....uvieiiieiiiieiieeieeeteerie ettt et be et e s teeebessbeeesseesssaesseeesssaessseessseensseenns 157
Efecto de los lipidos de la dieta sobre el contenido en acidos grasos de
membrana soluble en adenocarcinomas mamarios experimentales ............cocceeeeeveriervereereenenns 158
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en acidos grasos
saturados de membrana soluble en adenocarcinomas mamarios experimentales ............c.c.cceevenen. 160
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en acidos grasos
monoinsaturados de membrana soluble en adenocarcinomas mamarios
EXPETIMEIIEALES ....eevvieiiieietieie ettt et e e e et eeette e sbeeetaee st beesseessseessseesseesseesnsaeassesssseanssessssesnsseenes 161
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en acidos grasos
poliinsaturados de membrana soluble en adenocarcinomas mamarios
10 01T 10 1S) 1121 PSSR 163
Ratio acido linoleico/acido oleico en membrana soluble en adenocarcinomas
MAaMArios €XPErIMENTALES ........ccuieiiirieeieiietiere ettt ettt et eebe e seesbessaessaesseesseenneenns 164
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la expresion de CD95 en membrana total
en adenocarcinomas mamarios €XPerimeNtales ..........cccuveiueerieeriieeriieeiieerireesieeeaeesveesreessseensreenns 165
Efecto del aceite de oliva virgen extra (A) y del aceite de maiz (B) sobre el
contenido en Cavl y la formacion de caveolas..........c.ccoviiiiiiiiiinieneereeseee e .199
Efecto del aceite de oliva virgen extra (A) y del aceite de maiz (B) sobre la
formacion de diferentes tipos de Rafts y sobre las vias de sefializacion celular
ASOCTAAS ..ttt ettt b bttt st b b et b st sttt h e s b bt eb e et ebe bbbt eaeebeene 202
Incorporacion de MUFA n-9 y PUFA n-6 por efecto del aceite de oliva virgen
extra (A) y del aceite de maiz (B), respectivamente, en diferentes dominios de
1@ MEMDBIANA ...ttt ettt et et et eat e sh e et et e sttt ebeesaeenae 205
Mecanismo de accion postulado para la dieta rica en aceite de MaizZ ......ccccveeeeiieecieiicieeeieeiieeeeee 215

Mecanismo de accion postulado para la dieta rica en aceite de oliva virgen






iNDICE DE TABLAS
Tabla 1:  Composicion cuantitativa de las dietas experimentales (g/100 g dieta).........cccccvevvvecereciinieenvenieennen.
Tabla2: Composicion en acidos grasos de los aceites utilizados en las diferentes dietas

Tabla 3:
Tabla 4:

Tabla S:
Tabla 6:
Tabla 7:
Tabla 8:
Tabla 9:

Tabla 10:

Tabla 11:

Tabla 12:

Tabla 13:

Tabla 14:
Tabla 15:

Tabla 16:

Tabla 17:

Tabla 18:

Tabla 19:

Tabla 20:

Tabla 21:

Tabla 22:

Indice de tablas

experimentales determinada por cromatografia de gases..........cccuecerererininerinnieiee s

Anticuerpos utilizados y condiciones de los ensayos Western Blot.............cccoeeeeioencinceenccnncne.
Recta estandar utilizada para cuantificar los lipidos separados por
cromatografia €N CaPaA fINA.......cccuieiiiiiiieiie e s te e eae e sbe e eaaeestbeennreenns
Solventes utilizados en la cromatografia en capa fina ...........cecvverieeiiiiiieeniieneeee e
Condiciones de temperatura cromatOgIrafiCa..........ccoverierierieiieieeieete ettt see e e see e eens
Acidos grasos analizados €n €l @StUAIO ............co.oveviveeviveveeeeeeeeeeeeee oo
Estudio de la evolucion ponderal.............ccuecuieiirieiieiieieeieee ettt st es e ens
Patologia MAMATIA .......ocuiiiieiieie ettt e et e et et e st e teebeenseensesssesneenneenseenseenes
Caracteristicas histopatologicas de los adenocarcinomas de los diferentes
SIUPOS EXPEITMEINTALES ..ottt ettt ettt et et e be e be st b esbeesbeenaeenaeeeeenee
Analisis del tiempo medio de latencia de los adenocarcinomas de los diferentes
SIUPOS EXPEITMENTALES ...eeueiiniieiiiiiietiete ettt ettt ettt et et e bt et st b e sbeesbeenbeenaeeaeenee
Estudio temporal y en el sacrificio de la incidencia de adenocarcinomas
MAaMArios €XPErIMENTALES ........ccuiiiiieieeieiieiiee ettt ettt et e e te e bestbessaessaesneesseenneenns
Estudio temporal del contenido tumoral ............cccveiieiiiriiniee e
Estudio temporal del volumen tumoral total............c.eevciiiiiiiiiieiiieieeieere e
Analisis estadistico de las diferencias en el contenido lipidico de membrana
total y sus dominios en adenocarcinomas mamarios en los diferentes grupos
EXPETIMEIIEALES ....eiviieiiieiiiieeiie ettt et e eteeette e ste e ettt e st beetbeessbe e sseesseensseeansaeassesssseeanseessseensseenes
Analisis estadistico de las diferencias en el contenido en acidos grasos de la
membrana total en adenocarcinomas mamarios en los diferentes grupos
10 0151 10 1S) 1121 PSSP
Analisis estadistico de las diferencias en el contenido en acidos grasos de la
membrana soluble en adenocarcinomas mamarios en los diferentes grupos
EXPETIMEIIEALES ....eiviieiiieiitieeie ettt et te e ete e et e e steeetaeestbeesbeessbaessse e ssaensseesnsaeasseessseenssesssseensseenes
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion lipidica de membrana
total en adenocarcinomas mamarios eXPerimeNntales .........c.eecueerereeriueeriieenieeenieeneeesreessreesreesaee e
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion lipidica de membrana
soluble en adenocarcinomas mamarios eXperimentales...........cccueevereererrieerienieneeeeese e ee e eeees
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion lipidica de Lipid Rafts en
adenocarcinomas mamarios €XpPerimentales ..........cccvivierieririureieeiieieeeeeee e e e e e seeesee e e
Distribucion en intervalos de los resultados obtenidos en el andlisis de la
composicion de Lipid Rafts en adenocarcinomas mamarios experimentales.............ccveeeveerveennenns
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion lipidica de caveolas en

adenocarcinomas mamarios €XpPerimMentales ..........cccuvrierieririuiiiieiieieeiteieeie e e e e e seeesee e e



Tabla 23:

Tabla 24:

Tabla 25:

Tabla 26:

Tabla 27:

Tabla 28:

Tabla 29:

Tabla 30:

Tabla 31:
Tabla 32:
Tabla 33:

Tabla 34:
Tabla 35:

Tabla 36:
Tabla 37:

Tabla 38:
Tabla 39:

Tabla 40:
Tabla 41:
Tabla 42:
Tabla 43:
Tabla 44:

Indice de tablas

Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en los diferentes acidos
grasos saturados de membrana total en adenocarcinomas mamarios
1040152111153 11721 (o SRS 153
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en los diferentes acidos
grasos monoinsaturados de membrana total en adenocarcinomas mamarios
104052111153 11721 (o SRR 155
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion de PUFA n-6 de
membrana total en adenocarcinomas mamarios exXperimentales............ccveevveeeerierieneeeeeceenee e 156
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en los diferentes acidos
grasos poliinsaturados de membrana total en adenocarcinomas mamarios
104052111153 1171 (o SRS 156
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en los diferentes acidos
grasos saturados de membrana soluble en adenocarcinomas mamarios
1 4 1S 001 1S) 11721 L1 PSPPSR 159
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en los diferentes acidos
grasos monoinsaturados de membrana soluble de adenocarcinomas mamarios
1 1S 001 1S) 11721 L1 TSP 161
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion de PUFA n-6 de
membrana soluble de adenocarcinomas mamarios eXperimentales ...........ccceeeveeveeecivenieenseesseennns 162
Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en los diferentes acidos

grasos poliinsaturados de membrana soluble de adenocarcinomas mamarios

T {01 001 1S) 11721 1 PSSP 163
Correlacion entre los niveles de Col (A) o Col y SM (B) y los niveles de Cavl ........ccoecveeeveernnne. 166
Correlacion entre los niveles de Col (A) o Col y SM (B) y los niveles de Cer.........ccccvveveeeveernnen. 166
Correlacion entre los niveles de SFA de membrana total y Col (A) o Col y SM

(02 1SRRI 167
Correlacion entre los niveles de SFA de membrana total y Cav] ......occeeeviieniieiieeciieeieeeie e, 167

Correlacion entre los niveles de CD95 en membrana total y los niveles de Cer

(A) F COIISM (B) -ttt ettt ettt etttk a e eb e at e e et e besheebeebeeme e e eneeatenseeteeneeneeneenean 170
Correlacion entre los niveles de CD95 y SFA en membrana total..........c.cceeeveerieeecieeiieeeieesne e, 170
Correlacion entre los niveles de CD95 y MUFA en membrana total............ccoocvevveeeieiinieneeneeenenn 170
Correlacion entre los niveles de CD95 y PUFA en membrana total ...........cccevveviiiiniieieniieieenene 171
Correlacion entre 1a ratio Cer/SM en LR ¥ Cavl....ccciiiiiiieiiieiieie e 171
Correlacion entre la ratio Cer/SM de en LR y SFA en membrana total...........cccccceevveiieienvenieennen. 172



Tabla 45:

Tabla 46:

Tabla 47:

Tabla 48:

Tabla 49:

Tabla 50:

Tabla 51:

Tabla 52:

Tabla 53:

Tabla 54:

Tabla 55:

Tabla 56:

Indice de tablas

Correlacion entre la ratio Cer/SM en LR y MUFA en membrana total ........c..ccceeevenenieenncnennnn. 172
Correlacion entre la ratio Cer/SM en LR y PUFA en membrana total ...........cocceevevienieneeneeenne, 172
Correlacion entre el grado tumoral (SBR11) y los niveles de Cavl ........ooceevevninienieniencnncee, 173

Correlacion entre el grado tumoral (SBR11) y los niveles de SFA en membrana

Correlacion entre el grado tumoral (SBR11) y los niveles de MUFA en
MEMDTANG TOTAL ...eiutiitiiiitiiiiiit ettt sttt be ettt sae bbbt se e e 174
Correlacion entre el grado tumoral (SBR11) y los niveles de PUFA en
MEMDTANG TOTAL ..c.eiuiiiiiiitiiiiitt ettt sttt et ettt s bt st eb et e 174
Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y Col (A) o indice de activacion
AE P2TRAS Y COL (B) 1ouviiiiiieiiieieee ettt ettt ete st e ettt e st e e be e sbe e beessbaeesseessbeannsessssesnsneenes 175
Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y Cav1(A) o indice de activacion
AE P2TRAS Y CAVI (B).utiiiiiiieiiiiiiieciit ettt ettt ettt ettt et te et e e st eesasaessseesssaesssaesseeesnsaeensesssseensseenes 175
Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y SFA en membrana total (A) o
indice de activacion de p21Ras y SFA en membrana total (B)........cccoovvverieiinininineiniciencen 176
Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y acido palmitico en membrana

total (A) o indice de activacion de p21Ras y acido palmitico en membrana total

Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y MUFA en membrana total (A)
o indice de activacion de p21Ras y MUFA en membrana total (B)........ccccceevevnenieniiniincinceee 177
Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y PUFA en membrana total (A) o
indice de activacion de p21Ras y PUFA en membrana total (B)........ccccoveoeevieiiincnininicciccc, 178






Indice de figuras del anexo

INDICE DE FIGURAS DEL ANEXO

Anexo Figura 1: Asociacion entre parametros clinicos, bioquimicos y moleculares...........c.ccocevvereneenennenenne. 255
I: Correlacion entre los niveles de colesterol y los niveles de Cavl ........cocooeeiieiiiiiiieiienieenns 255
II: Correlacion entre los niveles de colesterol y esfingomielina y los niveles de

(07T OO SUPRUSRRST 255
111: Correlacion entre los niveles de colesterol y los niveles de ceramida..........cccoeeveeeveieriveniienns 255
1v: Correlacion entre los niveles de colesterol y esfingomielina y los niveles de

COTATNIAR ...ttt bbbt b ettt et bt eb e eb e s e et e bttt s bt s bt e bt entenbe e enen 256
V: Correlacion entre los niveles de SFA de membrana total y colesterol ..........ccevvevvveiiriveerennens 256
VI: Correlacion entre los niveles de SFA de membrana total y colesterol y

ESTINZOMICTING ...ttt ettt et e e tbeesbe e srbeeesbeessbeessaeessseansseenes 256
VII: Correlacion entre los niveles de SFA de membrana total y Cavl ......coccevvciieeceiiiiienieciieeeieee 257
VIII: Correlacion entre los niveles de MUFA de membrana total y colesterol ..........cccvevevverviennenns 257
IX: Correlacion entre los niveles de MUFA de membrana total y colesterol y

ESTINGOMUICTING .....eoeiiiie ettt et ettt et e atesaaessaesaeenseenseenseeneesssenssenseans 257
X: Correlacion entre los niveles de MUFA de membrana total y Cavl ........ccceeeveviveciiececieniee, 258
XI: Correlacion entre los niveles de PUFA de membrana total y colesterol ...........ccoecveeeeeienivennns 258
XII: Correlacion entre los niveles de PUFA de membrana total y colesterol y

ESTINGOMICTING ...t et st sttt saee e nbens 258
XIIT: Correlacion entre los niveles de PUFA de membrana total y Cavl.........coocoeviiiiiiiiiiniincenen, 259
XIV: Correlacion entre los niveles de CD95 en membrana total y ceramida........cc.ccoeeeeeveieieniencens 259
XV: Correlacion entre los niveles de CD95 en membrana total y la ratio Cer/SM...........ccoecveuvennene 259
XVI: Correlacion entre los niveles de CD95 de membrana total y SFA de

MEMDTANG TOTAL ....etiitiitieit ittt ettt sttt ettt sttt et ea et nen 260
XVII: Correlacion entre los niveles de CD95 de membrana total y MUFA de

MEMDBIANA TOLAL ....eouti ittt ettt ettt b e e sb et et et she e nbeens 260
XVIII:  Correlacion entre los niveles de CD95 de membrana total y PUFA de

MEMDBIANA TOLAL ....eouii ittt et b e bbbt e nbeens 260
XIX: Correlacion entre 1a ratio Cer/SM en LR ¥ Cavl ......oociieieiiiiieiieiiciece e 261
XX: Correlacion entre la ratio Cer/SM en LR y SFA de membrana total..........ccccceevveevieiieiieniennns 261
XXI: Correlacion entre la ratio Cer/SM en LR y MUFA de membrana total............cccoocvveeeiienienenns 261
XXII: Correlacion entre la ratio Cer/SM en LR y PUFA de membrana total...........ccoccoeeveienvenrennns 262
XXIII:  Corelacion entre el grado tumoral (SBR11) y Cav]......coouiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeceeeeene 262
XXIV:  Correlacion entre el grado tumoral (SBR11) SFA de membrana total ..........ccocceeviniinieniennnen. 262
XXV: Correlacion entre el grado tumoral (SBR11) y MUFA de membrana total.............cccoeceeeennees 263
XXVI:  Correlacion entre el grado tumoral (SBR11) y PUFA de membrana total ...........c.occceeevveennnenne. 263
XXVII: Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y colesterol ..........oocvveereieioieiienieiieie e 263
XXVIII: Correlacion entre el indice de activacion de p21Ras y colesterol .........oovvvververiieiieceescieniieienne 264
XXIX:  Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y Cavl ......cccoevieiiieiieeiiiieciee e 264



XXXI:
XXXII:

XXXIII:

XXXIV:

XXXV:
XXXVI:

XXXVII:

Indice de figuras del anexo

Correlacion entre el indice de activacion de p21Ras y Cavl......coccovveciieciieienieieiieeeee e 264
Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP SFA de membrana total ...........ccceceeveiencncnncne 265

Correlacion entre el indice de activacion de p21Ras y SFA de membrana

Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y 4acido palmitico de
MEMDBIANGA TOTAL ...ttt ettt ettt at st sttt et et eae 265
Correlacion entre el indice de activacion de p21Ras y acido palmitico de
MEMDBTANA TOLAL ....eiuiiutitiiiiiiiie ettt sttt sttt ettt sb et et eneen 266
Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y MUFA de membrana total ...........ccccocevenenneee 266

Correlacion entre el indice de activacion de p21Ras y MUFA de membrana

Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP de membrana y PUFA de

J101S30010) Vo b: I 1] 72 EOU OSSR RRRN 267

XXXVIII: Correlacion entre el indice de activacion de p21Ras y PUFA de membrana

Anexo Figura 2: Imagen representativa del cromatograma obtenido en el analisis del

contenido en 4cidos grasos €N LR.......c.cooiiiiiiiiiiiii e 268

10



Abreviaturas

ABREVIATURAS

C Grupo control de dieta normolipidica

M Grupo de dieta hiperlipidica de aceite de maiz

o Grupo de dieta hiperlipidica de aceite de oliva virgen extra
Dieta m3 Dieta experimental normolipidica

Dieta M20 Dieta experimental hiperlipidica de aceite de maiz

Dieta mO20 Dieta experimental hiperlipidica de aceite de oliva virgen extra
8-0x0-dG 7,8-dihydro-8-oxo-2'"-deoxyguanosine

ABs Yemas alverolares (4/veolar Buds)

BRCAI Breast Cancer 1

BRCA2 Breast Cancer 2

Cavl Caveolina-1

Cav2 Caveolina-2

Cav3 Caveolina-3

Cer Ceramida

Cer-Rafts Balsas lipidicas enriquecidas en ceramida

Chol-Rafts Balsas lipidicas enriquecidas en colesterol

Col Colesterol

COXs Ciclooxigenasas

CLA Acido linoleico conjugado

CSD Dominio de anclaje de caveolina (Caveolin Scaffolding Domain)
C-ter C-terminal

DAG Diacilglicerol

DHA Acido docosahexaenoico

DISC Death inducing signalling complex

DMBA 7,12-dimetilbenz(a)antraceno

DRMs Membranas resistentes a detergentes

EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico (Epidermal growth factor)
EHD2 Eps-15 Homology Domain-containing protein 2

EPA Acido eicosapentaenoico

FC Formiato de colesterol

FFA Acidos grasos libres (Free fatty acids)

FGFs Factores de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast growth factors)
Flotl Flotilina 1

Flot2 Flotilina 2

GnRH Hormona liberadora de gonadotropinas

GPI Glucosil fosfatidil inositol

GSH Glutation

GSTs Glutation S-transferasas

HVR Region hipervariable

LD Gotas lipidicas (Lipid Droplets)

ld liquid disordered

lo liquid ordered

LPC Lisofosfatidilcolina

LR Balsas lipidicas (Lipid Raffts)

MS Membrana soluble

MUFA Acidos grasos monoinsaturados

11



MURC
NATs
NOS

OEA

Pacsin2
PAHs
PC
PDFG
PE

PI
PHB
PKC
PLC
PPAR
PS
PTFR
PUFA

Rb
RE
ROS

SBRI11
SDPR
SFA
sg

SM
SOD
SPFH
SRBC
SREBP

TAG
TD
TEBs
TGFp
TyrK
UGTs
VEGF

XME

Abreviaturas

Muscle related coiled-coil protein
N-acetiltransferasas
Oxido nitrico sintasa

Oleiletanolamida

Protein kinase C and casein kinase substate in neurons protein 2
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (Polycyclic aromatic hydrocarbons)
Fosfatidilcolina

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (Platelet derived growth factor)
Fosfatidiletanolamina

Fosfatidilinositol

Dominio de homologia a prohibitina

Proteina quinasa C

Fosfolipasa C

Receptor activado por proliferadores de peroxisomas

Fosfatidilserina

Polymerase I and transcript release factor

Acidos grasos poliinsaturados

Retinoblastoma

Receptor hormonal de estrogenos

Especies oxigeno reactivas (Reactive oxygen species)
Receptor hormonal de progesterona

Escala Scarff-Bloom-Richardson adaptada a la rata
Serum deprivation response protein

Acidos grasos saturados

solid gel

Esfingomielina

Superdxido dismutasa

Stomatin prohibitin flotillin HfIK/C

Sdr-Related gene produc that binds to C-kinase
Sterol-regulatory element-binding protein

Triacilglicéridos

Ductos terminales

Yemas terminales (Terminal end buds)

Factor de crecimiento transformante B (Tranforming growth factor p)
Tirosina quinasa

Glucuronosiltransferasas

Factor de crecimiento endotelial vascular (Vascular endothelial growth factor)

Enzimas metabolizadoras de xenobidticos (xenobiotic metabolizing enzymes)

12



Resumen

Abstract







Resumen

El cancer de mama es el mas frecuente en las mujeres de todo el mundo. Ademas de
los factores genéticos, epigenéticos y hormonales, existen evidencias epidemiologicas y
experimentales de que los factores nutricionales tienen un papel en la etiologia y el desarrollo
de esta enfermedad. Los lipidos de la dieta se han relacionado directamente con el céncer,
fundamentalmente, el de mama. El grupo investigador ha contribuido al mejor conocimiento
de los efectos y de los mecanismos de accion de las dietas hiperlipidicas de aceite de maiz,
rico en acidos grasos poliinsaturados (PUFA) n-6, y de aceite de oliva virgen extra, rico en
acidos grasos monoinsaturados (MUFA) n-9 y diversos compuestos bioactivos, en el cancer
de mama experimental. El objetivo de este trabajo ha sido investigar si los efectos
moduladores diferenciales de estas dietas, estimulador y potencialmente protector
respectivamente, durante la promocién de la carcinogénesis mamaria podrian ejercerse
mediante cambios en la composicion de la membrana de las células tumorales. El trabajo se
soporta en el modelo experimental de cancer de mama inducido en la rata hembra Sprague-
Dawley con dimetil-benz(a)-antraceno (DMBA). Con el fin de aislar los distintos dominios de
la membrana, se puso a punto un método de obtencion de membranas resistentes a detergentes
(DRMs) en higado y, posteriormente, se valido en los adenocarcinomas mamarios
experimentales. A continuacion, se caracterizo el contenido lipidico de la membrana celular
tumoral para, finalmente, analizar los cambios inducidos por las diferentes dietas
experimentales en el contenido tanto proteico como lipidico de la membrana y sus dominios.
Los resultados mostraron que las membranas de las células tumorales mamarias son ricas en
colesterol y ceramida. Ademas los &cidos grasos mayoritarios son saturados (SFA), seguidos
de MUFA vy, finalmente, PUFA. Dicha composiciéon se vio modificada diferencial y
especificamente por efecto de los lipidos de la dieta. Asi, la dieta rica en aceite de maiz
enriquecié la membrana en PUFA n-6, concretamente la membrana soluble, a la vez que
aumento el contenido en colesterol, sugiriendo una mayor formacion de Chol-Rafts. Por otro
lado, la dieta rica en aceite de oliva aument6 los niveles de MUFA n-9 en dominios que no
correspondian a membrana soluble. Ademas, dicha dieta aument6 la ratio ceramida/
esfingomielina, sugiriendo una mayor formacion de Cer-Rafts, aumentd los niveles de la
proteina pro-apoptotica CD95 y disminuy6 los de Cavl en caveolas. Asimismo, ambas dietas
disminuyeron los niveles de acido palmitico, especialmente la dieta rica en aceite de oliva.
Estos resultados estuvieron de acuerdo con la mayor malignidad, clinica y morfoldgica, de los
tumores de los animales alimentados con la dieta de aceite de maiz y la menor agresividad de
los tumores del grupo de aceite de oliva. Ademas, estuvieron en linea con la disminucion de
los niveles de actividad de p21Ras, la down-regulation de la via Akt y la inducciéon de la
apoptosis previamente demostrada para la dieta de aceite de oliva.
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Abstract

Breast cancer is the most common malignancy among women all over the
World. Besides the genetic, epigenetic and hormonal factors, there is epidemiologic and
experimental evidence that nutritional factors have a role in the aetiology and the
development of this disease. The dietary lipids have been directly related with cancer, mainly
breast cancer. The research group has contributed to the better knowledge of the effects and
the mechanisms of action of the high corn oil diets, rich in polyunsaturated fatty acids
(PUFA) n-6, and the high extra virgin olive oil diets, rich in monounsaturated fatty acids
(MUFA) n-9 and several bioactive compounds, in the experimental breast cancer. The aim of
this work has been to investigate whether the differentially modulatory effects of these diets,
stimulatory and potentially protective respectively, on the promotion of mammary
carcinogenesis could be exerted by changes in tumour cell membrane composition. This work
is supported on the experimental breast cancer model induced in the female Sprague-Dawley
rat with 7,12-dimethylbenz(a)anthracene (DMBA). In order to isolate the different membrane
domains, a method for obtaining detergent resistant membranes (DRMs) was standardized in
rat liver and, subsequently, it was validated in experimental mammary adenocarcinomas.
Next, the lipid content of tumour cell membrane was characterized and, finally, possible
changes induced by the different experimental diets on the protein and lipid composition of
tumour cell membrane and its different domains were analyzed. The results showed that the
mammary tumour cell membranes are rich in cholesterol and ceramide. In addition, the major
fatty acids are saturated (SFA), followed by MUFA and, finally, PUFA. This composition
was differentially and specifically modified by the effect of dietary lipids. Thus, the high corn
oil diet enriched membrane in PUFA n-6, particularly the soluble membrane, besides
increasing the cholesterol content, suggesting a greater formation of Chol-Rafts. On the other
hand, the high olive oil diet increased the MUFA n-9 levels in domains different than soluble
membrane. In addition, this diet increased the sphingomyelin/ceramide ratio, suggesting an
increased formation of Cer-Raft, and the levels of the pro-apoptotic protein CD95, and
decreased the Cavl levels in caveolae. Likewise, both diets reduced the palmitic acid content,
specially the olive oil diet. These results were in agreement with the greater malignancy, both
clinical and morphological, of tumours from animals fed the high corn oil diet and the lower
aggressiveness of tumours from the olive oil diet group. Moreover, they were in accordance
with the decreased p21Ras activity, the down-regulation of the Akt pathway and the apoptosis
induction previously demonstrated for the high olive oil diet.
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A. DESARROLLO, ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA
GLANDULA MAMARIA

El desarrollo y la funcion de la glandula mamaria, ya sea humana o de rata, depende
de factores hormonales multiples y especificos que actuan directa o indirectamente sobre las
células diana, asi como de componentes de la matriz extracelular y de factores de crecimiento
producidos localmente. A continuacion se presentan las caracteristicas diferenciales del

desarrollo de la glandula mamaria humana y la de rata.

1. HUMANA

En humanos, la formacion de la estructura tubular de la glandula mamaria se inicia en
el tercer mes de embarazo a partir del ectodermo. En el recién nacido, dicha glandula consiste
en un sistema rudimentario ramificado de ductos que permanece en estado quiescente hasta la
pubertad ([583], [586], [1030], [2633]). Poco antes de la menarquia, y con el inicio de la
maduracion folicular en el ovario, el parénquima mamario empieza a desarrollar ductos
mamarios primarios y secundarios que terminaran en unas formaciones bulbosas o yemas
terminales. Con las primeras ovulaciones se inicia la segunda fase del desarrollo mamario
caracterizada por la formacion de los lobulillos. En ésta, las formaciones bulbosas dan lugar a
las yemas alveolares o ductulillos que se disponen alrededor de un ducto, constituyendo los
lobulillos tipo 1, que representan la unidad funcional basica de la mama humana o unidad
ductulo-lobulillar terminal (terminal ductal lobular unit o TDLU). A partir de esta estructura
primaria, se producird la transicion de forma gradual a estructuras mas diferenciadas, los
lobulillos tipo 2 y 3. La transicion de un tipo de lobulillo a otro implica la formaciéon de
nuevas yemas alveolares, un incremento en el tamafo de los lobulillos y una disminucién en

el tamafo de las yemas alveolares.

La diferenciacion de la mama como glandula lobulillar se completa después de la
menarquia, aunque prosigue a un ritmo que esté relacionado con la intensidad de los estimulos
hormonales durante cada ciclo menstrual y, en especial, durante el embarazo. En cada ciclo
menstrual, las estructuras glandulares sufriran, en primer lugar, una fase de crecimiento que
progresa durante la fase folicular y periovulatoria, alcanzando un maximo en la fase luteal, y a
continuaciéon se produce una rapida involucion. El balance entre la proliferacion y la

involucion en edades reproductivas tempranas favorece la proliferacion, existiendo un
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aumento del nimero de células en cada ciclo ovulatorio ([2631], [2633], [2638], [3123],
[3332]). Los cambios ciclicos en los niveles de estrogenos y progesterona ovaricos durante
cada ciclo menstrual y su accidn sinérgica son necesarios para el crecimiento armoénico de la
glandula mamaria ([2631], [4577]). Asimismo, interviene una compleja secuencia hormonal
en la que participan prolactina, insulina, cortisol, tiroxina, hormona del crecimiento y
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) ([583], [586], [1030], [2631], [2632], [2639],
[3332], [3334], [3372]). El tejido adiposo mamario también ejerce una influencia significativa
sobre el crecimiento y el desarrollo del epitelio glandular, de modo que es necesaria la
interaccion entre ambos tejidos para que se produzca la morfogénesis normal mamaria ([895],

[2633]).

La mama humana adulta normal consta de 15-25 ductos galactoforos que drenan los
l6bulos mamarios, constituidos, a su vez, por numerosos lobulillos. Los lobulillos constan de
un ducto terminal intralobulillar y multiples ductulillos rodeados por tejido conectivo intra y
perilobulillar. Los ductos galactdéforos nacen en el pezén y se ramifican en conductos mas
delgados que conducen hasta los lobulillos. Durante el embarazo se produce la expansion
plena del sistema lobulilloalveolar, necesaria para la secrecion de leche, alcanzando el estado
de maxima diferenciacion de la glandula mamaria, representado por los lobulillos tipo 4, los
cuales presentan capacidad secretora ([453], [583], [1030], [2631], [2632], [2636], [2637],
[3503]). Cuando cesa la lactancia, la glandula mamaria interrumpe rapidamente su actividad
secretora y sufre una fase de regresion rapida. En el epitelio alveolar se desarrolla una
importante actividad autofagica y lisosomal que elimina los restos celulares. La mayoria de
lobulillos tipo 4 regresan, retornando a lobulillos tipo 2 y 3, siendo éste ultimo la estructura

predominante en las mamas de mujeres pre-menopausicas multiparas ([3503], [3165]).

Después de la menopausia, la caida de estrogenos y progesterona causa la involucion
progresiva de los tejidos epitelial y conectivo, asi como la atrofia del componente ductulo-
lobulillar. La mayoria de los lobulillos adquieren la apariencia morfologica de los de tipo 1, y la
actividad proliferativa de éstos es menor en glandulas mamarias de mujeres post-menopausicas
multiparas que en las nuliparas, lo que indica que la gestacion puede imprimir cambios

permanentes en las caracteristicas biologicas de estas estructuras ([3165], [3923], [3924]).

2. RATA

A diferencia de los humanos, la rata posee 6 pares de glandulas mamarias: un par en la

region cervical, dos en la region toracica, dos en la abdominal y uno en la inguinal ([1141]).
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El primer esbozo de glandula mamaria aparece en los primeros dias de gestaciéon como
estructuras de crecimiento alargadas de ectodermo, constituyendo las yemas embrionarias. El
crecimiento y desarrollo de las glandulas mamarias serd proporcional al resto del cuerpo hasta
la pubertad ([3122]). En la rata Sprague-Dawley, la glandula mamaria evoluciona desde un
ducto galactéforo mayor primordial que nace del pezon y que se ramifica en ductos
secundarios, cuyas longitudes y nimero de ramas secundarias y terciarias aumentaran con la
edad del animal. Hacia la segunda semana de vida, la glandula muestra ductos con
ramificaciones que en su extremo presentan las yemas terminales o terminal end buds (TEBs),
el equivalente de las TDLU humanas, considerados los centros de crecimiento activo. El
nimero de TEBs es méaximo cuando la rata tiene 21 dias de edad. A partir de aqui,
coincidiendo con el periodo prepuberal y el inicio de la actividad ovérica, los TEBs inician la
diferenciacion y septacion a 3-5 yemas alveolares o “alveolar buds” (ABs). Esta
diferenciacion progresiva se acentuara en cada ciclo estral. Los ABs, a su vez, en los
sucesivos ciclos estrales iniciardn el desarrollo lobulillar, con la aparicion de lobulillos tipo 1
y 2 ([3165]). En las ratas virgenes este proceso continiia durante la maduracion sexual ([943]).
Un numero elevado de TEBs sufrird hipoplasia en la rata virgen, constituyendo los ductos
terminales (TDs). Asi, al aumentar la edad del animal, disminuye el nimero de TEBs y
aumenta el de los TDs, mientras que el nimero de ABs y lobulillos permanecera estable o

disminuira discretamente hacia los 180 dias de edad del animal (Figura 1).

Figura 1. Estructuras epiteliales de la glandula
mamaria. Imagen de Russo&Russo [7671].
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Desde el punto de vista histologico, el parénquima mamario de la rata esta constituido
por unos conductos rectos que se ramifican, rodeados por tejido conjuntivo laxo y
fibroadiposo. Los ductos estan revestidos por dos capas de células (una interna epitelial y una
externa mioepitelial) mientras que los TEBs estan constituidos por 4 o 6 capas de células

cuboidales epiteliales que presentan un elevado indice de proliferacion ([3122]).

La topografia de la glandula mamaria indica que existen diferentes areas que difieren
en su morfologia, caracteristicas cinéticas, respuesta a estimulo hormonal y potencial
carcinogénico ([3573]). Estas areas resultan de dividir en tres tercios el parénquima mamario,
a través del eje longitudinal (Figura 2). La zona A es la mas cercana al pezoén y es donde se
encuentran los ductos galactoforos principales y los secundarios. Las ramificaciones de estos
ultimos se encuentran en la zona B. Finalmente, la zona C presenta un crecimiento activo y es
rica en estructuras ductales terminales que acaban en TEBs y TDs. Durante la maduracion a
ABs, disminuye marcadamente el nimero de TEBs en las zonas A y B, donde predominan los
lobulillos y los ABs, respectivamente, pero no en la zona C. Aunque todas las glandulas
mamarias estdn constituidas por las tres zonas descritas, la cantidad y el tamafio de cada una
de las estructuras morfologicas, asi como el area glandular difieren segun la localizacion
anatomica. Asi, las glandulas toracicas tienen mas y mayores TEBs que las abdominales ya
que muestran un enlentecimiento en la diferenciacion ([3503]). Este desparece con la edad de
manera que dichas glandulas terminan presentando el grado de desarrollo observado en el

resto de localizaciones topograficas ([2952]).

En la glandula mamaria de la rata, igual que en la humana, los lobulillos maduran a
partir de estructuras menos complejas, los lobulillos tipo 1 (Lobl), con 5-15 ductulillos, a
lobulillos tipo 2 (Lob2), con 40-60 ductulillos, y a lobulillos tipo 3 (Lob3), con mas de 65-70
ductulillos. El desarrollo glandular dependera de diversos factores, entre ellos el nimero de
ciclos ocurridos, la dieta y las caracteristicas genéticas especificas del animal, pero la
diferenciacion completa de la glandula mamaria se alcanza con el embarazo y la lactancia.
Los lobulillos durante la gestacion y la lactancia son de tipo 3 y 4. Esta diferenciacion es
mayor en la zona A que en la B. Aquellos animales que han completado la gestacion

muestran, ademas, extenso desarrollo lobulillar en la zona C ([7671]).

24



Introduccion

PEZON

PIEL

Figura 2. Topografia de la glandula mamaria de rata.

Una vez terminada la lactancia, la glindula mamaria padece una involucién pero aun
asi, su arquitectura restara permanentemente modificada, de manera que presentara un gran
numero de ABs y lobulillos. Se ha descrito que a los 40-42 dias post-destete las glandulas de
una rata multipara, en comparacion con las de una rata nulipara, no tienen TEBs y
ocasionalmente TDs. El nimero de ABs es similar, mientras que el de lobulillos es

aproximadamente 4 veces mayor que el de una rata virgen adulta.

B. CANCER DE MAMA

Existen dos grandes tipos de patologia mamaria: afecciones benignas y tumores
malignos. En ambos casos pueden estar localizados en cualquiera de las distintas estructuras

histoldgicas de la mama, afectando por tanto al epitelio ductal o lobulillar y/o al estroma.

El cancer de mama es el mas frecuente entre las mujeres en todo el mundo ([6691],
[7519]) y es el responsable de aproximadamente 1,38 millones de neoplasias diagnosticadas
en 2008 (un 23% de todos los tipos de cancer). Es, ademads, la primera causa de muerte por
cancer en las mujeres ([7108], [8222]). En los paises desarrollados se ha constatado un
aumento acelerado de la incidencia en los ultimos 20 afios, lo cual se ha relacionado con una
mayor exposicion a factores de riesgo, aunque también deben considerarse otros factores,
como la mejora en los métodos diagnodsticos que permiten detectar casos que antes quedaban
sin registrar correctamente ([4333], [4472], [7519]). Por otra parte, los estudios

epidemiologicos muestran variaciones geograficas importantes de la incidencia del cancer de

25



Introduccion

mama. A nivel mundial, las tasas brutas de incidencia mas altas corresponden a la poblacion
blanca de los Estados Unidos. Los registros poblacionales de Canada, Israel y diversos paises
europeos estan en la lista de las areas de tasas de incidencia més elevada, mientras que las
mas bajas se registran en Africa y Asia y en la poblaciéon no judia de Israel ([6093], [7108],
[8222]) (Figura 3).

En Espana la incidencia es mas baja que en otros paises de Europa, aunque también se
ha registrado un aumento del nimero de casos desde la década de 1980 hasta el afio 2000
([7672]). De hecho, segun los ultimos datos publicados, en Espana el cancer de mama es el
que presenta mas incidencia y mortalidad ([www.globocan.iarc.fr]). En relacion a Cataluiia, la
incidencia de esta enfermedad ha aumentado en los ultimos afios, aunque en el contexto

europeo sigue siendo de las mas bajas ([7673], [7674]).

Incidence ASR

Female

Breast cancer

Bl cao+

Bl 455649

B 335458

] 242339
| <242

No Data

Source: GLOBOCAN 2012 (IARC)

Figura 3. Tasas de incidencia por paises de cincer de mama en mujeres. Globocan, 2012 ([8222]).

El cancer de mama constituye una entidad clinica y patologica muy heterogénea, con
una gran variedad de caracteristicas morfoldgicas, moleculares, de comportamiento y de
respuesta al tratamiento, lo que ha llevado a intentar delimitar grupos con valor prondstico y
predictivo que permitan un adecuado manejo de las pacientes. En cuanto a las caracteristicas

morfologicas, en la clasificacion de las lesiones mamarias propuesta por la Organizacion
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Mundial de la Salud (OMS), los carcinomas de mama forman parte del grupo de los tumores
epiteliales, en el que se incluyen, ademas, las afecciones benignas, tumorales o proliferativas.
Los carcinomas de mama pueden ser, a su vez, preinvasores o in situ € invasores ([7603]). La
clasificacion anatomopatologica del cadncer de mama, basada clasicamente en criterios
morfoldgicos ([576]) se ha completado con la deteccion de las anomalias moleculares
mediante técnicas de inmunohistoquimica y de hibridacion in situ, que permiten el estudio
sobre el tumor. Los pardmetros moleculares mas relevantes y con valor reconocido para
estratificar a las pacientes en grupos pronosticos y predictivos son los receptores hormonales
de estrogenos (RE) y progesterona (RP) y p185™" 0 HER2, y menos establecidos, p53 y Ki67
([7594]). Los carcinomas de mama se clasifican en hormonodependientes y

hormonoindependientes, segn la expresion de RE y RP, especialmente con referencia a REa.

Actualmente se considera que las variaciones en los programas transcripcionales
pueden explicar, en parte, la gran diversidad del cancer de mama y, a su vez, corresponderse
con la diversidad fenotipica que exhiben estos tumores. En este sentido, estudios con
microarrays de ADN complementario (ADNc) han permitido determinar grupos moleculares
de cancer de mama, segun el patrén de genes expresados, lo cual, asociado con los
conocimientos morfoldgicos previos ha permitido elaborar una nueva clasificacion en la que
se reconocen como grupos perfilados: 1) el grupo luminar A (que expresa RE y CK&/18;
histologicamente suelen ser de bajo grado y responden a hormonoterapia); 2) el luminar B
(con expresion de RE, pero en niveles més bajos, que caracteristicamente muestran expresion
de genes relacionados con la proliferacion celular, con expresion elevada de Ki67 y expresion
de CK8/18; y que histoldogicamente son de mayor grado, menos hormonosensibles y con peor
pronostico que el luminar A); y 3) los grupos RE negativos, que se describen como
carcinomas histoldégicamente mal diferenciados: el basal-like (con ausencia de sobreexpresion
de HER2, con expresion de CK5/6 y 14, que responden a quimioterapia con antraciclinas y
taxanos) y el HER2+ (con amplificacion y sobreexpresion de c-erc-B2, y que responden,
ademas de a quimioterapia, a trastuzumab). En ambos casos, con peor prondstico que los
grupos RE+, probablemente por su alto riesgo de recaida temprana. Ademas, se han descrito
nuevos grupos moleculares, como el apocrino (receptores de andrégenos positivos y RE-) y el

Claudin-low [7270], [7271], [7275]).

El céncer de mama es un proceso neoplasico de etiologia multifactorial y que se

desarrolla en multiples etapas (multistep). Diversos factores, actuando de forma simultanea
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y/o secuencial, regulan las distintas etapas de la carcinogénesis mamaria. La naturaleza de

estos factores es variada y pueden clasificarse en: endocrinos, genéticos y ambientales.

1. FACTORES ENDOCRINOS

La etiologia y progresion del cancer de mama tienen un fuerte componente hormonal.
Asi, los estrégenos, fundamentalmente estradiol y estrona, y los androgenos, a
concentraciones fisiologicas, estimulan la proliferacion de las células tumorales mamarias.
Las dosis farmacologicas de progesterona, la insulina y la prolactina, también ejercen un
efecto estimulador. En cambio, los estrogenos y los androgenos a dosis farmacoldgicas y las
dosis fisioldgicas de progesterona son inhibidores. Las maniobras terapéuticas ablativas como
la ovariectomia, la hipofisectomia y la adrenalectomia, provocan la regresion tumoral. El
embarazo ejerce un efecto protector si precede a la transformaciéon de la glandula mamaria y
un efecto estimulador si es posterior. El efecto protector del embarazo, asi como el de la
gonadotropina coridonica humana, esta relacionado con la diferenciacion de la glandula,
asociada con la depresion de la proliferacion celular y la sintesis de inhibina por las células
epiteliales mamarias ([2406], [3370]). Por otro lado, en mujeres postmenopausicas, la fuente
de estrogenos es el tejido adiposo. En éste, un sistema enzimatico de aromatasas P450
convierte los andrégenos, secretados por la glandula adrenal, en estrégenos. Por lo tanto,
mujeres con un incremento en la grasa corporal presentaran niveles incrementados de

estrogenos y un mayor riesgo de padecer cancer de mama ([4595]).

Diversos trabajos experimentales demuestran que los estrogenos desempefian una
funcion en la iniciacion, promocion y desarrollo del cancer de mama. Clasicamente se ha
considerado que estas hormonas ejercian un papel en la carcinogénesis mamaria
fundamentalmente como promotoras, pero también podrian actuar en la iniciacion como co-
carcinogenos, potenciando o facilitando la accion del agente carcinogénico ([2363], [3326]).
En este sentido, se ha descrito un aumento en la tasa de proliferacion por accion de los
estrogenos, de manera que estas hormonas pueden aumentar la proliferacion de células
susceptibles a carcindogenos, o pueden promover que un clon de células iniciadas se desarrolle
en un tumor detectable ([3321], [3326], [4505]). Ademas, se ha indicado que los estrégenos
son agentes genotoxicos ya que pueden inducir dafio en el ADN y mutaciones en los genes,
directamente a través de sus metabolitos, y/o indirectamente, mediante la sintesis de especies

oxigeno reactivas (reactive oxygen species, ROS) ([4680]). Los radicales libres, como ROS,
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se encuentran involucrados en el proceso carcinogénico produciendo dafio oxidativo en las

macromoleculas celulares (lipidos, proteinas y ADN).

La determinacion de los receptores esteroideos ha permitido clasificar los tumores
mamarios, segin su contenido del receptor, en hormonodependientes (RE+ RP+) y
hormonoindependientes (RE- RP-). También existen otros tumores que presentan interpretaciones
controvertidas (RE+ RP- y RE- RP+). La mayoria de los tumores mamarios experimentales
presentan ambos tipos de receptores y su contenido medio es mayor cuanto menor es la dosis de
carcindgeno utilizada ([798], [1678]). En cancer de mama humano, esta clasificacion ha resultado
de gran utilidad puesto que permite seleccionar a las pacientes candidatas de terapia hormonal.
Ademas, el contenido en receptores, junto con otros factores prondstico, ayuda a distinguir las
pacientes con mayor riesgo de recurrencia. Al menos un 70% de las pacientes con cancer de
mama son clasificadas como RE+, por lo que el tratamiento mas aplicado es el de interferir en la
actividad estrogénica ([7062]). Sin embargo, la determinacion de los receptores no es suficiente
para discernir la hormonodependencia funcional, como lo demuestra el hecho que entre un 20 y
un 30% de los tumores con receptores no responden a la terapia endocrina (tumores
hormonoinsensibles). Se han propuesto diferentes causas para esta resistencia al tratamiento
antiestrogénico, como la pérdida de la funcionalidad de RE o mutaciones del mismo, alteraciones

post-receptor, o produccion alterada de factores autocrinos o paracrinos, entre otras ([3405]).

Finalmente, al analizar el papel de los factores endocrinos en el cancer de mama, debe
considerarse el de las hormonas exdgenas, y en particular el de los estrégenos. Existe una gran
variedad de fuentes externas de estrogenos, también conocidos como xenostrogenos, los
cuales son la clase mds numerosa dentro de los disruptores endocrinos ([7681]). Son
sustancias quimicas, exdgenas al organismo, que presentan una actividad hormonal esteroidal
(estrogénica) y cuando se ingieren o se absorben tienen la capacidad de alterar la homeostasis
del sistema endocrino. Pueden distinguirse: fitoestrogenos y micoestrégenos, como las
isoflavonas, lignanos y coumestanos; compuestos quimicos sintéticos, entre los que se
encuentran esteroides sintéticos y SERMs (Selective Estrogen Receptor Modulators) como el
tamoxifeno; y contaminantes medioambientales hormonalmente activos, como compuestos
clorados (pesticidas, bifeniles policlorados y dioxinas/furanos), alkifenolicos (detergentes,
antioxidantes en plasticos, espermicidas, cosméticos y champus) y bisfenol-A y/o derivados
(policarbonatos, empastes dentales, resinas acrilicas y fungicidas) ([4653], [4662], [4713],
[7678], [7679], [7681]). En general, la estimacién del riesgo de padecer cancer de mama por
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la exposicion a hormonas exdgenas es dificil, ya que el periodo de latencia entre la exposicion
y la aparicion de los sintomas de la enfermedad es largo. La genisteina, un fitoestrogeno
presente en la soja, muestra un efecto quimiopreventivo en modelos experimentales con
tumores mamarios inducidos quimicamente. En humanos, se ha observado una asociacién
entre el aumento del consumo de soja y la disminucion del riesgo de padecer cancer de mama
([4506]). Los SERMs con actividad antiestrogénica constituyen la principal terapia endocrina
utilizada actualmente. Dentro de este grupo, el tamoxifeno es un antagonista no esteroidal que
actiia por inhibicion competitiva con el estradiol en su unidn a drganos diana, pero a muy altas
concentraciones posee un efecto estimulador del cancer de mama ([2363], [3326]). El
tamoxifeno reduce la mortalidad y recurrencia del cdncer de mama en el 25 y 50% de los
casos, respectivamente, en mujeres receptor de estrégenos positivo (RE+), aunque una tercera

parte de éstas no responden a dicho tratamiento ([4505]).

2. FACTORES GENETICOS Y EPIGENETICOS

La carcinogénesis es un proceso altamente complejo que resulta de la acumulacion de
multiples alteraciones genéticas y epigenéticas entre las que se hallan la inactivacion de genes
supresores y la activacion de protooncogenes, de forma secuencial y/o simultdnea ([2444],

[3973], [7688]).

Las proteinas codificadas por los protooncogenes son componentes de las vias
fisiologicas de transduccion de sefiales mitogénicas: factores de crecimiento (PDGFp/ v-sis),
receptores de factores de crecimiento (EGFR/v-erbB), proteinas citoplasmaticas transductoras
de senales (c-Ha-ras) y factores de transcripcion (c-mye, c-fos, c-jun) ([1576], [1881]). Estos
genes pueden transformarse en oncogenes mediante un proceso de activacion, que supone una
ganancia de funcion en el sentido que las proteinas codificadas quedan permanentemente
activadas, lejos de cualquier tipo de control, resultando en una estimulacion del crecimiento
excesiva o anormal ([1975], [2393], [4202]). En cambio, los genes supresores de tumores
inhiben el crecimiento celular, inducen a las células a la diferenciacion terminal y/o inducen la
muerte celular programada o apoptosis. Por ello, las mutaciones que eliminan las funciones de
estos genes facilitan la formacion de tumores al liberar a las células de las restricciones
normales para proliferar ([2846]). En este sentido, se habla de mutaciones con pérdida de
funcion puesto que inactivan un componente represor de la proliferacion celular ([1948]). En
general, se requiere una nulicigosidad funcional para desencadenar el sobrecrecimiento

celular tumoral. Ello significa que mientras exista una copia normal del gen existe funcion
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supresora (heterocigoto para la funcidon) y que, en cambio, la mutacion de ambos alelos
(simultanea o por pérdida de heterocigosidad) supone la pérdida de dicha funcién ([2606]). En
algunos casos, la identificacion de los genes supresores de tumores, como el gen del
retinoblastoma (Rb) y el gen p53, ha ido ligada al estudio de los canceres familiares donde la
predisposicion a padecer diferentes tipos de neoplasia se hereda como un tipico caracter

mendeliano autosémico ([2493]).

Las alteraciones cuantitativas y/o cualitativas de éstos y, probablemente, otros genes
implicados en procesos tan esenciales para la célula como la proliferacion, la diferenciacion o
la apoptosis se hallan en la base de los mecanismos moleculares del cancer. Hanahan D y
Weinberg RA ([3973]) en el afio 2000 describieron una serie de capacidades esenciales que
compartian las células tumorales, y en una revision posterior aiadieron caracteristicas nuevas
de la célula tumoral ([3973], [7349]). En total se han descrito 8 capacidades esenciales: 1)
autosuficiencia en cuanto a la necesidad de factores de crecimiento; 2) insensibilidad a
factores inhibidores del crecimiento; 3) evasion de la muerte programada (apoptosis); 4)
potencial ilimitado de replicacion; 5) evasion del sistema inmune; 6) reprogramacion del
metabolismo energético tumoral; 7) angiogénesis sostenida; 8) invasion de tejidos y
metastasis. Ademas, se ha atribuido dos capacidades facilitadoras de la supervivencia de las
células tumorales, como son la inestabilidad gendmica y mutacion, y la promocion de la
inflamacién tumoral. La adquisicion de todas estas capacidades implica alteraciones de los

genes anteriormente mencionados.

La primera de las caracteristicas mencionadas hace referencia al hecho de que la célula
tumoral, en comparacion con la célula normal, muestra una reducida dependencia de las
sefales exogenas estimuladoras del crecimiento. Esta capacidad incluye varios mecanismos,
entre los que se encuentran la adquisicion de la habilidad de sintetizar factores de crecimiento
(como el factor de crecimiento derivado de plaquetas -PDGF, Platelet derived growth factor-
y el factor de crecimiento transformante o -TGF, Transforming growth factor a-); la
alteracion de la expresion y/o activacion de receptores de factores de crecimiento, como
EGFR y ErbB2; la alteracion de algunos de los componentes de las vias de sefializacion
intracelular mitogénica, como la via Sos-Ras-Raf-ERK1/2, en el 30% de los tumores humanos
las proteinas Ras se encuentran estructuralmente alteradas, lo que genera un flujo de sefiales
mitogénicas hacia la célula sin necesidad de estimulacion de sus reguladores upstream; o la

induccién de la sintesis de factores de crecimiento por las células vecinas ([1576], [1881],
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[5484]). Otra de las particularidades de la célula tumoral es la capacidad de evadirse de las
seflales antiproliferativas que en un tejido normal mantienen las células quiescentes y la
homeostasis tisular. Algunas de estas sefiales estan asociadas con componentes responsables
del paso de las células por la fase G1 del ciclo celular, como la proteina Rb fosforilada (pRb),
pl07 y p130; y con la diferenciacion, como el factor de transcripcion c-myc, APC/B-Catenina,
etc. ([3973]). Pero el cancer no aparece necesariamente como resultado de un aumento de la
tasa de proliferacion celular, sino que su desarrollo depende del balance critico entre este
proceso y el de apoptosis. Por tanto, la desregulacion de la proliferacion junto con la
reduccion de la apoptosis serian los fenomenos responsables de crear un “escenario” que seria

necesario y a la vez suficiente para el desarrollo del cancer ([4061], [5576]).

La adquisicion de las capacidades de autonomia, insensibilidad a factores
antiproliferativos y resistencia a apoptosis conduce a la célula a un crecimiento independiente
del medio. Pero para un crecimiento ilimitado es necesaria la evasion de la senescencia y la
inmortalizacion, a través de la incapacitacion de las proteinas supresoras de tumores pRb y
p53, y el mantenimiento de los telomeros ([3973]). Las mutaciones en el gen p53 representan
uno de los cambios genéticos mas comunes identificados en el cancer de mama. Ademas, las
alteraciones de esta proteina estan asociadas con una mayor agresividad de los tumores y con
un peor prondstico ([3144], [4595], [7683]). Por otro lado, la célula tumoral se caracteriza por
una tasa de mutabilidad elevada por el aumento de la sensibilidad a agentes mutagénicos o
mediante la alteracion de los mecanismos reparadores del genoma, confiriendo asi
inestabilidad genomica. La pérdida del ADN telomérico en los tumores también genera una
situacion de inestabilidad gendmica, en la que se producen amplificaciones y delecciones de
segmentos cromosomicos. Los defectos en el mantenimiento del genoma y la reparacion

confieren ventajas selectivas, y por lo tanto ttiles para la progresion tumoral ([7349], [7682]).

La actividad del sistema inmunoldgico constituye un importante impedimento en la
formacion y progresion tumoral, reconociendo y eliminando a la mayoria de incipientes células
cancerosas o a los tumores emergentes en varios tipos de cancer ([7684], [7685], [7686]). De
acuerdo con esto, los tumores que terminan por aparecer, obviarian la vigilancia por parte del
sistema inmunitario o bien evitarian ser eliminados por ¢l de distintas maneras, como seria
paralizar los linfocitos T CD8'y las células NK (natural killer) o secretando factores
inmunosupresores como el TGFB ([7693], [7694]). Por otra parte, la inflamacion contribuiria a

la formacioén tumoral aportando moléculas bioactivas al microambiente tumoral, por ejemplo
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factores de crecimiento que mantendrian las sefiales proliferativas o enzimas modificadoras de
la matriz extracelular que facilitarian la angiogénesis, la invasion y la metastasis ([7368],

[7695], [7696], [7697]).

Analogamente, durante el crecimiento del tumor, éste necesita, ademas de la proliferacion
celular, una serie de reajustes del metabolismo para poder abastecer las necesidades energéticas
del crecimiento y division celular. Se produce un aumento marcado de la captacion y utilizacion
de la glucosa, aumentando la expresion de sus transportadores, principalmente GLUT1 ([7698],
[7699], [7700]). De igual manera, el tumor necesita crear vasos sanguineos (angiogénesis) para
recibir oxigeno y nutrientes. Los tumores alteran la transcripcion génica favoreciendo la expresion
de factores pro-angiogénicos en detrimento de los anti-angiogénicos, por ejemplo incrementando
la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, Vascular endothelial growth
factor) y/o factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs, Fibroblast growth factors), o
disminuyendo la expresion de inhibidores enddégenos como la trombospondina-1 y el interferon-f3
([3973], [4722]). Finalmente, los tumores deben adquirir la capacidad de invadir otros tejidos y
metastatizar, y para ello deben alterar la expresion/funcion de moléculas de adhesion célula-célula
y célula-substrato, como E-Cadherina, 3-Catenina, N-CAM e Integrinas, y proteasas de superficie

degradadoras de la matriz extracelular ([3973], [4723]).

Tal y como se ha comentado, las alteraciones de todos los tipos de genes mencionados
constituyen la base de la transformacion neoplasica, permitiendo la adquisicion de las
capacidades de la célula tumoral. La acumulacién de mutaciones ha sido considerada
clasicamente el mecanismo de alteracion de estos genes. Sin embargo, este paradigma ha sido
extendido para incluir la disrupcion epigenética como uno de los mecanismos principales de
transformacion maligna. La alteracion epigenética mas estudiada en céncer en general, y en el
de mama en particular, son las modificaciones en los patrones de metilacion del ADN. La
hipometilacioén global, junto con la hipermetilacion de genes especificos, es una caracteristica
comun de las células tumorales ([7307]). La pérdida global de metilacion ha sido asociada con
la sobreexpresion de protoncogenes, la predisposicion a la inestabilidad cromosomica y la
aneuploidia ([7022]). Asimismo, la hipermetilacion de promotores de genes esta asociada a la
inactivacion de genes implicados en vias de reparacion del ADN, control del ciclo celular o
apoptosis. Se han descrito numerosos genes hipermetilados en tumores de mama humanos
implicados en la adquisicion de las caracteristicas de la célula tumoral anteriormente

comentados ([7310], [7318]). Otros mecanismos epigenéticos estan frecuentemente
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desregulados en diversos tipos de céancer, tales como cambios aberrantes en la modificacion
de histonas, expresion desregulada de microARNs o la sobreexpresion de proteinas del grupo
polycomb que evitan la union de la maquinaria de transcripcion a las secuencias promotoras

del ADN ([6609], [7022], [7304]).

Por ultimo, y en lo que respecta al cancer de mama hereditario, éste constituye
unicamente el 5-10% del total de canceres mamarios ([4534]). Se han descrito diversos genes
que estan relacionados con la susceptibilidad de un individuo de padecer este tipo de cancer,
senalando BRCAI1 -Breast Cancer I- y BRCA2 -Breast Cancer 2- como los principalmente
implicados ([2522], [2586], [7687]). La mutacion de BRCA1 en la linea germinal se ha
identificado en el 15-20% de pacientes con historia familiar de cancer de mama y en el 60-80%
con historia familiar de cancer de mama y ovario. BRCAT1 codifica una proteina nuclear que
funciona como un coactivador transcripcional. Esta une a BRCA2, p53, RADSI y otras
proteinas involucradas en el ciclo celular y de respuesta al dafio en el ADN. Células sin BRCA1
funcional no se paran en G, después de un dafio en el ADN y son deficientes en la reparacion
acoplada a la transcripcion. BRCA1 es parte del complejo RAD50-MRE11-p95, componente
esencial de la reparacion mediada por recombinacion de las roturas del ADN de doble cadena
([4534], [4623]). En general, las mutaciones de pérdida de funcion de BRCA1 confieren un
riesgo del 83% de desarrollar cancer de mama y del 63% de cancer de ovario antes de los 70
afios ([2586], [2845]). Las mutaciones en BRCA?2 se caracterizan por su asociacion con un
elevado riesgo de cancer mamario en hombres ([2586], [7687]). El hecho de que las mutaciones
en estos dos genes confieran en los hombres grados diferentes de riesgo de padecer cancer de
mama hace pensar en que puedan estar regulados por hormonas sexuales ([2586]). BRCALI
puede interaccionar y actuar como coactivador del promotor del receptor de androgenos, lo que
explicaria porque la variacion alélica en el receptor de androgenos afectaria a la penetrancia del
cancer de mama en portadores de la mutacion en BRCA1. BRCA2 estaria involucrada en la
respuesta mediada por recombinacion de la rotura de doble cadena de ADN y el mantenimiento
de la integridad cromosdmica. Asimismo, desempefia un papel en la segregacion de los
cromosomas ([4534], [4595], [4623]). De todas formas, no todos los casos hereditarios se
explican por una alteracion en alguno de estos genes, por lo que se cree que en el futuro se

aislaran nuevos genes relacionados con esta patologia.
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3. FACTORES AMBIENTALES

La incidencia del cancer de mama presenta grandes diferencias geograficas ([3412],
[4333], [4647]). Ademas, la tasa en poblaciones de baja incidencia que viajan a paises de gran
incidencia varia hasta asemejarse a las de la nueva region en 2-3 generaciones. Todo ello
sugiere que ademas de los factores genéticos y endocrinos deben existir factores
medioambientales y de estilo de vida implicados en el desarrollo del cancer de mama ([4349],
[4350], [4539], [4647]). De todos ellos, los nutricionales se consideran de gran trascendencia
debido, en primer lugar, a la continua exposicion o deficiencia a la cual puede estar sometida la
poblacién por sus habitos alimentarios y estilo de vida, y en segundo lugar, a la posibilidad de

adoptar medidas preventivas basadas en este tipo de factores ([6093]).

Entre los numerosos componentes de la dieta que han sido relacionados con el cancer de
mama, los lipidos son de los mas relevantes. En este sentido, existen numerosos estudios
experimentales y epidemiologicos que han puesto de manifiesto la relacion lipidos de la dieta y
cancer de mama, aunque algunos resultados, epidemioldgicos principalmente, son
controvertidos. En el caso de los estudios ecologicos por paises, se ha hallado una asociacion
positiva entre el consumo de grasa per capita y las tasas de mortalidad por cancer de mama. En
estos estudios, los paises con Dieta Mediterrdnea presentan valores intermedios para este
cancer. De la misma manera, tal y como ya se ha citado, los estudios de migracion de
poblaciones muestran que las poblaciones que migran entre areas con distintas incidencias de
cancer de mama, tras una o dos generaciones, adquieren las tasas de mortalidad propias del pais
de destino. En cambio, en los estudios epidemiolégicos analiticos, caso-control y prospectivos
de cohortes, la relacion no es tan clara. La agrupacion de varios de ellos, mediante técnicas de
metanalisis, ha permitido reanalizar los datos con mayor consistencia y, en algunos casos, la
relacion entre lipidos de la dieta y cancer de mama ha quedado manifiesta ([868], [1660],
[3840], [7692]). Ademas, recientemente, el proyecto EPIC (European Prospective Investigation
into Cancer and Nutrition) ha mostrado que la ingesta elevada de grasas, independientemente
del tipo, esta asociada con elevado riesgo de cancer de mama ([6321]). Las discrepancias entre
los distintos estudios podrian ser debidas a diversos motivos metodoldgicos, como el distinto
nimero de efectivos y, principalmente, la limitacion y/o sesgo de las herramientas de
evaluacion de la exposicion dietética, las cuales alterarian la calidad de los datos recogidos en
las poblaciones ([3562], [5963]). Resultados obtenidos por la Woman’s Health Initiative (WHI),
el mayor ensayo de intervencion dietética realizado recientemente, han mostrado una reduccion,

cercana a la significacion, de la incidencia del cancer de mama en los grupos que recibieron una
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dieta con baja cantidad de grasas en comparacion al grupo control ([7146]). Sin embargo, esta
en discusion como estos estudios pueden distinguir entre los efectos producidos por una
reduccion de las grasas en la dieta y los efectos derivados de un aumento de la ingesta de frutas
y verduras. Del mismo modo, continta abierto el debate sobre como elucidar el mecanismo por
el cual la reduccion de las grasas en la dieta en edades tempranas puede reducir el riesgo de
sufrir cancer de mama décadas después ([3840], [4802], [7147]). Por tanto, actualmente la
asociacion entre lipidos de la dieta y cancer de mama en las poblaciones humanas permanece

todavia sin resolver.

Por otra parte, los estudios experimentales han mostrado claramente una asociacion
entre los lipidos de la dieta y el cancer de mama. En este sentido, animales alimentados con
dieta con elevada cantidad de grasa presentan mayor incidencia tumoral, mas alla de la elevada
ingesta caldrica y del peso corporal. Asimismo, se ha descrito que los efectos de los lipidos de
la dieta dependen no sélo de la cantidad sino también del tipo de grasa, el momento de su
administracion y el estado de diferenciacion de la glandula mamaria ([3338], [5816], [7145]).
En general, las dietas hiperlipidicas son fundamentalmente promotoras del cancer de mama,
aunque dietas con una misma cantidad de energia y contenido graso total difieren en su
capacidad estimuladora segiin su composicion en acidos grasos ([2289], [4540]). Ademas,
parece existir un requerimiento minimo de 4cidos grasos poliinsaturados (PUFA) a partir del
cual el efecto de la grasa dependeria de la cantidad total de lipidos de la dieta. Concretamente,
por encima del 4-5% de PUFA, respecto al total de calorias, el rendimiento de la
carcinogénesis por 7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) incrementa proporcionalmente a la
cantidad de grasa total de la dieta, independientemente de que ésta sea de origen animal o
vegetal ([2045], [3568]). En cuanto al efecto de las calorias, se ha demostrado una asociacion
positiva entre el aporte calorico de las dietas y las tasas de mortalidad por cancer. Ademas, la
restriccion calorica tiene un efecto inhibitorio indiscriminado sobre la carcinogénesis, lo que
sugiere un mecanismo de accidon inespecifico ([3673]). Por tanto, una parte del efecto
estimulador de las dietas ricas en grasas podria ser atribuido a su elevado contenido en
calorias, aunque también existen mecanismos especificos por los cuales los lipidos de la dieta
influyen en el cancer de mama ([1962]). Un argumento que apoya esta conclusion es el hecho
de que solo ciertos tipos de tumores se estimulan por las dietas ricas en grasas. El diferente
efecto de los distintos tipos de lipidos asi como los mecanismos por los cuales modulan la

carcinogénesis seran ampliamente discutidos en el apartado C de este capitulo.
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Aunque otros factores nutricionales han sido relacionados en estudios experimentales
con el cancer de mama, epidemioldgicamente los resultados no son totalmente concluyentes
([6093]). Asi, se ha sugerido una posible disminucion del riesgo de la carcinogénesis mamaria
por efecto de proteinas de origen vegetal, fibra, vitaminas (A, C, carotenoides), licopeno,
glucosinolatos e indoles, isoflavonas y lignanos, selenio, o metilxantinas, mientras que
algunos trabajos han indicado un aumento del riesgo por efecto de dietas con elevadas

cantidades de proteina animal (caseina) o azlicares simples ([7677]).

Existen datos epidemiologicos que han asociado otros factores ambientales y de estilo
de vida, ademas de los nutricionales, con el riesgo a desarrollar cancer de mama. La obesidad
es considerada un factor de riesgo independiente en mujeres post-menopausicas, mientras que
se ha sugerido que podria disminuir dicho riesgo en mujeres pre-menopausicas. Estudios
caso-control también han sugerido una asociacion entre el peso en el momento del nacimiento
y el riesgo de cancer de mama ([6093]). Por otro lado, diferentes estudios observacionales han
mostrado una asociacion positiva entre el consumo de alcohol y el riesgo de cancer de mama
([6093]). En cuanto al consumo de tabaco, éste ha sido claramente asociado con otros tipos de
cancer, pero la relacion con el de mama ha mostrado resultados inconsistentes. No obstante,
las evidencias apuntan a un aumento del riesgo tras un largo periodo de hébito tabaquico,
inicio antes del primer embarazo a término, y en fumadores pasivos ([7675]). La actividad
fisica, por otra parte, ha mostrado una asociacion inversa con el riesgo de cancer de mama,

sobretodo en mujeres post-menopausicas ([6093]).

Por ultimo, se ha sugerido que otros factores tales como radiaciones ionizantes,
metales como el cadmio, xenoestrogenos y otros disruptores endocrinos (dietilestilbestrol,
bisfenol A, parabenos, alquilfenoles, dioxinas, pesticidas), y diversos compuestos quimicos
(solventes organicos, aminas aromadticas, benceno, PVC), podrian estar relacionados con el

aumento en la incidencia del cancer de mama observado en las Gltimas décadas ([7676]).

C. LIPIDOS DE LA DIETA Y CANCER DE MAMA

Tal como ya se ha indicado, numerosos estudios epidemiologicos y, fundamentalmente,
experimentales han puesto de manifiesto la relacion entre los lipidos de la dieta y el cancer de
mama. En general, los PUFA de la familia n-6, fundamentalmente el acido linoleico (18:2n6),

presentes en aceites vegetales, son los principales estimuladores de la carcinogénesis ([1358],
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[3568], [3672], [4324]). Es de destacar el 4cido y-linolénico (18:3n6) que supone una excepcion
dentro de esta familia, ya que posee propiedades antiproliferativas ([3980], [3982]). Ademas, el
acido linoleico conjugado (CLA), término en el que se engloban diversos isdbmeros geométricos
y posicionales del acido linoleico, y que estd presente en la carne y en los productos lacteos
derivados de rumiantes, podria tener un efecto inhibidor del cancer de mama ([2949], [3205]).
Ademas, éste presenta propiedades antidiabetogenas, anticancerigenas y antioxidantes ([4538],
[4543]). Por otro lado, los PUFA de la familia n-3, fundamentalmente el acido a-linolénico
(18:3n3), y los de cadena larga, de origen marino, acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n3) y
acido docosahexaenoico (DHA, 22:6n3), serian inhibidores del crecimiento tumoral mamario y
la metastasis ([1486], [3568], [3615], [4324], [4353]). En cuanto a las grasas saturadas de
procedencia animal, y los lipidos insaturados frans, que se originan tras los procesos de
manufacturacion de varios productos de aceites vegetales, también son promotores, pero menos
potentes que las grasas polinsaturadas de origen vegetal, y ademaés, podrian actuar como co-
carcinogenos durante la iniciacion. Los lipidos insaturados trans se comportarian como los
saturados en cuanto a la promocién de la carcinogénesis mamaria ([920], [1486], [3205]).
Finalmente, el efecto de los 4cidos grasos monoinsaturados (MUFA), fundamentalmente el
acido oleico (18:1n9), presente en elevadas cantidades en el aceite de oliva, es de especial
interés. Aunque cada vez existen mas evidencias de un posible efecto quimiopreventivo del
aceite de oliva virgen, experimentalmente existen resultados contradictorios, Asi, se ha
observado desde un efecto no promotor, un débil efecto promotor, a un efecto protector del

cancer de mama ([3568], [5321], [7144]).

La Dieta Mediterranea, caracterizada por el elevado consumo de aceite de oliva, se
asocia a una menor incidencia de ciertos canceres, incluyendo el de mama, asi como de
enfermedades cardiovasculares ([4743], [6051]). La Dieta Mediterranea incluye la variedad de
patrones dietéticos de las distintas regiones del Mediterraneo y se identifica por el abundante
consumo de productos de origen vegetal (frutas, vegetales, cereales y frutos secos), productos
frescos, pescado, y el ya mencionado aceite de oliva ([7107]). El aceite de oliva virgen extra
corresponde al obtenido tras la primera prensada y se caracteriza por su riqueza en acido oleico
(72-84%), pero también por la presencia de abundantes compuestos minoritarios bioactivos,
como escualeno y antioxidantes fenolicos (hidroxitirosol, tirosol y oleuropeina), secoiridoides,
flavonoides y lignanos ([7105], [4399]). Actualmente, esta bien establecido que el efecto
potencialmente saludable del aceite de oliva virgen extra es debido tanto a su composicion

lipidica (especialmente su alto contenido en acido oleico, su apropiado contenido en PUFA
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esenciales y su baja ratio PUFA n6/PUFA n3), como a sus compuestos minoritarios ([6302],
[7159], [8018]). Las diferencias o contradicciones halladas entre distintos estudios sobre el
efecto del aceite de oliva en el cancer, asi como la falta de una asociacion significativa en
algunos estudios epidemioldgicos, podrian estar relacionadas con la utilizacion de los nutrientes
quimicamente definidos y aislados (4cido oleico y componentes minoritarios) o el alimento
(aceite de oliva). Del mismo modo, la composicion exacta del aceite de oliva difiere entre las
distintas variedades. Esta depende, no solo del origen geografico, sino también de otros factores
como las condiciones de cultivo en el correspondiente afio de la recogida, el grado de
maduracién del fruto y el procedimiento técnico de procesado (prensado en frio, refinado) (45,
46). De hecho, las ratios entre acidos grasos insaturados/saturados y 4cido oleico/linoleico, y la
composicion de antioxidantes y otros compuestos minoritarios, serian factores clave en el efecto
final del aceite de oliva en la carcinogénesis (47,48). Por lo tanto, la relacion entre consumo de
aceite de oliva y cancer de mama constituye un tema controvertido que podria tener importantes

repercusiones en la salud humana, especialmente entre la poblacion femenina ([3864]).

La influencia de los lipidos sobre la carcinogénesis mamaria parece ejercerse
fundamentalmente durante la etapa de la promocion. Sin embargo, también existen evidencias
de su posible papel durante la iniciacion de la carcinogénesis, actuando como co-carcindégenos
al facilitar la accidon genotoxica de diversos agentes o como agentes protectores,
dificultandola. Asi, los lipidos podrian alterar la estructura de la cromatina y afectar la
accesibilidad de carcindgenos, la reparacion del ADN y/o el acceso de la maquinaria de
transcripcion a determinados genes ([1937]). En este sentido, estudios in vitro sugieren que
las interacciones electroestaticas entre histonas y ADN pueden verse afectadas por
interacciones con membranas nucleares que contienen fosfolipidos acidicos y esfingosina,
modulando asi la funcién de la maquinaria genética de replicacion, transcripcion y reparacion del
ADN ([2571], [2572]). Ademds, la presencia de fosfolipidos, fundamentalmente
esfingomielina y fosfatidilserina, plasmalogenos y colesterol, como componentes de la
cromatina, estd actualmente bien documentada, y algunos estudios sugieren que estos lipidos
nucleares podrian jugar papeles importantes en la regulacion transcripcional que refleja el
estado metabolico o de desarrollo de la célula ([4861]). Por otro lado, en el modelo de
carcinogénesis mamaria inducida en la rata con 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]
piridina (PhIP), se ha observado un aumento de los aductos carcindgeno-ADN en las células
epiteliales mamarias de los animales alimentados con dieta hiperlipidica n-6 ([3581]).

Ademads, la administracion de diferentes tipos de dieta en las etapas previas a la
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hepatocarcinogénesis inducida con azoximetano en rata también sugiere un efecto sobre la
iniciaciéon de los PUFA n-6, pero no de los lipidos saturados ([4178]). En cambio, la
exposicion a CLA durante el periodo de maduracion de la glandula mamaria en rata se ha
demostrado que proporciona un efecto protector en la iniciacion de la carcinogénesis ([3195]).
Otros aspectos a considerar son la posible accion carcinogénica iniciadora de las sustancias
acompafiantes de las grasas, como contaminantes alimentarios, aditivos y hormonas, asi como
la posibilidad de que los lipidos pudieran activar determinadas sustancias exogenas
carcinogénicas o modular la produccion enddgena de sustancias capaces de dafiar el ADN

(18601, [943], [1029]).

Los mecanismos por los cuales los lipidos de la dieta pueden actuar sobre el desarrollo
del cancer de mama no han sido totalmente dilucidados, pero a partir de los datos
experimentales, éstos se podrian establecer a varios niveles, entre los que destacarian: 1) el
crecimiento y maduracion sexual, 2) el estatus hormonal, 3) las modificaciones de la
membrana celular, 4) la transducciéon de sefiales, 5) la expresion génica, 6) el sistema
inmunitario, 7) el estrés oxidativo y 8) el metabolismo de xenobidticos. Probablemente, in
vivo, los lipidos actuen a través de todos estos mecanismos de una forma integrada,

simultanea y/o secuencial.

1. CRECIMIENTO, MADURACION SEXUAL Y OBESIDAD

Diversas evidencias epidemioldgicas sugieren que determinados aspectos de la
fertilidad y la maduracion sexual se encuentran entre los factores de riesgo del cancer de
mama. Asi, la nuliparidad (no tener descendencia) o un primer embarazo en edad avanzada
constituyen factores de riesgo debido a que en estos casos la glandula mamaria no alcanzaria
su maxima diferenciacién, o bien la alcanzaria muy tarde. El avance de la pubertad
(menarquia precoz) y la menopausia tardia también son factores de riesgo ya que aumentan el
namero total de ciclos reproductivos en los que la glandula mamaria sufre un proceso de
crecimiento e involucion, lo cual influye en su susceptibilidad a la carcinogénesis. Ademas,
en la menarquia precoz se induce una proliferacion temprana de las células mamarias por

exposicion a elevados niveles hormonales ([5975], [6093], [6828], [7616], [7627]).

La pubertad estd influida por factores hormonales, nutricionales y energéticos
([7620]). El desarrollo puberal se origina en el momento que el eje hipotadlamo-hipofiso-
gonadal es completamente maduro ([7628]). La GnRH es la responsable, a nivel

hipotalamico, de dicho eje ([7629], [7630], [7631], [7632], [7633]). Las etapas iniciales de la
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maduracion sexual estdn mediadas por la aceleracion de la secrecion pulsatil de GnRH
([7634]). La generacion de esta secrecion pulsatil es el resultado del equilibrio dindmico entre
sefales hipotaldmicas excitadoras e inhibidoras ([5907], [7633], [7637], [7653]). Ademas, las
neuronas GnRH estan controladas por el neuropéptido Kisspeptina, el cual, a través de su
receptor, resulta clave en diversos aspectos de la maduracion y la reproduccion, desde la
diferenciacion sexual del cerebro y el inicio de la pubertad, hasta la regulacion, ya en edad
adulta, de la secrecion de gonadotropinas y el control metabolico de la fertilidad ([7619],

[7644], [7646], [7651]).

Es un hecho bien establecido que para que se inicie la pubertad y la reproduccion se
pueda llevar a cabo se requiere un depdsito de energia suficiente y un estado metabolico
adecuado ([5423], [5795], [5797]), por lo que los factores nutricionales pueden influir en
dicho inicio. Las alteraciones en la homeostasis metabodlica afectan al eje gonadotropico y a la
expresion de Kisspeptina en el hipotalamo ([5869]). De hecho, el tejido adiposo es dindmico y
estd en constante comunicacion con otros tejidos relevantes, incluyendo los centros
reguladores de la ingesta del cerebro ([7624]). Es, ademas, el principal lugar de produccion
periférica de estrégenos y al mismo tiempo secreta una serie de péptidos, las adipoquinas, que
realizan funciones endocrinas relacionadas con el metabolismo y la reproduccion ([6596]).
Entre dichas adipoquinas se encuentra la Adiponectina, el factor de crecimiento insulinico

tipo 1 (IGF-1) y la Leptina ([7542], [7655], [7656]).

Leptina y Adiponectina regulan la secrecion de GnRH ([7619]). La hormona Leptina,
es producida principalmente en tejido adiposo y, en menor medida, en células epiteliales de la
glandula mamaria, ovarios, estdbmago y placenta ([7542], [7622]). Sus niveles circulantes se
correlacionan positivamente con el peso corporal y la cantidad de grasa ([7657], [7658]). La
Leptina informa al hipotdlamo de los niveles de reservas energéticas y adiposidad, el peso
corporal y el estado nutricional, a la vez que participa en la regulacion del apetito y la
termogénesis ([5795], [5797], [6658], [7622]). Actualmente, esta establecido que Leptina
actuaria como un importante regulador del sistema hipotaldmico de Kisspeptina y, por tanto, de
la funcionalidad del eje reproductivo ([5796], [5869]). Ademas, la expresion del gen de la
Leptina y su secrecion, estan reguladas, entre otros factores, por las hormonas esteroideas
([6661], [6966]). Asi, los niveles de estradiol en plasma se han correlacionado positivamente
con la cantidad de grasa corporal y los niveles circulantes de Leptina ([6683]). Por su parte, la

hormona Adiponectina es sintetizada principalmente en el tejido adiposo y realiza sus
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funciones mediante la union a su receptor AdipoR ([7541], [7542], [7553]). Esté involucrada
en el metabolismo lipidico y el mantenimiento de la energia homeostdtica, aunque a
diferencia de las otras adipoquinas, sus niveles estdn inversamente correlacionados con el
acumulo central de grasa ([7663], [7666], [7667], [7670], [7658]). Por otra parte, ambas
adipoquinas se han relacionado con otras funciones. Asi, se ha atribuido a la Leptina un papel
en el desarrollo epitelial de la glandula mamaria promoviendo la proliferacion celular ([4865]).
Ademas, se ha descrito expresion de su receptor en diversos tipos de tumores incluidos los de
mama ([7663], [7668], [7669]). Adiponectina parece realizar una funcion opuesta a Leptina, es
decir, inhibiria la proliferacion celular. Por este motivo, los niveles de ambas adipoquinas y sus
respectivos receptores podrian jugar un papel importante en la carcinogénesis mamaria ([7541],

[7542], [7546]).

Existen evidencias de la influencia de los lipidos de la dieta en el crecimiento y
maduracion sexual. Una dieta con elevada cantidad de grasas puede producir el
adelantamiento de la pubertad ([5975], [6093], [6828], [7616], [7664]). Este efecto, no
obstante, parece depender del tipo de grasa consumida. Asi, distintos tipos de grasas de la
dieta pueden afectar de diferente manera al peso y masa corporal, influyendo a la vez en el
metabolismo del tejido adiposo ([6599]). El mecanismo de este efecto diferencial podria estar
directamente relacionado con las caracteristicas de los 4cidos grasos, como el tipo de
estructura, la longitud de la cadena o el grado de insaturacién (nimero de dobles enlaces)
([7475]). Estos datos estarian de acuerdo con estudios epidemioldgicos que han asociado
diferentes patrones dietéticos con el riesgo de desarrollar obesidad. En este sentido, la Dieta
Mediterrdnea, cuya principal fuente de grasa es el aceite de oliva, ha sido inversamente
asociada con la obesidad, a pesar del contenido relativamente elevado de grasa de esta dieta
([7102], [7625]). Uno de los mecanismos por los cuales el aceite de oliva podria tener efectos
beneficiosos sobre el peso corporal seria a través de la molécula oleiletanolamida (OEA)
([7168], [7210]). La OEA es un 4cido graso etanolamida, también conocido como N-
aciletanolamida. Esta familia de moléculas lipidicas sefializadoras se localiza principalmente
en el intestino delgado, tejido adiposo, neuronas aferentes y en varias zonas del cerebro.
Existe una fuente de OEA exogena, a través de la ingesta de nutrientes con acido oleico, asi
como una fuente enddgena. En este caso, se sintetiza a partir de fosfatidilcolina cuando las
células son estimuladas por agentes despolarizantes, neurotransmisores y hormonas ([7168],
[7178], [7206], [7218]). OEA juega un papel importante en el control central y periférico de la

ingesta, que se produce de forma integrada con el control nervioso y hormonal de la saciedad

42



Introduccion

([7206], [7212], [7495]). Diversos estudios han determinado que la oxitocina es el regulador
central de la saciedad unido a OEA. En este sentido, el grupo investigador ha demostrado que el
aceite de oliva virgen extra, con su alto contenido en acido oleico, a través de la regulacion de la

oxitocina por parte de OEA contribuye a la regulacion del peso corporal en ratas ([8448]).

2. INFLUENCIA SOBRE EL ESTATUS HORMONAL

Los estroégenos son las hormonas que podrian estar mas directamente implicadas en la
accion de los lipidos de la dieta sobre el cancer de mama, ya que participan en todos los
procesos, normales y patologicos de la glandula mamaria. En este sentido, participan, por un
lado, en la iniciacion del cancer de mama debido a los efectos genotoxicos de sus metabolitos,
y por otro lado, ejercen efectos como cocarcindégenos y en la promocion de la carcinogénesis

mediante la estimulacion de la proliferacion y el crecimiento celular ([7158]).

Los lipidos de la dieta podrian estar implicados en la modificacion de la disponibilidad
de los estrogenos y, por lo tanto, estarian influyendo en el desarrollo del cdncer de mama ya
que es una patologia hormonodependiente. Asi, la alteracion del metabolismo de los
estrogenos es un posible mecanismo a través del cual los lipidos de la dieta podrian modificar
el proceso carcinogénico mamario. Una ingesta elevada de grasas puede aumentar el tejido
adiposo corporal y mamario, y, consecuentemente, también aumentaria la sintesis de
estrogenos a partir de andrégenos, secretados por la glandula adrenal, a través de la enzima
aromatasa P450. Esta enzima ha sido hallada en tejido mamario adiposo y tumoral ([824],
[7689]). En el grupo de mujeres post-menopdusicas el tejido adiposo se convierte en la
principal fuente de estrogenos procedentes de dicha actividad aromatasa ([4595]). Por lo
tanto, las mayores tasas de cancer de mama observadas en mujeres post-menopausicas y
obesas ([5367], [5368]) podrian estar asociadas con un aumento de los niveles de estrégenos

([6823]).

Por otro lado, se ha descrito que los PUFA n6 pueden aumentar la estrogenicidad a
tres niveles: 1) por desplazamiento de los estrogenos de su proteina transportadora,
incrementando los niveles de hormona libre; 2) aumentando la afinidad por su receptor; y 3)
inhibiendo la actividad de la enzima 17B3-deshidrogenasa e impidiendo, de esta forma, el paso
de estradiol a estrona ([976], [3421], [3568]). Ademas, un incremento en el consumo de EPA,
a través de la ingesta de pescado, disminuye la formacioén de prostaglandina E2 (PGE,), un
metabolito del acido araquidonico que estimula la actividad de la aromatasa P450, lo cual

disminuiria la produccion local de estrégenos y el crecimiento estimulado por éstos ([4546]).
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Asimismo, el aumento de la ingesta de grasas causa un incremento de la secrecion biliar,
cuyos acidos biliares y derivados del colesterol pueden ser transformados a estrogenos por
ciertas bacterias de la flora intestinal ([1666]). En este sentido, la actividad moduladora de la
biosintesis de acidos biliares caracteristica del escualeno, componente minoritario del aceite
de oliva virgen, podria contribuir al potencial efecto protector de este aceite en la
carcinogénesis ([3619]). Por otro lado, los lignanos, otros componentes minoritarios del aceite
de oliva virgen, presentarian efectos antiestrogénicos debido a su semejanza estructural con el
estradiol y el antiestrogeno sintético tamoxifeno. Ademas, los lignanos inhiben la
proliferaciéon inducida por estradiol de células de céncer mamario humano MCEF-7, y
estimulan la sintesis de la globulina transportadora de hormonas sexuales, con el subsecuente
incremento del estradiol total. Sin embargo, los niveles de estradiol libre se reequilibran para

mantener la homeostasis ([4743]).

A pesar de las relaciones sugeridas anteriormente, no se han encontrado diferencias
claras en los niveles de esteroides gonadales por efecto de las dietas hiperlipidicas ([918],

[934], [1046], [1678], [2265]).

Otro aspecto a tener en cuenta en la posible relacion entre los lipidos de la dieta y los
estrogenos en cancer es el hecho de que el ciclo redox del metabolito catecol estrogeno 4-
hidroxioestradiol, catalizado por enzimas CYP, da lugar a radicales libres que pueden dafiar el

ADN y podrian provocar la peroxidacion lipidica de los acidos grasos ([3568]).

Por otra parte, el efecto de los lipidos de la dieta podria estar relacionado con los
receptores esteroideos. En ratas, una dieta rica en PUFA n6 aumento el nivel de RE en la
glandula mamaria de animales virgenes. En ratas gestantes, dicha dieta aumento los niveles de
RE, sin embargo, en la descendencia los niveles de RE en glandula mamaria disminuyeron
significativamente, en asociacion con una disminucion de la diferenciacion epitelial a favor de
un mayor numero de estructuras dianas de la transformacion maligna ([3588]). Sin embargo,
en otros estudios, la ingesta de dietas ricas en grasas no ha mostrado influencias sobre los
niveles de receptores de estrogenos y progesterona ([1046], [5664]). Asimismo, se ha
postulado que la obesidad afectaria el desarrollo del cancer de mama en etapas tempranas en
la tumorigénesis sin alterar el estado de receptores de estrégenos en el tumor ([5887]). Por
tanto, no hay datos concluyentes sobre la influencia de los lipidos de la dieta y los receptores

de esteroides gonadales ([1046], [2265]).
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Finalmente, cabe destacar que algunos estudios han relacionado otras hormonas, como la
prolactina, insulina, tiroxina, hormona del crecimiento y corticosterona, con los lipidos de la dieta

y el cancer de mama, aunque los resultados obtenidos son controvertidos ([934], [1077], [1560]).

3. MODIFICACIONES DE LA MEMBRANA CELULAR

La composicion en lipidos polares (fosfolipidos, esfingomielina y cardiolipina en
mitocondria) y el contenido en colesterol de las membranas celulares estan finamente
regulados por las células, y pueden variar en funcion de los lipidos que habitualmente se
ingieren ([1047], [1518], [2264], [3185]). Las membranas celulares parecen mantener
relativamente constante sus niveles de acidos grasos saturados (SFA) y MUFA dentro de un
amplio rango de variacion en la dieta de estos acidos grasos. En cambio, la composicion de la
membrana es mas sensible a los niveles de PUFA n6 y n3 de la dieta, especialmente a los
PUFA n3 y a la ratio n3/n6 ([4818], [6338]). Los cambios en el perfil lipidico de las
membranas celulares debidos al consumo de un tipo concreto de grasa pueden modificar el
comportamiento celular mediante la influencia en la fluidez de la membrana, las vias de
transduccion de sefiales y el grado de peroxidacion lipidica en dichas membranas ([4541]).
Asi, elevadas cantidades de PUFA n6 en las membranas se han asociado a una mayor tasa de

proliferacion celular ([1355], [4324]).

Los cambios en la fluidez de membrana, como el aumento debido a un incremento en la
cantidad de PUFA, pueden afectar a la movilidad lateral de proteinas especificas integrales y
unidas a membrana, su conformacién y su interaccion con otros de sus componentes, lo cual
podria producir cambios funcionales ([2264], [2276]). En este sentido, se ha descrito que las
dietas ricas en distintos acidos grasos modifican la densidad y/o conformacion de los canales de
sodio ([1518]). También se ha descrito que un incremento del contenido de acidos grasos
insaturados de los fosfolipidos de membrana modifica la actividad de la adenilato ciclasa, de la
ATPasa Na'-K" dependiente y del receptor de insulina ([1347], [1383], [1560], [2264]). En
todos estos casos, los PUFA parecen mostrar un mayor efecto que MUFA ([4818], [4822]).
Ademas, lipidos especificos de membrana regulan la funcion de proteinas anfitropicas a las que
se unen débil y reversiblemente mediante interacciones covalentes o no covalentes ([2612]). Las
interacciones con lipidos de membrana pueden afectar a su ensamblaje, plegamiento u
organizacion topologica y, por lo tanto, a su funcion. Proteinas implicadas en la transduccion de
sefales generadas en las membranas, como las GTPasas Ras, fosfocolina citidiltransferasa, PKC

(Proteina quinasa C) y PLC (Fosfolipasa C), son comunmente reguladas por anfitropismo
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([4804]). Por otra parte, varias proteinas de la matriz extracelular y del citoesqueleto, como
vinculina, a-actinina, profilina y gelsolina, pueden interactuar con fosfolipidos de membrana,
regulando procesos fundamentales como la division, migracioén, adhesion celular, cambio de

forma o interacciones célula-célula ([2613], [2614]).

Existen también evidencias de que la composicion de los fosfolipidos de la membrana
nuclear interviene en la regulacion de la funcionalidad de ésta y, en consecuencia, de procesos
como la replicacion y la transcripcion del ADN o el transporte nucleo-citoplasmatico del

ARN ([2264], [4816]).

Por otra parte, los lipidos también podrian influir en la carcinogénesis modulando
procesos de comunicacion celular. En este sentido, en un modelo de cancer de mama en rata
se ha descrito que los PUFA n6 son capaces de bloquear la comunicacion intercelular
mediada por uniones tipo gap junction, a través de las cuales las células intercambian iones y
moléculas de bajo peso molecular en un proceso de cooperacion metabolica. Dicho bloqueo
resulta en la no transferencia de sefiales inhibitorias entre células tumorales, lo que conduce a
una proliferacion descontrolada de las células iniciadas y a la promocion del desarrollo
tumoral ([927], [1489], [4824]).

También se ha sugerido un papel de los lipidos de la dieta en la organizacion de los
microdominios de la membrana plasmatica, en concreto los conocidos como balsas lipidicas o
Lipid Rafts (LR), y las caveolas ([5449], [5451], [6336]). Dichos dominios tienen una
composicion caracteristica tanto de lipidos como de proteinas, de manera que cambios en su
organizacion pueden conducir a una desregulacion de la propia célula. Dichos efectos seran

tratados detalladamente en el subapartado E de este capitulo.

4. EFECTOS SOBRE LA TRANSDUCCION DE SENALES

Los lipidos de membrana, por la accion de varias fosfolipasas (PLA,, PLC, PLD)
activadas por complejos agonista-receptor, pueden generar gran cantidad de moléculas
bioactivas que actian como segundos mensajeros o como moduladores en las cascadas de
sefializacion intracelular ([2789], [4541]). Entre ellas, inositol-trifosfato (IP;), diacilglicerol
(DAG) y acidos grasos libres (free fatty acids, FFA) que activan PKC, y acido fosfatidico
(PA) que, ademas, puede ser metabolizado a DAG. Asimismo, PA actuaria, como coactivador
de la via de MAPK junto con p21Ras ([2260], [2430], [3695], [3701]). Por lo tanto, los
cambios en las propiedades fisico-quimicas de la membrana que se puedan producir por

modificaciones en la cantidad o el tipo de lipidos de la dieta, afectardn a la produccion y
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composicion de los segundos mensajeros, alterando la expresion génica y la funcion celular
([3947]). Se ha comprobado que algunas dietas hiperlipidicas incrementan el nivel de DAG y
la cantidad de PKC asociada a la membrana ([1942], [2054]). Ademas, los FFA modifican las
actividades de las fosfolipasas, PKC y otras quinasas, proteinas G, ciclasas, asi como canales
i6nicos y la movilizacion del calcio ([2137], [2264], [2276], [2430], [2556]). Por el contrario,
el acido araquidonico inhibe algunas quinasas ([2137]). También se ha descrito que los PUFA
oxidados inhiben tirosina fosfatasas (PTPasas), y por tanto incrementarian en general la
fosforilacion de tirosinas de las proteinas celulares. En trabajos in vitro se ha comprobado que
determinados metabolitos del acido linoleico pueden inhibir la defosforilacion del EGFR,
aumentando asi la cascada de senalizacidon intracelular ([3535], [3824], [5612]), aunque
resultados obtenidos por el grupo investigador no muestran modificacion de la activacion de

EGFR por los lipidos de la dieta, en los adenocarcinomas mamarios experimentales ([6879]).

Los lipidos de la dieta pueden afectar la actividad de las proteinas Ras, reguladores
criticos de la funcién celular, como el crecimiento, diferenciacion y apoptosis, aunque los
mecanismos no son aun conocidos. En este sentido, en el modelo de cancer de colon inducido
con azoximetano, una dieta rica en aceite marino disminuy6 el contenido de Ras unido a
membrana, mientras que una dieta rica en aceite de maiz aument6 dicha localizacion sin
alterar la farnesilacion ni la palmitoilacion de la proteina ([3355]). Otros autores han
demostrado que los PUFA n3, en comparacion con los PUFA n6, disminuyen la relacion Ras
membrana-citosol ([2955]). En relacion al aceite de oliva, los compuestos minoritarios como
el hidroxitirosol o el escualeno, pueden influir en el metabolismo lipidico, disminuyendo los
niveles de intermediarios lipidicos requeridos para la prenilacion de Ras, necesaria para su
activacion en la membrana ([3229], ([3619], [3620], [3771], [5767]). En este sentido, el grupo
investigador ha demostrado que las dietas ricas en aceite de oliva virgen regulan la activacioén
de Ras disminuyéndola, pero no modifican su localizacion celular. Asimismo, también se
produce la regulacion de algunas de las principales vias de sefializacion de Ras, induciendo un

balance proliferacion/apoptosis a favor de esta ultima ([6879]).

En relaciéon con la modulacion del ciclo celular, algunos estudios sugieren que el
incremento en la proliferacion y en el nimero de células en fase S producido por un tratamiento
con acido linoleico resultaria de la modulacion de las distintas vias MAPK existentes en la célula
([4542]). Otros trabajos han demostrado que los PUFA n6 reducirian la duracion del ciclo celular,

mientras que los PUFA n3 inhibirian el crecimiento tumoral mamario ([3114], [3185], [3581],
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[4542]), y los MUFA n9, lo inhibirian a elevadas concentraciones, mientras que a bajas

concentraciones (<1 pg/ml) tendrian un efecto estimulador ([3569]).

Por otra parte, a partir de los fosfolipidos de membrana se producen FFA precursores
de eicosanoides (prostaglandinas, prostaciclinas, tromboexanos y leucotrienos). Existen dos
familias de eicosanoides; los derivados del 4cido linoleico (n6), via 4cido araquidonico, y los
derivados del 4cido linolénico (n3), via EPA ([3185]), que muestran diferentes efectos, en
algunos casos, contrarios ([2050]). PGE,, producto del acido araquidonico, promoveria la
supervivencia celular, inhibiendo la apoptosis y estimulando la proliferacion celular, y
potenciaria la progresion tumoral, promocionando la angiogénesis del tumor y las metastasis
([4324], [4546]). En este sentido, el efecto promotor tumoral de las dietas hiperlipidicas en el
cancer de mama se ha correlacionado con una mayor produccion de prostaglandinas ([1107]).
Los inhibidores de la sintesis de las prostaglandinas bloquean parcialmente el efecto promotor
de las dietas hiperlipidicas ricas en PUFA n-6 en la carcinogénesis mamaria inducida por
DMBA ([2245], [2265]). En relacion a los PUFA n-3, CLA y acido oleico, se ha postulado
que su efecto protector se basaria en la utilizacion de las mismas enzimas de la sintesis de
prostaglandinas que los PUFA n-6. Este hecho induciria un cambio en las proporciones del
tipo de eicosanoides sintetizados ([3567], [3568], [3569], [4546]). Ademaés, en el aceite de
oliva, los compuestos minoritarios como el hidroxitirosol o el escualeno, también pueden
influir en el metabolismo lipidico, disminuyendo los niveles de intermediarios lipidicos, que
en el caso del escualeno implicaria una disminucion de la prenilacion de Ras, necesaria para

su activacion ([3229], [3619], [3620], [3771], [5767]).

5. EFECTOS SOBRE LA EXPRESION GENICA

Numerosos trabajos han descrito que diferentes componentes de la dieta (PUFA,
colesterol, glucosa/fructosa, determinados minerales y vitaminas liposolubles) pueden
modular especificamente la transcripcion génica, el procesamiento y la estabilidad de los
transcritos de genes implicados en diversas vias del metabolismo (glucolisis, lipogénesis, etc.)

([2415], [2542], [4540]).

En relacion a los lipidos, €stos podrian influir en la expresion génica de dos modos
diferentes: un control directo, rapido y agudo de los niveles de expresion, y una modulacion
adaptativa a largo plazo de la composicion de la membrana celular que podria modificar a su
vez la sefalizacion intracelular ([2415], [4540]). La modulacion de la expresion génica por

parte de los PUFA esté bien caracterizada en el caso de los genes implicados en la lipogénesis
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hepética y otras vias metabolicas ([2545], [2547], [3929]). Asi, los PUFA n3 y n6 inhiben la
expresion de enzimas relacionadas con el metabolismo de carbohidratos y la biosintesis de
acidos grasos, mientras que los SFA y los MUFA no tienen tal efecto ([2422], [2549],
[2617]). Se ha descrito que la accion de los PUFA depende de una serie de condiciones: un
contenido minimo de 18 carbonos; un minimo de 2 dobles enlaces localizados en las
posiciones 9 y 12, uno de los cuales puede estar en configuracion frans; y sufrir desaturacion
por la A6-desaturasa ([2542]). También se ha constatado que los PUFA inducen la expresion

de genes implicados en la oxidacion lipidica y la termogénesis ([3844]).

Ademas, existen cada vez mas evidencias de que los lipidos pueden regular la expresion
de genes implicados en la transformacion neoplésica. Trabajos in vitro realizados en diferentes
lineas celulares humanas de cancer de mama tratadas con PUFA n3 mostraron cambios en la
expresion de genes implicados en apoptosis, sefializacion intercelular, comunicacion celular,
metabolismo o interaccion con patdégenos. En cambio, tal efecto no fue observado en el caso de
los PUFA n6 ([7154]). Por otra parte, la administracion de acido linoleico a células tumorales
mamarias indujo cambios en la expresion del RE o, la proteina G G13a, la p38 MAPK, asi como
de genes implicados en la regulacion del ciclo celular y la transcripcion del ARN ([4542]). Los
acidos grasos insaturados han demostrado poder reducir significativamente el tiempo de
duplicacion de las células mamarias normales y tumorales en cultivo, provocando un aumento de
la actividad mitotica ([918]). Este efecto se ha relacionado con una regulacion de la expresion de

genes implicados en el ciclo celular, como por ejemplo p53 y c-fos ([2227], [2272]).

Ademas, los acidos grasos o sus metabolitos han demostrado poder controlar la
actividad de algunos factores de transcripcion, mediante su unidén y activacion de varios
receptores nucleares, incluyendo la familia de los receptores activados por proliferadores de
peroxisomas (PPAR), el receptor X hepatico (LXR) tipo a, el del acido retinoico (RX) tipo a
y el receptor nuclear hepatico 4 (HNF-4) tipo a. Igualmente, los acidos grasos pueden actuar
alterando la actividad o la abundancia nuclear de los factores de transcripcion sin necesidad
de unirse a ellos, como es el caso de NF-xB (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells), SREBP (sterol-regulatory element-binding protein), c/EBPb
(CCAAT/enhancer-binding protein B) y HIP-lo (hypoxia-inducible factor-1a) ([4541],
[4543]).

Resultados propios del grupo de investigacion demostraron que una dieta hiperlipidica

PUFA n-6 disminuye la expresiéon del gen PCPH, implicado en la diferenciacion de la
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glandula mamaria a través, al menos en parte, de una actuacion sinérgica con Ras ([4811],
[5321]). Ademas, la ingesta de dicha dieta aumenta los niveles de ARNm de -Actina y de su
transportador ZBP1, cuya desregulacion se asocia con un fenotipo tumoral de mayor

malignidad ([5965]).

El efecto promotor de las dietas ricas en PUFA n6 en la carcinogénesis mamaria y de
colon también se ha asociado a la sobreexpresion de los genes ciclooxigenasa COX-1 y COX-
2. Por el contrario, las dietas hiperlipidicas PUFA n3 ejercerian un efecto antitumoral a través
de la inhibicion de la expresion de COX-3 ([3616], [4324], [4546], [6769]). Algunos
oncogenes y genes supresores de tumores también pueden ser regulados por los acidos grasos,
directa o indirectamente. Entre ellos se encuentran ErbB2/Neu ([5149]), c-myc y c-Ha-ras
([1854], [2984]), c-fos y COX-2 ([5041]), p53, Bcl-2, Bel-xL y Bak ([2272], [3012]) y
BRCAT1 y BRCA2 ([3857], [4325]), entre otros. La expresion de EZH2, una proteina nuclear
modificadora de histonas, implicada en regular la conformaciéon de la cromatina, también se
ha encontrado influida por acidos grasos pudiendo asi ejercer un efecto sobre la regulacién
epigenética de la expresion génica ([7152], [7375]). Otros estudios han demostrado efectos
sobre genes involucrados en angiogénesis, invasion y metastasis, como E-cadherina ([4401]),
Maspina ([3983]) y algunas moléculas mediadoras de la cascada angiogénica, como VEGF,
PDGF, el de fibroblastos (FGF), COX-2, la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), el factor
de necrosis tumoral o (TNFa), metaloproteasas de matriz (MMPs) y B-Catenina ([7151]).

Los efectos inespecificos de las dietas hiperlipidicas en el cancer de mama
experimental, relacionados con su aporte energético, han sido asociados por el equipo
investigador con la influencia que dichas dietas pueden ejercer en la regulacion de la
expresion de genes hepaticos como la carnitina palmitoil transferasa tipo 1 (CPT-1) y la
sintasa HMG-CoA, implicados en el metabolismo lipidico. Los resultados obtenidos, junto
con los cambios observados en el perfil lipidico y el peso y masa corporal, sugieren que el
cancer modifica la regulacion de dichos genes por los lipidos de la dieta, asi como la

expresion de PPARa ([4743]).

En los ultimos afios, con la irrupcion de las técnicas de analisis de la expresion génica
mediante Microarrays, se han publicado diversos trabajos sobre el efecto de los lipidos de la
dieta en el perfil de expresion génica en células tumorales. El equipo investigador, utilizando
dicha tecnologia, identifico 4 genes diferencialmente expresados en cancer de mama

experimental por efecto de una dieta rica en PUFA n6: a-2u globulina submaxilar, VDUP1
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(vitamin D3-upregulated protein 1), el gen improntado H9 y un gen de funcién desconocida
que codifica la secuencia de expresion (EST) ([2385]). La regulacion a la baja de estos genes
en los adenocarcinomas de los animales alimentados con dicha dieta se asocid con su mayor
malignidad clinica y anatomopatologica ([4735]). En otros trabajos similares, los lipidos se
han asociado con cambios en la expresion de genes implicados en la regulacion del ciclo
celular y la transcripcion del ARNm ([4542]), apoptosis, interaccion huésped-patdgeno,
sefializacion y comunicacion celular, transduccion de sefales y metabolismo ([7154]). En
modelos de cancer de prostata y de colon, dietas hiperlipidicas han mostrado influencia sobre
la expresion de genes implicados en inflamacién, metabolismo de 4cidos grasos y glucosa,
metabolismo de andrdgenos y actividad de proteinas kinasas, asi como de moléculas de la
matriz intra- y extracelular, factores de crecimiento y genes de respuesta a androgenos

([4895], [7149]).

Mas recientemente, el grupo de investigacion ha estudiado el efecto sobre la expresion
de grupos de genes implicados en los distintos hallmarks de las células tumorales, descritos
por Hanahan y Weinberg ([3973], [7349]). Los resultados han demostrado que las dietas ricas
en PUFA n6 disminuyen la expresion de genes implicados en vias de apoptosis y del sistema
inmune, no sélo en la glandula mamaria sana sino también en los tumores. En cambio, las
dietas ricas en aceites de oliva virgen extra aumentan la expresion de genes implicados en la
apoptosis. Este diferente perfil de expresion inducido por ambos tipos de dieta se asocia con

el diferente grado de malignidad de los tumores experimentales demostrado en cada caso.

6. EFECTO SOBRE EL SISTEMA INMUNITARIO

Los lipidos de la dieta son capaces de modular la respuesta inmune y la produccion de
citoquinas inflamatorias. Asimismo existe una asociacioén entre el proceso inflamatorio y el
desarrollo tumoral ([7086]), la cual estd reconocida como una caracteristica importante del
desarrollo del cancer ([7349]). Los procesos de la inflamacion estdn implicados en la
tumorigénesis y en la progresion metastasica, incluso en tipos de cancer cuya etiologia no
incluye una inflamacion pre-existente o una infeccion, como suele ser el caso del cancer de
mama ([7368]). La activacion de dichos mecanismos desencadena la estimulacion de factores
de transcripcion en las células tumorales, siendo el Transductor de Sefial y Activador de la
Transcripcion 3 (STAT3) y el NFkB de los mas relevantes. Estos factores coordinan la
produccién de mediadores inflamatorios, incluyendo citoquinas y quimioquinas, facilitando

con ello el reclutamiento y la activacion de células mieloides (macroéfagos, mastocitos,
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eosinofilos y neutrofilos). Las citoquinas y factores solubles producidos activan estos mismos
factores de transcripcion en células inflamatorias, estromales y tumorales, resultando en la
produccion aumentada de mediadores de la inflamacion y la generacion de un microambiente

inflamatorio asociado ([7086]).

En cuanto al efecto de los lipidos de la dieta en los procesos inflamatorios, en general,
los PUFA n6 generan eicosanoides con efectos proinflamatorios, mientras que los PUFA n3
son precursores de eicosanoides con efectos antiinflamatorios ([4546], [4547]). Por lo tanto,
las dietas con una proporcion de PUFA n6:n3 alta probablemente incrementan la generacion
de eicosanoides inflamatorios, mientras que dietas con una proporciéon baja de n6:n3
decreceran su produccion ([4541]). Es probable que las prostaglandinas estén implicadas en el
efecto inmunosupresor de los lipidos ([921]). Por ejemplo, la PGE, inhibe a macréfagos,
células T y B, y estimula las células inmunosupresoras ([2085], [4155], [4547]), ademas de
inhibir la produccion de algunas citoquinas, como interleucina (IL) 2 o interferon-y, y de
estimular la de otras, como IL-4, IL-5 y IL-10. Por otro lado, se ha observado una inhibicién
de la proliferacion de linfocitos in vitro, una disminucion en la secrecion de TNF, IL1, IL2 e
IL6 y una inhibicion de la actividad de las células NK y de los linfocitos T citotoxicos por
efecto del 4cido araquidonico y los PUFA n3 ([4547]). Algunos receptores nucleares podrian
ser los candidatos a mediar estos efectos sobre el sistema inmune. Asi, la activacion de
PPARSs por los acidos grasos suprime la expresion de citoquinas y otras moléculas implicadas

en la respuesta inflamatoria ([4155]).

Los estudios sobre los efectos del aceite de oliva en el sistema inmune son escasos, pero
los datos disponibles indican que éste podria ser un potente mediador de la respuesta inmune y
que podria modificar la produccion inflamatoria de citoquinas. La atenuacion de estos procesos
que provoca el aceite de oliva podria explicar los efectos beneficiosos sobre el riesgo del cancer
([4300]). Se ha demostrado que el acido oleico tiene efectos anti-inflamatorios ([4992]).
Ademas, algunos fenoles del aceite de oliva virgen extra pueden inhibir la produccion de
eicosanoides y citoquinas inflamatorios in vitro e in vivo ([4765], [4972], [6526]). En ratas, se
ha observado que la ingesta materna de una dieta con 15% de aceite de oliva tiene un efecto
inhibidor del cancer de colon en la descendencia, predominantemente aumentando el nimero
total de células linfaticas y de linfocitos CD8 (+) en los tumores ([4837]). Por el contrario, el
consumo de una dieta rica en &cido oleico por humanos sanos no parece dar lugar a una

supresion general de las funciones de las células del sistema inmune ([4994]).
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7. ESTRES OXIDATIVO

El dafio en el ADN, las proteinas y los lipidos inducido por ROS juega un papel muy
importante en el desarrollo y la progresiéon de numerosos procesos patologicos incluido el
cancer. El dafio oxidativo en el material gendmico puede resultar en una parada o
estimulacion del proceso de replicacion, induccidn de vias de transduccion de sefiales, errores
en la replicacion o inestabilidad genomica ([6196]). Del mismo modo, radicales libres y
diferentes productos de la peroxidacién lipidica pueden causar lesiones premutagénicas en el
material genético de la célula. Un ejemplo de ello son los aductos formados por el aldehido
malon-di-aldehido (MDA), o la base modificada 7,8-dihydro-8-oxo-2 -deoxyguanosine (8-oxo-
dG), producto inespecifico de la oxidacion ([6074], [6143]). Estas lesiones pueden ser reparadas
o fijarse como mutaciones en el ADN colaborando asi en la transformacion de una célula sana
en las etapas iniciales del céncer, y/o ayudando durante la fase de promocion, donde se
necesitaria de la continua presencia de un estimulo promotor tumoral, como podrian ser los
radicales libres ([5845], [6446]). En la progresion del cancer, que implica el paso desde un
estado preneoplésico a un estado neoplasico, los radicales libres podrian tener un papel en la
transduccion de sefiales, asi como en la capacidad invasiva y metastasica del tumor ([6430],

[6434]).

Alteraciones en las enzimas antioxidantes (Superdxido Dismutasa -SOD-, Catalasa,
Glutation Peroxidasa -GPx-) y en antioxidantes no enzimaticos (Glutation -GSH-, vitamina C,
Tiorredoxina -TRx-), asi como en vias de sefializacion relacionadas, son comunes en muchos
tipos de cancer ([5812], [6456]) y, en particular, en el de mama ([6083]). En general, se ha
descrito una disminucion de la capacidad antioxidante en las células tumorales respecto al
tejido sano, lo que podria favorecer la formacién de lesiones en el ADN, y conferiria a la
célula tumoral un fenotipo mas agresivo y, por tanto, un peor prondstico ([5845], [6456]).
Resultados del equipo investigador han mostrado la pérdida de capacidad antioxidante en los
tumores mamarios experimentales con respecto a la glandula mamaria normal. Sin embargo,
existen discrepancias entre los numerosos estudios realizados ([6095], [6440]). Asi, algunos
autores han observado una correlacion entre un aumento de la actividad de las enzimas
antioxidantes con un peor pronostico del cancer, sugiriendo que dicho incremento protege a la
célula de ser danada por radicales libres y favorece la proliferacion celular. En relacion a la
capacidad antioxidante no enzimatica, el resultado mas frecuente es la disminucion de los
niveles de GSH y el aumento de la ratio GSSG/GSH como reflejo del estrés oxidativo en

pacientes con cancer o animales inducidos con carcindégeno ([6063], [6712], [6720], [6728],
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[6756]). Se han relacionado bajos niveles de GSH con menor proliferacion del tejido mientras
que el aumento de la ratio implicaria una situacion de mayor estrés oxidativo ([6756], [6761]).
Por el contrario, también se han encontrado altos niveles de glutation en tumores mamarios
como respuesta a la situacion de elevado estrés oxidativo ocasionada por la enfermedad
cancerosa ([6715]). Esta situacion podria favorecer la proliferacion y reducir la apoptosis de
las células tumorales ([5879], [6759], [6760], [6764]). La regulacion de la apoptosis mediante
el estado redox, promoviendo proliferacion en un medio reducido e induciendo apoptosis en un
estado de oxidacion, es un mecanismo que podria favorecer o interferir el proceso carcinogénico

en sus diferentes etapas ([6077], [6144]).

El estrés oxidativo y la peroxidacion lipidica juegan un papel importante en la
carcinogénesis mediada por la nutricion. El estado redox de la célula puede ser modificado por el
tipo de dieta. De hecho, la mayoria de antioxidantes no enzimaticos se adquieren a través de ella,
como por ejemplo las vitaminas C y E, los compuestos polifenolicos, el selenio y los
antioxidantes tiol, entre otros. Algunos estudios han demostrado los efectos sobre el estado
redox de la célula de compuestos como los polifenoles del té negro, la fibra, pero sobretodo de los
diferentes tipos de acidos grasos ([3339], [6141]). Entre ellos, los PUFA n3 podrian presentar
un mayor efecto antioxidante debido, en parte, a la estimulacion de la actividad enzimatica de
SOD, GPx y catalasa ([6692]). En relacion al aceite de oliva virgen, éste debe su capacidad
antioxidante a sus componentes minoritarios. Asi, aceites de semillas enriquecidos con acido
oleico presentan los mismos efectos que un aceite de oliva refinado ([4631]. [6611], [6692]).
Por otra parte, la ingesta de aceite de maiz, rico en PUFA n6, supone un aumento del estrés
oxidativo que podria afectar a las enzimas antioxidantes disminuyendo su nivel de actividad
([6753]). En cambio, se ha descrito que los polifenoles de origen dietético podrian favorecer
el aumento de los niveles de GSH a través de la enzima y-glutamilcisteina sintetasa, puesto
que se han encontrado regiones de elementos de respuesta antioxidante (ARE) en la region
promotora del gen ([6513]). Ademas, resultados propios del grupo han demostrado que la
disminucion de la capacidad antioxidante en los tumores mamarios es mayor en los animales

alimentados con dietas hiperlipidicas respecto a la dieta control.

Existen multiples estudios que describen los efectos prooxidantes y antioxidantes de
dietas con diferente composicion lipidica, asi como la influencia de diferentes compuestos
antioxidantes, como los polifenoles, sobre las etapas de la carcinogénesis. Estos estudios se

han realizado mayoritariamente en modelos experimentales de cancer de colon y hepatico
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([4904], [6762], [6770]). Respecto al cancer de mama, se ha descrito que los antioxidantes de
la dieta, en general, son capaces de inducir una disminucion de los niveles de glutation en las

células tumorales, asociada a un aumento de la apoptosis celular ([5879]).

8. METABOLISMO DE XENOBIOTICOS

Los xenobidticos son un amplio y heterogéneo grupo de compuestos quimicos
externos al organismo que requieren ser metabolizados para poder eliminarse ([7190]).
Aunque no todos los xenobidticos representan un riesgo para la salud, un gran ntimero de
ellos pueden ser altamente toxicos, teratogénicos y/o carcinogéncios, entre ellos, muchos de

los contaminantes alimenticios, del aire y del agua ([4874], [8140]).

El metabolismo de xenobidticos consta de dos fases. En la primera, las reacciones
llevadas a cabo producen la activacion hacia compuestos mas reactivos, y en la segunda
tienen lugar una serie de reacciones enzimaticas que aumentan la hidrosolubilidad de los
compuestos originariamente lipofilicos y favorecen su excrecion, ademds de reducir su
capacidad reactiva ([8139], [8149]). El principal 6rgano metabolizador de xenobioticos es el
higado, debido a la mayor concentracion y diversidad de enzimas metabolizadoras de
xenobidticos (xenobiotic metabolizing enzymes, XMEs) seguido del intestino, el pulmon, el
rifidn o la piel ([8069], [8149]). Entre las XMEs implicadas en el metabolismo de fase I se
encuentran mono-oxigenasas de la familia de los CYPs, que representan entre el 70-80% de
estas enzimas, ademas de otras como oxido-reductasas, epoxidohidrolasas y peroxidasas. La
superfamilia de los CYPs es un grupo de hemoproteinas cataliticas, entre las cuales las
familias CYP1, CYP2, CYP3, CYP4 y CYP7 son las principalmente involucradas en el
metabolimso hepatico y extrahepatico de los xenobioticos ([8069], [8139], [8149]). Los CYPs
son capaces de metabolizar un gran niimero de sustratos debido a su baja especificidad, ya
que existen multiples formas de la enzima, cada una de las cuales estd adaptada al
metabolismo de grupos compuestos relacionados estructuralmente ([8069]). Por otra parte, las
principales reacciones que se encuentran en la fase II son glucuronidacion, sulfatacion,
metilacion, acetilacion, conjungacién con glutation y/o con aminodcidos. Las principales
familias de enzimas implicadas en el metabolismo de la fase II son UDP-
Glucuronosiltransferasas (UGTs), Sulfotransferasas (STs), N-acetiltransferasas (NATs) y
Glutation S-transferasas (GSTs), ademas de algunas metiltransferasas como S-metil
transferasas y O-metil transferasas. También forman parte de esta fase algunas flavoproteinas

como NQO1 (NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1), que cataliza la reduccion de compuestos
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quinona hasta hidroquinonas contribuyendo a su detoxificacion metabdlica, sin necesidad de
conjugarlos con otras sustancias endogenas. En general, las reacciones pertenecientes a la fase
IT se caracterizan por una alta capacidad metabolica pero por una baja afinidad por los

substratos xenobidticos.

Multiples compuestos dietéticos pueden afectar la expresion y regulacion de las XMEs
a través de la activacion o inhibicidn de los factores de transcripcion correspondientes. Entre
ellos, los &cidos grasos y sus derivados pueden modular la actividad de Constitutive
androstane receptor (CAR), Pregnane X Receptor (PXR), Peroxisome proliferator activated
receptor (PPAR), Aryl Hydrocarbon Receptor (Ahr) y Nuclear Factor (erythroid-derived 2)-
Like 2 (Nrf2), haciendo que los niveles de expresion de las XMEs puedan verse afectados por
el tipo de lipidos presentes en la dieta ([6890], [7853]). Sin embargo existen muy pocos
trabajos sobre la modulacion de las XMEs por parte de los lipidos de la dieta y la exposicion a
compuestos carcinogénicos ([6722]). Entre ellos, estudios recientes del grupo investigador
han demostrado el efecto diferencial que ejercen distintas dietas hiperlipidicas en la expresion
y actividad hepatica de las enzimas de fase I y fase II. Asi, una dieta rica en PUFA n6 se ha
asociado a un aumento de enzimas de fase I, mientras que una dieta rica aceite de oliva virgen

extra promueve una respuesta fase I/fase II mejor coordinada ([8341],[8449]).

D. MODELO EXPERIMENTAL

Los experimentos in vivo son esenciales para el estudio de la patologia mamaria. En
este trabajo se escogid un modelo que utiliza ratas Sprague-Dawley sobre las que se aplica un
carcinégeno quimico, el DMBA (Figura 4), capaz de provocar la aparicion de tumores
mamarios de caracteristicas muy parecidas a las de los tumores humanos ([1438], [4264]). La
induccion tumoral se efectud siguiendo el método de Huggins C et al ([439], [443])
modificado ([1299]). Este carcindgeno, administrado por instilacion bucogastrica, presenta
una serie de ventajas con relacion a otros carcinégenos quimicos, entre las que destacan:
efectos extratumorales moderados (leucopenia, alteraciones del crecimiento), siempre y
cuando la dosis no sea superior a la descrita (20 mg DMBA/animal); mortalidad post-
induccion préacticamente nula; practicabilidad de la técnica; y alto rendimiento en la

promocion especifica de tumores mamarios con caracteristicas similares a los humanos.
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El DMBA (Figura 4) es un compuesto lipofilico que forma parte de la familia de los
Hidrocarburos Aromadticos Policiclicos (polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs). Dichos
compuestos se activan principalmente por las enzimas citocromo P450 (CYP). Las formas
moleculares intermediarias del proceso de oxidacion que catalizan son especies electrofilicas
reactivas (los metabolitos carcinogénicos), capaces de interactuar con macromoléculas

celulares, particularmente 4dcidos nucleicos y proteinas.

CHg

CHa

Figura 4. Molécula del -carcinégeno 7,12-
dimetilbenz(a)antraceno (DMBA).

Se han descrito tres vias principales de metabolizacion/activacion del DMBA: 1)
monoxigenacion y formaciéon de diol-epdxidos, 2) oxidacidon por transferencia de un electron
y formacion de radicales cationicos, y 3) oxidacion dependiente de NADPH y formacion de o-
quinonas ([6769]). Los complejos formados por la union directa de los metabolitos generados
por estas vias y el ADN, sin que se produzcan cambios estructurales en ninguna de las
moléculas, constituyen los denominados aductos. Estos complejos pueden ser estables, y
permanecer en el ADN, a menos que sean reparados por los mecanismos de Reparacion por
Escision de Nucleotidos (NER). Por otra parte, los aductos pueden ser depurinizantes,
liberandose del ADN por ruptura del enlace glicosidico entre la base purinica y la
desoxiribosa ([4080], [4081]). Si los aductos no son eliminados ni el ADN reparado, estos

constituyen lesiones premutagénicas que preceden la iniciacion tumoral ([4047]).

La primera via descrita estd considerada como el mecanismo dominante de
matabolizacion del DMBA. Tiene lugar principalmente en la region bay de la molécula, a
partir de la cual se generan los metabolitos més reactivos, siendo éstos los mas estudiados
([1425], [2629], [8194]). Los PAHS pueden contener en su estructura una region denominada
bay o en algunos casos una region llamada fjord. Estas son zonas de la molécula donde los

anillos aromaticos se encuentran mas proximos y se genera una region de mayor impedimento
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estérico. Los diol epoxidos de las regiones bay o fjord son electofilos con una gran capacidad
de interactuar con el ADN mientras que algunos de los isémeros diol-epdxidos formados en
regiones no bay o fjord, tienen una menor capacidad mutagénica y/o carcinogénica ([2388],
[2629], [6769], [7701]). Estudios en microsomas hepaticos de rata han determinado que para
la mayoria de PAHs su metabolismo da lugar a la formacion de diol-epoxidos en la region bay
principalmente (entre el 60-90% en comparacion con el resto de posibles metabolitos
formados) ([2629], [6769], [7701]). En el caso de la estereoisomeria del DMBA, se pueden
formar cuatro enantidémeros de los diol-epdxidos de la region bay que a su vez pueden
clasificarse en dos diastereoisdmeros dependiendo de la disposicion espacial de los grupos
sustituyentes, como anti-7,12-DMBA-3,4-diol-1,2-epéxido y sin-DMBA-3,4-diol-1,2-

epoxido, ambos con distinta capacidad iniciadora.

Otra de las vias metabdlicas del DMBA, también catalizada por las enzimas CYPs o
por enzimas con capacidad peroxidasa, consiste en la formacion de radicales catidnicos que se
forman a través de la pérdida de un electron mediante una oxidacion electronica. Estos
radicales catidonicos son electrofilicos con capacidad para interaccionar con centros
nucleofilicos de macromoléculas celulares ([4177]). La probabilidad de una molécula de PAH
para perder un electron esta relacionada con varios factores, entre ellos: 1) los bajos niveles de
potencial de ionizacion (lonization potencial, 1P), 2) la localizacién de la carga y 3) la
configuracion geométrica que facilite la unidén covalente con centros nucleofilicos, por lo que
puede existir una regioselectividad para la localizacién de la carga positiva dentro de la
molécula. En el caso del radical cationico del DMBA esta carga puede localizarse
predominantemente en las posiciones de los carbonos 7 o 12, formandose dos posibles grupos
metilo electrofilicos con capacidad de interactuar con centros nucleofilicos ([6769]). Los
radicales cationicos son altamente reactivos e inestables por lo que son dificiles de aislar para
identificarlos. Estos radicales rapidamente forman aductos, que en el caso de los del ADN son
inestables y producen depurinizaciones espontaneas ([4177]). La interaccion entre los
radicales cationicos y el ADN se produce a través de una unidn principalmente con las
posiciones N7 de las bases de guanina y/o las N3 de las adeninas, tras lo cual los enlaces
glicosidicos con la desoxiribosa son debilitados y se rompen, liberandose el complejo PAH-
base purica y generando un sitio apurinico en el ADN, que puede derivar en la generacion de

mutaciones ([4177], [6769]).
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Finalmente, la ultima via es la formacion de O-quinonas. A partir de los dihidrodioles
formados por los CYP1s durante una primera etapa comun a la via de formacion de diol-
epoxidos, mayoritariamente de naturaleza trans y proximos a la region bay, éstos pueden
sufrir una oxidacion por las enzimas pertenecientes a la familia de las AKRs (A4ldo-keto
reducatases), una superfamilia de oxidoreductasas citosolicas dependientes de NADPH, de
manera que los dioles se oxidan hasta cetonas. Posteriormente, de forma espontanea, el grupo
cetona se reorganiza hasta catecol, que es poco estable y sufre una autooxidacion hasta formar
una o-quinona. Los PAHs o-quinonas son electrofilicos y altamente reactivos con compuestos
enddgenos nucleofilicos. De esta manera, pueden formar conjugados con glutation
favoreciendo su eliminacion, o con el ADN dando lugar a aductos que pueden ser tanto
estables como depurinizantes ([6769], [8197]). Ademas, los PAHs o-quinonas pueden sufrir
una reduccion tanto enzimatica como no enzimatica para volver a formar el catecol original a
través de una reaccion dependiente de NADPH. Este proceso da lugar a un ciclo redox que
amplifica la formacion de ROS, con capacidad para causar dafio en el ADN mediante la
formacion de 8-oxo-dGuo, una lesion que contribuye a la formacion de mutaciones en el

ADN por conversiones G=>T ([8197]).

En los ultimos afios se ha propuesto una cuarta via metabolica que afectaria a algunos
PAHs que contienen en su estructura grupos metilo, como es el caso del DMBA. Estos grupos
metilo sufririan una oxidacion enzimatica por parte de los CYPls para formar un
hidroximetilo, el cual pordia ser esterificado por la Sulfotransferasa dando lugar a la

formacion de un ester sulfurico altamente reactivo ([6769]).

Los factores criticos del modelo experimental de cancer de mama inducido con
DMBA son: 1) la especie animal receptora, 2) la dosis de carcindogeno, y 3) el momento de
administracion del carcinégeno por instilacion gastrica. En cuanto a la especie seleccionada,
la rata es el animal que mejor se ajusta a las necesidades del modelo porqué: a) a pesar de la
distancia de especie, cumple las condiciones minimas de semejanza para que los resultados de
la experimentacion animal puedan ser ttiles a la hora de abordar el problema en humanos; b)
posibilita el ensayo ttil y practicable ya que es un animal facilmente manipulable; c) posee la
propiedad de la hormonodependencia de los tumores mamarios, de tanta trascendencia en
humanos; d) los tumores desarrollados inducidos con DMBA son del mismo tipo
anatomopatoldgico que los tumores humanos ([4264]); e) presenta hasta los ocho meses

aproximadamente una incidencia de tumores espontaneos muy baja; f) los tumores
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espontaneos mas frecuentes son los de mama, fundamentalmente benignos -fibroadenomas-,
siendo los malignos poco frecuentes, bien localizados y moderadamente invasivos ([447]); g)
la vida media de la rata es de 30-40 meses, y el tiempo de latencia de la induccidon tumoral es
breve (20-40 dias). En definitiva, la rata Sprague-Dawley es, por sus propiedades, una de las

mas utilizadas en las investigaciones oncoldgicas ([446]).

En cuanto a la dosis de carcindgeno, existe una relacion estequiométrica entre ésta y
los parametros de la induccion -incidencia, media tumoral, intervalo de aparicién, etc.-, y
entre ésta y los efectos toxicos del DMBA. Asi, dosis de 20 mg DMBA/animal son las
Optimas para ensayar agentes inhibidores, y dosis de 2.5 a 5 mg DMBA/animal para agentes
promotores. Mas de 20 mg DMBA/animal no mejoran la eficacia del método y, en cambio,
aumentan la mortalidad post-induccion y los efectos extratumorales del carcindégeno. La
administracion oral del carcindgeno mediante instilacion géstrica es la mas efectiva y comoda.
Utilizando una unica dosis los resultados son mejores que con cualquier otro sistema ya que
se produce una baja mortalidad debido a los efectos toxicos del carcindgeno, un desarrollo
rapido de tumores mayoritariamente mamarios, una alta incidencia y un alto contenido

tumoral.

El momento en que se realiza la induccion es clave para la producciéon tumoral. La
susceptibilidad de la glandula mamaria de la rata a los carcindgenos quimicos depende del
estado en que se encuentre el animal en el momento de la administracion del carcindgeno. En
general, los estudios que utilizan DMBA realizan la induccion sobre animales hembras de 50-
55 dias de edad, poco tiempo después de la edad media de pubertad, cuando se dan una serie
de caracteristicas en el animal que lo hacen mas receptivo a los efectos del carcindgeno.
Ademas, esta edad coincide con la época de mayor sintesis de ADN en la glandula mamaria,
en relacion también con el estado hormonal ([472]). Asimismo, se debe tener en cuenta el
historial reproductivo de los animales, ya que la tasa de proliferacion, y consecuentemente la
cantidad de DMBA unido a ADN, es diferente segun si la glandula mamaria es de una rata
nulipara o multipara. Asi, las ratas virgenes o nuliparas tienen una glandula mamaria con alto
contenido en TEBs con elevada capacidad proliferativa, con una mayor captacion de
metabolitos reactivos del DMBA y formacion de epoxidos. Ademas, tienen una menor
capacidad para eliminar los aductos ya que la duracion de la fase Gldel ciclo celular es
menor. En cambio, estructuras més diferenciadas, como las AB, que predominan en la

glandula mamaria de los animales prefiados, se caracterizan por tener baja actividad sintética
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de ADN, bajo indice mitdtico, baja captacion de carcindgeno, y mayor capacidad para reparar
dafios en el ADN ([3122], [3505]). El DMBA induce en estos animales la formacion de
estructuras transformadas que en lugar de diferenciarse a AB proliferan intraductalmente
formando microtumores (carcinomas intraductales). Estos progresan a carcinomas invasivos,
desarrollando varios patrones: cribiforme, tipo comedo o papilar. Algunos TEBs presentes en
la glandula mamaria en el momento de la induccion aun se diferencian en AB, pero su numero
siempre es menor que en animales no inducidos. Aquellos TEBs que ya se habian
transformado en estructuras mas diferenciadas (AB y estructuras lobulares tempranas) antes
de la administracion del carcinégeno, no desarrollan carcinomas ([3122]). La observacion de
que los carcinomas mamarios experimentales surgen de estructuras no diferenciadas (TEBs y
TD)y que las lesiones benignas, como adenomas, quistes y fibroadenomas, evolucionan de
estructuras mas diferenciadas, indicaria que el carcindgeno requiere de una diana estructural
adecuada y que el tipo de lesion inducida es dependiente del area de la glandula mamaria
afectada. Este hecho viene corroborado por la mayor incidencia de tumores localizados en las
glandulas de la region toracica, que son las que mayor cantidad de TEBs poseen ([1520],

[1524], [3122], [4537]).

E. MECANISMOS DE ACCION DE LOS LIPIDOS DE LA DIETA
EN CANCER DE MAMA: CAMBIOS EN LA MEMBRANA CELULAR

1. MEMBRANA CELULAR. CARACTERISTICAS

La membrana celular juega un papel importante en los procesos celulares y su
composicion en proteinas y lipidos se encarga de mantenerla en equilibrio. Cambios en dicha
composicion pueden afectar al crecimiento, la interaccion con otras células y la funcion de
proteinas y otros componentes de la misma. Existen evidencias que demuestran que los
lipidos ingeridos pueden provocar cambios importantes en la estructura y funcionalidad de la
membrana, y mas concretamente, en los dominios que la  forman

([4146],[5500],[6359],[7155],[7156],[7346]).

Cada tipo de membrana presenta una composicion de proteinas y lipidos
caracteristica. Los principales lipidos estructurales de las membranas son glicerofosfolipidos,

esfingolipidos y esteroles. Los glicerofosfolipidos son derivados del 4cido fosfatidico. Sus dos
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acidos grasos estan unidos por un enlace éster al primer y segundo carbono del glicerol y un
grupo de cabeza muy polar estd unido por enlace fosfodiéster al tercer carbono. Su
nomenclatura es segin el alcohol polar en el grupo de cabeza, el cual puede estar cargado
negativamente como en el caso del fosfatidilinositol (PI), positivamente como en
fosfatidilcolina (PC) y fosfatidiletanolamina (PE), o sin carga, neutro, como seria la
fosfatidilserina (PS). Dichas cargas son importantes en las propiedades superficiales de las
membranas. Por otra parte, los esfingolipidos estdin compuestos por una molécula del
aminoalcohol de cadena larga esfingosina o uno de sus derivados, una molécula de un acido
graso de cadena larga y un grupo de cabeza polar unido por enlace glucosidico o fosfodiéster.
La unidad estructural fundamental en todos los esfingolipidos es la ceramida. Se pueden
encontrar tres subclases de esfingolipidos: 1) las esfingomielinas, que contienen fosfocolina o
fosfoetanolamina como grupo de cabeza polar y que tanto por sus caracteristicas generales
como estructuralmente se parecen a PC 2) los glucoesfingolipidos, que tienen un Unico azicar
unido a la ceramida (Cer); y 3) los gangliosidos, que son los esfingolipidos mas complejos ya
que contienen grupos de cabeza polares formados por oligosacaridos y una o varias unidades
glucidicas terminales de acido sialico. Finalmente, los esteroles son lipidos estructurales que
se hallan presentes en la mayoria de células eucariotas. Su estructura caracteristica es la del
nucleo esteroideo que consiste en cuatro anillos fusionados, tres de ellos con 6 carbonos y uno
con 5. El ntcleo esteroideo es relativamente rigido. El colesterol (Col) es el principal esterol

en los tejidos animales ([8406]).

Los lipidos de membrana son asimétricos en su distribucion entre las dos monocapas,
aunque no se trata de una asimetria absoluta. En la membrana plasmatica ciertos lipidos se
encuentran principalmente en la cara externa de la bicapa mientras que otros se encuentran en
la cara citosdlica (interna). A modo de ejemplo, en la membrana de los eritrocitos se
encontrarian PC y esfingomielina (SM) en la cara exoplasmatica de la membrana, y PE y PS,
sobretodo, en la cara interna. Un gran numero de flipasas y translocadores controlan
estrechamente la distribucion asimétrica de todos estos lipidos a lo largo de la membrana

([7569],[84051).

Los 4cidos grasos que forman parte de los fosfolipidos de membrana pueden
clasificarse segun su longitud y grado de saturacion. Asi, éstos pueden ser de cadena corta (de
4 a 6 carbonos), de cadena media (de 8 a 12 carbonos), de cadena larga (de 14 a 20 carbonos)

o de cadena muy larga (mas de 22 carbonos). Por otro lado, segtn el grado de saturacion de la
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cadena alquilica se distinguen SFA, sin dobles enlaces, MUFA, con un doble enlace y PUFA,
con dos 0 mas dobles enlaces. Todos ellos varian en su punto de fusion y el grado de fluidez.
Consecuentemente, las caracteristicas fisicas de la membrana vienen determinadas por su

composicion en acidos grasos.

La composiciéon en proteinas de la membrana varia segin el tipo celular. Cada
proteina de membrana tiene una orientacion definida en relacion con el citoplasma, por lo que
las propiedades de una y otra superficies de la membrana difieren mucho. Dicha asimetria,
llamada lateralidad, se refleja en los diferentes tipos de proteinas presentes en la membrana: a)
proteinas integrales de membrana, b) proteinas periféricas y c) proteinas ancladas a lipidos.
Las proteinas integrales penetran la bicapa, son proteinas transmembrana (la cruzan por
completo) por lo que tienen dominios que sobresalen por los lados extracelular y citoplasmico
de la membrana. Pueden tener un solo segmento que cruce la membrana o cruzarla varias
veces. La mayoria de las proteinas integrales de la membrana funcionan como receptores que
se unen con sustancias especificas en la superficie de la membrana, o como conductos o
transportadores participantes en el desplazamiento de iones y solutos a través de la membrana.
Este tipo de proteinas, igual que los fosfolipidos de membrana, tienen porciones hidrofilicas e
hidrofobas. Por otro lado, las proteinas periféricas de membrana se sitian completamente
fuera de la bicapa, ya sea en el lado citoplasmico o el extracelular, y se relacionan con la
membrana mediante enlaces no covalentes. Dichas proteinas brindan soporte estructural a la
membrana y actuan como ancla para las proteinas integrales de la membrana. También
pueden actuar como enzimas, cubiertas especializadas o factores que transmiten sefiales a
través de la membrana y por lo general tienen una relacion dindmica con la membrana, se
atraen o se liberan de ella segiin las condiciones prevalentes. Asimismo, las proteinas ancladas
a lipidos se localizan fuera de la bicapa lipidica, en la superficie extracelular o en la
citoplasmica, pero tienen enlaces covalentes con una molécula de lipido que se encuentra
dentro de la bicapa. Dentro de este grupo es posible distinguir varios tipos de proteinas: 1)
proteinas ancladas a Glucosil Fosfatidil Inositol (GPI), presentes en la cara externa de la
membrana plasmatica y unidas a la bicapa mediante un pequefio oligosacarido complejo
vinculado con la molécula de fosfatidilinositol que esta sepultada en la hoja externa de la
membrana; 2) proteinas presentes en el lado citopldsmico y fijadas a la membrana mediante
una o mas cadenas largas de hidrocarburo, como por ejemplo un grupo prenil, incrustadas en

la hoja interna de la bicapa lipidica ([8404]).
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Durante la ultima década el modelo clasico de mosaico fluido de membrana
plasmatica de Singer-Nicholson (1972) ([5476]), segun el cual las proteinas difundian al azar,
libre y homogéneamente en la bicapa lipidica, ha sufrido cambios. Actualmente existen
evidencias que sugieren una organizacion lateral, con areas de lipidos diferenciadas, debido a
la incapacidad de mezclarse entre ellos a causa de impedimentos estéricos, y complejos
funcionales de proteinas, tanto en la membrana plasmatica como en ciertos organulos, de

manera que se modificaria el grosor y la fluidez de la membrana ([5449],[5451],[5060]).

Segun se ha descrito en un gran niumero de modelos, los lipidos de una membrana
bioldgica pueden encontrarse en fase liquid ordered (“lo”), liquid disordered (“ld”) o solid
gel (“sg”), en funcién de las interacciones entre sus cadenas hidrocarbonadas ([7424]). La
fase “lo” esta formada por moléculas de esteroles cuyas cadenas hidrocarbonadas se
encuentran altamente empaquetadas entre ellas, aunque las moléculas individuales de lipidos
tienen un alto grado de difusion lateral. Por el contrario, en la fase “/d” los lipidos se
encuentran mucho menos condensados, y en la fase “sg” el grado de adhesion es tan alto que
los lipidos permanecen inméviles ([7012]). De acuerdo con dichos modelos, se cree que a
causa del gran empaquetamiento en la fase “/o” los detergentes son incapaces de incorporarse
a la bicapa y por lo tanto de solubilizar estas partes de la membrana, por lo que reciben el
nombre de “Membranas Resistentes a Detergentes” (DRM). Esta propiedad bioquimica
constituye la base de las técnicas de separacion de los distintos microdominios respecto al

resto de la membrana mediante ultracentrifugacion en gradientes de sucrosa.

Dentro de las DRM, se encuentran los microdominios mejor caracterizados,
denominados balsas lipidicas o LR. Debido a su composicion, tal y como se describiréd en el
apartado siguiente, estas balsas lipidicas presentarian un bajo grado de fluidez pero
permanecerian moéviles en el plano de la membrana. Los LR estan rodeados de una membrana
mas fluida, reconocida en la literatura como bulk membrane o disordered membrane, y en el
presente trabajo como (MS), debido a su solibilidad en detergentes no idnicos, que
representaria al resto de la membrana plasmatica y se diferenciaria en su composicion, tanto
en lipidos y proteinas, de los microdominios citados anteriormente. La MS se compone
mayoritariamente de fosfolipidos con cadenas de acidos grasos insaturados, y por lo tanto
menos empaquetadas que los LR, y formarian parte del estado “/d” de la membrana ([5383]).
La composicién y funcion de las balsas lipidicas puede estar modulada por una gran variedad

de factores y condiciones, y existe una correlacion entre el estado fisico de la membrana y el
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estado fisiologico de la célula ([7509]). Existen estudios que demuestran que los LR son los
dominios que sufren las modificaciones causadas por los lipidos de la dieta en la composicion
de membrana, especialmente por los PUFA n-3

([5424],[5501],[5502],[5612],[6043],[7455],[7156]).

2. MICRODOMINIOS DE MEMBRANA: LIPID RAFTSY CAVEOLAS

Los diferentes tipos de balsas lipidicas se clasifican en funcion de su composicion y
morfologia. Asi, en relacion a la composicion, segun estudios protedmicos desarrollados en
diferentes lineas celulares de cancer, existen dos tipos de balsas en la membrana celular. Un
tipo estaria enriquecido en Col y SM y gangliosidos. Serian los llamados Chol-Rafts. Por otra
parte, existiria otro tipo de balsas enriquecidas en Cer y SM, los Cer-Rafts. De la relacion

entre estos dos tipos de balsas se hablara mas adelante ([6289]).

Por otra parte, existen al menos dos variedades morfolégicamente distinguibles de LR
en la superficie celular: los LR no caveolares o los Flat raft o dominios G, y las Caveolas. Los
Flat Raft tal y como se ha apuntado anteriormente, no son identificables por microscopia
electronica. Aunque morfoldgicamente Flat Raft y caveolas son dos estructuras de membrana
diferentes, muchas veces se ha postulado que comparten una composicion de lipidos y
proteinas parecida. Recientemente se ha identificado la composicion de los dominios
caveolares y no caveolares y se ha determinado que difieren entre ellos, habiéndose concluido
que la diferencia en la composicion de proteinas de estas estructuras implica que también

realicen funciones diferentes ([6342]).

2.1 Lipid Rafts enriquecidos en colesterol

Los Chol-Rafts son los microdominios de membrana que en la literatura se denominan
LR. Los LR se caracterizan por ser dominios pequeios (10-200 nm), heterogéneos, muy
dindmicos, enriquecidos principalmente en esfingolipidos, Col y SFA de cadena larga, lo que
permite un gran empaquetamiento entre ellos ([5448]). Debido a estas caracteristicas, dichos
microdominios son insolubles en detergentes no i6nicos a una temperatura de +4 °C y se
distinguen del resto de la membrana por presentarse como fracciones de baja densidad cuando
se someten a ultracentrifugaciones en gradientes de sacarosa ([4216]). Existen estudios
desarrollados en modelos de membrana que demuestran que el colesterol muestra una mayor

afinidad por las cadenas saturadas que por las poliinsaturadas, de manera que seria el
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responsable de recubrir los espacios vacios entre los glicoesfingolipidos de la bicapa y de

separar los diferentes dominios ([5198]) (Figura 5).

Figura 5. Disposicion del colesterol en las
membranas biolégicas.

Asimismo, se especula que alteraciones en el contenido de colesterol de las células
modificarian las propiedades de estos dominios ([5383]). El tratamiento de las células con
agentes que eliminan el colesterol de la membrana conduce a la rotura de LR ([7509]). Por
otro lado, son dominios ricos en moléculas de sefalizacion afines a dicha composicién
lipidica que regulan el correcto funcionamiento de la célula ([6339],[7249]). Muchas
moléculas de senalizacion residen o bien difunden dentro o fuera de las balsas lipidicas
durante el proceso de transmision de la senal, entre ellas EGFR, Ras, proteinas G, PI3K,
diferentes isoformas de PKC e incluso eNOS ([7509]). Los LR pueden unir diferentes tipos de
proteinas y el hecho de que contengan un elevado nimero de moléculas de sefalizacion ha
llevado a hipotetizar que estos dominios participen en una gran variedad de vias de
transduccion de sefiales que se originan en la superficie celular ([4313]). Las proteinas que se
encuentran en LR suelen sufrir modificaciones post-traduccionales con lipidos de cadenas
saturadas, de manera que encajen bien dentro del ambiente lipidico de los dominios. Existen 3
categorias de dichas proteinas: 1) las que se encuentran en LR constitutivamente (incluyen
proteinas ancladas a GPI, proteinas doblemente aciladas como Tyr-kinasas de la familia Src,
subunidad Ga de proteinas Gy eNOS, proteinas unidas a colesterol y ancladas a palmitico, y
proteinas transmembrana, particularmente las palmitoiladas); 2) las que estan presentes en la

membrana soluble (como el receptor de transferrina y la bomba Na'/K"); y 3) las que se
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encuentran en un estado intermedio moviéndose fuera y dentro de los LR con diferentes
cinéticas (un ejemplo serian EGFR y H-Ras) ([6296]). En estado basal los LR son demasiado
pequefios para participar en los procesos que se le asocian, de manera que pueden ser
estabilizados para formar “plataformas” mayores a través de interacciones proteina-proteina y
proteina-lipido, en un proceso conocido como raft clustering ([5449],[5473],[5475]). Los
clustered rafts pueden unir grupos especificos de proteinas de sefializacion, entre otras,
sirviendo como “plataformas™ para ejercer funciones relacionadas con el trafico de
membrana, la sefializacion y la polarizacion de la célula ([4818],[5466]). Ademas, los LR
también tienen una funcidén importante en la endocitosis, la liberacion de nuevas particulas

viricas y la sefializacion mediante receptores del sistema inmune ([6328],[5466]).

Aunque bioquimicamente estos dominios de membrana estdn bien caracterizados,
clasicamente han existido discrepancias sobre su existencia. El hecho de no poder visualizar
las balsas lipidicas en una membrana, directamente en el ambiente de la célula, y la falta de
comprension de algunas propiedades bésicas (como su tamafio o vida media), ha conducido a
la controversia sobre su definicion y presencia. Ademas, probablemente sean dominios muy
pequefios para poder ser identificados por microscopia optica y electronica. Afortunadamente
hoy en dia existen las técnicas de microscopia de super resolution que permiten la posibilidad
de estudiar muestras de este rango de tamafos. Algunos ejemplos serian la Stimulated
Emision Depletion (STED) nanoscopy, la microscopia de localizacion fotoactivada (PALM) o
la microscopia de fuerza atomica (AFM), que ademds de permitir una resolucion espacial de
nanometros, opera en condiciones fisioldgicas, sin fijacion ni tincion ([8237]). Muchas
observaciones han conducido a la hipdtesis que la obtencion en el laboratorio de las
membranas celulares con detergentes no idnicos, como seria el caso del Triton X-100, podria
generar agrupaciones de lipidos y proteinas formando de esta manera balsas o dominios en
fase “lo”” que no existen en las células intactas. Sin embargo, recientemente, se ha demostrado
que el Triton X-100 no induce la formacién de dichos artefactos, aunque si podria aumentar
su tamafio por cohesion de dominios pre-existentes ([8236]). Este tipo de LR contendrian
principalmente proteinas como Flotilina, Caveolina, CD44 y miembros de la familia de
receptores Tyr-Kinasa y son los encargados de la homeostasis celular, de manera que cuando
la sefializacion normal se desregula, los Chol-Rafts promueven la transformacion celular,

progresion tumoral, angiogénesis y metastasis.
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En cuanto a las proteinas especificas de este tipo de dominios, cabe destacar Flotilina.
En los afios 90 se identificaron unas proteinas sobreexpresadas durante la regeneracion del
ganglio de la retina en peces después de una lesion en el nervio optico a las que se les llamo
Reggies (Reggie 1 y 2) ([8245]). Poco después se descubrieron dos proteinas altamente
conservadas, de unos 45kDa, asociadas a la fraccion de LR en tejido pulmonar de ratén a las
cuales se les llamo Flotilina-1 (Flotl) y Flotilina-2 (Flot2) debido a que parecian “flotar”
sobre dichos dominios y se determind que se trataba de las proteinas Reggies ([8253]). En el
contexto de este estudio se referird a estas proteinas como Flotilinas. Son insolubles en Triton
X-100 y otros detergentes no ionicos a +4°C, se consideran proteinas residentes en LR y se
usan habitualmente como marcadores de estos dominios. Las Flotilinas forman parte de la
familia de proteinas SPFH (Stomatin, prohibitin, flotillin HfIK/C) ([8246]) y se encuentran

presentes en todas las células de mamifero estudiadas hasta el momento ([8253],[7043]).

Flotl (Reggie 2) y Flot2 (Reggie 1) comparten un 50% de homologia en su secuencia
y se ha postulado que, al menos en células en cultivo, la expresion de una regula a la de la
otra ([8244]). Forman parte de una gran familia de proteinas que se caracterizan por la
presencia de un dominio de homologia a prohibitina (PHB). No son proteinas integrales de
membrana tal y como se pensaba inicialmente, sino que debido al dominio PHB se dirigen a
la membrana a través de una modificacion por acilacion y crean una estructura en “horquilla”
que seria la responsable de insertar la proteina en la cara interna de la membrana ([8278])
(Figura 6). Flot2 estd miristoilada en Gly2 y presenta una palmitoilacion en Cys4, mientras
que Flotl no se miristoila y se palmitoila en Cys34 (modificacion que se cree necesaria para
su anclaje en membrana). El dominio PHB constituye el extremo N-terminal (N-ter), mientras
que el C-terminal (C-ter) contiene una secuencia muy conservada en la familia que no se
encuentra en otras proteinas. Flotilina puede formar homo- o heterotetrameros a través de su

region de oligomerizacion.
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Figura 6. Modificaciones post-traduccionales de Flotilina-1 y Flotilina-2 y su
anclaje a membrana ([8278]).

Cléasicamente, Flotilina se ha considerado una proteina de andamiaje (scaffold)
localizada tanto en Flat Rafts como en caveolas. Existen evidencias de estudios in vitro que
demuestran que Flotilina y Caveolina forman complejos heterooligoméricos estables cuando
co-expresan ([7043]). Por otra parte, estudios recientes sugieren que flotilina desempefia mas
de una funcidén, debido sobre todo a las modificaciones post-traduccionales que sufre, que
podrian hacer que interaccionara con mas de una molécula de sefializacion y, por lo tanto, que
participara en procesos vitales para la célula. Asi, varios estudios han demostrado que
Flotilina puede intervenir en la via de sefializacion de la insulina, la activacion de células T, el
trafficking de membrana, la fagocitosis y la via se sefalizacion de EGFR
([8248]),[8249],[8250],[8251]), e incluso puede translocar al nucleo durante la fase S y
aumentar los niveles de Aurora B, de manera que induciria la proliferacion celular
([7014],[8247]). Todos estos hallazgos hacen creer que son proteinas con una amplia y
dindmica localizacion subcelular que depende del tipo de célula. De la misma manera, se cree
que una de las funciones principales de las Flotilinas seria crear una via de endocitosis
independiente de las vesiculas recubiertas de clatrina y de caveolas, tal y como se ha
demostrado en cultivos de células Hela, presentando asi un papel activo en dicho proceso
([6046]). Por otro lado, Lin et al. 2011 demostraron que un aumento en la expresion de Flotl
correlaciona significativamente con el estado clinico y con una menor supervivencia en
pacientes con cancer de mama ([8264]). Se ha observado una regulacion a la alza en células y
tejido de cancer de mama, lo que hace suponer que las Flotilinas puedan iniciar una
transduccion de sefiales a través de la union a receptores quinasa residentes en la membrana,

por lo que células knockout para esta proteina reducen claramente la proliferacion in vitro y el
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crecimiento de tumores in vivo ([8263]). En concordancia con los hechos anteriores, existen
estudios que relacionan Flotilina con la regulacion de los receptores de membrana ErbB2 y
ErbB3 en células de cancer de mama, de manera que una deplecion de Flotilina causaria una
regulacion a la baja en los receptores de membrana, sobretodo de ErbB3 y de los complejos

formados entre ErbB2-ErbB3 ([8262]).

Recientemente se ha demostrado que Flotilina juega un papel activo en la via de
sefializacion de factores de crecimiento. A modo de ejemplo, la sefializacion a través de
EGFR induce endocitosis de Flotilina desde la membrana plasmatica hasta los endosomas
tardios, lugar en el que ambas colocalizan. Sorprendentemente, la endocitosis inducida de
EGFR parece depender de la fosforilacion de un residuo de Tyr (Y163) en flotilina. Estos
resultados parecen indicar la posibilidad que Flotilina forme parte de la endocitosis mediada
por las balsas lipidicas y de la sefalizacion de EGFR donde, por otro lado, también estarian
involucradas las Src quinasas ([8277],[8279]). Ademas, Flotilina parece intervenir en la
regulacion del citoesquetelo de actina, ya que una sobreexpresion de la proteina induce la

formacion de filipodios y promueve el potencial invasor de células de melanoma ([7040]).

2.2 Caveolas

Las caveolas, un subtipo de LR ricos en colesterol, son invaginaciones de membrana,
generalmente en forma de matraz (flask shaped) de 50-100 nm que se encuentran en la
membrana plasmatica de diferentes tipos celulares. Se forman a partir del reclutamiento de la
proteina integral de membrana Caveolina, su proteina de “andamiaje”, necesaria para su
formacion, por afinidad con el colesterol de estos dominios ([4914],[5449],[54741,[5479]).
Fueron identificadas morfoldégicamente en los afios 50 por Palade y Yamada y se
denominaron “vesiculas del plasmalema” ([5478],[8025]). Pueden adoptar diferentes
morfologias en funcidn del tejido donde se encuentran, como por ejemplo racimos, tipicos en
células musculares en desarollo, rosetas en adipocitos, tubulares en células endoteliales e
incluso canales transcelulares ([5447)]. El numero y la morfologia de las caveolas varia en
funcion del tipo y del estado celular, por lo que los niveles de Caveolina no necesariamente
correlacionan con el nimero de caveolas cuando se comparan diferentes tejidos que expresan
contenidos similares de Caveolina ([5428]). Aunque LR y caveolas comparten ciertas
propiedades bioquimicas, la localizacién de Caveolina y proteinas de la familia Cavin en estas
ultimas diferencia ambos dominios, por lo que son proteinas que sirven como marcadores

selectivos para caveolas. En resumen, las caveolas representan microdominios especializados
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y morfologicamente diferentes a LR, enriquecidos en colesterol y esfingomielina, que se
estabilizan por las proteinas Caveolina y Cavin, entre otras ([6408]). En el microscopio
electronico de transferencia las caveolas se observan como vesiculas sin recubrimiento y lisas,

facilmente diferenciables de las vesiculas recubiertas de clatrina ([6355]).

Entre sus funciones se encuentran la endocitosis, la transcitosis o la transduccion de
sefiales. En los afios 70 la observacion que las caveolas existian como invaginaciones de la
membrana plasmatica, formando asi vesiculas, individuales o agregadas, permiti6 a los
investigadores creer que estas estructuras intervenian en la endocitosis de macromoléculas
([8280]). Posteriormente, se demostré con microscopios de alta resolucion que las células
usaban las caveolas para incorporar tanto moléculas pequefias (como el folato) como
proteinas mayores (como albimina o fosfatasa alcalina). Por otra parte, las caveolas estan
muy enriquecidas en colesterol en comparacion con el resto de la membrana plasmatica y
Caveolina se une a colesterol con una gran afinidad (se cree que en relacion 1:1) ([5719]).
Ademas, la depleciéon de colesterol de la membrana plasmatica conduce a la pérdida
morfologica de las caveolas y a la disipacion de la matriz de Caveolina. Se ha sugerido que
las caveolas y Caveolina estdn involucradas en el mantenimiento intracelular del balance de
colesterol. El colesterol celular deriva de dos fuentes principales: de la produccion de novo o
del consumo extracelular como de las LDL. Una vez dentro de la célula, las Caveolinas
parece que funcionan como escoltas intracelulares para el transporte del colesterol desde
reticulo endoplasmatico hasta membrana celular, concretamente a las caveolas. Una vez
repartido, el colesterol tiene 3 papeles importantes: permanecer como componente de las
caveolas, rellenar los espacios del resto de la membrana plasmatica o ser secretado a unidades

de transporte de colesterol séricas como las HDL.

En relacion a la funcion de las caveolas en transduccion de sefiales, la purificacion
bioquimica de las caveolas y el andlisis de sus componentes ha permitido determinar que
algunas de las proteinas de membrana pueden localizar preferencialmente en estas estructuras
([6886]). Tal y como se ha descrito anteriormente, las caveolas estdin muy enriquecidas en
proteinas de union a membrana, especialmente proteinas de sefalizacion modificadas con
grupos lipidicos (H-Ras, tirosin quinasa (tyrK) de la familia src, eNOS, etc). Ademas,
Caveolina puede unir y regular funcionalmente dichas moléculas a través del dominio
scaffold. A menudo, los autores se han referido a estas plataformas como “signalosomas”

debido al gran numero de proteinas de sefializacion que localizan en ellas ([4319],[6886]).

71



Introduccion

Segun se ha identificado recientemente y a diferencia de lo que se habia creido durante
afios, Caveolina no es la Unica proteina esencial para la formacién y estabilizacion de
caveolas. Existe una familia de 4 proteinas, las Cavins, a las que clasicamente se les habia
adjudicado otro nombre debido a la funcion que se les designd en el momento de su
descubrimiento. Se ha demostrado que éstas también tienen un papel fundamental en la
formacion de estas estructuras. Por otra parte, la presencia de EHD2 (Eps-15 Homology
Domain-Containing Prot2) (ATPasa) y de Pacsin2 (Protein kinase C and casein kinase
substrate in neurons protein 2) también es esencial para la estabilizacion de dichas

estructuras.

Las Caveolinas son una familia de proteinas integrales de membrana de 21-24 kDa y
debido a que son el componente principal de las caveolas han sido su mayor foco de
investigacion, de igual manera que se ha considerado el mayor marcador de estas estructuras
desde su descubrimiento ([7797]). Existen 3 miembros de la familia en mamiferos: Caveolina-
1 (Cavl), Caveolina-2 (Cav2) y Caveolina-3 (Cav3). Cavl y Cav2 se expresan generalmente
juntas en la mayoria de células, mientras que Cav3 solamente estd presente en células del
musculo estriado ([6355]). Diferentes estudios realizados con ratones knockout demuestran
que Cavl y Cav3 son necesarias para la formacion de caveolas a diferencia de Cav2
([8258],[8259]). La formacién de la caveola por parte de Cavl y Cav3 conlleva la
oligomerizacion y asociacion de dichas proteinas con los dominios ricos en colesterol. Cavl
se asocia con 1-2 moléculas de colesterol y sufre una palmitoilacion en la region C-ter
([6870]). Se considera que unas 140-150 moléculas de Caveolina estan presentes en una sola

estructura caveolar (Figura 7).
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Figura 7. Dominios y unién de Caveolina-1 a la membrana plasmatica.

Cavl, el miembro mas estudiado de la familia, es una proteina de unién a colesterol y
acidos grasos, palmitoilada y oligomérica (Figura 7). Tiene una secuencia hidrofobica que
abarca la membrana y tres lugares de palmitoilacion en el dominio C-ter, que no parecen
esenciales para su localizacion en caveolas ([6870]) pero que contribuyen a la estabilizacion
del hairpin loop caracteristico asociado a la membrana. Las caveolinas forman homo- y
heterooligdbmeros que constituyen el recubrimiento de la caveola, de manera que los
oligomeros de caveolina pueden servir como anclaje para muchas proteinas que interaccionan
con ella (incluidas H-Ras o EGFR). Este descubrimiento llevd a especular sobre la “Hipodtesis
de senalizacion de las caveolas” segun la cual las caveolas actuarian como estructuras de
membrana especializadas capaces de ensamblar y coordinar las funciones de complejos
multiproteicos involucrados en transduccion de sefiales, trafico celular, homeostasia de lipidos
y adhesion celular ([4609],[6428]). Otra caracteristica importante de la molécula de Caveolina
es su dominio Scaffold (CSD, Caveolin Scaffolding Domain), una region adyacente al
dominio hidrofobico utilizado para interaccionar con moléculas de transduccion de
senales([8260],[8261]). Cavl interacciona directamente con muchas moléculas de
sefalizacion a través de este dominio CSD lo que parece mantenerlas de forma inactiva. A
modo de ejemplo, EGFR interacciona con Cavl en las caveolas y rapidamente se produce una
respuesta. Existe una migracion fuera de las caveolas que parece ser importante para su
funcién celular normal. Ademas, se ha demostrado que mutaciones en EGFR que impiden que

se mueva fuera de las caveolas inducen un fenotipo oncogénico ([5627]).
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Se han identificado 2 isoformas de Cavl: o y B. La isoforma B (residuos 32-178)
deriva de un inicio de traduccion alternativo al de la isoforma o (residuo 1-178) ([6883]).
Entre las dos isoformas se detectan diferencias funcionales, como una fosforilacion en Tyr de
la isoforma a que aparentemente provocaria una distribucion diferente entre Cavl o y B en
caveolas invaginadas profundamente y otras con menos grado de invaginacion que solamente

contienen la forma [ ([6882]).

En humanos, Cavl y Cav2 colocalizan en el cromosoma 7q31.1 frecuentemente
delecionado en diversos canceres. Dicho locus también puede encontrarse silenciado por
metilacion del promotor. En cancer de mama, Caveolina se encuentra mutada en un 16% de
los casos (P132L), por lo que clasicamente se ha sugerido que podria ejercer un papel de
regulador negativo de la tumorogénesis ([5447]). Existen estudios que demuestran que dicho
rol se estableceria sobretodo en tejido mamario indiferenciado, ya que en ratas virgenes los
niveles de Caveolina son extremadamente altos ([6386]). De dichos estudios se desprende que
la localizacion de Caveolina depende tanto del tipo de tejido tumoral mamario como del
estado de diferenciacion. Actualmente se considera que Caveolina ejerce un papel dual en
cancer, ya que en estados tempranos sus niveles suelen ser altos, de manera que mantiene
inactivas a las moléculas de sefializacion que interaccionan con ella. Por otro lado, en estadios
mas avanzados se produce una desregulacion que provoca que Caveolina actue como
promotora del cancer, produciendo asi una hiperactivacion de las vias de sefalizacion que
anteriormente se encontraban inactivas [6357]) (Figura 8). Muchas de las proteinas
localizadas en caveolas e inhibidas por Cavl son extremamente importantes en vias de
proliferaciéon y son anti-apoptdticas. Si funcionalmente se produce un desajuste, estas

proteinas pueden dar lugar a células con ciclos hiperproliferativos y llegar a formar tumores.

Se considera que Cavl es importante en las células estromales en tumores sélidos, ya
que un gran numero de estudios demuestran que altos niveles de Cavl en el estroma
correlacionan con una baja capacidad del tumor de metastatizar ([6413]). Sin embargo, otros
autores sugieren que las células estromales podrian enviar, por interacciones paracrinas,
factores de crecimiento a las células del tumor las cuales serian mas moviles e invasivas

([6219]).
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Figura 8. Esquema del papel dual de Caveolina-1 a lo largo del proceso tumoral ([6357]).

En cuanto a las proteinas de la familia Cavin, el primer miembro de la familia, Cavin 1
(PTFR, Polymerase I and Transcript Release Factor) inicialmente se identificO como un
factor que estimulaba la liberacion de un pre-RNA y la Polimerasa I durante la transcripcion.
Posteriormente se ha demostrado que se expresa en todas las células que expresan Caveolinas
y que es esencial para crear caveolas tanto in vitro como in vivo. Diferentes estudios
demuestran que un ratoén knockout para Cavinl muestra un fenotipo muy parecido al ratoén
knockout para Cavl y Cav3 y que los animales que no expresan Cavinl no tienen caveolas
detectables morfologicamente. Incluso se cree que puede regular la transcripcion del gen de
Cav1([8238]). Por otro lado, Cavin 2 (SDPR, Serum Deprivation Response protein) es
requerida para la formacion de caveolas y regula su morfologia y dinamica a través de la
induccion de tibulos de membrana. Cavinl y Cavin 2 formarian un complejo proteico en el
que la expresion de una regula la expresion de la otra ([8229]). Cavin3 (SRBC, Sdr-Related
Gene Product that Binds to C-kinase) es una proteina adaptadora de Caveolina ya que
inmunoprecipitan juntas y regula la funcion de caveolas. Pertenece a la familia de proteinas
STICK (sustratos que interaccionan con C-Kinasa). Se ha demostrado que Cavin3 sigue
asociada a Caveolina cuando la caveola viaja por los microtibulos a diferentes regiones
celulares y que en ausencia de esta proteina no se produce el trafico de dichas vesiculas. Tanto
Cavin2 como Cavin3 tienen funciones adaptadoras, que regulan la interaccion entre diferentes
moléculas de sefalizacion localizadas en varios compartimentos celulares ([8227]).

Finalmente, Cavin 4 (MURC, Muscle Related Coiled-Coil Protein) es especifica del musculo
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esquelético, pero todavia se desconoce cémo interacciona con Cav3 y cémo regula la funcion

de las caveolas en el musculo (Figura 9).
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Figura 9. Funcion de los diferentes miembros de la familia Cavin ([8234]).

En cuanto a EHD2, se trata de una ATPasa que se encarga de unir las caveolas a los
filamentos de actina y mantiene el balance entre las caveolas estacionarias en la membrana
plasmatica y las que estan implicadas en transporte vesicular ([8231],[8234]) y
Pacsin2/Syndapin-II que EHD2 se encarga de fijar el diametro de las caveolas. En estudios
realizados con células HelLa se ha demostrado que se encarga de esculpir la membrana
después de la unién de Caveolina y que recluta Dinamina2 para la fusion de la caveola, de

manera que trabaja coordinadamente con Cavinl ([8230]).

2.3 Microdominios enriquecidos en colesterol y via de seiializacion de
p21Ras

La ruta de p21Ras es una importante via de sefializacion iniciada por los receptores
tirosina quinasa ErbB y se ha relacionado a la estimulacion de la proliferacion celular
([5773]). Las proteinas Ras sirven como nodos de sefalizacion activados en respuesta a
diversos estimulos extracelulares. Una vez activa, dicha proteina interacciona con multiples
efectores que se encuentran downstream, cataliticamente distintos, que regulan las redes de
senalizacion citoplasmaticas que controlan la expresion génica y la regulacion de la

proliferacion, diferenciacion y supervivencia de la célula.

La superfamilia de genes ras codifica pequenas proteinas de unioén a GTP, que regulan

muchos procesos de la célula, incluyendo la proliferacion y diferenciacion celular, la
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organizacion del citoesqueleto y el trafico a la membrana ([4088]). Las GTPasas de la
superfamilia Ras funcionan como interruptores moleculares regulados por el ciclo GDP/GTP.
Esto significa que alternan entre un estado inactivo unido a GDP y un estado activo unido a
GTP, en el que transmiten sefiales estimuladoras del crecimiento desde la membrana
plasmatica hasta el ntcleo ([2390], [5486], [5516]). La localizacion principal de las proteinas
Ras es la membrana celular, aunque también pueden hallarse en endosomas, reticulo
endoplasmico y aparato de Golgi ([4138], [4304]). Las tres principales isoformas de las
proteinas p21Ras que se expresan (H-ras, N-ras y K-ras4B) mantienen un alto grado de
homologia entre ellas (>90%) y tnicamente difieren en su extremo carboxiterminal. Debido a
este hecho, durante mucho tiempo se asumi6 que sus funciones eran redundantes, pero con el
paso del tiempo y a través de la utilizacion de ratones knockout ([5493], [5494]), asi como las
diferencias en el trafico a la membrana plasmatica y la localizacion en ella de las diferentes
isoformas de las proteinas Ras ([4198], [5439]), sugieren que dichas proteinas desempenan
diferentes papeles en la fisiologia celular, es decir, que la sefializacion a través de cada una de
las isoformas de p21Ras daria lugar a resultados distintos ([4198], [4307]). En la region C-
terminal se distinguen la region hipervariable (HVR) que a diferencia del resto de secuencia,
se conserva escasamente entre las isoformas. La HVR incluye dos secuencias sefial que
cooperan para localizar p21Ras en la membrana plasmatica, dirigiendo su procesamiento
postraduccional, el anclaje a la membrana y el trafico de la proteina recién sintetizada y
procesada desde la superficie citosolica del RE a la superficie interna de la membrana
plasmatica ([4198], [4610]). En el dominio C-terminal se localiza el motivo CAAX
(C=cisteina, A=aminoacido alifatico, X=serina o metionina) que es la primera de las
secuencias sefial y se modifica secuencialmente postraduccionalmente para hacerla mas
hidrofobica. Dichas modificaciones comprenden, en primer lugar, la farnesilacion irreversible
del residuo de cisteina por parte de la enzima Farnesil Transferasa, a continuacion la
secuencia -AAX se elimina por proteolisis, y entonces, la cisteina que queda terminalmente,
se carboximetila. El anclaje a la membrana de la proteina se completa con la segunda
secuencia sefal, reaccion reversible que consiste en la palmitoilacion de diferentes residuos de
Cys en funcion de la isoforma. A p21K-ras4B, en lugar de un grupo palmitoil, se le afiade un
dominio polibasico de seis residuos de lisina ([4610], [4135], [4136]). Existen datos que
sugieren que en funciéon de las modificaciones postraduccionales que sufren las diferentes
isoformas de p21Ras, ya sea palmitoilacion o bien la adicidon de la region polibésica, podrian
ser dirigidas a diferentes subdominios de la membrana plasmatica ([4137], [4138], [4198],
[5488],[8208]).), Asi, Prior IA. et al. 2003 demostraron, mediante una combinacién de
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técnicas bioquimicas y de microscopia confocal y electronica, que el anclaje C-terminal de
p21H-Ras dirige esta proteina hacia los LR, mientras que no sucede asi para p21K-Ras
([4307]). Por otro lado, diversos autores han constatado que la sefalizacion a través de p21H-
Ras palmitoilada es altamente sensible a perturbaciones del colesterol de membrana
plasmatica, mientras que la sefializacion a través de la proteina K-Ras modificada con la
adicion de un dominio polibdsico no lo es. Por tanto, la funcion de p21H-Ras es
selectivamente dependiente de la integridad de los LR ([4307]). Estudios realizados por Ma
DWL et al. muestran como la proteina H-Ras se encuentra mayoritariamente localizada en LR
([4614]). Cabe destacar el equilibrio que muestra p21H-Ras en cuanto a su localizacion entre
los LR y la MS. En este sentido, diversos autores han estudiado el proceso de activacion de la
proteina, proponiendo que su interaccion con las regiones de MS estaria modulada por la
carga con GTP. De esta manera, p21H-Ras cargada con el nucledtido GTP se redistribuiria
desde los LR a la MS por un mecanismo dependiente de la HVR, mostrando asi como los
estados GTP/GDP de p21H-Ras determinarian su segregacion lateral en la membrana
plasmatica. ([4307]). La correcta modulacion de la segregacion lateral de esta proteina, por
tanto, es critica para la sefalizacion que desencadena a nivel intracelular o sefializacion
downstream. Estudios recientes muestran como mutaciones en p21H-Ras le impiden migrar

desde LR e impiden la activacion de PI3K ([8211]).

Asimismo, se ha descrito la localizacion de algunos de los componentes de la via de
sefializacion iniciada por Ras en estos microdominios de membrana. Existen estudios que
demuestran que EGFR aparece concentrado, junto a p21Ras, en LR ([5456]). Se cree que
dichos dominios pueden actuar como reguladores negativos de la fosforilacion en los residuos
tirosina de este receptor ([5628]) y que la union al ligando y la activacion del receptor
conducirian a la migracion de EGFR fuera de LR ([5627]). Por lo que respecta a los efectores
de p21Ras, se han asociado a estos microdominios multitud de ellos como por ejemplo
Akt/PKB. En estudios con células LNCaP de cancer de prdostata humano, la disrupcion de LR
provoca la inhibicion de la fosforilacion de Aktl (y también de EGFR).

2.4 Lipid Rafts enriquecidos en ceramida

Los Cer-Rafts o plataformas de ceramida estan enriquecidos principalmente en
ceramida, esfingomielina, gangliésidos y proteinas de sefializacion, como por ejemplo los
receptores de muerte (CD95/FAS) y el intermediario entre dichos receptores y el esqueleto de

actina de la célula, la proteina Ezrina. Tal y como se ha demostrado en un gran niumero de
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estudios, las plataformas de ceramida promueven, principalmente, la apoptosis celular
([6289]). Datos actuales sobre los mecanismos de inducciéon de muerte celular por radiacion y
quimioterapia sugieren que la destruccion de la célula se da por la via apoptdtica iniciada a
causa de la transformacion de Chol-Rafts en Cer-Rafts, lo cual conlleva la internalizacion de
FAS/CD95 y del complejo de muerte DISC (Death Inducing Signalling Complex). También
se ha descrito que ciertos lipidos o moléculas lipidicas pueden ejercer un efecto similar sobre

la membrana de algunas células tumorales ([8272]).

La ceramida, que se encuentra entre los lipidos mas hidrofobicos en la naturaleza, es
un esfingolipido formado por esfingosina unida a un acido graso, que contiene entre 2 y 28
atomos de carbono en su cadena, a través de un enlace ester-amida ([7433]). Constituye la
“columna vertebral” hidrofébica de todos los esfingolipidos complejos ([7509]). La ceramida
se puede sintetizar de novo mediante la enzima ceramida sintasa, o bien se puede obtener a
partir de la hidrolisis de esfingomielina celular a partir de alguna de las diferentes
esfingomielinasas presentes en la célula ([8389]). La mayoria de los efectos que produce la
ceramida en la célula son debidos a sus propiedades biofisicas unicas. Las fuertes
interacciones entre las moléculas de este lipido dan lugar a una separacion de fases en el plano
de la membrana, entre dominios ricos y pobres en ceramida ([7442]). Asimismo, los
esfingolipidos pueden actuar como donadores y receptores de enlaces de hidrégeno a causa de
sus grupos hidroxilo y amida. Sin embargo, ceramida y esfingomielina difieren en su afinidad
por otros lipidos de la membrana, como es el caso del colesterol. Asi, la esfingomielina
interacciona fuertemente con dicho esterol por puentes de hidrogeno entre el grupo hidroxilo
del C3 del colesterol y la esfingosina del esfingolipido. En cambio, ceramida tiene poca
afinidad por el colesterol y tiende a separarse en microdominios exclusivos. En estudios de
fuerza atdmica se ha demostrado que las ceramidas de cadena larga se mezclan muy poco con
el colesterol y producen una separacion lateral de fases, lo que indica que la ceramida posee la
habilidad de formar microdominios espontaneamente en bicapas de glicerofosfolipidos
([8276]). Ademas de esta separacion lateral, la ceramida como lipido de membrana lleva a
cabo diferentes funciones, como pueden ser la induccion de fusion o fision de la bicapa o la
formacion de poros ([8268],[8269],[8270]). También se ha observado que después de la
formacion de ceramida en la membrana plasmatica, como respuesta a estrés o por induccion
de un agonista, que provoca la agregacion de receptores, se produce una alteracion local en la
permeabilidad de la membrana que resulta en un flujo anormal de iones, como por ejemplo el

calcio, que puede afectar a la actividad de enzimas locales, activando de esta manera cascadas
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de sefales especificas ([8268]). En resumen, la generacion de ceramida en respuesta a una
sefial de estrés induciria cambios locales en el ambiente de la membrana que pueden afectar a
la permeabilidad, la fluidez, el flujo de iones, el movimiento de proteinas dentro y fuera de las
balsas lipidicas, cambios conformacionales de receptores y/o enzimas asociadas a la

membrana y al movimiento de lipidos en la bicapa ([7442]).

Las balsas lipidicas ricas en colesterol y esfingomielina pueden transformarse y dar
lugar a estos Rafts con alto contenido en ceramida. Existen estudios que confirman que
después de un estimulo determinado, una pequefia parte del contenido de CD95/FAS de la
membrana plasmatica desencadena la translocacion de una esfingomielinasa acida (aSMasa)
hacia la cara exterior de los dominios de membrana enriquecidos en colesterol y
esfingomielina, de manera que ésta ultima ¢és hidrolizada por dicha enzima obteniéndose
ceramida ([7430]). Por otra parte, la ceramida se acumulara en la membrana de manera que se
formaran pequefios dominios enriquecidos en este lipido que posteriormente se agruparan
espontaneamente y formardn macrodominios (o “plataformas™) altamente empaquetados
confiriendo una gran estabilidad a este tipo de Rafts ([7509]). Estas plataformas que contienen
una gran cantidad de CD95 reclutan a los componentes que forman DISC y se activa la
proteina caspasa8, que serd la encargada de activar al resto de caspasas y desencadenar la
muerte celular por apoptosis. De esta manera, las moléculas de ceramida cambian las

propiedades biofisicas de los Rafts de membrana.

La ceramida formada por la hidrélisis de esfingomielina, desplaza el colesterol
presente en las balsas lipidicas y, consecuentemente, también se produce una migracion de las
proteinas de unién al colesterol y palmitoiladas como es el caso de Cavl ([7425],[7434]).
Existen estudios en los que se ha evidenciado el poder protector de estos dominios ricos en
ceramida frente a infecciones bacterianas de manera que se induce la muerte por apoptosis de

las células infectadas e incluso se regula la respuesta por parte de ciertas citoquinas ([8274]).

CDO95/FAS es una proteina de membrana de tipo I que pertenece a la familia de
receptores de TNF y NGF ([8273]). En su dominio extracelular presenta dos lugares de N-
glicosilacidon, una regidn rica en cisteinas, caracteristica de dicha superfamilia, donde se le
une el ligando (FASL), y un dominio de muerte intracelular cercano al extremo carboxilo
terminal de la molécula compuesto por 80 aminoacidos, cuya funcion es la de unir moléculas
adaptadoras para transmitir la sefial de muerte al resto de la célula ([8255]),[7504]). Su

principal y mas conocida funcién en sefalizacion es la induccion de la apoptosis por la via
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extrinseca (o de membrana) ([7567]). Los receptores CD95 se expresan en la superficie de las
células como homotrimeros preasociados ([8272]). El agrupamiento e internalizacién del
receptor se produce como resultado de la union de CD95 con un ligando soluble, FASL,
localizado sobretodo en diferentes tipos de linfocitos, aunque también se han descrito vias de
activacion del receptor de muerte independientemente de su ligando. La Edelfosina, un agente
tumoral de naturaleza lipidica, sensibiliza las células de leucemia frente a la apoptosis a través
de una induccion de la redistribucion del receptor pro-apototico CD95 hacia LR. Como
consecuencia, se da una inhibicién de PI3K por parte de Edelfosina, que activa la apoptosis

mediada por FAS independientemente de la uniéon FAS/FASL ([7431]).

CD95 es un receptor de muerte quiescente que se expresa constitutivamente en la
mayoria de tejidos. Una vez se ha producido la union de CD95 y CD95L se le unen
secuencialmente la molécula adaptadora FADD (MORTI), las pro-caspasas 8 y 10, y
finalmente el regulador de dichas caspasas c-FLIP, para dar lugar DISC ([7503]). Como
resultado de esta oligomerizacion se produce la activacion de Caspasa8, se procesa
autoproteoliticamente, y se libera la enzima heterotetramérica en el citosol dando lugar a dos
posibles vias de muerte celular programada: tipo I (caspasa8 rompe y activa directamente
caspasa3) o tipo II (la rotura de caspasa3 se induce directamente). Alternativamente, CD95
puede activar una forma de muerte celular independiente de caspasa y no apoptdtica. Asi, en
células de fibrosarcoma y células T, Fas puede producir necrosis celular donde las caspasas no

estas involucradas ([8257]).

La mayoria de tumores humanos expresan CD95. En muchas situaciones se observa
un aumento de la expresion de CD95L en tumores solidos que cursa con una regulacion a la
baja de CD95, hecho que se interpreta como un “contraataque” por parte de las células

tumorales contra los linfocitos infiltrados en el tumor ([8256]).

3. INFLUENCIA DE FACTORES DIETETICOS

Muchos compuestos procedentes de la dieta presentan efectos beneficiosos para la
salud, incluyendo la prevencion de enfermedades neurologicas, cardiovasculares,
inflamatorias, metabolicas y cancerosas ([7329],[8086]). La dieta puede presentar un valor
afiadido al nutricional sobre la salud debido a sus componentes bioactivos, ya que se han
descrito multiples compuestos de origen dietético capaces de ejercer algunos efectos
beneficiosos sobre la prevencion del céncer. Asi, macronutrientes como la vitamina C y

algunos carotenoides presentan capacidad antioxidante; derivados de la clorofila y las fibras
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vegetales pueden presentar actividad antimutagénica, y a la gran familia de compuestos
fitoquimicos entre ellos compuestos fendlicos (polifenoles y flavonoides) y compuestos con
grupos sulfuro (isotiocinatos y organosulfurados) se les han atribuido multiples cualidades
anticarcinogénicas (revisado en [6850],[7906]). Asimismo, existen estudios que demuestran
que los flavonoides interaccionan con la membrana celular, concretamente con los

microdominios LR, de manera que pueden modular vias de transduccién de senales ([8447]).

La actividad beneficiosa de muchos compuestos procedentes de la dieta no solo radica
en sus propiedades intrinsecas, sino también en su capacidad para activar la expresion de
enzimas o vias de sefializacion protectoras ([7425],[7329],[8086]). Algunos de estos
compuestos fitoquimicos tienen efecto sobre vias de sefializacion relacionadas con
metabolismo de xenobioticos, apoptosis, ciclo celular, angiogénesis y comunicaciones
intercelulares gap, entre otros ([7329],[8086]). El grupo de investigacion ha demostrado un
efecto modulador de las dietas experimentales sobre algunos de estos mecanismos,
estimulador en el caso de las dietas ricas en PUFA n-6 y generalmente protector en el de las

dietas ricas en aceite de oliva ([5965],[6879],[7375]).

La membrana plasmatica se ha considerado una de las dianas mas importantes, a parte
del DNA, para muchos compuestos dietéticos y tratamientos anti-cdncer. Un gran numero de
estudios han propuesto las balsas lipidicas como diana para agentes terapéuticos contra el
cancer ([8267]). Segun se ha demostrado en diversos estudios, los adcidos grasos de la dieta se
pueden incorporar en los fosfolipidos de la membrana, de manera que crean impedimentos
estéricos entre dichos fosfolipidos y el resto de lipidos. Cada 4cido graso tiene afinidad por un
fosfolipido concreto y de esta manera se produce una separacion en dominios diferentes a los
que existen en la célula en su estado normal ([5198]). A modo de ejemplo, células de cancer
de mama MDA-MB-231 tratadas con &cido docosahexaenoico (DHA) presentan una
alteracion en las balsas lipidicas, de manera que la incorporacion del acido graso
principalmente en PE, en la cara interna de la membrana, y posteriormente en PC, en la cara
externa, producen en primer lugar una separacion de fase, por aversion al colesterol, en la que
se forman dominios ricos en DHA y pobres en colesterol y SM (dominios no Rafts) y
dominios ricos en Colesterol y SM (dominios Rafts). En segundo lugar, provocan una
externalizacion de la PS de la cara interna de la membrana, la cual dara lugar a las primeras
fases de la muerte celular programada ([5424]). Debido al gran cambio sufrido por la

membrana, se alteran sus propiedades fisicas, hecho que puede modificar la localizaciéon en la
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membrana de un gran numero de moléculas de sefializacion. Se cree que una gran
acumulacion de &cidos grasos insaturados en la cara interna de la membrana, puede potenciar
el Flip-flop de colesterol a la cara externa produciendo asi la desestabilizacion de estructuras
y desencadenando la muerte celular. En células T de raton los PUFA n3 remodelan los LR
([5501],[5502]) mostrando asi un posible efecto de estos lipidos en los dominios de
membrana. También existen evidencias que el tratamiento de células con 4cido
eicosapentaenoico (EPA) modifica la composicidon de caveolas a través de la translocacion de
eNOS ([5452]). Del mismo modo, células endoteliales vasculares de la retina humana tratadas
con DHA lo incorporan a los fosfolipidos de membrana, desplazando consecuentemente

quinasas de la familia Src de las caveolas y las balsas lipidicas ([5947]).

Se especula que, entre muchas otras funciones, las balsas lipidicas reclutan
componentes de DISC y apoptosoma facilitando asi la conexion entre las vias apoptdticas
extrinseca e intrinseca cuando células de mieloma y leucemia se someten a tratamientos con
agentes quimioterapicos ([8453]). En relacion a este tipo de tratamientos existen estudios que
demuestran que éstos, ya sean in vitro o in vivo, mejoran su efecto citotéxico cuando se
anaden PUFA n-3, concretamente EPA y DHA (6016]). Dichos resultados se basan, entre
muchos otros, en la incorporacion de los acidos grasos en las balsas lipidicas, promoviendo
asi cambios en la distribucion o actividad de proteinas relacionadas con estos dominios
([4614],[5501],[6340],[6612],[7429]). La incorporacion de acidos grasos de la dieta afecta la
organizacion de la membrana, sobre todo de la cara interna. Los PUFA n3 aumentan
especificamente las agrupaciones de proteinas en los microdominios dependientes de
colesterol, mientras que el resto de membrana es insensible a la modulacion de dichos lipidos

([6043]). Se ha determinado que los PUFA n3 bloquean la inducciéon de TNF-a mientras que

los PUFA n6 amplifican su sefial. Esto es debido al cambio de composicion en acidos grasos
asociados a caveolas, que parecen ser importantes para la activacion celular endotelial

inducida por dicha via ([6281]).
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F. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Estudios previos del grupo investigador han demostrado que las dietas ricas en PUFA
n-6, como el aceite de maiz, ejercen un efecto estimulador de la carcinogénesis mamaria
experimental, mientras que las dietas ricas en aceite de oliva virgen extra, con alto contenido
en acido oleico y compuestos bioactivos, podrian ejercer un efecto potencialmente protector.
Estos efectos se realizan fundamentalmente durante la promocion de la carcinogénesis. Los
mecanismos a través de los cuales los lipidos de la dieta ejercen sus efectos moduladores no
son completamente conocidos. El grupo ha investigado diferentes posibilidades y ha obtenido
resultados que apoyan una accion compleja y pleiotropica, como la alteracion de la expresion
de genes implicados en proliferacion y diferenciacion celular, la modulacion de vias de
sefalizacion intracelular y cambios en el balance proliferacion-apoptosis, entre otros. En este
sentido, la dieta rica en aceite de oliva se ha asociado a una disminucién de la actividad de
p21Ras, una down-regulation de la via mediada por Akt y un aumento de la apoptosis, a
diferencia de la dieta de aceite de maiz que parecid no actuar a este nivel. La hipétesis en la

que se basa el presente trabajo es la siguiente:

Las dietas ricas en aceite de maiz y aceite de aceite de oliva virgen extra ejercen
sus efectos moduladores diferenciales de la carcinogénesis mamaria experimental
mediante cambios en la composicion lipidica y proteica de la membrana de las células
tumorales, en concreto de sus dominios. Dichos cambios implican modificaciones en la
funcionalidad celular y constituyen la base del diferente comportamiento clinico y

morfologico de los adenocarcinomas mamarios que se desarrollan.
Para poder demostrar esta hipdtesis, se han establecido los objetivos siguientes:

1. Evaluar los efectos moduladores diferenciales de las dietas ricas en aceite de maiz y
aceite de oliva virgen extra en la carcinogénesis mamaria experimental a través del
estudio de las caracteristicas histopatolégicas y de los parametros clinicos de la

carcinogénesis (tiempo de latencia, incidencia, contenido y volumen tumorales).

2. Estandarizar y validar un método de aislamiento de los diferentes dominios de

membrana en tejidos de rata.
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2.1. Estandarizar un método de aislamiento de DRMs en tejido hepatico de rata, basandose
en las caracteristicas bioquimicas de cada uno de los dominios de la membrana en
cuanto a contenido en proteinas totales y colesterol, y expresion de proteinas

especificas marcadoras.
2.2. Validar el método estandarizado en los adenocarcinomas mamarios experimentales.
3. Caracterizar el perfil lipidico de la membrana de las células tumorales y sus dominios.

3.1. Analizar el contenido en tipos de lipidos (esfingolipidos, esteroles, glicerofosfolipidos

y lipidos neutros) de la membrana total y de sus dominios.
3.2. Analizar el contenido en acidos grasos de la membrana total y de sus dominios.

4. Analizar los cambios ejercidos por los lipidos de la dieta sobre la composicion lipidica

y proteica de la membrana de las células tumorales.

4.1. Determinar los niveles de proteinas especificas de microdominios de membrana,

concretamente de Flotl y Cavl.
4.2. Analizar el contenido en tipos de lipidos de la membrana total y de sus dominios.
4.3. Analizar el contenido en acidos grasos de la membrana total y de sus dominios.
4.4. Determinar los niveles de la proteina pro-apoptdtica CD95.

4.5. Correlacionar los diferentes parametros clinicos, bioquimicos y moleculares

estudiados.

El objetivo ultimo de estos estudios es el de proporcionar evidencias experimentales
sobre las acciones moduladoras de los lipidos de la dieta en el cancer de mama. Aunque se
debe ser prudente a la hora de extrapolar los resultados obtenidos en modelos experimentales
al cancer humano, tales evidencias permitirian formular opiniones cientificas acerca de la
importancia que los habitos dietéticos y el estilo de vida pueden tener en relacion a la salud de
la poblacidén o el riesgo de enfermedad. Asimismo, estos estudios ayudarian a definir factores
de riesgo y/o protectores a los que puede estar sometida la poblaciéon por sus habitos
alimentarios. En consecuencia, este trabajo en su conjunto podria enmarcarse en el campo de

la prevencion, primaria y secundaria, del cdncer de mama.
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A. ENSAYOS BIOLOGICOS

1. DISENO EXPERIMENTAL

Este trabajo se soporta experimentalmente en el modelo de cancer de mama inducido
en la rata Sprague-Dawley mediante DMBA. El estudio estuvo integrado por 60 animales
distribuidos en 3 grupos segln la dieta recibida (Figura 10). En todos los grupos, los animales
recibieron lactancia materna desde su nacimiento hasta el destete, el dia 22-23 de vida. A
partir de entonces se les administraron las dietas experimentales: normolipidica (m3), en todos
los grupos hasta el dia de la induccién y en el grupo control (C) hasta el fin del estudio,
hiperlipidica rica en aceite de maiz (M20), en el grupo M desde el momento de la induccion
hasta el sacrificio, o hiperlipidica rica en aceite de oliva virgen extra (m3017), desde la
induccion hasta el final del estudio en el grupo O. El disefio experimental se realizd con el
objetivo de analizar los efectos diferenciales de las dietas ricas en PUFA n-6 (aceite de maiz)
o MUFA n-9 y compuestos minoritarios (aceite de oliva) en la promocion de la

carcinogénesis mamaria.
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Todos los animales fueron inducidos el dia 53 -dia 0 del tiempo post-induccion- con
una dosis tnica del carcindgeno DMBA. Para ello, se administraron 5 mg de DMBA disueltos
en 1 ml de aceite de maiz mediante instilacion bucogéstrica, siguiendo el método de Huggins
C et al ([439], [443]) modificado ([1299]). Este método provoca la paricion de tumores
mamarios en la rata de caracteristicas similares a los humanos ([1438], [4264]). Como el
carcindgeno se administrd vehiculado en un lipido, a fin de evitar problemas de absorcion, a
los animales no se les administraron las dietas hiperlipidicas hasta el dia después de la

induccion (dia 54).

A partir del destete los animales fueron pesados e inspeccionados semanalmente para
hacer un seguimiento de la evolucion ponderal y detectar posibles patologias generales o por
desequilibrios nutricionales ([855]). Ademas, desde el dia 74 se palparon sistematicamente los
animales a fin de determinar la aparicion, localizacion y el contenido tumoral. Asimismo, se
midieron los dos didmetros mayores de cada tumor mediante un nonius para calcular el

crecimiento tumoral a través del volumen estimado.

El final del ensayo coincidi6 con el sacrificio de los animales por decapitacion a una
edad media de 261 dias. Previamente al sacrificio se determind la fase estral de los animales
mediante citologia vaginal y se seleccionaron los animales en diestro, para conseguir la
maxima homogeneidad de las muestras y la minima interferencia de hormonas enddgenas.
Unicamente en los dos tltimos dias se sacrificaron animales que no estaban en dicha fase, a
fin de no aumentar en exceso el periodo de sacrificio. Ademads, no se sacrifico mas de un
animal por caja y dia para evitar el estrés generado por la denominada "sensacion inminente
de peligro" que se produce en el resto de los animales de la misma caja ([1232], [1310]). En
los animales seleccionados se efectud la inspeccion y la palpacion y se determinaron las
medidas tumorales, el peso corporal y la longitud naso-anal. Con el fin de respetar el ritmo
circadiano de algunas hormonas, el sacrificio s6lo se realizo entre las 10:00 y las 13:00 horas,
tras dejar a los animales en su habitat normal durante un minimo de 1 hora y 30 minutos

después de finalizar su manipulacion.

Tras el sacrificio, se efectud rapidamente la exéresis tumoral y se determinaron los 3
diametros mayores de cada tumor. Posteriormente se separd una parte representativa de cada
tumor o, en el caso de los tumores pequetios, la totalidad del tumor, y se fij6 en formol al 10%

tamponado con fosfatos para su estudio anatomopatologico. El resto del tumor fue congelado
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inmediatamente en nitrogeno liquido. A continuacion, se realizaron las necropsias completas
de los animales siguiendo los procedimientos descritos en la guia de Rowet ([566]). Las
muestras para el estudio anatomopatologico fueron posteriormente incluidas en parafina y

tefiiddas con hematoxilina-eosina.

2. ANIMALES: CARACTERISTICAS Y CONDICIONES AMBIENTALES

En este trabajo se han utilizado ratas hembras Sprague Dawley (IFFA-CREDO -
origen ICO:OFA.SD.[IOPSCaw]-). Al inicio de los experimentos, los animales tenian 23 dias
y la media de su peso era de 41.8 g. En este momento los animales fueron destetados y

alimentados ad libitum con agua corriente y la correspondiente dieta experimental.

Los animales se mantuvieron en un estabulario convencional con condiciones de
barrera, filtracion de aire y presion positiva. Durante todo el estudio, los animales
permanecieron a una temperatura de +22°C + 2°C, con un ritmo diario de 12 horas de luz
artificial (8:00 h a 20:00 horas) y 12 horas de oscuridad. Se distribuyeron 3 6 4 animales por

caja de 1000 cm? de superficie basal.

El cuidado de los animales y el establecimiento cumplian las normas del Real Decreto
223/1988, particularmente las del articulo 8° sobre proteccion de animales utilizados para la
experimentacion, las de la Ley 5/1995 de preoteccion de aniales utilizados para la
experimentacion y otros fines cientificos, y el Decreto 214/1997 de regulacion de la

utilizacion de animales para experimentacion y otros fines cientificos.

3. DIETAS EXPERIMENTALES

En este trabajo se utilizaron tres dietas semisintéticas con la misma composicion
cualitativa pero distinto contenido lipidico: dieta normolipidica m3, dieta hiperlipidica rica en
aceite de maiz M20 (rica en acido linoleico (18:2n-6)) y dieta hiperlipidica con alto contenido
en aceite de oliva m3017 (rica en acido oleico (18:1n-9)). Todas ellas fueron disefiadas y
preparadas en el laboratorio donde se realizé este trabajo y su idoneidad para este ensayo fue
anteriormente demostrada ([2567], [2568]), (4303)]. Este aspecto es de gran relavancia dado
que la dieta constituye la variable experimental mas importante de los estudios sobre la
influencia de los lipidos de la dieta en el cancer de mama experimental. Para poder asegurar
que los resultados obtenidos se deben especificamente a las variaciones de la dieta es

imprescindible que ésta sea equilibrada para la rata y que no contenga sustancias que afecten
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la carcinogénesis mamaria. La composicidn cuantitativa de cada dieta se muestra en la tabla 1.
Los componentes utilizados y el material necesario se describen a continuacion y la

composicion de los aceites utilizados en las diferentes dietas se muestran en la tabla 2:

Componentes

- Lipidos: Aceite de germen de maiz (Dietisol, Dietisa).
Aceite de oliva virgen extra (variedad hojiblanca).
- Proteinas: Caseina lactica (Scerma, Coudeville France).
- Carbohidratos: D-Glucosa (J. Escuder S.L.).
- Fibra: Celulosa comestible microcristalina (AVICEL PH 102, Foret S.A.).
- Vitaminas: (J. Escuder S.L.).
Liposolubles: DL-a-tocoferol acetato (E), retinol acetato (A), fitil menadiona (K)
colecalciferol (D3).
Hidrosolubles: Bitartrato de colina, inositol, acido ascérbico (C), acido nicotinico
(B3), pantotenato célcico, clorhidrato de tiamina (B1), riboflavina (B2),
clorhidrato de piridoxina (B6), acido folico, biotina, cobalamina (B12).
- Minerales: (J. EScuder S.L.): Fosfato dipotasico (K,HPOQO,), carbonato célcico (CaCOs),
fosfato calcico monohidrato (CaHPO4 -1H,0), sulfato magnésico heptahidratado
(MgS04-7H,0), cloruro sédico (NaCl), citrato ferroso amoniacal (C¢HsO,FeNH,), sulfato de
manganeso monohidratado (MnSOy4-1H,0), cloruro de zinc (ZnCl), sulfato de cobre
pentahidratado (CuSO4-5H;0), cloruro de cobalto hexahidratado (CoCl,-6H,0), yoduro
potasico (KI).

Material

- Batidora semiindustrial Kenwood A901 (mezcla de ingredientes minoritarios).

- Batidora industrial Vimar 15/351 (mezcla final).

- Balanza de precision Sartorius- Werke GMBH (minerales y vitaminas).

- Balanza Sartorius Universal -precision centésimas- (ingredientes dietas).

- Otros: material de pesada, estatulas, recipientes de plastico con cierre hermético, bolsas de

pléstico, aparato doméstico de vacio y soldado Melitta.
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Tabla 1. Composiciéon cuantitativa de las dietas experimentales (g/100 g dieta)

DIETAS EXPERIMENTALES

m3 M20 m3017
PROTE}NAS 18,0 23,0 23,0
(Caseina)
CARBOHIDRATOS 67.9 45.9 45.9
(Glucosa)
LiPIDOS 3 gaceitede 20gaceite 3g aceite de maiz
(Aceite) maiz de maiz 17 g aceite de oliva
FIBRA 5,0 5,0 5,0
(Celulosa)
MEZCLA SALES
K;HPO, 1,6100000
CaCQO; 1,2322576
CaHPO4 1H,0 1,0630714
MgSQOy-7H,0 1,0000000
NaCl 0,8350000
CsHsO7FeNH, 0,1130148 5,9 5,9 5,9
MnsO,4-1H,O 0,0255000
ZnCl 0,0072964
CuS0,-5H,0 0,0039294
CoCl,-6H,0 0,0002500
KiI 0,0000641
Total sales: 5,8903837
MEZCLA VITAMINAS
A 0,0014000
D3 0,0000031
E 0,0227273
K 0,0001000
Colina 0,1800000
Inositol 0,0150000
C 0,0075000
Ac. Nicotinico 0,0060000 0,24 0,24 0,24
Pantotenato 0,0040000
B1 0,0010000
B2 0,0010000
B6 0,0010000
Acido félico 0,0005000
Biotina 0,0001000
B12 0,0000050
Total vitaminas: 0,2403354
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Tabla 2. Composicion en acidos grasos de los aceites utilizados en las diferentes dietas
experimentales determinada por cromatografia de gases.

% ACIDOS GRASOS

Aceite de oliva

Aceite de maiz .
virgen extra

Palmitico
C140 11,2 7,89
Estearico
SFA C18:0 21 2,64
Araquidico
C20:0 0.3 )
Palmitoleico
C16:1 n-7 0.2 0.49
Oleico
MUFA C18:1 9 28,2 79,03
Eicosanoico <01 )
C20:1 n-9
Linoleico
) 57,1 8,24
PUFA 00 enico
C18:3 n-6 0.9 0.6
Total SFA 13,6 10,53
Total MUFA 28,4 79,52
Total PUFA 58 8,84
Ratio 2,02 0,10

ac.linoleico/oleico

SFA: acidos grasos saturados; MUFA: 4acidos grasos monoinsaturados;
PUFA: 4cidos grasos poliinsaturados

4. INDUCCION DE TUMORES MAMARIOS

Material

- Carcindégeno: DMBA (7,12-dimetilbenz(a)antraceno 6 9,10-dimetil-1,2-benz-antraceno 6
1,4-dimetil-2,3-benzfenantreno) -Sigma-.

- Diluyente: Aceite de maiz (densidad 0.91908 g/ml) -Dietisa-.

- Anestésico: Imalgene 500 (clorhidrato de ketamina -5g de base- y clorbutol -500 mg-) -
Rhone Mérieux-.

- Otros: sondas, jeringuillas.

El método empleado para la induccion carcinogénica es el de Huggins C et. al
modificado ([439], [443], [1299], [1438]). El DMBA fue disuelto en aceite de maiz a una
concentracion final de 5 mg/ml. Esta disolucion se realiz6 en un bafio a +40°C, en agitacion
constante, durante 24 horas y protegiendo el carcinogeno de la luz. Los procedimientos que se
utilizaron en este trabajo siguieron estrictamente las normas GLP (Good Laboratory

Practices).
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El carcinogeno se administrd a los animales a los 53 dias de edad. Previamente, las
ratas fueron semianestesiadas mediante una inyeccion intraperitoneal, en la zona abdominal
izquierda, de 10 mg de clorhidrato de ketamina/kg (aproximadamente unos 0.05 ml/animal).
Posteriormente, se suministré una unica dosis de DMBA mediante instilacion bucogdastica
realizada con una sonda conectada en su extremo proximal a una jeringuilla de 1 ml. La dosis

unica de carcindgeno fue de 5 mg de DMBA/animal, 1 ml de la solucion de aceite.

5. EXPLORACIONES PERIODICAS, SACRIFICIO Y NECROPSIA

Material

- Balanza "Sartorius Mc1" (Laboratory LC6200).

- Microscopio "Laborlux 11"(Leitz).

- Centrifuga "EconoSpin Sorvall®" (DuPont Instruments).

- Guillotina, tijeras, bolsas de plastico conicas con extremo distal abierto.

- Eter etilico, caja de anestesia.

- Herramientas de diseccion.

- Tubos de heparina-litio, tubos siliconizados.

- Formol al 10% tamponado con fosfatos.

- Otros: algodon, embudos, gradillas, espatulas de algodon, suero fisioldgico, protaobjetos,

cubreobjetos, recipientes de cristal, pipetas Pasteur, etc.

Los animales fueron explorados semanalmente mediante inspeccion, palpacion y
determinacion del peso corporal. Estas exploraciones permitieron: 1) la deteccion,
localizacion y determinacion de los dos diametros mayores de los nddulos tumorales; 2) el
estudio de la evolucion ponderal; 3) efectuar el control de calidad de la serie, investigando la
presencia de otras patologias, generales ([855], [1387], [1390]) o por desequilibrios
nutricionales ([827], [905]).

Las exploraciones se iniciaron inmediatamente después del destete de los animales.
Sin embargo, las palpaciones no comenzaron hasta el dia 74. Estas se realizaron sobre el
animal colocado en posicion anatomica normal, situado frente al operador y con la cabeza por
delante. El animal se sujetaba suavemente con las dos manos y, simultineamente, se le
palpaban las zonas laterales longitudinales desde la base del cuello hasta la zona inguinal y
alrededores de la cola. Ademas se realizaba la misma operacion a lo largo de la zona central y

nddulos, a través de la piel, con el pulgar y el indice y, posteriormente, presionar a lo largo del
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cuerpo con el dedo plano a fin de descubrir las pequefias irregularidades. Los nodulos
encontrados en cada exploracion se emplazaron en un esquema corporal para cada una de las

ratas. Asimismo, se midieron los dos didmetros mayores de cada nddulo con un nonius.

Figura 11. Exploraciones periddicas de los animales.

Al final del ensayo, todos los animales fueron sacrificados. A fin de obtener muestras
en condiciones homogéneas, se sacrificaron todos los animales en la misma fase del ciclo
estral. La seleccion del diestro se realizd basandose en las caracteristicas de dicha fase: mayor
duracion ([855], [1610]), facilidad para su identificacion diagndstica, estado hormonal ([840],
[1023]) y los efectos conocidos de las dietas hiperlipidicas sobre su duracion y estado
hormonal ([918], [945], [1046]). La determinaciéon de la fase estral se realizd mediante
citologia vaginal. Se recogieron las cé¢lulas mediante una espatulilla provista, en su extremo
distal, de algodon empapado en suero fisiologico. Las células se extendieron sobre un
portaobjetos, se colocd un cubreobjetos, y se procedidé a su observacion microscopica. La
presencia de abundantes leucocitos, escasas células epiteliales de la capa basal y moco en
cantidad variable, caracterizd inequivocamente, la fase estral de diestro en las ratas ([1232],

[1610]).

Los animales fueron sacrificados por decapitacion troncular. En la proximidad de la
zona del sacrificio se dispuso también de un sistema de anestesia con éter etilico para cubrir
posibles eventualidades, que no fue necesario utilizar. El método de decapitacion troncular
con guillotina fue escogido por considerarse uno de los métodos mas humanitarios para
sacrificar a los animales y el mas eficaz. ([1232]). Ademas, estd exento de los problemas que
tiene la anestesia con éter, tanto para el tipo de estudio (principalmente los relacionados con la
posible influencia sobre parametros hormonales ([922], [935], [1232]), como para los
animales (estrés por asfixia e irritacion de membranas y mucosas). El animal seleccionado era

introducido en el interior de una bolsa cénica cuyo extremo distal estaba abierto para que
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pudiese respirar. Asi se inmovilizaba el animal, actuando con mayor rapidez y reduciendo el
grado de estrés. Tras el sacrificio, se procedia a la limpieza exhaustiva de todo el material y a
la ventilacion de la sala antes de continuar con el siguiente animal ([1232]). El horario de
sacrifico, la edad de los animales y la seleccion y el nuimero de animales sacrificados por caja
y dia ya fueron indicados en el apartado A.l. de este capitulo, asi como la necropsia, la

recogida y el procesamiento de las muestras.

El estudio histopatologico se realizd en colaboracion con una patdloga. Las muestras
se fijaron en formol al 10% tamponado con fosfatos, y se incluyeron en parafina. Se
practicaron varios cortes de cada muestra (del a 3) de 5 um de espesor que se tifieron con
hematoxilina y eosina. El diagnostico de las biopsias tumorales se bas6 esencialmente en los
criterios de Young y Hallowes ([1141]). Ademas del diagnostico histopatologico de las
lesiones, se analiz6 el grado arquitectural y nuclear de los adenocarcinomas, el nimero de
mitosis en 10 campos de gran aumento (400X) para valorar el grado histologico basado en el
método de Scarff-Bloom-Richardson (SBR), utilizado en carcinomas de mama humanos,

adaptado a la rata por parte del equipo investigador ([4264]) asi como la reaccion estromal.

B. TECNICAS DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

Material

- Autoclave SterilClav-75 Dry (Raypa).

- Bomba de vacio (Telstar)

- Cdamaras de cromatografia (Merk).

- Centrifuga 5415R (Eppendorf).

- Centrifuga refrigerada Sorvall ® RC-6 (DuPont Instruments), rotor SH 3000 BK.

- Ultracentrifuga Sorvall™ WX, rotor vasculante SW41 Ti.

- Equipo de calibracion de pH “GLP 21 (Crison).

- Equipo de homogenizacion de tejidos Polytron (Kinematica).

- Fuentes de alimentacion electroforética “Power Supply 200/2 (BioRad), “Power Supply
3500” (Pharmacia Biotech), Power Basic (BioRad).

- Lector de placas NanoQuant infinite M200 y programa Tecan i-control 1.6 (Tecan).

- Microcentrifuga Microfuga™ 11 (Beckman).

- Programa de analisis de imagen: Quantity One™ (BioRad).
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- Sistema de captura de imdgenes en tiempo real Gel Doc 2000 (BioRad).

- Unidades de electroforesis Mini-PROTEAN® 3 Cell (BioRad) y PROTEAN® II xi Cell
(BioRad).

- Unidad de transferencia electroforética Mini Trans-Blot™ Electrophoretic Transfer Cell y
Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (BioRad).

- ChemiDoc™ XRS+ acoplado al programa informéatico Image Lab™ Sofware version

5.1 (BioRad).

- Otro material: Congelador de -80°C Ultima Il (REVCO), combinado de nevera de +4°C y
congelador de -20°C (Liebherr), agitadores magnéticos y orbitales, vortex, contenedores de
nitrégeno liquido, maquina de hielo, estufas, balanzas de precision, bafios con control de

temperatura, cubetas de electroforesis horizontales, bandejas, peines electroforesis.

El material fungible utilizado y las soluciones especificas de las diferentes técnicas

bioquimicas y de biologia molecular se detallan en los correspondientes apartados.

1. AISLAMIENTO DE DOMINIOS DE MEMBRANA

Las diferentes fracciones de membrana que formaron parte del estudio, se obtuvieron a
partir de muestras de tejido tumoral mamario congelado a -80°C, aunque previamente se
estandariz6 con muestras de higado del grupo control con el objetivo de disponer de una
situacion de referencia, en un tejido no diana del carcindgeno. Por otra parte, el tamafio de
dicho organo permite estandarizar todas las técnicas necesarias para el estudio sin
comprometer las muestras tumorales que son mucho mas pequefias y valiosas. Una vez
comparados diferentes protocolos, el aislamiento de fracciones de membrana se realizod
siguiendo el protocolo de Mukherjee A. et al 2003 modificado ([6439]). Se pesaron 200 mg
de tejido directamente en un tubo conteniendo 2 mL de Buffer Raft Il (Buffer Raft [ — S0mM
Tris-HCI pH 8, 10mM MgCl,, 0.15M NaCl, 20mM NaF, SmM B-Mercaptoetanol, inhibidores
de proteasas (Sigma)-, 1% Triton X-100, 5% Glicerol) preparado durante el dia de su
utilizacion y previamente enfriado a +4°C. La relacion peso muestra/volumen buffer tfue 1/10.
Las muestras se mantuvieron en nitrogeno liquido o nieve carbdnica antes de introducirlas en
el tubo para evitar su descongelacion y todo el procedimiento posterior se realizd6 a una
temperatura entre 0 y +4°C. La homogeneizacion de las muestras se realizé con un Polytron a
potencia 26000 rpm con un vastago de 7 mm realizando 3 pulsos de 15 segundos cada uno y

manteniendo los tubos a +4°C. A continuacion, se centrifugaron las muestras durante 5
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minutos a 500 xg a +4°C en una centrifuga refrigerada Sorvall® RC-6 (Du-Pont Instruments)
y se recuperd el sobrenadante. Posteriormente éste fue incubado durante 1 hora a +4°C en
agitacion y centrifugado a 500 xg durante 5 minutos a +4°C. El sobrenadante fue recuperado y
1.5 mL del mismo fueron trasvasados a un tubo de 5 mL previamente enfriado y se les
adiciond sacarosa hasta obtener una concentracion final del 41%. El volumen restante del
sobrenadante se consider6 como ‘“Extracto total de membrana” y se cuantificé su
concentracion de proteinas. Seguidamente, se procedidé al montaje del gradiente de sacarosa
en un tubo de ultracentrifuga previamente enfriado en el cual se colocaron 1.5 mL de la
solucion de sacarosa 41%, 8 mL de sacarosa 36% y 2.5 mL de sacarosa 15%, estas dos
ultimas soluciones preparadas en Buffer Raft I frio, des del fondo hasta la parte superior del
mismo. A continuacioén, se ultracentrifugd a 222000 xg durante 18 horas a +4°C vy
posteriormente se recogieron 12 fracciones de 1 mL cada una desde la parte superior del tubo
hasta el fondo. Se procedi6 a la determinacién de la concentracion de proteinas de dichas
fracciones. El proceso de obtencion de fracciones de membrana se esquematiza en la figura

12.

Fracciones
colectadas

15%

Adicion de 36%
@ FACHDSE A
extractoy 5
E— armado de
@ gradiente 1?
®) — = I _wwr |n

Homogenizacion solubilizacion
en Tampon con
Tritdn ¥-100

Figura 12. Proceso de aislamiento de fracciones de membrana.

2. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La cuantificacion de proteinas de los extractos totales de membrana y las diferentes
fracciones obtenidas se realizo6 mediante el método de Lowry, utilizando el Kit DC Protein
Assay II (BioRad), version microplaca. El procedimiento seguido con este kit requirio la
dilucién apropiada previamente al ensayo de las muestras en agua y la utilizacion de una
curva estandar Bovine Serum Albumin (BSA) Standar Set (BioRad). A 5 uL de cada muestra
se le anadieron 25 pLL de DC Reactivo A’ y 200 uLL de DC Reactivo B y se incubaron 15
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minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se procedid a la lectura de la absorbancia
a 750 nm. A partir de los valores de las absorbancia de la recta patron se pudo calcular la

concentracion de proteinas de las diferentes muestras problema.

3. ANALISIS DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

Se llevaron a cabo 2 tipos de ensayos WB, unos con el fin de caracterizar las diferentes
fracciones de membrana (los llamados WB de marcadores/caracterizacién) y otros para
analizar el efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion proteica tanto de los

microdominios de membrana como de los extractos totales (WB de expresion).

Las proteinas fueron preparadas a las concentraciones adecuadas para cada ensayo
(Tabla 3). Se les adicion6 Laemli Buffer (BioRad) con B-mercapto-etanol al 5% en
proporcion 1:1 y posteriormente fueron desnaturalizadas por tratamiento a +90-+100°C
durante 4 minutos. Seguidamente, fueron separadas por electroforesis en un gel de
poliacrilamida entre el 8 y el 12% con duodecilsulfato sddico (SDS-PAGE), seglin el tamafno
de la proteina de interés, durante 1 hora y 30 minutos a +4°C. Las muestras fueron
transferidas a una membrana de nylon Hybond PVDF (GE Healthcare) a 100 mV durante una
hora a +4°C. A continuacion, la membrana fue bloqueada con TBS-T (20mM Tris-HCI pH
7.6, 137 mM NaCl, 0.05-0.5% Tween-20) con 5% BSA y/o leche descremada en polvo
durante una hora/toda la noche a temperatura ambiente/+4°C, segin la especificidad del
anticuerpo. La membrana se incubd con el anticuerpo adecuado a la concentracion indicada
en la tabla 3 durante 2/16 horas a +4°C en agitacion. Tras realizar tres lavados en TBS-T 0.1%
durante 10 minutos cada uno en agitacion, se incubo la membrana con la solucion apropiada
de anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano (Tabla 3), preparada en leche
en polvo descremada al 5% en TBS-T 0.1%, durante 1 hora 30 minutos/2 horas a temperatura
ambiente en agitacion. Finalmente, tras realizar lavados con TBS-T 0.1%, las proteinas fueron
detectadas por quimioluminiscencia, mediante el sistema “Luminata Forte Western HRP
Substrate” y “Luminata Crescendo Western HRP Substrate” (Millipore), y reveladas en film
de autoradiografia (Hyperfilm ECL, Amersham Bioscience). El contenido proteico se
determind por densitometria mediante el sistema de andlisis de imagenes Gel Doc 2000 y el
programa Quantity One (BioRad Laboratories). Los valores fueron normalizados al valor

medio del triplicado de un control interno y relativizados a ug de proteina.
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Tabla 3: Anticuerpos utilizados y condiciones de los ensayos Western Blot

ANTICUERPO MUESTRA <, ANTICUERPO

PRIMARIO CASA COMERCIAL REFERENCIA (L) DILUCION SECUNDARIO
WB Anti-caveolin 1 Millipore 05-762 10 1:500 anti-raton
marcadores Anti-flotillin 1 BD Transduction Laboratories 610821 10 1:1000 anti-raton
rTf Zymed Laboratories 13-6800 50 1:750 anti-raton

MUESTRA
(19)

WB Anti-caveolin 1 Millipore 05-762 2 1:2000 anti-raton
expresion Anti-flotillin 1 BD Transduction Laboratories 610821 1 1:5000 anti-raton
Anti-Fas (FL-335) Santa Cruz Biotechnology sc-7886 20 1:500 anti-conejo

4. EXTRACCION DE LiPIDOS

A partir de los extractos totales de membrana asi como de las diferentes fracciones
obtenidas durante el fraccionamiento de ésta, congeladas a -20°C, se procedi6 a la extraccion

lipidica siguiendo el método de Blight-Dyer ([8403]) modificado.

Setenta y cinco pg de proteina se diluyeron en agua destilada hasta 500 ML.
Posteriormente, se mezclaron con 7.5 mL de cloroformo:metanol (Scharlau) (1:2) enfriados
previamente y se agitd vigorosamente la mezcla durante 2 minutos a temperatura ambiente.
Seguidamente, se afiadieron 2.5 mL de cloroformo frio (Scharlau) y 4 mL de agua destilada
mantenida en hielo, se volvido a agitar durante 2 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugd a 1300 xg durante 15 minutos a +4°C en una centrifuga Sorvall® RC-6.
Transcurrido este tiempo, se recogio la fase organica y se guardé en un tubo de vidrio tapado.
A la fase no orgénica se le anadieron 4 mL de una mezcla de cloroformo:metanol (1:1) y 2
mL de agua destilada, ambas enfriadas previamente, se agitdé durante 2 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugé a 1300 xg durante 10 minutos a +4°C. Posteriormente, la fase no
organica fue eliminada con una bomba de vacio y la fase organica se recogié y se mezcld con
la obtenida anteriormente. El ultimo paso de la extraccion consistio en eliminar el exceso de
proteinas que pudieran contener las fases organicas. Para ello se afiadi6 una tercera parte de
CaCl; 1.5 M en relacion al cloroformo utilizado hasta el momento, se mezcld enérgicamente
durante 15 segundos, se centrifugd a 1300 xg durante 10 minutos a +4°C y se eliminé la fase
no organica, de igual manera que se hizo anteriormente. Se recuper6 la fase orgéanica y se
evapor6 con ayuda de un bafo para acelerar el proceso y bajo un flujo constante de nitrégeno
gas para evitar al maximo la oxidacion de los lipidos. Una vez evaporadas las muestras, los
lipidos se resuspendieron en tolueno frio (Scharlau) y se guardaron a -20°C en una atmosfera

inerte.
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5. DETERMINACION DE COLESTEROL EN FRACCIONES DE MEMBRANA DE HiGADO

La cuantificacion de colesterol en fracciones de membrana de tejido hepatico se
realizo a partir de un método basado en la determinacion espectrofotométrica de quinonimine,
el cual es un producto de reacciones consecutivas de las enzimas colesterol oxidasa y

peroxidasa tal y como se muestra en el siguiente esquema:

Colesterol oxidasa

Colesterol esterificado + H,O Colesterol + Acido graso

Colesterol oxidasa
Colesterol + %2 O, + H,O Colestenona + H,0,

Peroxidasa

2 H,0, + 4-Aminoantipinina + Fenol Quinonaimina + 4 H,O

Se mezclaron cada una de las diferentes fracciones de membrana con una mezcla de
reactivos para cuantificar especificamente el colesterol total (Byosistems) (35 mM Pipes pH7,
0.5 mM sodium cholate, 28mM fenol, 0.2 U/mL colesterol esterasa, 0.1 U/mL colesterol
oxidasa, 0.8 U/mL peroxidasa y 0.2 mM 4-aminoantipirina). Seguidamente, se agitd bien la
mezcla durante 10 minutos a temperatura ambiente y se leyeron las absorvancias, tanto de las

muestras como de los puntos de la recta estandar utilizada.

6. ANALISIS DE LIPIDOS POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Para la cromatografia en capa fina (TLC) se utiliz6 el procedimiento descrito por Ruiz
y Ochoa ([7057]) con algunas modificaciones. Previamente al ensayo se construyd una
mezcla de extractos lipidicos comerciales y posteriormente un banco de diluciones de dicha
mezcla para la obtencion de una recta estandar para cuantificar cada uno de los lipidos.
Seguidamente se procedio a la cromatografia para separar los lipidos tanto de la recta estandar

como de las muestras en estudio.
Preparacion de la recta estindar

Se prepard una recta estandar con los siguientes lipidos: lisofosfatidilcolina (LPC),
esfingomielina (SM), fosfatidilcolina (PC), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (PI),
fosfatidiletanolamina (PE), colesterol (Col), triacilglicéridos (TAG) y ceramida (Cer).
Dentro de cada punto de la recta se afiadid formiato de colesterol (FC) como lipido

normalizador para relativizar los resultados.
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Los extractos lipidicos comerciales, la mayoria en polvo (Tabla 4), fueron
resuspendidos en un volumen determinado de cloroformo (Scharlau) o tolueno (Scharlau) en
funcion de la concentracion del stock de lipido necesaria para hacer la mezcla posterior. Una
vez disueltos los lipidos comerciales, se hicieron alicuotas del volumen necesario de cada
uno y se prepar6 una mezcla ("Mix"), con todos los lipidos excepto con el FC. A
continuacion, se evaporaron los solventes con nitrégeno gas y la ayuda de un bafio a 37°C.
Posteriormente, se resuspendi6 toda la mezcla en 2 mL de tolueno, se mezcld y se enfrié en
hielo para evitar al maximo la evaporacion del solvente. A continuacion, se procedio a la
preparacion de los 8 puntos de la recta estandar (Tabla 4). Para ello, se alicuotaron 25 pL
para el punto 1, 50 PL para el punto 2, 100 uL para el punto 3, 150 uL para el punto 4, 200
ML para el punto 5, 300 yL para el punto 6, 400 YL para el punto 7 y 500 YL para el punto 8.
A cada uno de ellos se les afiadio 20 yL de la solucion stock de FC (tabla 4). Finalmente,
todos los volumenes fueron evaporados y se volvieron a resuspender en un volumen final de
520 PL de tolueno frio para conseguir la concentracion deseada de cada lipido. A la hora de
cuantificar, de cada punto de la recta estdndar se obtuvo un valor densitométrico que fue

relativizado con el valor densitométrico del FC para ese mismo punto (Figura 13).

103



Material y métodos

Ceramida Esfingomielina
0,8
30 0,7 be
25 . 06
_ 20 05
S 15 2 o4
RS 8 03
=] 9 0,2
E 5 y=2,610x- 4,979 £ y=0,525x-0,082
< R?=0,862 € o0t R?=0,964
0 . 0
N VZ ¢ ¢ 8 10 12 01 02 04 06 038 1 12 14 16
. 02
10 D.Cer/D.FC D.SM/D.FC
Colesterol Lisofosfatidilcolina
a4 2,5
35 . ) *
3
2,5 %) 15
8 2 E]
ﬁ 1,5 E 1
g 1 g os -
€ os y=0,715x- 0,568 Eo y=1,183x-0,196
" R?2=0,933 R?=0,979
0 T T 0 T T T T T T T
0,5 V 1 2 3 4 5 6 05 0,2 04 0,6 08 1 12 14 16 18 2
1 ,
D.Col/D.FC D.LPC/D.FC
Fosfatidilcolina Fosfatidiletanolamina
7 3,5 .
6 . 3
5 2,5
a w2
§ 3 E 1,5
2 £
€ 1 y=0,820x- 0,689 05 y=0,670x- 0,357
R?=0,961 . R?=0,926
o o * B
= } * 2 3 4 > N 7 8 ° 0,5 hs 1 1,5 2 25 3 35 4 45 5
" D.PC/D.FC 1 D.PE/D.FC
Fosfatidilinositol Fosfatidilserina
25 3
2 . 25 .
15 0 2
, 4
T, R
05 y=0363x-0,171 05 y=0,396x-0,203
R?=0,944 R2=0,957
0 T 0 T
05 $ 1 2 3 4 5 6 05 1 2 3 4 5 6 7
D.PI/D.FC D.PS/D.FC
Triacilglicéridos
12
*
10
8
o
= 6
p
@ 4
S y=1,480x-1,861
E 2 R2=0,880
2 7/1, 2 3 4 5 6 7 8
4

D.TAG/D.FC

Figura 13. Imagen representativa de las rectas de regresién obtenidas para cuantificar los lipidos de
membrana. Cada grafica se obtuvo del promedio de rectas de regresion realizadas a lo largo de los ensayos de
cromatografia en capa fina. El eje de las ordenadas representa el valor "tedrico" de lipido estandar que hay en
cada punto de la recta estandar expresado en nanomoles de lipido y el eje de las abscisas se obtiene de relativizar

el valor de la densitometria Optica obtenida en cada punto de la recta del lipido estandar con el del lipido
normalizador (FC).

104



S0l

"[0191S9[00 9P OJLIULIOY 1) ‘BPIUEBIAD 107 ‘SOPLIYII[IIoeL)
DV L $[0103$9[0)) :[0)) ‘BUIUEB[OUL)S[IPILJSOJ :HJ {[OMSOUI[IPIIEBJSO] :[J ‘BULIOS[IPIILJSOJ :Sd ‘BUI[OO[IPNIEISO] :DJ ‘eul[oruioSulyse [JAS ‘eurjoo[Ipneysojosr :Dd 1

G0 8'vC z€80l 819 98Z'¢ €86°L 209°C €€9 €20 oL 8
G0 G8'6l 999'8 ¥68°C 629°C 185°} 280°C ¥90°G 650 AN L
G0 88yl 6619 LT T.6°) 6L'L L9S°L 86.°€ YEV'0 88Z'L 9
G'0 6'6 €EEY vyl Gle'L €6.°0 L0l [45x4 682°0 8580 S
G0 vy'L 6z'e G80°} 986°0 G650 1820 668°L 1120 790 14
G0 96t 9Lz vzl'o 1890 16€°0 250 99Z°L G0 6210 €
G0 8v'c €80°} 29€'0 62€0 861°0 9z'0 €€9°0 2L00 Slz'o 4
G0 ve'L L¥S0 1810 910 660°0 €L0 9le0 9€0°0 L0L°0 3
od L) oVl 100 3d Id Sd od NS od1 sojund
(9711 @p eoeid e| ua opesijde uawnjoa) r ¢ ua (sajowu) sopidi| ap pepnued
991°0 9z'8 19'c STl S60°L 990 1960 601 ¥z'0 yLL'0 8 02G/00S
9910 199 888°C £796°0 980 8250 €690 189°} 2610 1150 L 02s/00%
9910 96t [Sls]r4 €20 1590 96€°0 250 G9Z'L vrL0 8zv'0 9 02G/00€
9910 €'c vyl €281°0 8EV'0 ¥92°0 9ve‘0 €780 960°0 G820 S 02G/002
9910 8v'c €80°} 19€°0 8z€0 861°0 9z'0 2€9°0 2.00 viz'0 14 02g/051
991°0 G9'L zzLo Lre'o 6120 zeL'o €LL°0 Lzv'o 800 [44%0] € 02G/001
991°0 9280 19€°0 zL'o 60L°0 990°0 980°0 1z'0 ¥20°0 1200 4 02S/0S
991°0 4R 4] 8L'0 900 ¥50°0 €€0°0 £¥0°0 S0L0 zLo'o GE0'0 3 02s/5¢
o4 tore) oVl 100 3d Id Sd od NS od1 sojund ouanjoL r/xIN
Jepue)sa ejoal e] ap ojund eped ua (rijjowu) opid)] ap ugideUIIU0)H
dpeye 8s ou opeue 8s OU  SpeUe s OU  rjjowu /L'y €Ll oL €'/l ousnjol 8/9'vLY [A%12122] ewbis OAjod Od«
9'8 00zl 000C 9'8 S 4 ol ousnjol 289 so-ecel efanep onjod 180
GGL'E 122'0LGL G99 62°LL ol G6'v Mz9'6s ousnjoL G'G88 ovill ewbis d}a0Y ovl
¥&Z'L ¥0v'8052 16 6598'Ge oL A ol ousnjol 1'98¢ 19980 ewbis OAjod 100
6ELL €8v'8.22 Sl z0'clL ol x4 14 OWlI0j0I0ID 90'892 d9200¥8 Jejod Juenay oAjod 3d
1890 LL6'VLEL scl 66°0L oL A ol OWwlI0j0I0[D Z1L'606 de00¥8 Jejod jueay onjod Id
206'0 9607081 z'LLL 6€'GlL G'CL 8'0 ol OWwlI0j0I0[D 50'CL8 dceooys Jejod jueay OAjod Sd
¥61°C 289'88€EY Sve zLCL ol x4 14 OWlI0j0I0ID zL'98L dgs00v8 Jejod jueay oAjod Od
[RerAl0] 6v¥'1L0S £'egl €L'c 4 G'CL 14 OWwlI0j0I0[D 60'L€L dc9o0098 Jejod jueay OAjod NS
14ZX0] 8L0'88yl Sve LE'Y Gz () 14 OWI0J0I0ID 19'12G d6/85¥8 Jejod jueay oAjod od1l
()
(Arjlowu) xin ()
V1 N3 0didi1 3a XIN VN3 N3IWNTOA (Nw) ¥O0LS (uBu) J1N3ATOSIa (Bw) 31N3IAT0SIa Nd VIONTHI4TA VI0¥IN0d oavis3 oaidin
odaidi13a MOO0l1s availNvd VSVO
NOIOVYLNIONOD QvaLLNYD N3IWNTOA

‘eurj eded ud elyeagdojewo.ad a10d sopeaedas sopidy sof Jedynuend eied epezI[in depug)sd €Y p B[qeL

SOpojoUl A [DIIDIDI



Material y métodos

Cromatografia en capa fina y cuantificacion de los lipidos de membrana

El primer paso consistido en impregnar las placas de cromatografia recubiertas de silica
(Macherey-Nagel) con una solucion EDTA 1mM pH 5.5 a temperatura ambiente dentro de
una camara de cromatografia, con el fin de mejorar la separacion de las fracciones lipidicas.
Seguidamente, se dejaron secar las placas reservadas del polvo. Una vez secas, las placas se
dejaron toda la noche en una solucion cloroformo:metanol:agua (60:40:10), preparada
previamente y mantenida en reposo para que la cdmara se saturara bien con los vapores de
los solventes. Posteriormente, se procedio al secado de las placas y se activaron durante 30
minutos a +100°C. Una vez atemperadas (a temperatura ambiente) se procedié a la
aplicacion manual de los 8 puntos de la recta estandar y de las muestras problema. La
aplicacion se realizd gota a gota con una pipeta automatica de 10 pL y con la ayuda de aire
para secarlas. Se aplicaron 3 pL de cada uno de los puntos de la recta estandar y en el caso
de las muestras el volumen correspondiente a 20-50 pg de proteina. Seguidamente, las
placas fueron incubadas en las diferentes cdmaras de cromatografia, que contenian las
diferentes soluciones de solventes, para saturar bien las camaras con sus vapores, haciendo
llegar cada solvente hasta la distancia necesaria para obtener una buena separacion de las

fracciones lipidicas (Tabla 5).

Tabla 5. Solventes utilizados en la cromatografia en capa fina

CAMARA SOLVENTE VOLUMEN DISTANCIA (cm) FUNCION
1 cloroformo:metanol:agua 60:40:10 2,3 Concentrar
2 cloroformo:metanol:agua 65:40:05 2,8 LPC, SM
3 etilacetato:etanol:isopropanol:metanol:cloroformo:KCl 0,25% 35:20:5:15:22:9 6 PS, PC, PI, PE, CER
4 tolueno:dietiléter:etanol 60:40:03 9 COL
5 N-heptano:dietilétier 94:08:00 12.5 TAG, FC
6 N-heptano 100 13.5 Lavar impurezas

" Lipidos separados con cada solvente; LPC: lisofosfatidilcolina; SM: esfingomielina; PS: fosfatidilserina; PC:
fosfatidilcolina; PI; fosfatidilinositol; PE: fosfatidiletanolamina; CER: ceramida; COL: colesterol; TAG:
triacilglicéridos; FC:formiato de colesterol.

Entra camara y camara se procedio al secado de las placas con aire. Una vez se
pasaron por todas las cdmaras de cromatografia, se dejaron secar al aire. Seguidamente, se
introdujeron en la cdmara de revelado que contenia una solucion de sulfato cuprico 10% en
acido ortofosforico al 8%, se secaron y se pasaron rapidamente a una estufa donde se
incubaron a +200°C durante 3 minutos. Para finalizar el proceso se escanearon las placas y se

determind el contenido de lipidos por densitometria a través del programa Quantity One (Bio-
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Rad Laboratories). Los valores densitométricos fueron normalizados al valor medio de los 8

puntos del lipido FC incluido dentro de la recta estandar.

7. ANALISIS DE ACIDOS GRASOS POR CROMATOGRAFIA DE GASES

El primer paso consistio en extravasar la muestra a un tubo de vidrio y afiadir 2 mL de
Solucion B de transesterificacion (93.5 % metanol y 6.5% cloruro de acetilo -Fluka-) y
mezclar enérgicamente durante un minuto a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubd
durante 90 minutos a +75°C y se dejo enfriar para, seguidamente, afadir 1 mL d'una solucion
de cloruro de sodio (NaCl) saturada y 0.75 ml de n-hexano (Scharlau). Se agit6 la mezcla
durante 2 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a +4°C durante 10 minutos a 4400
rpm (4000 xg). Finalmente, se extrajo la fase organica, correspondiente al sobrenadante, y se
traspasd a un vial de inyeccidon para cromatografia de gases. Se inyectdo 1 puL de extracto
lipidico en un cromatografo de gases Agilent Technologies 7890A con columna DB-23, las
dimensiones de la cual eran 30 m x 0.25 x 0.25 a un flujo de 2 mL/min. Las condiciones de

temperatura de la cromatografia se muestran en la tabla 6:

Tabla 6. Condiciones de temperatura cromatografica

ROeCIj\ci.én Valor °C Tiempo <.je . Tiempo de.
min carga (min)  ejecucién (min)
Inicio 150 1 1
Rampa 1 25 180 0 2,2
Rampa 2 5 220 1 11,2

Se dejo un tiempo de equilibrado de 3 minutos manteniendo el horno a una
temperatura maxima de 250°C. Finalmente se us6 un detector de calor a una temperatura de

260° con un flujo de nitrogeno y de aire de 35 mL7min y 350 mL/min respectivamente.

Los acidos grasos analizados en el estudio se muestran en la tabla 7.
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Tabla 7. Acidos grasos analizados en el estudio

ACIDOS GRASOS

C12:0 Laurico
C14:0 Miristico
C16:0 Palmitico
C17:0 Margarico
< C18:0 Estedrico
v C20:0 Araquidico
C21:0 Heneicosanoico
C22:0 Behénico
C23:0 Tricosanoico
C24:0 Lignocérico
C16:1n7 Palmitoleico
C17:1n7 Margaroleico
< C18:1n9-t Elaidico (Trans-oleico)
=) C18:1n9 Oleico
= C18:1n7 Vaccénico
C20:1n9 Eicosenoico
C22:1n9 Erucico
C18:2n6-t Trans-CLA
C18:2n6 Linoleico
C18:3n6 Linolénico
< C18:3n3 a-Linolénico
) C20:2n6 Eicosadienoico
~ C20:3n6 Eicosatrienoico
C20:4n6 Araquiddnico
C20:5n3 Eicosapenataenoico
C22:2n6 Docosadienoico

SFA: acidos grasos saturados; MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA: acidos grasos
poliinsaturados.

C. ANALISIS DE LOS DATOS

Dado que los datos de cancer no siguen una distribucién normal y las varianzas son
heterogéneas, se aplicO una estadistica no paramétrica en todo el estudio para dar
homogeneidad a los andlisis estadisticos. Se utiliz6 el software PAW Statistics 20 (antes

SPSS). El nivel de significacion estadistica se establecié en p<0.05.
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1. ENSAYOS BIOLOGICOS.
1.1 Carcinogénesis

Los datos obtenidos en los ensayos bioldgicos procedieron de dos situaciones
experimentales distintas, cada una con diferente exactitud y precision de las medidas tomadas.
Asi, los datos procedentes de las mediciones tomadas in vivo durante las palpaciones
semanales y los datos obtenidos en el momento del sacrificio de los animales se analizaron
por separado. Los datos de las palpaciones (estudio temporal) fueron siempre analizados en

conjunto. Las pruebas estadisticas empleadas se citan a continuacion.

Datos cualitativos

Estudio temporal: Comparacion entre curvas mediante el analisis de la varianza no
paramétrico de 2 factores -test de Friedman-. El estudio de la regresion tumoral parcial se

realizdo mediante el analisis de la varianza (ANOVA).

Sacrificio: prueba de la ji-cuadrado (3°). Los tratamientos con dos caracteres fueron de
dos tipos: comparacion de frecuencias observadas, y comparacion de reparticiones observadas
frente a reparticiones teoricas dadas por la hipdtesis nula de equiprobabilidad. En el caso de
mas de dos caracteres, la estrategia del tratamiento se baso en el andlisis de relacion de todos
ellos ([1674]). Se aplicaron sistematicamente los criterios de Lewontin RC y Felsentein J para

las frecuencias calculadas de todas las tablas 2xN.

Datos cuantitativos

Estudio temporal: Comparacion entre curvas mediante el analisis de la varianza no

paramétrico de 2 factores -test de Friedman-.

Sacrificio: Prueba no paramétrica de la U de Mann-Withney para la comparacion de 2

poblaciones y test no paramétrico de Kruskall-Wallis para varias poblaciones.

1.2 Estudio de la evolucion ponderal y la masa corporal.
Datos cuantitativos

Para el andlisis de la evolucion ponderal se utilizo el test estadistico de Modelos No
lineales Mixtos ([3935]) para ajustar los datos de cada grupo a una funcién de regresion

asintdtica. Se realizoé una estimacion del peso corporal diario de los animales mediante una
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regresion lineal para predecir los valores que faltaban. Los datos del peso e indices de masa
corporal de los animales en momentos determinados del ensayo (sacrificios) se analizaron

mediante la prueba no paramétrica de la U de Mann-Whitney.

2. BIOLOGIA MOLECULAR
Datos cuantitativos

Los resultados fueron analizados mediante el test no paramétrico de la U de Mann-

Whitney en el caso de las comparaciones dos a dos.

Datos cualitativos

Prueba de la ji-cuadrado (3°).
Correlaciones

El grado de correlacion de los diferentes parametros fue calculado a partir de
correlaciones bivariadas calculando el coeficiente de Pearson, para datos paramétricos, y los
coeficientes rho de Spearman y tau-b de Kendall para datos no paramétricos, con sus niveles

de significacion.
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A. EVOLUCION PONDERAL, PATOLOGIA MAMARIA Y
PARAMETROS DE LA CARCINOGENESIS

1. EVOLUCION PONDERAL

El estudio del crecimiento de los animales de los tres grupos experimentales se baso en
el analisis ponderal, a partir de la evolucion de los pesos a lo largo del tiempo. Los datos se

obtuvieron en las 33 determinaciones semanales del peso corporal.

Dicho andlisis se realizd mediante un test de hipdtesis basado en intervalos de
confianza. Se utilizé la metodologia de los Modelos Mixtos ([3935]), que tiene en cuenta los
efectos fijos (comportamiento comun de cada grupo) y los efectos aleatorios (efecto de cada
individuo). Empleando dicha metodologia para ajustar un modelo lineal para cada grupo,
basado en la evolucién del peso de los individuos, se pudo contrastar mediante intervalos de
confianza la significacion de las diferencias entre grupos. Asi, se disenid un modelo

polindmico de segundo orden (parabola) y se calculd el modelo mixto basado en la funcion:
P; = (Bo + bio) + (B1 + byp) x log (t;) + (B2 + bi) x log’ (1)

donde el peso ("P") de los individuos ("i") esta en funcion del tiempo ("t"), y donde "B"
representa los efectos fijos y "b;" el efecto individuo. Esta funcion se puede expresar como

una nueva variable mediante la siguiente transformacion:

Xii= - [Bo/B2 + B1/B2 x log(t;) + log’(t)]

que es el modelo lineal con el que poder comparar las diferentes pendientes de cada grupo. A
partir de las pendientes calculadas para cada grupo, se obtuvieron los respectivos intervalos de

confianza y los datos se expresaron como porcentaje del conjunto poblacional.

La comparacion de los intervalos de cada grupo no mostrdé diferencias
estadisticamente significativas, debido a que los tres grupos presentaron intervalos solapados

entre ellos (Tabla 8).
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Tabla 8. Estudio de la evolucion ponderal.

INTERVALO DE CONFIANZA (%)

GRUPO . . .
Inferior Pendiente Superior

C 95,3 98,9 102,6

M 98,1 101,7 105,4

0 95,1 98,8 102,4

C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva.

Por otra parte, los pesos fueron homogéneos a lo largo del estudio (Figura 14A), y los

coeficientes de variacion fueron uniformemente bajos y de evolucion constante en todos los

grupos experimentales (Figura 14B).
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Figura 14. Evolucién (A) y coeficiente de variacion (B) ponderales. C: grupo control; M: grupo de aceite
de maiz; O: grupo de aceite de oliva; CV(%): coeficiente de variacion (%).
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2. HISTOPATOLOGIA MAMARIA

El diagnostico histopatoldgico de las afecciones que presentaron los animales se basd
en los exdmenes anatomopatoldgicos de las biopsias de nodulos y érganos u otras estructuras
que en el momento de la necropsia aparecieron como anormales por su aspecto y/o tamafio.
Cabe destacar que a lo largo de los ensayos se dedico especial atencion a la exploracion de las

posibles patologias causadas por desequilibrios nutricionales. Dicho diagnostico fue efectuado

por un especialista en anatomia patoldgica.

Las afecciones mamarias se clasificaron en funcién de los diferentes tipos histologicos
como patologia maligna y benigna, destacando que dentro de ésta ultima se consideraron
diferentes tipos de lesiones neoplédsicas entre otras, ya que algunas de ellas pueden

evolucionar desfavorablemente (Tabla 9).

Tabla 9. Patologia mamaria.

C M )
PATOLOGIA NEOPLASICA MALIGNA
Adenocarcinoma 72 95 69
PATOLOGIA BENIGNA
Neoplasica:
Adenoma 6 10 8
Fibroadenoma 13 14 12
Fibroma 1 2 1
Papiloma 2 - -
Lipoma - - 1
Otras:
Quistica:
Ectasis ductal - - 2
No Quistica:
Hiperplasia lobulillar 5 15 16
Fibrosis - - -

C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva.

Asimismo, se analizaron diversos parametros histopatologicos en los adenocarcinomas
de los distintos grupos experimentales. Concretamente, se analizaron 69 adenocarcinomas del
grupo C, 91 del grupo M y 67 del grupo O. Se analizaron: a) el grado arquitectural, b) el

grado nuclear, como expresion de su diferenciacion morfologica, ¢) el nimero de mitosis en
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10 campos de gran aumento, como muestra de su capacidad proliferativa y, finalmente, d) la

reaccion estromal (desmoplasia), como indicativo de la capacidad invasiva (tabla 10).

Tabla 10. Caracteristicas histopatolégicas de los adenocarcinomas de los diferentes grupos
experimentales.

Numero de adenocarcinomas (%)
C M 0]

Grado arquitectural
| 42 (60,9%) 42 (46,1%) 37 (55,2%)
Il 15(21,7%) 36 (39,6%) 17 (25,4%)
11 12 (17.4) 13(14,3%) 13 (19,4%)
Grado nuclear
| 37 (53,6%) 38 (41,8%) 37 (55,2%)
Il 20 (29%) 31(34,1%) 13 (19,4%)
11 12 (17,4%) 22 (24,2%) 17 (25,4%)
Numero de mitosis

Diferenciacion morfologica

<3 49 (7T1%) 43 (47,2%) 36 (53,7%)
4-6 9(13%)  22(24,2%) 11 (16,4%)
7-9 2(2,9%)  13(14,3%) 10 (14,9%)

10-19 7(10,1%) 12 (13,1%) 7 (10,5%)
>20 2 (2,9%) 1(1,1%) 3 (4,5%)

Reaccion estromal
- 20(29%) 27 (29,7%) 21 (31,3%)

Capacidad invasiva | Capacidad proliferativa

+ 36(52,2%) 48 (52,7%) 32 (47,8%)
+ 8 (11,6%) 9(9,9%) 12 (17,9%)
4t 5(7,2%) 7(7,7%) 2 (3%)

C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva.

Se determind que los adenocarcinomas seguian un patrén cribiforme, asociado o no a
zonas de arquitectura papilar. El grupo de dieta hiperlipidica de maiz mostré una mayor
agresividad histoldgica y actividad mitotica, seguido del grupo O. Asimismo, los tres grupos

experimentales presentaron una nula o leve reaccion estromal (Tabla 10).

Por otro lado, se determiné la escala Scarff-Bloom-Richardson (SBR), que mide el
grado tumoral en tumores mamarios de rata. Se pudo observar que los adenocarcinomas del
grupo M tendian a presentar mayor grado que los del grupo C aunque las diferencias no

fueron estadisticamente significativas (0.05<p<0.1) (Figura 15).
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A
SBR11 100
GRUPO 90 1
GRADOS c " o 80 |
3 14 (45,16%) 5(12,2%) 10 (30,3%) 70 |
4 5(16,1%)  5(122%) 6(18,18%) o &
5 4(12,90%) 8(1951%) 4(12,12%) £
6 1(3,22%) 9(21,95%) 2(6,06%) g >°
7 1(3,22%)  3(7,31%)  3(9,1%) o 40
8 1(3,22%) 3(7.31%)  1(3,03%) 30 |
9 1(3,22%)  3(7,31%) 4 (12,12%) 2
10 3(9,68%)  4(9,75%)  1(3,03%)
11 1(3,22%)  1(243%) 2 (6,06%) 101
TOTAL 31(100%)  41(100%) 33 (100%) 0 . .
Cc M (o]
3 4 5 W6 m7 m8 m9 m10 m11
B
Grupos comparados x2 observada x2 tedrica  Significacién
C/IM 14,021 15,51 0,05<p<0,1
C/O 5,167 15,51 NDS
M/O 10,075 15,51 NDS
C

L VB

Figura 15. Analisis del grado de malignidad de los adenocarcinomas mamarios experimentales mediante
la escala Scarff-Bloom-Richardson adaptada a la rata (A y B) e imagenes histopatologicas representativas
(C). SBRI1: escala Scarff-Bloom-Richardson con 11 puntos; C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O:
grupo de aceite de oliva. Aumento 40X; arca fotografiada mostrada en el margen inferior derecho de cada
imagen a 100X (grupo C), 200X (grupo M) y 400X (grupo O).
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3. PARAMETROS DE LA CARCINOGENESIS
3.1 Tiempo de latencia

El tiempo medio de latencia de los adenocarcinomas mamarios en los animales de los
grupos C y O fue mayor que el del grupo M. Las diferencias estuvieron cercanas a la
significacion estadistica (Tabla 11).

Tabla 11. Analisis del tiempo medio de latencia de los adenocarcinomas de los diferentes grupos
experimentales.

A
C M (0]
n 14 18 16
M 102,5 77,28 102,25
SD 42,3 32,1 47,42
cv 41,27 41,53 46,38
B m 103 73 109
Grupos comparados n ] VA Significacion
C/M 14/18 79,5 1,77 0,05<p<0,1
C/O 14/16 105,5 0,27 NDS
M/O 18/16 95 1,69 0,05<p<0,1

C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva; n: numero de efectivos; M:
media; SD: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion (%); m: mediana; U y Z: test de la U de
Mann Witney; NDS: sin diferencias significativas.

3.2 Incidencia

La incidencia de afectacion se define como la relacion entre el nimero de animales
que presentan uno o mdas adenocarcinomas respecto al total de animales de su grupo. Su
analisis constod de dos partes: 1) el estudio temporal, a partir de los datos observados en cada

palpacion, y 2) el estudio puntual, con los datos obtenidos en el momento del sacrificio.

Los resultados mostraron que la incidencia aumento a lo largo del estudio en todos los
grupos (Figura 16A). La curva del grupo de dieta hiperlipidica de maiz mostrd una pendiente
mayor en relacion al grupo control y al de dieta de aceite de oliva. Por otra parte, mientras que
en el grupo M dicho parametro empez6 a estabilizarse alrededor del dia 140 post-induccion,

tanto en el grupo C como en el grupo O este hecho sucedi6 mas tarde.

Cuantitativamente, el grupo M fue el que mayor niimero de animales afectados
present6 a lo largo de todo el ensayo seguido, en menor grado, del grupo de dieta hiperlipidica

de oliva. Dichas diferencias fueron estadisticamente significativas (Figural6A y Tabla 12B).
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En este momento las diferencias entre grupos no fueron estadisticamente significativas (Tabla
12C).

Los valores de la incidencia obtenidos en el momento del sacrificio para cada grupo se

muestran en la tabla 12A.

Tabla 12. Estudio temporal y en el sacrificio de la incidencia de adenocarcinomas mamarios

experimentales.
A Numero de animales afectados/total
(%)
C M 0
14/20 18/20 16/20
(70%) (90%) (80%)
B
Grupos comparados S Significacion
C/M 24 p<0,0001
C/O 11,84 p<0,001
M/O 24 p<0,0001
C
Grupos comparados X2 observada x2tedrica  Significacion
C/M 0,28 3,841 NDS
C/O 0,08 3,841 NDS
M/O 0,06 3,841 NDS

C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva; S: "S" de Fierdman; y2:
test de la ji-cuadrado; NDS: sin diferencias significativas.

3.3 Contenido tumoral total

El contenido tumoral total se define como el nimero total de adenocarcinomas

mamarios por grupo experimental.

A lo largo del ensayo se observd un aumento de dicho pardmetro en todos los grupos
experimentales, siendo la evolucion de las curvas similar en todos ellos (Figura 16B). El
numero total de tumores del grupo O fue inferior al del grupo C y grupo M. Asimismo, el
contenido tumoral del grupo de dieta normolipidica fue inferior al del grupo de aceite de maiz.
Las diferencias observadas fueron estadisticamente significativas en todos los casos (Tabla
13B).
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La cantidad total de tumores obtenidos en el momento del sacrificio para cada grupo
experimental se muestran en la tabla 13A. En este momento, las diferencias entre grupos no

fueron estadisticamente significativas (Tabla 13C).

Tabla 13. Estudio temporal del contenido tumoral.

A
Contenido tumoral total
C M (0]
72 95 69
B
Grupos comparados S Significacion
C/M 18,18 p<0,0001
C/O 18,18 p<0,0001
C M/O 24 p<0,0001
Grupos comparados X2 observada X2 tedrica  Significacion
C/M 1,59 3,841 NDS
C/O 0,03 3,841 NDS
M/O 2,07 3,841 NDS

C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva; S: "S" de Fierdman; y2: test de
la ji-cuadrado; NDS: sin diferencias significativas.

3.4 Volumen tumoral total

El analisis de la evolucion del volumen tumoral a lo largo del tiempo permitio hacer el
seguimiento del crecimiento tumoral. El volumen tumoral se calculd a partir de los dos
diametros mayores (D1 y D2) de cada tumor, determinados durante las palpaciones periodicas.

Se aplico la formula del volumen del elipsoide de revolucion:
V="%x1x " x (P?h) cc (D1>D2)

En el momento del sacrificio no se pudo realizar el analisis estadistico porque sélo existia un

unico dato por grupo.

Las diferentes curvas obtenidas para el volumen tumoral total de los tres grupos
experimentales muestran una evolucion aproximadamente de tipo lineal a lo largo del ensayo,

aunque su pendiente es superior durante el ultimo tercio de éste (Figura 16C).
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A CIMIO: p<0.0001
M/O: p<0.0001
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Figura 16. Parametros de la carcinogénesis. A: Incidencia; B: Contenido tumoral total; C: Volumen
tumoral total. C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O; grupo de aceite de oliva.
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Cuantitativamente, tal y como se puede observar en la curva y como ya sucedid
anteriormente con el contenido tumoral total, el volumen tumoral total fue inferior en el grupo
de aceite de oliva respecto al grupo C y al grupo M, mostrando éste ultimo los mayores
valores de dicho parametro de la carcinogénesis (tabla 14B). Los valores del volumen tumoral

total de los diferentes grupos en el momento del sacrifio se muestran en la tabla 14A.

Tabla 14. Estudio temporal del volumen tumoral total.

A
Volumen tumoral total (cc)
C M (0]
116 145,5 56,16
B
Grupos comparados S Significacion

C/M 24 p<0,0001

C/O 23 p<0,0001

M/O 24 p<0,0001

C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva; S: "S" de Friedman;
cc: centimetros cubicos.

B. ESTANDARIZACION DE UN METODO DE AISLAMIENTO DE
DOMINIOS DE MEMBRANA EN HIGADO DE RATA Y
VALIDACION EN ADENOCARCINOMAS MAMARIOS

EXPERIMENTALES

Para llevar a cabo el estudio de los efectos de los lipidos de la dieta sobre la
composicion de la membrana en los adenocarcinomas mamarios experimentales, previamente
hubo que realizar la puesta a punto de un método de aislamiento de dominios de membrana en

tejido de rata. Dicho método se basa en la insolubilidad de los LR en un detergente no ionico.

Dado que las caracteristicas bioquimicas de las DRMs varian en funcion del
detergente utilizado para su obtencion, se realizaron diferentes ensayos con el fin de optimizar
dicha técnica. Para ello se utilizaron dos tampones de homogenizacion que diferian en su
composicion en detergente no io6nico: Triton X-100 o Brij98 (Figura 17). Asimismo, la

estandarizacion implico ensayar diferentes volumenes de los mismos y diferentes cantidades
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de muestra. También se probaron distintas proporciones de sacarosa para optimizar la
separacion de las membranas en el gradiente. Finalmente, las DRMs se purificaron tras una
ultracentrifugacion en un gradiente discontinuo de sacarosa que constaba de 41%, 36% y 15%

de la misma.

Fraccién 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

L
’ MWHHMHM Brij 98
30minutos
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Brij 98
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1hora
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Tritén
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N/K
ATPasa oAbl ab 4 e “-‘.“
- Tritdn
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| . e O

Figura 17. Analisis por Western blot de los marcadores de membrana soluble Receptor de Transferrina
(rTf) y Nat+/K+ATPasa a-1. Las muestras de higado se homogenizaron en tampdn conteniendo detergente y,
posteriormente, se realizo el gradiente de sacarosa para aislar los LR seglin “Materiales y Métodos”. En 1-12 se
representan las fracciones del gradiente desde la parte superior hasta la inferior del tubo. Gradiente A: 2,5 mL
sacarosa 15%/ 7 mL sacarosa 36%/ 2,5 mL muestra-sacarosa 41%; Gradiente B: 1,5 mL sacarosa 15%/ 8 mL
sacarosa 36%/ 2,5 mL muestra-sacarosa 41%. Flecha: 10 volimenes de tampo6n de homogenizacion en lugar de 8
(resto de ensayos). La flecha indica las condiciones elegidas para desarrollar la técnica en los diferentes grupos.

Al final del proceso se obtuvieron 12 fracciones, cada una de 1 mL. La fraccion 1
correspondia a la primera fraccion recogida desde la parte superior del tubo y la 12 a la tltima,
en el fondo del tubo. En tejido hepatico, las DRMs se visualizaron como un "halo" de color

marronoso y con aspecto grumoso en la interfase 36%-15% del gradiente de sacarosa.

Una vez extraidas las diferentes fracciones de membrana en higado, se procedi6 a su
caracterizacion. Para ello, en cada una de ellas se determinaron: 1) la concentracion de
proteinas totales, 2) la cantidad de colesterol y 3) la presencia de proteinas especificas de cada

dominio de la membrana.

En cuanto al contenido en proteinas totales, alrededor del 85% de éstas se presentd en

las fracciones 10, 11 y 12 (las de mayor densidad), mientras que un 4% aproximadamente se
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detectd en la fraccion 3. El resto de fracciones presentaron un nivel muy bajo de proteinas

totales (Figura 18).
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Figura 18. Caracterizacion del contenido en proteinas totales de las fracciones de membrana
en higado. F.1 a F.12: fraccion 1 a fraccion 12.

La caracterizacion de las distintas fracciones de membrana también se realizd
mediante el analisis de la expresion de diferentes proteinas marcadoras de cada una de dichas
fracciones: Flotl, una proteina residente y formadora de LR; Cavl, proteina esencial para la
formacion de caveolas; y finalmente rTf, localizado en MS. Ademas, este analisis permitio

evaluar la eficacia del método en la separacion de las DRMs en el gradiente de sacarosa.

Tal y como se observa en la figura 19, Flotl se detecté como una especie de unos 48
kDa en las fracciones 2 a 5, principalmente, mientras que Cavl se presentd exclusivamente en
la fraccion 3, como un doblete de aproximadamente 24 y 21 kDa. Finalmente, rTf se detecto
como una banda de unos 100 kDa en el resto de fracciones, sobre todo en las fracciones 10 a

12 y en mucha menor cantidad en la fraccion 3.

Fraccion 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12

- Cav1-a 24kDa
Cavl Cav1-B 21 kDa
Flot1 ‘ p— Flot1 48 kDa
rTf ‘ - o sl 4 T (TP 80KDa

Figura 19. Caracterizacion de la expresion de proteinas marcadoras de las fracciones de
membrana en higado. Cavl: Caveolina-1;Flotl: Flotilina-1; rTf: Receptor de transferrina.
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Por otro lado, se observo una mayor cantidad de colesterol en la fraccion 12, seguida
de las fracciones de baja densidad 2, 3, 4, y finalmente, en menor cantidad, la fracciéon 9

(Figura 20).

1,5 4

0,5 H
0 T T T T T T T T T T T |

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F.10 F.11 F.12

Colesterol (mg/dL)

Figura 20. Caracterizacion del contenido en colesterol de las fracciones de membrana en higado.
F.1 a F.12: fraccion 1 a fraccion 12.

A partir de todos estos resultados se establecid que en higado las fracciones de
membrana 2 a 5 correspondian a LR, la fraccion 3 correspondia a caveolas, y las fracciones

10, 11 y 12 representaban la MS.

Una vez estandarizado un método de aislamiento de dominios de membrana en higado
de rata, se procedio al andlisis en las muestras del estudio, los adenocarcinomas mamarios. En
primer lugar, se cuantifico el contenido en proteinas totales de las distintas fracciones
obtenidas mediante ultracentrifugacion en gradientes de sacarosa. A continuacion, se procedio
al estudio de la localizacion de las proteinas Flotl, Cavl y rTf, consideradas marcadoras de
los microdominios LR, caveolas y MS, respectivamente. Finalmente, se caracterizaron las
diferentes fracciones de membrana por su contenido en Col y SM, lipidos caracteristicos de

LR y caveolas.

La cuantificacion de la concentracion de proteinas de cada una de las fracciones de
membrana obtenidas en los adenocarcinomas mamarios de los tres grupos experimentales
mostrd una concentracion creciente de proteinas a lo largo de las diferentes fracciones. Asi,
las primeras, consideradas como fracciones de baja densidad, presentaron una baja

concentracion de proteinas totales, mientras que las ultimas, de alta densidad, presentaron una
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concentracion mayor, equivalente, aproximadamente, al 60% del total de proteinas de la

membrana (Figura 21).

% total (mediana)
N N W W A A a
S o 6 o o o o
. . . L . . )
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B Grupo control [0 Grupode aceite de maiz [0 Grupode aceite de oliva

Figura 21. Caracterizacion del contenido en proteinas totales de las fracciones de membrana de
los adenocarcinomas mamarios de los diferentes grupos experimentales. F.1 a F.12: fraccién 1 a
fraccion 12.

En cuanto a la localizacion de proteinas marcadoras, el analisis de la expresion de
Flotl en cada una de las 12 fracciones de membrana obtenidas permitié identificar las
fracciones 1, 2, 3 y 4 con expresion claramente positiva y mayoritaria para dicha proteina
(Figura 22A). Consecuentemente, se establecid que estas cuatro fracciones correspondian al
microdominio de LR. Dicho resultado se corrobor6 posteriormente con los obtenidos en la
caracterizacion de lipidos. Por tanto, los estudios posteriores, tanto de expresion de dicha
proteina como de niveles de lipidos, se realizaron con una mezcla de estas 4 fracciones a la

que se denomind “Pool de Lipid Rafts” .

En relacion a Cavl, en general ésta se localizd mayoritariamente en la fraccion 2 de
los adenocarcinomas mamarios (Figura 22A). Sin embargo, en un pequefio niumero de
muestras, del grupo control y del grupo de aceite de maiz, se detectd principalmente en la
fraccion 1 6 en la 3, respectivamente (Figura 22B). De este modo, el estudio posterior de
expresion se realizé con la fraccidon enriquecida en dicha proteina para cada muestra, que fue

considerada como la fraccion correspondiente a caveolas.
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A T
Fraccién 1 2 3 4 |5 6 7 8 9 10 11 12 |
- T T——
[ ; | Cav1-a24kD
Cavl ‘ = ’ 1 | sz1-gz1 kDa
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B
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Figura22. Caracterizacion de la expresion de proteinas especificas de dominios de membrana de los
adenocarcinomas mamarios de los diferentes grupos experimentales. A: Imagen representativa de Western
Blot. B: Localizacion de Cavl en las fracciones 1 a 3 y porcentaje de muestras con la fraccion enriquecida en
Cavlen fraccion 1, 2 o 3. Cavl: Caveolina-1; Flotl: Flotilina-1; rTf: Receptor de transferrina; F.1 a F.3: fraccion
1 a fraccion 3; C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva; n: numero de efectivos.

Por otra parte, rTf se detectd en las fracciones 4 a 12, siendo 10, 11 y 12 las
fracciones de mayor expresion de esta proteina. En consecuencia, se considerd que estas 3
fracciones estaban enriquecidas en membrana soluble (MS) y los estudios posteriores se
efectuaron con una mezcla de estas 3 fracciones a la que se denomind "Pool de Membrana

Soluble" (Figura 22A).

Finalmente, el andlisis del contenido en Col y SM de las diferentes fracciones mostrd
que aquéllas que por su contenido proteico se habian identificado como LR y caveolas

(fracciones 1 a 4), también eran las fracciones mas ricas en estos dos lipidos (Figura 23).
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Figura 23. Contenido en (A) colesterol y (B) esfingomielina de las fracciones de membrana de los
adenocarcinomas mamarios experimentales. Col: colesterol; SM: esfingomielina. F.1 a F.12: fracciones 1 a
12.

C. CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION LIPIDICA DE LA
MEMBRANA DE L.OS ADENOCARCINOMAS MAMARIOS
EXPERIMENTALES

1. COMPOSICION EN TIPOS DE LIPIDOS

A partir de los extractos lipidicos obtenidos se procedio a la caracterizacion del tipo de
lipidos presentes en las membranas tumorales mediante TLC. Asi, se pudo cuantificar el
contenido en esfingolipidos (Cer y SM), esteroles (Col), glicerofosfolipidos (LPC, PC, PE, PI
y PS) y lipidos neutros (TAG), de membrana total, MS y de los microdominios LR y

caveolas.

El anélisis en membrana total mostrd que los lipidos mayoritarios fueron los TAG,
seguidos de Cer, Col y PC. El resto de lipidos estuvo en concentraciones por debajo del nivel
de sensibilidad de la técnica (Figura 24A). Dicho perfil se mantuvo con independencia del
grupo experimental. Las diferencias observadas entre tipos de lipidos en cada grupo
experimental fueron estadisticamente significativas, excepto la comparacion entre TAG y Cer

en los grupos C y M (Tabla 15).
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Figura 24. Caracterizacion del contenido lipidico de membrana total y sus dominios en adenocarcinomas
mamarios de los diferentes grupos experimentales. A. Membrana total. B. Membrana soluble (pool de
fracciones 10, 11 y 12). C. Lipid Rafts (pool de fracciones 1, 2, 3 y 4) D. Caveolas. C: grupo control; M: grupo
de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva; Col: colesterol; Cer: ceramida; TAG: triacilglicéridos; PC:

fosfatidilcolina; SM: esfingomielina; LPC; lisofosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina; PI: fosfatidilinositol;
PS: fosfatidilserina.

Por otro lado, en MS, tanto el grupo control como el de aceite de oliva presentaron un
perfil lipidico en el que Cer fue el lipido mayoritario, seguido de TAG y Col. Estas
diferencias fueron estadisticamente significativas en ambos grupos. El grupo de aceite de
maiz mostrd un enriquecimiento significativo en TAG, de manera que éste fue el lipido

mayoritario en este grupo, seguido de Cer y Col (Figura 24B y Tabla 15).
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Tabla 15. Analisis estadistico de las diferencias en el contenido lipidico de membrana total y sus dominios
en adenocarcinomas mamarios en los diferentes grupos experimentales.

A B
MEMBRANA TOTAL MEMBRANA SOLUBLE
Esfingolipidos Esteroles Glicerofosfolipidos  Lipidos neutros Esfingolipidos Esteroles Lipidos neutros
Cer Col PC TAG Cer Col TAG
C - Esfingolipidos Cer C -
Esfingolipidos Cer M - M °
o - -
C 0,011 - Esteroles Col C 0,000 -
Esteroles Col M 0,001 - M 0,001 -
[e] 0,001 - o) 0,000 -
C 0,000 0,000 - Lipidos neutros TAG C 0,000 0,015 -
Glicerofosfolipidos PC M 0,000 0,001 - M NDS NDS ~
O 0000 0,000 - o 0028 0,051 -
(o} NDS 0,000 0,000 -
Lipidos neutros  TAG M NDS 0,001 0,000 -
o 0,002 0,000 0,000 -
C
LIPID RAFTS
Esfingolipidos Esteroles Glicerofosfolipidos Lipidos neutros
Cer SM Col LPC PC PE Pl PS TAG
C -
Cer M -
N O -
Esfingolipidos C 0,000 .
SM M 0,000 -
O 0,000 -
C 0,000 0,000 -
Esteroles Col M 0,005 0,001 -
o 0,009 0,001 -
C 0,000 0,000 0,000 -
LPC M 0,000 0,001 0,000 -
O 0,000 0,032 0,000 -
C 0,000 0,000 NDS 0,000 -
- PC M 0,000 0,011 NDS 0,000 -
8 O 0,001 0,018 0,093 0,001 -
%' C 0,000 0,01 0,000 0,000 0,000 -
E PE M 0,000 NDS 0,000 0,000 0,004 -
3 o 0,000 NDS 0,000 NDS 0,044 -
g C 0,000 0,000 0,000 NDS 0,000 0,000 -
Pl M 0,000 0,002 0,000 NDS 0,000 0,000 -
(0] 0,000 0,002 0,000 NDS 0,000 0,049 -
C 0,000 0,013 0,000 NDS 0,000 0,000 NDS -
PS M 0,000 0,006 0,000 NDS 0,000 0,000 NDS -
(0] 0,000 0,002 0,000 NDS 0,000 0,049 NDS -
C NDS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
Lipidos neutros TAG M 0,073 0,000 NDS 0,000 0,043 0,000 0,000 0,000 -
o 0,021 0,000 NDS 0,000 0,024 0,000 0,000 0,000 -
D
CAVEOLAS
Esfingolipidos Esteroles Glicerofosfolipidos Lipidos neutros
Cer SM Col PC PE PS TAG
C -
Cer M -
NS (0] -
Esfingolipidos C 0,000 -
SM M 0,000 -
(0] 0,000 -
C 0,000 0,000 -
Esteroles Col M NDS 0,001 -
(0] 0,000 0,000 -
Cc 0,000 0,000 NDS -
” PC M 0,000 0,001 NDS -
) (0] 0,000 0,000 0,018 -
‘% C 0,000 0,093 0,000 0,000 -
:8 PE M 0,000 NDS 0,004 0,009 -
e (0] 0,000 0,064 0,000 0,000 -
g C 0,000 NDS 0,000 0,000 0,014 -
PS M 0,000 0,028 0,001 0,000 0,005 -
(0] 0,000 0,038 0,000 0,000 0,000 -
Cc 0,001 0,000 NDS NDS 0,000 0,000 -
Lipidos neutros TAG M NDS 0,001 NDS NDS 0,004 0,001 -
(0] 0,001 0,007 NDS NDS 0,073 0,000 -

C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva; Cer: ceramida; SM: esfingomielina;
Col: colesterol; LPC: lisofosfatidilcolina; PC: fosfatidilcolina; PE: fosftatidiletanolamina; PI: fosfatidilinositol;
PS: fosfatidilserina; TAG: triacilglicéridos; El nivel de significacion se establecié para p<0.05, test no
paramétrico U de Mann-Whitney; NDS: sin diferencias estadisticamente significativas.
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El anélisis de LR mostr6é un perfil similar en los 3 grupos, sobre todo en los lipidos
mayoritarios, siendo Cer el mas abundante, seguido de TAG, Col, PC, PE, SM, LPC, PS y PL
El grupo M present6, dentro de las tres clases lipidicas minoritarias, una mayor cantidad de
PS respecto a LPC y PI (Figura 24C). La mayoria de las diferencias fueron estadisticamente

significativas (Tabla 15).

En caveolas se hall6 un perfil lipidico muy parecido al obtenido en LR, de manera que
Cer también fue el lipido mayoritario, seguido de TAG o Col, PC, PE, SM y PS (Figura 24D)

-véase analisis estadistico de las diferencias en la tabla 15-.

Al comparar el contenido de cada uno de estos lipidos entre los diferentes dominios de
membrana para cada grupo experimental (Figura 25), los resultados mostraron que el
contenido de esfingolipidos (Cer y SM) fue, generalmente, mayor en caveolas que en el resto
de dominios. El grupo C presentd mas cantidad de Cer en caveolas que en LR y MS (p<0.05).
Por otro lado, el grupo M mostr6é una mayor abundancia de dicho lipido en caveolas respecto
a LR y en este tltimo respecto a MS, mientras que en el grupo O solamente se hallaron unos
niveles de Cer significativamente mas altos en caveolas respecto a MS (Figura 25A).
Asimismo, el grupo C y el grupo O presentaron unos niveles mayores de SM en caveolas y
LR respecto a MS (p<0.05), y ademas el grupo C mostré6 un aumento significativo de este
lipido en caveolas respecto a LR (Figura 25B). Por su parte, el grupo M mostré una mayor

cantidad de SM en LR que en caveolas y en estas ultimas respecto a MS.

En cuanto a Col, éste presentd la misma distribucion en los 3 grupos experimentales,
de manera que se detectaron mayores niveles de este lipido en caveolas que en LR y MS
(p<0.05). Ademas, los niveles de Col en LR también fueron significativamente mayores que

en MS (Figura 25C).

La LPC unicamente fue detectable en LR. En el resto de dominios y fracciones de
membrana su abundancia relativa estuvo por debajo del nivel de sensibilidad de la técnica y

no pudo detectarse (Figura 25D).

En relacion a los glicerofosfolipidos mayoritarios, tanto PC como PE solamente fueron
cuantificables en LR y caveolas. Los niveles de PC fueron significativamente mayores en
caveolas que en LR en el grupo control y en el de aceite de oliva (Figura 25E), mientras que
los de PE tendieron a ser mayores en caveolas en los 3 grupos experimentales (Figura 25F).

Por otro lado, PI iinicamente se detectd en el grupo M, concretamente en LR, y PS sélo en
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caveolas en los grupos C y M, asi como en LR en este Gltimo grupo (Figura 25G y Figura

25H)

En cuanto a los lipidos neutros, los TAG presentaron valores similares en las
diferentes fracciones de membrana en los dos grupos de dieta hiperlipidica, a diferencia del
grupo control que presento niveles significativamente mayores en caveolas y LR respecto a

MS (Figura 251).
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2. COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS
2.1 Membrana total

A continuacioén, se analizé la composicion en 4acidos grasos de las membranas
tumorales. En este caso, unicamente se pudieron analizar la membrana total y la MS por falta
de disponibilidad de muestras de LR y caveolas. El contenido en acidos grasos de la
membrana total mostré un perfil similar en los tres grupos experimentales. En el grupo
control y el grupo de aceite de maiz los acidos grasos mayoritarios fueron C16:0, seguido de
C18:1n-9, C18:0, C20:4n-6, C18:1n-7 6 C18:2n-6 (Figura 26A y Figura 26B). Por otra parte,
el grupo de aceite de oliva mostré como acido graso mas abundante el C18:1n-9, seguido de

C16:0, C18:0, C20:4n6 y C18:1n7. (Figura 26C).

I
11

@C12:0 B C14:0 HC16:0 EC17:0 ocis:o B C20:0 B C21:0 oc22:0 B C23:0 oc24:0
B C16:1n-7 OC17:1n-7 EC18:1n-9t B C18:1n-9 W (C18:1n-7 M C20:1n-9 BEC22:1n-9 O C18:2n-6t 0 C18:2n-6 [ C18:3n-6
0C18:3n-3 OC20:2n-6 OC20:3n-6 0C20:4n-6 M C20:5n-3 D@C22:2n-6

% mediana
% mediana

% mediana

Figura 26 Caracterizacion del contenido en acidos grasos de membrana total en adenocarcinomas
mamarios de los diferentes grupos experimentales. A: Perfil de acidos grasos en el grupo C; B: Perfil de
acidos grasos en el grupo M; C: Perfil de 4cidos grasos en el grupo O.

Los acidos grasos minoritarios también fueron similares en los distintos grupos. Asi,

en el grupo control se determinaron mayores niveles de C16:1n-7, por delante de C14:0,
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C24:0, C22:0, C20:1n-9, C20:3n-6, C20:2n-6, C20:0, C12:0 y C17:0. Entre los acidos grasos
cuyos niveles estuvieron por debajo del nivel de sensibilidad de la técnica, estuvo C18:3n-3
(Figura 26A). Por otro lado, el grupo M presentd6 mayor abundancia de C14:0, seguido de
Cl16:1n-7, C24:0, C20:3n-6, C20:2n-6, C22:0, C20:1n-9, C20:0, C12:0 y C17:0 (Figura 26B).
Finalmente, el grupo de dieta de aceite de oliva mostr6 niveles mayores de C18:2n-6, seguido
de Cl6:1n-7, C14:0, C24:0, C22:0, C20:1n-9, C20:3n-6, C20:0; C20:2n-6; C17:0; y
finalmente C12:0 ( Figura 26C). La mayoria de las diferencias observadas en el contenido de

acidos grasos en cada grupo experimental fueron estadisticamente significativas (Tabla 16).

Al analizar el contenido total en acidos grasos saturados (SFA), monoinsaturados
(MUFA) y poliinsaturados (PUFA), los resultados mostraron que en el grupo C predominaban
los SFA, con valores similares a los MUFA, y que ambos presentaban niveles
significativamente mayores en relacion a los PUFA (Figura 27). El grupo M también mostro
una mayor abundancia de SFA que de MUFA y PUFA, siendo el contenido de estos ultimos
mayor que el de MUFA. En el grupo O, los niveles de SFA fueron mayores que los de MUFA
y éstos a su vez que los de PUFA.

SFA MUFA PUFA
C M O [} M o C M O
n 23 13 12 23 13 12 23 13 12
M 51,98 50,7 42,37 30,05 25,03 40,87 17,96 24,27 16,76
SD 3,14 6,94 9,88 4,59 4,26 9,58 3,16 3,9 3,63
Ccv 6,03 13,68 23,31 15,29 17,02 23,45 17,57 16,08 21,68
m 52,38 51,34 41,89 30,53 23,64 39,73 17,08 23,69 16,49

60 - S
PRV S
50 —
ctyer s

40_
©
&
£ 301
(7}
1S3
= 20

10

0

c ™M )

HsFa BEmura KIPUFA

Figura 27: Caracterizacion del contenido en 4cidos grasos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) y
poliinsaturados (PUFA) de membrana total de adenocarcinomas mamarios de los diferentes grupos
experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva; n: numero de
efectivos; M: media; SD: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion (%); m: mediana. *: p<0.05, test no
paramétrico U de Mann-Whitney.
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Tabla 16. Analisis estadistico de las diferencias en el contenido en acidos grasos de la membrana total en adenocarcinomas mamarios en los diferentes grupos
experimentales.

MEMBRANA TOTAL
SFA MUFA PUFA
Laurico Miristico ~ Palmitico Margarico Estearico Araquidico Behénico Lignocérico Palmitoleico Oleico  Vaccenico Eicosaenoico Linoleico Linolénico  Eicosadienoico  Eicosatrienoico  Araquidénico
C12:.0 C14:0 C16:0 C17:0 C18:0 C20:0 C22:0 C24:0 C16:1n-7 C18:1n-9  C18:1n-7. c20:1n-9 C18:2n-6 C18:3 n-3 C20:2n-6 C20:3 n-6 C20:4n-6
C B
Laurico C12.0 M -
o) -
C 0,000 -
Miristico C14:0 M 0,000 -
O 0,002 -
C 0,000 0,000 -
Palmitico C16:0 M 0,000 0,000 -
O 0,000 0,000 -
Margérico C 0,007 0,000 0,000 -
c17:0 M NDS 0,000 0,000 -
b O NDS 0,000 0,000 -
2] C 0,000 0,000 0,000 -
Esteéarico C18:0 M 0,000 0,000 0,000 0,000 -
O 0,000 0,000 0,000 0,000 -
C NDS 0,000 0,000 0,016 0,000 -
M 0,000 0,000 0,000 NDS 0,000 -
O NDS 0,000 0,000 NDS 0,000 -
C NDS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 -
Behénico C22:0 M NDS 0,000 0,000 0,002 0,000 0,003 -
O 0,028 0,000 0,000 0,001 0,000 0,049 -
Lignocérico C 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
C24:0 M 0,001 0,077 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
O 0,049 0,001 0,000 0,002 0,000 0,018 NDS -
Palmitoleico C 0,000 0,099 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
C16:1n-7 M 0,000 0,01 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 NDS -
O 0,001 NDS 0,000 0,000 0,000 0,001 0,001 0,001 -
Oleico C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
< c18:1n-9 M 0,000 0,000 0,000 0,000 NDS 0,000 0,000 0,000 0,000 -
w O 0,000 0,000 0,009 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
W Vaccenico C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
C18:1n-7 M 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
. O 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
Eicosaenoico C NDS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,027 NDS 0,005 0,000 0,000 0,000 -
C20:1n-9 M NDS 0,000 0,000 0,017 0,000 NDS NDS 0,008 0,005 0,000 0,000 -
O 0015 0,015 0,000 0,000 0,000 0,002 NDS NDS 0,028 0,000 0,000 -
Linoleico C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 NDS NDS 0,000 -
C18:2n-6 M 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
O 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 NDS 0,000 -
Linolénico C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
C18:3n-3 M 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
O 0,014 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
& Eicosadienoico C NDS 0,000 0,000 0,016 0,000 NDS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 NDS 0,000 0,000 -
S C20:2n-6 M 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,033 0,011 0,024 0,000 0,000 0,026 0,000 0,000 -
o i} O NDS 0,000 0,000 NDS 0,000 NDS 0,024 0,043 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
Eicosatrienoico C NDS 0,000 0,000 0,000 0,000 NDS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 NDS 0,000 0,000 NDS -
©20:3n-6 M 0,04 0,003 0,000 0,011 0,000 0,021 NDS 0,029 0,048 0,000 0,000 NDS 0,000 0,000 NDS -
O NDS 0,000 0,000 0,037 0,000 NDS NDS 0,098 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 NDS -
Araquidénico C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
C20:4n-6 M 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,086 0,000 0,000 0,000 -
O 0,000 0,000 0,000 0,000 NDS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -

C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva; SFA: acidos grasos saturados; MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA: 4cidos grasos
poliinsaturados. El nivel de significacion se establecid para p<0.05, test no paramétrico U de Mann-Whitney; NDS: sin diferencias estadisticamente significativas.
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2.2 Membrana soluble

En relacién a la membrana soluble, el perfil de acidos grasos de cada grupo también
mostrd diferencias en cuanto a acidos grasos mayoritarios. En el grupo control el acido graso
mas abundante fue el C18:1n-9, seguido del C16:0, C20:4n-6, C18:2n-6, C18:1n-7, C18:0,
Cl16:1n-7, C14:0, C20:3n-6, C17:0, C20:1n-9, C12:0, C20:2n-6 y, finalmente, los SFA C22:0,
C20:0, C24:0, y el PUFA C18:3n-3 (Figura 28A). El grupo M mostré una mayor cantidad del
PUFA C20:4n-6, por delante de C16:0, 18:1n-9, C18:0, C18:2n-6, C24:0, C18:1n-7, C14:0,
C16:1n-7, C20:2n-6, C12:0, C20:3n-6, C17:0, C20:1n-9, C22:0, C20:0 y, finalmente, C18:3n-
3 (Figura 28B). Por otro lado, en el grupo O el 4cido graso mas abundante fue el C20:4n-6,
seguido de C18:1n-9, C16:0, C18:0, C14:0, C18:2n-6, C18:1n-7, C24:0, C12:0, C20:3n-6,
C17:0, C20:1n-9, C22:0, C20:2n-6 y, por ultimo, C20:0 y C18:3n-3 (Figura 28C). La mayoria

de las diferencias fueron estadisticamente significativas (Tabla 17).
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Figura 28. Caracterizacion del contenido en Acidos grasos de membrana soluble en adenocarcinomas
mamarios de los diferentes grupos experimentales. A: Perfil de acidos grasos en el grupo C; B: Perfil de
acidos grasos en el grupo M; C: Perfil de 4cidos grasos en el grupo O.
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Tabla 17.Analisis estadistico de las diferencias en el contenido en dcidos grasos de la membrana soluble en adenocarcinomas mamarios de los diferentes

grupos experimentales.

MEMBRANA SOLUBLE
SFA MUFA PUFA
stico  Palmi Margérico Estedrico  Araq Behénico  Lignocérico Palmitoleico Oleico Vaccenico Linoleico Linolénico  Eicosadienoico  Eicosatrienoico ~ Araquidénico
C12:0 C14:.0 C16:0 C17:0 C18:0 C20:0 C22: C24:0 C16:1n-7 C18:1n-9  C18:1n-7 C18:2n-6 C18:3 n-3 C20:2n-6 C20:3 n-6 C20:4n-6
C N
Laurico C12:0 M -
o) -
C 0,000 -
Miristico C14:0 M 0,000 -
O 0,004 -
C 0,000 0,000 -
M 0,000 0,000 -
O 0,000 0,000 -
Margarico C NDS 0,000 0,000 -
c17:0 M 0,003 0,000 0,000 -
< O 0,000 0,000 0,000 -
2] Estedrico C 0,000 0,000 0,000 0,000 -
c18:0 M 0,000 0,000 0,000 0,000 -
O 0,000 0,000 0,000 0,000 -
Araquidico C 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 -
©20:0 M 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
O 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 -
Behénico C 0,072 0,000 0,000 0,081 0,000 0,035 -
C22:0 M 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 -
O 0,000 0,000 0,000 0,006 0,000 0,034 -
Lignocérico C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 NDS 0,000 -
C24:0 M 0,007 0,024 0,000 0,01 0,000 0,001 0,005 -
O NDS NDS 0,000 0,008 0,000 0,001 0,006 -
Palmitoleico C 0,000 0,089 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
C16:1n-7 M 0,035 0,031 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,015 -
O NDS 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 NDS -
Oleico C 0,000 0,000 NDS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
< c18:1n-9 M 0,000 0,000 0,005 0,000 0,073 0,000 0,000 0,000 0,000 -
w O 0,000 0,000 NDS 0,000 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 -
W Vaccenico C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
c18:1n-7 M 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 NDS 0,000 0,000 -
O 0,006 NDS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 NDS 0,004 0,000 -
Eicosaenoico C NDS 0,000 0,000 NDsS 0,000 0,003 NDS 0,000 0,000 0,000 0,000 -
€20:1n-9 M 0,006 0,000 0,000 0,032 0,000 0,000 0,062 0,007 0,000 0,000 0,000 -
O 0,001 0,000 0,000 NDS 0,000 0,002 0,026 0,008 0,000 0,000 0,000 -
Linoleico C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 -
c18:2n-6 M 0,000 0,000 0,001 0,000 0,003 0,000 0,000 0,013 0,000 0,001 0,000 0,000 -
O 0,002 NDS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 NDS 0,000 0,000 NDS 0,000 -
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,006 0,000 0,091 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
M 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 NDS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
O 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 NDS 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
& Eicosadienoico C NDS 0,000 0,000 NDS 0,000 0,037 NDS 0,005 0,000 0,000 0,000 NDS 0,000 0,000 -
S €20:2n-6 M NDS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,01 0,041 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
o i} O 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,018 NDS 0,007 0,000 0,000 0,000 NDS 0,000 0,001 -
Eicosatrienoico C NDS 0,000 0,000 0,078 0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,08 0,000 0,000 NDS -
©20:3n-6 M NDS 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,01 0,001 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 NDS -
O 0,006 0,000 0,000 0,069 0,000 0,001 0,006 0,008 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,037 -
Araquidénico C 0,000 0,000 0,000 0,000 NDS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
C20:4n-6 M 0,000 0,000 0,001 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
O 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -

C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva; SFA: acidos grasos saturados; MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA: acidos grasos
poliinsaturados. El nivel de significacion se establecid para p<0.05, test no paramétrico U de Mann-Whitney; NDS: sin diferencias estadisticamente significativas.
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En membrana soluble también se analizaron los 4cidos grasos en funcién de su grado
de saturacion. Mientras que el grupo control mostré6 una mayor cantidad de SFA que de
MUFA y PUFA, aunque no de manera significativa, los grupos de dieta hiperlipidica
mostraron el mismo perfil, siendo los SFA los mas abundantes seguidos de los PUFA vy,

finalmente, los MUFA. En este caso todas las diferencias fueron estadisticamente

significativas (Figura 29).

SFA MUFA PUFA
C M 0 C M 0 C M 0
n 21 14 11 21 14 11 21 14 11
M 41,02 42,07 43,26 34,89 23,38 26,98 24,09 34,55 29,76
) 5,09 4,51 3,52 8,91 3,33 3,23 4,98 3,17 2,29
cv 12,4 10,72 8,14 25,53 14,24 11,07 2,68 9,17 7,69
m 414 43,29 44,21 32,72 22,55 28,38 244 34,93 30,94
50 - <> <>
45 < _aers
40 4
o 351 —
& 30 -
8! n
B 20 4
15 -
10
5 4
0 T T 1

HsFAa Emura MPUFA

Figura 29. Caracterizacién del contenido en 4cidos grasos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) y
poliinsaturados (PUFA) en membrana soluble de adenocarcinomas mamarios de los diferentes grupos
experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva; n: nimero de
efectivos; M: media; SD: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion (%); m: mediana. *:p<0.05, test no

paramétrico U de Mann-Whitney.
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D. EFECTO DE LOS LIPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA
COMPOSICION DE LA MEMBRANA DE LOS
ADENOCARCINOMAS MAMARIOS EXPERIMENTALES

Con el objetivo de investigar la posible influencia de los lipidos de la dieta sobre la
composicion, proteica y lipidica, de los dominios de la membrana de los tumores mamarios,
se analizaron y compararon los niveles de las proteinas especificas de microdominios, asi

como de lipidos entre los distintos grupos experimentales (Objetivo 4).
1. EFECTO DE LOS LiPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA COMPOSICION PROTEICA
1.1 Flot1

Los posibles cambios en los microdominios LR se determinaron mediante el analisis
de la expresion de la proteina marcadora de dichos microdominios, Flotl (Figura 30A). El
analisis cualitativo mostr6 que el 100% de las muestras de los grupos C y M, y el 91% de las
del grupo O expresaron Flotl. La diferencia observada en el grupo de aceite de oliva no fue

estadisticamente significativa (Figura 30B).

Por otra parte, el analisis cuantitativo de la expresion de Flotl, considerando
unicamente los tumores positivos para dicha proteina, indico niveles similares entre los

diferentes grupos experimentales (Figura 30C).

1.2. Cavl

El analisis de los niveles de Cavl en la fraccion caracterizada previamente como la
enriquecida en caveolas (1, 2, 6 3) mostré diferencias significativas en el nimero de muestras
que expresaban Cavl. Asi, en el grupo M el porcentaje de muestras que expresaban la
proteina fue mayor que en el grupo O, el cual mostré el menor nimero de muestras con

expresion de Cavl (Figura 31B). Dichas diferencias fueron estadisticamente significativas.
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Figura 30. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la expresion de Flotl en Lipid Rafts en adenocarcinomas
mamarios experimentales. A: Imagen representativa de Western Blot. B: Porcentaje de muestras positivas para
Flotl. C: Expresion relativa de Flotl. C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva;
n: nimero de efectivos; M: media; SD: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion (%); m: mediana.

Por otro lado, el estudio cuantitativo de los niveles relativos de Cavl en las muestras
con expresion de dicha proteina no mostrd diferencias significativas entre los tres grupos

experimentales (Figura 31C).
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Figura 31. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la expresion de Cavl en caveolas en adenocarcinomas
mamarios experimentales. A: Imagen representativa de Western Blot. B: Porcentaje de muestras positivas para
Cavl. C: Expresion relativa de Cavl. C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva;
n: numero de efectivos; M: media; SD: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion (%); m: mediana. *:p<
0.05, test ji-cuadrado.
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2. EFECTO DE LOS LIPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA COMPOSICION LIPIDICA
2.1 Cambios en la composicion de los diferentes tipos de lipidos
2.1.1 Membrana total

En general, no se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre los niveles
de los diferentes tipos de lipidos analizados en membrana total. Unicamente la abundancia
relativa de Cer, Unico esfingolipido detectado con la técnica utilizada en este trabajo, tendi6 a
ser menor en el grupo de aceite de oliva respecto al de aceite de maiz. Los niveles de PC
también mostraron una tendencia a la disminucién en el grupo O respecto al control

(0.05<p<0.1) (Figura 32 y Tabla 18).
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Figura 32. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion lipidica de membrana total en
adenocarcinomas mamarios experimentales. A: Imagen representativa de cromatografia en capa fina. B:
Niveles relativos de lipidos. P1-P8: puntos de la recta patron; C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O:
grupo de aceite de oliva; Cer: ceramida; Col: colesterol; PC: fosfatidilcolina; TAG: triacilglicéridos.
5:0.05>p>0.1, test no paramétrico U de Mann-Whitney.
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Tabla 18. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion lipidica de membrana total en
adenocarciomas mamarios experimentales.

Esfifngolipidos Esteroles Glicerofosfolipidos Lipidos neutros
CER SM Col LPC PC PE PS PI TAG
n 21 - 21 - 21 - - - 21
M+SD 95,49+49,3 40,77+20,55 11,71+£25,58 - 120,32461,74
Cc Ccv 51,63 50,39 218,34 51,31
m 113,83 41,99 5,08 - 114,92
perc. 5-95 10,24-151,6 9,4-66,5 0-24,6 - 25,82-37,43
n 13 13 13 - 13
MSD 108,99+53,42 38,02+26,8 8,16+9,6 - 126,31+67,79
M cv 49,01 70,47 117,54 55,25
m 102,16 43,55 3,29 - 120,27
perc. 5-95  38,36-203,93 4,2-74,2 0,25-62 - 32,79-264,42
n 12 12 12 - 12
MxSD 81,97+42,43 34,45+16,53 3,6218,82 - 151,66+56,97
o cv 51,76 47,96 243,48 37,56
m 79,78 40,88 0,07 - 130,58
perc. 5-95  29,39-149,79 11,01-55,4 0-18,14 - 31,73-213,83

Cer: ceramida; SM: esfingomielina; Col: colesterol; LPC: lisofosfatidilcolina; PC: fosfatidilcolina; PE:
fosftatidiletanolamina; PI: fosfatidilinositol; PS: fosfatidilserina; TAG: triacilglicéridos; C: grupo control; M:
grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva; n: nimero de efectivos; M+SD: mediatdesviacion estandar;
m: mediana; perc 5-95: percentil 5%-95%.

2.1.2 Membrana soluble

En membrana soluble unicamente se obtuvieron niveles cuantificables de los lipidos
Cer, Col y TAG. Los resultados mostraron que la abundancia relativa de Cer era mayor en el
grupo control que en los grupos de dieta hiperlipidica. Por otra parte, los niveles de TAG y de
colesterol fueron similares en los tres grupos, mostrando una tendencia al aumento en el grupo

M respecto al control en ambos casos (Figura 33B y Tabla 19).

Tabla 19. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion lipidica de membrana soluble en

adenocarcinomas mamarios experimentales.

Esfifngolipidos Esteroles Glicerofosfolipidos Lipidos neutros
CER SM Col LPC PC PE PS PI TAG
n 21 - 21 - - - - 21
M+SD 146,36+51,12 - 36,08+51,12 - - - - 69,59+48,92
c cv 34,92 68,91 70,32
m 148,85 - 37,43 - - - - 57,55
perc. 5-95  29,26-194,6 - 7,21-63,16 - - - - 46,51-254,02
n 13 - 13 - - - - 13
M+SD 123,19+38,87 - 69,47+71,59 - - - - 125,48+92,56
M cv 31,55 102,66 73,76
m 114,99 - 39,53 - - - - 129,6
perc. 5-95  74,46-176,83 - 29,42-203,91 - - - - 39,67-216,88
n 12 - 12 - - - - 12
M+SD 128,42+38,39 - 38,86+12,47 - - - - 94,18+67,98
o cv 29,89 32,08 72,17
m 129,46 - 36,7 - - - - 82,4
perc. 5-95  74,94-177,51 - 26,8-59,2 - - - - 85,16-240,38

Cer: ceramida; SM: esfingomielina; Col: colesterol; LPC: lisofosfatidilcolina; PC: fosfatidilcolina; PE:
fosftatidiletanolamina; PI: fosfatidilinositol; PS: fosfatidilserina; TAG: triacilglicéridos; C: grupo control; M:
grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva; n: nimero de efectivos; M+SD: mediatdesviacion estandar;
m: mediana; perc 5-95: percentil 5%-95%.

143



Resultados

- EETT 1T
roe e = $: .
3 TR - T
[ . . - . - .-
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 C o] M
B Ceramida Colesterol
)
e 2> _ 5
160 A . 45 DS — >

pmoles Cer/ug prot
mediana

pmoles Col/ug prot
mediana
N
=)
.

20 5
o 0 -
Cc M o (o3 M o
Triacilglicéridos
5
140 D >
5 120 4
a
o 100 |
e
g £ 80+
Ll ]
@ E 60 -
g 40
a
20 4
0 1
c M o

Figura 33. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion lipidica de membrana soluble en
adenocarcinomas mamarios experimentales. A: Imagen representativa de cromatografia en capa fina. B:
Niveles relativos de lipidos. Cer: ceramida; Col: colesterol; TAG: triacilglicéridos. P1-P8: puntos de la recta
patron; C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva; *:p<0.05; &:0.05>p>0.1;test no
paramétrico U de Mann-Whitney.

2.1.3 Lipid Rafts

A diferencia de los ocurrido en membrana total y membrana soluble, en LR se
detectaron todos los tipos de lipidos en estudio ( Figura 34 y Tabla 20). El analisis de los
niveles relativos de esfingolipidos en los diferentes grupos experimentales mostrd un aumento
de la abundancia relativa de SM (de aproximadamente 5 veces) en el grupo de aceite de maiz
respecto a los otros dos, aunque las diferencias no fueron significativas. En cambio, los
niveles de ceramida fueron similares en los tres grupos. Respecto al colesterol, el grupo M
presentd niveles significativamente mayores que el grupo C. En relacion a los
glicerofosfolipidos, tanto LPC como PI no mostraron diferencias significativas entre grupos.
En cambio, la abundancia relativa de PC mostr6 una tendencia al aumento en el grupo M
respecto al grupo control y al de aceite de oliva. Ademas, los niveles de PE tendieron a

disminuir en el grupo O respecto a los grupos C y M, mientras que los de PS tendieron a ser
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mayores en el grupo de aceite de maiz respecto a los otros dos. Asimismo, los niveles de TAG
mostraron una tendencia a la disminucion en el grupo de aceite de oliva respecto al grupo de

aceite de maiz (Figura 34B).
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Figura 34. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion lipidica de Lipid Rafts en
adenocarcionomas mamarios experimentales. A: imagen representativa de cromatografia en capa fina. B:
Niveles relativos de lipidos; Cer: ceramida; SM: esfingomielina; Col: colesterol; LPC: lisofosfatidilcolina; PC:
fosfatidilcolina; PE: fosftatidiletanolamina; PI: fosfatidilinositol; PS: fosfatidilserina; TAG: triacilglicéridos; P1-
P8: puntos de la recta patron; C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva; *: p<
0.05; 5:0.05>p>0.1, test no paramétrico U de Mann-Whitney.
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Tabla 20. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion lipidica de Lipid Rafts en adenocarcinomas
mamarios experimentales.

Esfifngolipidos Esteroles Glicerofosfolipidos Lipidos neutros
CER SM Col LPC PC PE PS PI TAG
n 21 21 21 21 21 21 21 21 21
MSD 141+55,87 20,36+48,5 58,83+86,2 1,782,92 52,65+34,40 21,03+14,79 5,3+7,5 1,62+2,95 131,54+81,65
C Ccv 39,63 238,23 31,64 163,69 65,33 70,32 140,3 182,36 62,07
m 142,6 6,89 60,72 1,1 42,34 23,68 0 0 122,48
perc. 5-95 66,3-221,6 0,3-39,5 32,47-83,94 0-4,2 12,8-126,76 1,20-43,98 0-21,26 0-8,11 69,94-229,7
n 13 13 13 13 13 13 13 13 13
M+SD 202,36+77,39  34,44+39,32 89,37+26,32 1,992,81 75,25+33,39 42,64+65,65 5,4416,28 3,5414,63 137,13+71,89
M Ccv 38,24 114,14 29,45 140,93 4437 153,94 115,33 130,54 54,42
m 189,53 25,07 93,23 0,8 82,28 28,5 3,5 0,3 129,14
perc. 5-95 106,65-340,22 0,91-103,56 52,62-124,83 0-6,29 18,85-109,96 9,82-127,57 0-16,4 0-12,23 48,62-222,73
n 12 12 12 12 12 12 12 12 12
MSD 245,114256,10 14,56+24,49 74,77+42,48 4,278,84 48,63+46,77 15,97+20,05 2,66+5,92 2,44+5,39 97,38+46,76
o CcVv 104,48 168,09 56,81 206,85 96,17 125,7 222,04 220,27 48,02
m 163,94 3,72 65,45 0,6 24,32 4,7 0 0 69,55
perc. 5-95 25,17-640,25 1,56-64,41 26,47-133,91 0-17,26  7,59-126,16 0-47,42 0-14,58 0-13,74 61,73-168,35

Cer: ceramida; SM: esfingomielina; Col: colesterol; LPC: lisofosfatidilcolina; PC: fosfatidilcolina; PE:
fosftatidiletanolamina; PI: fosfatidilinositol; PS: fosfatidilserina; TAG: triacilglicéridos; C: grupo control; M:

grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva; n: nimero de efectivos; M+SD: mediatdesviacion estandar;
m: mediana; perc 5-95: percentil 5%-95%; &: 0.05>p>0.1; *: p<0.05, test no paramétrico U de Mann-Whitney.

En relaciéon a los dos lipidos principales formadores de Chol-Rafts, colesterol y
esfingomielina, se observd que el contenido total de dichos lipidos era significativamente
mayor en el grupo M que en el grupo C, y aunque no se obtuvieron diferencias significativas,

el valor de dichos lipidos en el grupo O fue el menor de los tres grupos (Figura 35).
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Figura 35. Efecto de los lipidos de la dieta sobre el contenido en lipidos formadores de Chol-Rafts,
colesterol y esfingomielina, en adenocarcinomas mamarios experimentales. C: Grupo C; M: grupo M; O:
grupo O. n: nimero de efectivos; M: media; SD: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion (%); m:
mediana. *: p< 0.05, test no paramétrico U-Mann Witney.

Por otra parte, se determind la ratio entre los niveles de ceramida y los de
esfingomielina, como medida indirecta de la formacion de plataformas de ceramida. Los

resultados mostraron un aumento de dicha ratio en el grupo de aceite de oliva, siendo la
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mediana en este grupo 6 veces mayor que la del grupo M y 3 veces mayor que la del control.

Sin embargo, tales diferencias no alcanzaron la significacion estadistica (Figura 36).
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Figura 36. Efecto de los lipidos de la dieta en la ratio ceramida/esfingomielina de Lipid Rafts en
adenocarcinomas mamarios experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite
de oliva; n: nimero de efectivos; M: media; SD: desviacion estdndar; CV: coeficiente de variacion (%); m:
mediana; Cer: ceramida; SM: esfingomielina.

Los resultados obtenidos en LR también se analizaron desde el punto de vista
cualitativo. Asi, se analiz6 su distribucion en 4 clases o intervalos, establecidos a partir de los
valores maximo y minimo obtenidos para cada tipo de lipido (Figura 37). El intervalo I
correspondio a los valores mas bajos, el intervalo II a los valores medio-bajos, el intervalo 111
a los valores medio-altos, y el intervalo IV a los valores mas altos. Los resultados de dicho
analisis cualitativo mostraron que los valores de esfingolipidos (Cer y SM) se distribuian de
diferente forma en los distintos grupos experimentales. En cuanto a Cer, todos los
adenocarcionmas mamarios del grupo C presentaron valores bajos, a diferencia de los grupos
M y O que presentaron un menor porcentaje de muestras tumorales con dichos valores bajos,
Asimismo, los valores de SM también fueron mayoritariamente mas bajos en el grupo C,
mientras que en el grupo M Unicamente el 50% de las muestras presentaron valores bajos y el

otro 50% valores medios. El grupo O presentd una distribucion intermedia entre los 2 grupos.
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Figura 37. Distribucion en intervalos de los resultados obtenidos en el analisis de la composicion de Lipid
Rafts en adenocarcionomas mamarios experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O:
grupo de aceite de oliva. *:p<0.05; 5:0.05>p>0.1, test ji-cuadrado. -véase definicion de los intervalos en el texto-.
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La distribucion de Col también mostrd diferencias estadisticamente significativas entre
los 3 grupos experimentales, ya que aproximadamente la mitad de las muestras del grupo
control mostr6 valores bajos y el resto se repartié en valores medios. En cambio, el grupo de
dieta de aceite de maiz mostr6é un bajo porcentaje de muestras con valores bajos (7,14%) y el
resto de muestras mostraron valores medio-bajos, medio-altos y altos en porcentajes similares.
Finalmente, en el grupo de aceite de oliva se observéd que el 50% de las muestras presentaban
valores bajos de Col respecto al 33% que mostraban valores altos. El tinico glicerofosfolipido
en el que se observaron diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de sus
valores en los 4 intervalos fue PI, donde el grupo C presentd un alto porcentaje de muestras
con valores bajos respecto al grupo M que unicamente mostro valores bajos en el 57,14% de
las muestras. El resto de glicerofosfolipidos y TAG no mostraron diferencias estadisticamente
significativas en la distribucion de sus valores para los 4 intervalos creados entre los

diferentes grupos experimentales (Figura 37).

2.1.4 Caveolas.

El estudio de caveolas mostré6 que la mayoria de clases lipidicas no presentaban
diferencias significativas por efecto de los lipidos de la dieta. Sin embargo, el colesterol
presentd una tendencia a la disminucion en el grupo M respecto al grupo control. Por otra
parte, la cantidad de PS disminuy6 en los grupos de dieta hiperlipidica, de forma significativa

en el grupo M (Figura 38 y Tabla 22).

Tabla 22. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion lipidica de caveolas en adenocarcinomas
mamarios experimentales.

Esfifngolipidos Esteroles Glicerofosfolipidos Lipidos neutros
CER SM Col LPC PC PE PS Pl TAG
n 21 21 21 - 21 21 21 - 21
M+SD 236,02+37,33 22,14+18,70 103,74+29,12 - 93,59+49,35 38,91+44,72 22,73+37,13 - 166,31+178,51
Cc CVvV 15,81 84,46 28,07 - 52,73 114,93 163,36 - 107,33
m 226,17 22,99 100,43 - 84,13 32,77 10,7 - 101,23
perc. 5-95 141,39-392,53 0-49,62 63,16-146,78 - 29,31-163,51  1,92-70,75 0-70,79 - 39,21-373,85
n 13 13 13 - 13 13 13 - 13
M+SD 247,85+88,28 19,73+19,86 116,2+32,73 - 78,22+29,37 38,83+36,16  4,86+6,12 - 180,61+168,74
M CV 35,61 100,65 28,17 - 37,54 93,12 125,93 - 93,43
m 236,87 10,22 98,24 - 89,82 33,88 29 - 128,5
perc. 5-95 133,66-365,23 0-49,75 82,51-162,82 - 34,19-163,51 0-97,66 0-14,78 - 24,76-442,70
n 12 12 12 - 12 12 12 - 12
M+SD 264,30+67,40 21,78+18,04 125,85+29,28 - 87,93+36,58 31,21+13,86  7,08%8,73 - 126,13492,28
o CV 25,5 82,83 23,26 - 41,6 44,41 123,31 - 73,16
m 266,86 14,33 124,17 - 93,66 29,3 0 - 114,31
perc. 5-95 164,22-335,16 0-53,28 90,07-166,08 - 33,09-139,08 15,39-52,66 0-19,57 - 9,76-234,34

Cer: ceramida; SM: esfingomielina; Col: colesterol; LPC: lisofosfatidilcolina; PC: fosfatidilcolina; PE:
fosftatidiletanolamina; PI: fosfatidilinositol; PS: fosfatidilserina; TAG: triacilglicéridos; C: grupo control; M:
grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva; n: nimero de efectivos; M+SD: mediatdesviacion estandar;
m: mediana; perc 5-95: percentil 5%-95%.
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Figura 38. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion lipidica de caveolas en adenocarcinomas
mamarios experimentales. A: Imagen representativa de cromatografia en capa fina. B: Niveles relativos de
lipidos. P1-P8: puntos de la recta patron; Cer: ceramida; SM: esfingomielina; Col: colesterol; PC: fosfatidilcolina;
PE: fosftatidiletanolamina; PS: fosfatidilserina; TAG: triacilglicéridos. C: grupo control; M: grupo de aceite de
maiz; O: grupo de aceite de oliva. *: p<0.05; 8:0.05>p>0.1, test no paramétrico U de Mann-Whitney.
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2.2 Cambios en la composiciéon en acidos grasos
2.2.1 Membrana total

El andlisis de los niveles de 4cidos grasos en membrana total mostrd que los niveles
totales de SFA fueron significativamente menores en el grupo de aceite de oliva en

comparacion con el grupo control y el de aceite de maiz (Figura 39B).
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Figura 39. Efecto de los lipidos de la dieta sobre el contenido en dcidos grasos de membrana total
enadenocarcinomas mamarios experimentales. A: Imagen representativa de un cromatograma obtenido
mediante cromatografia de gases. B: Contenido en 4cidos grasos saturados (SFA). C: Contenido en acidos
grasos monoinsaturados (MUFA). D: Contenido en acidos grasos poliinsaturados (PUFA). C: grupo control; M:
grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva. *: p<0.05, test no paramétrico U de Mann-Whitney.
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Al estudiar los niveles de cada uno de los acidos grasos saturados por separado, se
observé que los niveles de C14:0 y C16:0 eran significativamente mayores en las membranas
de los adenocarcinomas del grupo control que en los de los grupos de aceite de maiz y de
aceite de oliva. El contenido de estos dos acidos grasos fue mayor 6 tendié a ser mayor en el
grupo M que en el grupo O. En el grupo O también se produjo una disminucién de C18:0 y
C24:0 en relacion a los grupos C y M (p<0.05). Asimismo, también se detectaron diferencias
significativas en el contenido en C17:0, que presentd valores mas altos en los dos grupos de
dieta hiperlipidica que en el grupo de dieta normolipidica. Ademas, el grupo de aceite de oliva
fue el unico en el que se observaron niveles detectables de C21:0. El resto de SFA, C12:0,
C20:0 y C22:0, no mostraron diferencias en sus niveles relativos entre los diferentes grupos

experimentales (Figura 40 y tabla 23).

Tabla 23. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en los diferentes acidos grasos saturados de
membrana total en adenocarcinomas mamarios experimentales.

SFA
Laurico Miristico Palmitico Margarico Estearico Araquidico Heneicosilico Behénico Tricosilico  Lignocérico
Grupo C12:0 C14:0 C16:0 C17:0 C18:0 C20:0 C21:0 C22:0 C23:0 C24:0
n 23 23 23 23 23 23 23 23 23 23
Cc M+SD 0,63+0,67 1,82+0,54 31,55+2,75 0,15+0,14 15,95+3,34 0,33+0,23 0,01+0,04 0,59+0,20 0,00+0,00 0,940,32
cv 105,87 29,78 8,71 94,55 20,96 68,92 479,58 33,89 - 34,02
m 0,31 1,8 29,91 0,19 16,63 03 0,00 0,67 0,00 1,02
Perc.5-95 (0,00-1,8)  (0,81-2,81)  (28,79-34,59)  (0,00-0,36)  (12,15-21,43) (0,00-0,60) (0,00-0,00) (0,38-0,83) (0,00-0,00)  (0,43-1,29)
n 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13
M M+SD 0,44+0,29 1,46£0,48 28,99+3,53 0,35%0,14 17,43+3,55 0,38+0,15 0,01£0,03 0,59£0,24 0,00£0,00 1,060,40
Ccv 66,38 32,89 12,18 39,32 20,38 40,12 360,56 41,02 - 37,9
m 0,37 1,45 29,04 0,35 17,4 0,42 0,00 0,63 0,00 1,03
Perc.5-95 (0,17-0,88)  (0,86-1,20)  (24,52-33,73) (0,14-0,51) (11,89-21,70) (0,13-0,54) (0,00-0,05) (0,14-0,87) (0,00-0,00)  (0,53-1,61)
n 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
] M+SD 10,7+2,16 1,41+1,02 24,09+4,60 0,32+0,07 13,16+3,20 0,66+0,92 0,38+1,34 0,83+0,99 0,00+0,00 0,54+0,29
cv 200,76 72,26 19,08 22,35 24,29 138,89 270,05 118,93 - 53,04
m 0,22 0,96 23,96 0,28 13,23 0,37 0,03 0,59 0,00 0,68
Perc.5-95 (0,13-3,99) (0,78-2,87)  (19,46-32,56)  (0,25-0,43)  (9,29-17,50) (0,25-1,90) (0,00-1,67) (0,30-2,17) (0,00-0,00)  (0,21-0,98)

C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva. n: nimero de efectivos; M+SD: media
tdesviacion estandar; m: mediana; perc 5-95: percentil 5%-95%.
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Figura 40. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion de acidos grasos saturados en membrana
total en adenocarcinomas mamarios experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo
de aceite de oliva. *:p<0.05; 5:0.05>p>0.1, test no paramétrico U de Mann-Whitney.

En relacion a los MUFA, el grupo de aceite de oliva mostr6 un mayor contenido de
este tipo de acidos grasos en comparacion con los otros dos (p<0.05)(Figura 39C). En cambio,

el grupo M fue el que presentd un menor contenido en MUFA.

El andlisis individual de los MUFA mostr6 que el acido oleico (C18:1n-9) fue
significativamente mas abundante en el grupo O que en el M y el C, siendo el grupo M el que
presentd un menor contenido en este acido graso (p<0.05). Por otro lado, los niveles de
C16:1n-7 disminuyeron significativamente en los dos grupos de dieta hiperlipidica en
comparacion al grupo control, mientras que los de C18:1n-7 disminuyeron en el grupo M
respecto a los grupos C y O (p<0.05). No se detectaron diferencias en el contenido de C20:1n-

9 entre los distintos grupos experimentales (Figura 41 y Tabla 24).
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Tabla 24. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en los diferentes acidos grasos
monoinsaturados de membrana total en adenocarcinomas mamarios experimentales.

MUFA
Palmitoleico Margaroleico Elaidico Oleico Vaccenico Eicosaenoico Ertcico
Grupo C16:1n-7 C17:1n-7 C18:1n-9t C18:1n-9 C18:1n-7 C20:1n-9 C22:1n-9
n 23 23 23 23 23 23 23
Cc M+SD 2,68+1,40 0,01+0,04 0,00+0,00 21,33+3,14 5,39+0,92 0,59+0,45 0,04+0,11
cv 52,15 479,58 479,58 14,7 17,04 74,93 253,53
m 1,94 0,00 0,00 21,02 5,17 0,55 0,00
Perc.5-95 1,09-4,44)  (0,00-0,00) (0,00-0,00) (16,54-26,87) (4,27-6,90) (0,00-1,27) (0,00-0,35)
n 13 13 13 13 13 13 13
M M+SD 1,00+0,20 0,00+0,00 0,05+0,17 19,47+3,81 3,86+0,79 0,58+0,35 0,06+0,11
cv 19,98 - 360,56 19,54 20,34 59,72 193,26
m 1,05 0,00 0,00 18,17 3,66 0,45 0,00
Perc.5-95 (0,72-1,29)  (0,00-0,00) (0,00-0,25) (16,57-26,61) (3,01-5,07) (0,22-1,23) (0,00-0,28)
n 12 12 12 12 12 12 12
o M+SD 0,95+0,13 0,03+0,05 0,02+0,03 34,1619,35 4,77+0,49 0,78+0,35 0,050,08
cVv 13,6 150,76 150,76 27,37 10,33 45,37 157,4
m 1,01 0,00 0,00 33,57 4,84 0,58 0,04
Perc.5-95 (0,71-1,06)  (0,00-0,10) (0,00-0,06) (22,08-46,41) (3,92-5,27) (0,43-1,34) (0,00-0,17)

C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva. n: nimero de efectivos; M+SD: media

tdesviacion estandar; m: mediana; perc 5-95: percentil 5%-95%.
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Figura 41. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en 4cios grasos monoinsaturados de
membrana total en adenocarcinomas mamarios experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de

maiz; O: grupo de aceite de oliva. *:p<0.05; 8:0.05>p>0, test no paramétrico U de Mann-Whitney.

Respecto a los PUFA, el grupo M mostréd niveles significativamente superiores a los

otros dos grupos, mientras que el grupo de aceite de oliva fue el que present6 los niveles mas

bajo. (Figura 39D). Ademas, tnicamente se detectaron PUFA del tipo n-6 (Figura 39C y

Tabla 25).
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Tabla25. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion de
PUFA n-6 de membrana total en adenocarcinomas mamarios

experimentales.
Total PUFAN6

C M 0

n 23 13 12
M 17,96 24,27 16,76
SD 3,16 3,9 3,63
cv 17,57 16,08 21,68
m 17,08 23,69 16,49

C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de
oliva. n: nimero de efectivos; M+SD: media+desviacion estandar; m:
mediana.

El analisis individual de los PUFA mostr6 que tanto C18:2n-6 como C20:2n-6
presentaron los valores mas altos en el grupo M respecto al grupo control y al de aceite de
oliva, mientras que C20:3n6 solamente mostré un aumento significativo en el grupo de aceite
de maiz frente al grupo C. Por otra parte, no se observaron diferencias significativas cuando

se compard la abundancia relativa de C20:4n6 entre los diferentes grupos experimentales

(Figura 42, Tabla 26).

Tabla 26. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en acidos grasos poliinsaturados de
membrana total en adenocarcinomas mamarios experimentales.
PUFA
Trans-CLA Linoleico y-Linolénico a-Linolénico  Eicosadienoico  Eicosatrienoico  Araquidénico Eicosapentaenoico Behénico
Grupo C18:2n-6t C18:2n-6 C18:3 n-6 C18:3 n-3 C20:2n-6 C20:3n-6 C20:4n-6 C20:5n-3 C22:2n-6
n 23 23 23 23 23 23 23 23 23
C M+SD 0,00+0,00 5,568+2,10 0,00+0,00 0,00+0,00 0,41+0,70 0,38+0,22 11,60+3,44 0,00+0,00 0,00+0,00
cv - 37,66 - - 169,37 57,64 29,68 - -
m 0,00 4,77 0,00 0,00 0,33 0,45 12,15 0,00 0,00
Perc.5-95 (0,00-0,00) (3,39-10,07) _ (0,00-0,00) (0,00-0,00) (0,00-0,70) (0,00-0,68) (7,00-17,19) (0,00-0,00) (0,00-0,00)
n 13 13 13 13 13 13 13 13 13
M M+SD 0,00+0,00 10,7245,66 0,00+0,00 0,01+0,05 0,80+0,22 0,75+0,49 11,99+3,69 0,00+0,00 0,00+0,00
cv - 52,76 - 360,56 27,4 64,78 30,74 - -
m 0,00 8,06 0,00 0,00 0,75 0,78 13,09 0,00 0,00
Perc.5-95  (0,00-0,00)  (6,52-19,99)  (0,00-0,00) (0,00-0,07) (0,57-1,22) (0,16-1,44) (6,11-15,45) (0,00-0,00) (0,00-0,00)
n 12 12 12 12 12 12 12 12 12
o M+SD 0,00+0,00 5,1241,43 0,02+0,03 0,07£0,12 0,48+0,26 0,44£0,22 10,65+3,56 0,00+0,00 0,00+0,00
cv 27,88 150,76 172,5 53,64 51,15 33,43 - -
m 0,00 4,67 0,00 0,00 0,33 0,43 11,12 0,00 0,00
Perc.5-95 (0,00-0,00)  (2,95-6,84) (0,00-0,00) (0,00-0,23) (0,24-0,86) (0,15-0,75) (6,28-15,36) (0,00-0,00) (0,00-0,00)

C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva; PUFA: 4cidos grasos poliinsaturados;

n: nimero de efectivos; M+SD: mediatdesviacion estandar; m: mediana; perc 5-95: percentil 5%-95%.
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Figura 42. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en acidos grasos poliinsaturados de
membrana total en adenocarcinomas mamarios experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de

maiz; O: grupo de aceite de oliva. *: p<0.05; 6:0.05>p>0, test no paramétrico U de Mann-Whitney.

Por ultimo, se determiné la ratio entre los dos acidos grasos mayoritarios de las dos
dietas hiperlipidicas, el 4cido linoleico y el acido oleico. Los resultados indicaron que dicha
relaciébn aumentaba significativamente en el grupo de aceite de maiz en comparacion a los
otros dos grupos experimentales (p<0.05) (Figura 43). En cambio, el grupo O fue el que

presento la menor relacion entre acido linoleico y acido oleico.
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Figura 43. Ratio acido linoleico/acido oleico en membrana total en adenocarcinomas mamarios
experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva; n: nimero de
efectivos; M: media; SD: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion (%); m: mediana; *: p<0.05, test no
paramétrico U de Mann-Whitney.
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2.2.2 Membrana soluble.

El andlisis de los niveles totales de SFA, MUFA y PUFA mostré que el contenido en
SFA no se modificaba por efecto de los lipidos de la dieta (figura 44B).
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Figura 44. Efecto de los lipidos de la dieta sobre el contenido en acidos grasos de membrana soluble en
adenocarcinomas mamarios experimentales. A: Imagen representativa de un cromatograma obtenido
mediante cromatografia de gases. B: Contenido en &acidos grasos saturados (SFA). C: Contenido en acidos
grasos monoinsaturados (MUFA). D: Contenido en acidos grasos poliinsaturados (PUFA). C: grupo control; M:
grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva. *: p<0.05, test no paramétrico U de Mann-Whitney
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Cuando se estudiaron estos acidos grasos individualmente se hallé un aumento de
C12:0 en los grupos de dietas hiperlipidicas respecto al grupo control (p<0.05). Por otro lado,
el grupo O mostrd unos niveles significativamente mayores de C14:0 respecto al grupo C y al
M. En cambio, los niveles de C16:0 fueron mayores en el grupo control que en los dos grupos
de dieta hiperlipidica (p<0.05). Los acidos grasos C20:0 y C21:0 solamente se detectaron en
el grupo de dieta normolipidica, al contrario de lo sucedido con el C24:0 que so6lo se detectd
en los grupos M y O. Por otra parte, el grupo de aceite de maiz mostré mayores niveles de
C18:0 que el grupo de aceite de oliva, el cual, a su vez, presentd una mayor abundancia de
dicho 4cido graso que el grupo control (p<0.05). Por ultimo, los niveles de C17:0 y C22:0

fueron similares en los tres grupos experimentales (Figura 45 y Tabla 27).

Tabla 27. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicién en acidos los diferentes acidos grasos
saturados de membrana soluble de adenocarcinomas mamarios experimentales.

SFA
Ladrico Miristico Palmitico Margarico Estedrico Araquidico Heneicosilico Behénico Tricosilico Lignocérico
Grupo C12:.0 C14:.0 C16:0 C17:0 C18:0 C20:0 C21:0 C22:0 C23:0 C24:0
n 23 23 23 23 23 23 23 23 23 23
Cc MxSD 0,66+1,54 2,60£0,90 22,68+3,20 0,54+0,35 13,58+0,03 0,22+0,28 0,26+0,31 0,3940,30 0,00£0,00 0,09+0,12
cv 81,63 34,63 14,11 65,07 24,07 127,18 21,26 75,01 - 126,05
m 0,52 2,51 21,57 0,65 3,27 0,2 0,13 0,33 0,00 0,00
Perc.5-95  (0,22-2,08)  (1,01-3,55)  (18,66-29,01) _ (0,00-0,97)  (8,69-18,10) (0,00-0,64) (0,00-0,35) (0,00-1,02) (0,00-0,00)  (0,00-0,28)
n 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14
M MzSD 1,300,60 2,51£0,67 18,07+1,51 0,76+0,24 13,96+2,67 0,06+0,11 0,05+0,13 0,29+0,18 0,00+0,00 5,07+4,06
cv 46,3 26,53 8,35 31,67 19,1 172,71 2542 62,9 - 80,02
m 1,37 24 18,02 0,74 14,04 0,00 0,00 0,34 0,00 4,46
Perc.5-95  (0,17-1,96) (1,73-3,60) 15,94-20,36) (0,41-1,17) (9,04-17,95) (0,00-0,28) (0,00-0,35) (0,00-0,51) (0,00-0,00)  (0,00-11,71)
n 1 11 11 11 1 11 1" 11 11 11
o M+SD 1,99+1,11 3,63+1,02 18,563+2,26 0,68+0,39 14,46+1,32 0,07+0,16 0,03£0,09 0,2740,18 0,00+0,00 3,60£2,81
cv 55,86 28,08 12,17 57,49 9,11 22547 331,66 66,71 - 78,19
m 1,41 3,83 17,56 0,71 13,55 0,00 0,00 0,33 0,00 2,39
Perc.5-95  (1,02-3,72) (2,15-5,20) (15,79-21,67) (0,00-1,14) (13,13-16,34) (0,00-0,40) (0,00-0,15) (0,00-0,45) (0,00-0,00) (0,00-7,84)

C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva. n: nimero de efectivos; M+SD: media
tdesviacion estandar; m: mediana; perc 5-95: percentil 5%-95%.
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Figura 45. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en acidos grasos saturados de membrana
soluble en adenocarcinomas mamarios experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O:
grupo de aceite de oliva.

En relacion a los MUFA, el grupo M fue el que presentd el menor contenido en estos
acidos grasos, mientras el grupo O mostr6 valores intermedios entre el grupo M y el control

(p<0.05) (figura 44C).

El andlisis individual de los diferentes MUFA mostré que el contenido en C16:1n-7
era mayor en el grupo C que en el grupo O. Asimismo, el C18:1n-7 presentd niveles
superiores en el grupo de dieta normolipidica en comparacion a los dos grupos de dieta
hiperlipidica. De igual forma, el contenido de C18:1n-9 fue mayor en el grupo control que en
los grupos M y O, y a su vez este ultimo presentd valores de dicho acido graso mayores que el
grupo de aceite de maiz. En cambio, los grupos de dieta hiperlipidica mostraron niveles

mayores de C18:1n-9t que el grupo control, siendo el grupo O el que presentd niveles mas
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altos de dicho 4cido graso. No se observaron diferencias significativas en los niveles de

C20:1n-9 por efecto de los lipidos de la dieta (Figura 46 y Tabla 28).

Tabla 28. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en los diferentes acidos grasos

monoinsaturados de membrana soluble de adenocarcinomas mamarios experimentales.

MUFA
Palmitoleico  Margaroleico Elaidico Oleico Vaccenico Eicosaenoico Erucico
Grupo C16:1n-7 C17:1n-7 C18:1n-9t C18:1n-9 C18:1n-7 C20:1n-9 C22:1n-9
n 23 23 23 23 23 23 23
Cc M+SD 3,54+1,56 0,01+0,03 0,02+0,07 25,57+8,57 5,13+0,79 0,57+0,45 0,05+0,1
cv 44,04 458,26 458,26 33,51 15,49 78,52 182,49
m 3,04 0,00 0,00 22,47 4,93 0,56 0,00
Perc.5-95  (1,90-5,52) (0,00-0,00) (0,00-0,00) (15,45-41,52) (3,82-6,17) (0,00-1,40) (0,00-0,20)
n 14 14 14 14 14 14 14
M M+SD 1,9410,60 0,04+0,10 1,19+0,60 16,2043,44 3,39+0,60 0,55+0,42 0,08+0,12
cv 31,09 254,2 50,85 21,26 17,65 76,59 151,55
m 1,76 0,00 1,25 14,77 3,26 0,49 0,00
Perc.5-95  (1,24-2,87) (0,00-0,28) (0,05-1,95) (13,38-22,60) (2,76-4,29) (0,00-1,40) (0,00-0,20)
n 11 11 11 11 11 11 11
(o} M+SD 2,20+0,56 0,00+0,00 1,90+0,86 18,98+3,11 3,1940,69 0,63+0,50 0,08+0,14
cv 25,54 - 45,25 16,39 21,59 80,4 173,04
m 2,41 0,00 1,75 19,21 3,34 0,47 0,00
Perc.5-95 (1,44-2,87) (0,00-0,00) (1,00-3,53) (14,51-22,56) (2,12-4,15) (0,00-1,44) (0,00-0,32)

C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva. n: nimero de efectivos; M+SD: media

tdesviacion estandar; m: mediana; perc 5-95: percentil 5%-95%.
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Figura 46. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en acidos grasos monoinsaturados de
membrana soluble en adenocarcinomas mamarios experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de

maiz; O: grupo de aceite de oliva. *: p<0.05, test no paramétrico U de Mann-Whitney.
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En cuanto a los PUFA, el grupo de aceite de maiz fue el que mostrdé los mayores
niveles de estos acidos grasos, seguido del grupo de aceite de oliva y finalmente del control
(Figura 44D). Dentro de los PUFA, igual que en membrana total, en MS s6lo se detectaron
PUFA de la familia n-6. El grupo M fue el que mayores niveles de dichos acidos grasos

mostrd respecto al grupo control y al grupo O (p<0.05) (Tabla 29).

Tabla 29. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en
PUFA n-6 de membrana soluble de adenocarcinomas mamarios

experimentales.
Total PUFANG
C M O
n 21 14 11
M 23,63 34,47 29,21
SD 5,15 3,14 2,35
cv 21,8 9,11 8,05

m 23,13 34,74 30,94

C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de
oliva. n: nimero de efectivos; M+SD: media+desviacion estandar; m:
mediana.

El analisis individual de los PUFA mostr6 que la mayoria de ellos presentaba niveles
mas altos en el grupo de aceite de maiz que en los otros grupos. El C18:2n-6 mostrd los
valores significativamente mas bajos en el grupo O, mientras que los niveles de C20:2n-6
fueron similares en los grupos C y O (p<0.05). Asimismo, el contenido en C20:3n-6 fue
mayor en el grupo de aceite de maiz que en el grupo C. Por tltimo, los dos grupos de dieta
hiperlipidica presentaron un aumento de C20:4n-6 respecto al grupo control (Figura 47 y

Tabla 30).

De igual forma que para membrana total, se determind la relacion entre acido linoleico
y acido oleico. Los resultados indicaron que dicha relacion aumentaba por efecto de la dieta
hiperlipidica de aceite de maiz y disminuia por la dieta de aceite de oliva, en ambos casos de

forma significativa (Figura 48).
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Figura 47. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en acidos grasos poliinsaturados de
membrana soluble en adenocarcinomas mamarios experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de

maiz; O: grupo de aceite de oliva; 6:0.05>p>0.1; *: p<0.05, test no paramétrico U de Mann-Whitney.

Tabla 30. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion en los diferentes acidos grasos
poliinsaturados de membrana soluble de adenocarcinomas mamarios experimentales.

PUFA
Trans-CLA Linoleico y-Linolénico a-Linolénico  Eicosadienoico  Eicosatrienoico  Araquidénico Eicosapentaenoico Behénico
Grupo C18:2n-6t C18:2n-6 C18:3 n-6 C18:3 n-3 C20:2n-6 C20:3n-6 C20:4n-6 C20:5n-3 C22:2n-6
n 23 23 23 23 23 23 23 23 23
Cc M+SD 0,00+0,00 6,56+1,79 0,00£0,01 0,04+0,10 0,74+0,98 0,85+0,58 15,47+5,50 0,03+0,07 0,39+0,69
cv - 27,2 458,26 2511 131,4 68,2 35,56 200,69 178,22
m 0,00 6,06 0,00 0,00 0,48 0,76 15,73 0,00 0,00
Perc.5-95  (0,00-0,00)  (4,49-10,74) (0,00-0,00) (0,00-0,29) (0,80-2,17) (0,00-2,14) (7,12-23,17) (0,00-0,15) (0,00-1,14)
n 14 14 14 14 14 14 14 14 14
M M+SD 0,00+0,00 9,7146,51 0,02+0,05 0,02+0,07 1,43+0,47 1,20+0,36 21,97+5,46 0,06+0,11 0,13+0,17
cv - 67,02 256,45 374,17 33,17 29,83 24,87 180,23 126,92
m 0,00 7,13 0,00 0,00 1,41 1,2 23,71 0,00 0,00
Perc.5-95  (0,00-0,00)  (5,53-23,14) (0,00-0,12) (0,00-0,09) (0,80-2,17) (0,76-1,80) (7,12-23,17) (0,00-0,15) (0,00-1,14)
n 11 1 11 11 1" 11 1 1M 1
(o] M+SD 0,01+0,02 3,63+0,64 0,02+0,08 0,00+0,00 0,46+0,59 0,94+0,50 24,16+2,64 0,06+0,10 0,48+0,46
cv 331,66 17,6 331,66 - 130,67 53,33 10,94 171,41 96,31
m 0,00 3,64 0,00 0,00 0,16 1,04 23,77 0,00 0,56
Perc.5-95  (0,00-0,04)  (2,80-4,41) (0,00-0,14) (0,00-0,00) (0,00-1,46) (0,00-1,47) (20,10-27,65) (0,00-0,21) (0,00-1,23)

C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva. n: nimero de efectivos; M+SD: media
tdesviacion estandar; m: mediana; perc 5-95: percentil 5%-95%.
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Figura 48. Ratio acido linoleico/acido oleico en membrana soluble de adenocarcinomas mamarios en los
diferentes grupos experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O: grupo de aceite de oliva; n:
numero de efectivos; M: media; SD: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion (%); m: mediana. *:p <
0.05, test no paramétrico U de Mann-Whitney.

2.3 CAMBIOS EN LOS NIVELES DE LA PROTEINA PRO-APOPTOTICA CD95

A partir de los resultados previos obtenidos por el grupo investigador (REF) en los que
se hallé un aumento de la apoptosis en el grupo alimentado con aceite de oliva, asi como de
los resultados del presente estudio en los que la formacion de plataformas de Cer se veria
aumentada este grupo, se planted la necesidad de analizar los niveles de receptores de muerte
presentes en la membrana. De este modo, y seguin los estudios realizados por varios autores,
se determind que uno de los receptores mas importantes en la via extrinseca de la apoptosis

que estaba relacionado con los Cer-Rafts era CD95 (APO-1/Fas) (REF).

El anélisis de los niveles de CD95 unicamente pudo realizarse en membrana total
debido a problemas metodoldégicos y de disponibilidad de muestras en el caso de LR y
caveolas. Los resultados mostraron que la totalidad de adenocarcinomas mamarios

experimentales estudiados expresaban dicho receptor en membrana (Figura 49B).

Por otro lado, en el estudio cuantitativo de los niveles relativos de CD95 se observo un
aumento, proximo a la significacion estadistica, en el grupo de dieta hiperlipidica de aceite de

oliva respecto al grupo control (Figura 49C).
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Figura 49. Efecto de los lipidos de la dieta sobre la expresion de CD95 en membrana total de
adenocarcinomas mamarios experimentales. A: Imagen representativa de Western Blot. B: Porcentaje de
muestras positivas para CD95. C: Expresion relativa de CD95. C: grupo control; M: grupo de aceite de maiz; O:
grupo de aceite de oliva; n: nimero de efectivos; M: media; SD: desviacion estandar; CV: coeficiente de
variacion (%); m: mediana. &: 0.05<p<0.1, test no paramétrico U-Mann Whitney.

3. ASOCIACION ENTRE PARAMETROS CLINICOS, BIOQUIMICOS Y MOLECULARES

Una vez estudiados los efectos de los lipidos de la dieta sobre la composicion en
proteinas, lipidos y 4cidos grasos de la membrana de los adenocarcinomas mamarios, se
analizo la posible correlacion entre diferentes tipos de parametros con el fin de integrar los
resultados y profundizar en su significado -véanse graficas de dichas correlaciones en el

Anexo-.
3.1. Niveles de los principales lipidos formadores de Chol-Rafts (Col y SM) y Cav1l

Se analiz6 si los niveles de Col asi como de Col y SM juntos en LR se correlacionaban
con los niveles de Cavl. Los resultados mostraron una correlacion positiva estadisticamente
significativa entre los niveles de Col y Cavl en LR (Tabla 31A) del grupo O. Asimismo, en
este grupo los niveles de Col y SM juntos en LR también se correlacionaron positivamente

(p=0.05) con los niveles de Cavl (Tabla 31B).
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Tabla 31. Correlacion entre los niveles de Col (A) o Col y SM (B) y los niveles de Cavl.

A

n

Tau-b de Kendall

Rho de Spearman

R Significacion

21
14
12

O=0

-0,025 NDS
-0,089 NDS
0,519 NDS

R Significacion
-0,041 NDS
-0,026 NDS
0,616 0,05

Tau-b de Kendall

Rho de Spearman

R Significacion

R Significacion

C 21
M 14
0 12

0,085 NDS
-0,089 NDS
0,577 0,05

0,094 NDS
-0,07 NDS
0,676 0,05

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.2. Niveles de los principales lipidos formadores de Chol-Rafts (Col y SM) y del

principal lipido formador de Cer-Rafts (Cer)

También se analizo la posible correlacion entre el contenido de Col o Col y SM y los

niveles de Cer en LR. En todos los grupos se observd una correlacion positiva y

estadisticamente significativa (Tabla 32).

Tabla 32. Correlacion entre los niveles de Col (A) o Col y SM (B) y los niveles de Cer.

Tau-b de Kendall

Rho de Spearman

R Significacién

R Significacién

0,43 0,01
0,467 0,05
0,639 0,01

0,664 0,01
0,634 0,05
0,771 0,01

Tau-b de Kendall

Rho de Spearman

R Significacién

R Significacién

A
n
c 21
M 14
o) 12
B
n
c 21
M 14
o) 12

0,333 0,05
0,422 0,05
0,732 0,01

0,602 0,01
0,568 0,05
0,856 0,01

3.3 Niveles de acidos grasos y lipidos y proteinas formadores de microdominios

de membrana

3.3.1. Niveles de SFA en membrana total v lipidos formadores de Chol-Rafts

En el grupo de dieta hiperlipidica de aceite de oliva se observo que los niveles de SFA

se correlacionaban positivamente con los de Col (Tabla 33A), mientras que en el resto de
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grupos no se halld correlacion alguna. Por otro lado, no se encontrdé ninguna correlacién
estadisticamente significativa entre el andlisis de los niveles de SFA y el contenido total de

los dos lipidos principales de este tipo de dominios, Col y SM (Tabla 33B).

Tabla 33. Correlacion entre los niveles de SFA de membrana total y Col (A) o Col y SM (B).

A
n Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacién R Significacién
C 21 0,082 NDS 0,178 NDS
M 13  -0,106 NDS -0,116 NDS
o 12 0,439 NDS 0,635 0,05
B
n Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
Cc 21 0,179 NDS 0,28 NDS
M 13 -0,079 NDS -0,114 NDS
0] 12 0,355 NDS 0,566 NDS

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.3.2 Niveles de SFA en membrana total v Cavl.

En el grupo O los niveles de SFA en membrana total también se correlacionaron

positivamente con la expresion de Cavl. Dicha correlacion no se hallo en los grupos C y M

(Tabla 34).

Tabla 34. Correlacion entre los niveles de SFA de membrana total y Cavl.

n Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacién R Significacién
Cc 21 0,145 NDS 0,176 NDS
M 13 0,079 NDS 0,055 NDS
o 12 0,618 0,05 0,735 0,01

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.3.3. Niveles de MUFA en membrana total v principales lipidos formadores de Chol-

Rafts

Los niveles de MUFA vy los de lipidos formadores de Chol-Rafis (Col 6 Col y SM

juntos) se correlacionaron negativamente en el grupo O, mientras que en los otros 2 grupos no

se hallo dicha correlacion (Tabla 35A,B).
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Tabla 35. Correlacién entre los niveles de MUFA en membrana total y Col (A) o Col y SM (B).

A
Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
C 21 -0,188 NDS -0,249 NDS
M 13 0,273 NDS 0,256 NDS
(@) 12 -0,439 NDS -0,681 0,05
B
n Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacién R Significacién
C 21 -0,304 NDS -0,433 NDS
M 13 0,091 NDS 0,102 NDS
(0] 12 -0,419 NDS -0,63 0,05

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.3.4. Niveles de MUFA en membrana total y Cavl

En el grupo de dieta hiperlipidica de aceite de oliva los niveles de expresion de Cavl

se correlacionaron negativamente con los de MUFA de forma significativa. En cambio, dicha

relacion no se encontré en los otros dos grupos experimentales (Tabla 36).

Tabla 36. Correlacion entre los niveles de MUFA en membrana total y Cavl.

n Tau-b de Kendall

Rho de Spearman

R Significacion

R Significacion

Cc 21 -0,065 NDS
M 13 0,117 NDS
o 12 -0,618 0,05

0,066 NDS
-0,091 NDS
-0,789 0,01

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.3.5 Niveles de PUFA en membrana total v lipidos formadores de Chol-Rafts

No se encontré ninguna correlacion estadisticamente significativa entre los niveles de

PUFA en membrana total y los niveles de lipidos formadores de Chol-Rafts (Col y SM) en

LR (Tabla 37A,B).
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Tabla 37. Correlacion entre los niveles de PUFA en membrana total y Col (A) o Col y SM (B).

A
Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
Cc 21 0,121 NDS 0,122 NDS
M 13  -0,221 NDS -0,256 NDS
o 12 0,114 NDS 0,225 NDS
B
n Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacién
C 21 0,198 NDS 0,29 NDS
M 13  -0,247 NDS -0,146 NDS
(o) 12 0,097 NDS 0,21 NDS

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.3.6 Niveles de PUFA en membrana total v Cavl

Del mismo modo que en el caso anterior, no se encontr6 correlacion estadisticamente
significativa entre los niveles de PUFA en membrana total y los de Cav1l en ninguno de los 3

grupos experimentales (Tabla 38).

Tabla 38. Correlacion entre los niveles de PUFA en membrana total y Cavl.

n Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
C 21 0,035 NDS 0,014 NDS
M 13 0,117 NDS 0,185 NDS
(o) 12 0,206 NDS 0,243 NDS

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.4 Niveles de la proteina pro-apoptoética CD95, ceramida y acidos grasos

3.4.1 Niveles de CD95 en membrana total y ceramida en LR

Se analizd si los niveles del receptor proapoptotico CD95 en membrana total
correlacionaban con los niveles del principal lipido formador de Cer-Rafts (Cer) en LR. Los
resultados no mostraron ninguna correlacion estadisticamente significativa entre dichos
parametros (Tabla 39A). Tampoco se correlacionaron los niveles de dicho receptor de
membrana con la relacion Cer/SM en LR, indicador de la formacion de plataformas de

ceramida (Tabla 39B).
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Tabla 39. Correlacion entre los niveles de CD95 en membrana total y los niveles de Cer (A)

y Cer/SM (B).
A
n Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
C 20 0,07 NDS 0,189 NDS
M 14 0,089 NDS 0,172 NDS
o 12 -0,374 NDS -0,517 NDS
B
n Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
Cc 20 0,279 NDS 0,375 NDS
M 13 -0,013 NDS -0,019 NDS
o 12 0,132 NDS 0,053 NDS

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.4.2 Niveles de CD95 v SFA en membrana total

En el grupo de dieta hiperlipidica de aceite de maiz se observd que los niveles de

CD95 se correlacionaban negativamente con los de SFA en membrana total, mientras que en

el resto de grupos no se observod correlacion alguna (Tabla 40).

Tabla 40. Correlacion entre los niveles de CD9S y SFA en membrana total.

n Tau-b de Kendall

Rho de Spearman

R Significacion

R Significacion

C 20 -0,059 NDS
M 14  -0,583 0,01
o 12 -0,161 NDS

-0,088 NDS
-0,784 0,01
-0,16 NDS

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.4.3 Niveles de CD95 vy MUFA en membrana total

En el grupo control los niveles de expresion de CD95 se correlacionaron

negativamente con los de MUFA en membrana total de forma significativa. Dicha correlacion

no se hallé en ninguno de los dos grupos de dieta hiperlipidica (Tabla 41).

Tabla 41. Correlacion entre los niveles de CD95 y MUFA en membrana total.

Tau-b de Kendall

Rho de Spearman

R Significacion

R Significacion

C 20 -0,38 0,05
M 14 0,221 NDS
0 12 0,29 NDS

-0,525 0,05
0,361 NDS
0,402 NDS

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas
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3.4.4 Niveles de CD95 yv PUFA en membrana total

Los niveles de CD95 y PUFA se correlacionaron positivamente en los grupos Cy M,

mientras que en el grupo O no se halld ninguna correlacion (Tabla 42).

Tabla 42. Correlacion entre los niveles de CD95 y PUFA en membrana total.

n Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
Cc 20 0,337 0,05 0,472 0,05
M 14 0,61 0,01 0,774 0,01
o 12 0,161 NDS 0,096 NDS

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.5 Ratio Cer/SM, indicador de la formacion de plataformas de ceramida, Cavl y

acidos grasos

3.5.1 Ratio Cer/SM en LR y Cavl

No se encontré ninguna correlacion estadisticamente significativa entre la relacion

Cer/SM en LR y los niveles de expresion de Cavl (Tabla 43).

Tabla 43. Correlacion entre la ratio Cer/SM en LR y Cavl.

n Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacién R Significacién
C 20 -0,146 NDS -0,191 NDS
M 13 0,169 NDS 0,146 NDS
o) 12 0,041 NDS 0,067 NDS

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.5.2 Ratio Cer/SM en LR v SFA en membrana total

Del mismo modo que en el caso anterior, los niveles de formacidon de plataformas de

Cer en LR y los niveles de SFA en membrana total no se correlacionaron (Tabla 44).

171



Resultados

Tabla 44. Correlacion entre la ratio Cer/SM de en LR y SFA en membrana total.

Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
Cc 20 0,125 NDS 0,16 NDS
M 13 0,031 NDS 0,098 NDS
o 12 0,097 NDS 0,167 NDS

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.5.3 Ratio Cer/SM en LR y MUFA en membrana total

El grupo control mostrd una correlacion negativa significativa entre la conversion de
SM en Cer en LR y los niveles de MUFA de membrana total. Los dos grupos de dieta

hiperlipidica no mostraron ninguna relacion entre dichos parametros (Tabla 45).

Tabla 45. Correlacion entre la ratio Cer/SM en LR y MUFA en membrana total.

Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
Cc 20 -0,389 0,05 -0,549 0,05
M 13 -0,18 NDS -0,102 NDS
(o) 12 -0,032 NDS -0,018 NDS

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.5.4 Ratio Cer/SM en LR y PUFA en membrana total

La formacién de plataformas de Cer y los niveles de PUFA en membrana total no

mostraron correlacion estadisticamente significativa en ninguno de los 3 grupos. (Tabla 46).

Tabla 46. Correlacion entre la ratio Cer/SM en LR y PUFA en membrana total.

Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
Cc 20 0,196 NDS 0,34 NDS
M 13 -0,077 NDS -0,095 NDS
o 12 -0,161 NDS -0,281 NDS

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.6 Grado de malignidad tumoral y niveles de Cav1 y de acidos grasos

3.6.1 Grado tumoral v niveles de Cavl

En el grupo de dieta hiperlipidica de aceite de oliva se obtuvo una correlacion positiva

estadisticamente significativa entre el grado tumoral, medido a través de la escala Scarff-
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Bloom-Richardson adaptada a rata (SBR11), y los niveles de Cavl. El grupo C y el grupo M

no mostraron correlacion entre dichos parametros (Tabla 47).

Tabla 47. Correlacion entre el grado tumoral (SBR11) y los niveles de Cavl.

Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
C 10 -0,051 NDS -0,038 NDS
M 12 -0,047 NDS -0,028 NDS
o 7 0,685 0,05 0,804 0,05

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.6.2 Grado tumoral v niveles de SFA en membrana total

En el grupo de dieta hiperlipidica de aceite de oliva se hall6 una correlacion positiva y
estadisticamente significativa entre el grado tumoral (SBR11) y los niveles de SFA de

membrana total. Dicha correlacion no se observé en los grupos C y M (Tabla 48).

Tabla 48. Correlacion entre el grado tumoral (SBR11) y los niveles de SFA en membrana total.

Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
Cc 10 0,025 NDS 0,038 NDS
M 11 0,135 NDS 0,169 NDS
o 9 0,615 0,05 0,788 0,05

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.6.3 Grado tumoral v niveles de MUFA en membrana total

El grado tumoral y los niveles d¢ MUFA de membrana total se correlacionaron
positivamente en el grupo de dieta normolipidica. En cambio, en el grupo O dichos
parametros se correlacionaron de forma negativa, y el grupo M no mostrd ninguna correlacion

(Tabla 49).

173



Resultados

Tabla 49. Correlacion entre el grado tumoral (SBR11) y los niveles de MUFA en membrana total.

Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacién R Significacién
C 10 0,731 0,001 0,858 0,001
M 11 -0,191 NDS -0,221 NDS
(o) 9 -0,554 0,05 -0,727 0,05

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.6.4 Grado tumoral v niveles de PUFA en membrana total

El grado tumoral y los niveles de PUFA de membrana total se correlacionaron
positivamente en el grupo de dieta normolipidica, mientras que en los otros 2 grupos no se

hallo6 correlacion (Tabla 50).

Tabla 50. Correlacion entre el grado tumoral (SBR11) y los niveles de PUFA en membrana total.

Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacién R Significacién
C 10 -0,68 0,05 -0,826 0,01
M 11 -0,038 NDS -0,023 NDS
(o) 9 0,369 NDS 0,346 NDS

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.7 Actividad de p21Ras, lipidos principales formadores de Chol-Rafts, Cavl y

acidos grasos

Estudios previos del grupo investigador demostraron que la dieta de aceite de oliva
disminuia la actividad de p21Ras en los adenocarciomas mamarios experimentales (Ref
carciongenesis). En el contexto del presente trabajo, se quiso determinar si existia correlacion
entre los parametros estudiados y el grado de activacion de p21Ras en dichos

adenocarcinomas.

3.7.1 Niveles de p21Ras-GTP, e indice de activacion de p21Ras, v niveles de lipidos

formadores de Chol-Rafts

En el grupo O se hall6 una correlacion negativa estadisticamente significativa entre los
niveles de p21Ras-GTP y los niveles de Col en LR (Tabla 51A). Por otro lado, los grupos C y

M no presentaron dicha correlacion. Asimismo, los niveles del indice de activacion de p21Ras
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(relacion entre p21Ras-GTP y p21Ras-total) en el grupo O también mostraron una correlacion

negativa, mientras que en los otros dos grupos no se hall6 correlacion alguna (Tabla 51B).

Tabla 51. Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y Col (A) o indice de activacion

de p21Ras y Col (B).
A
n Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
Cc 10 0,118 NDS 0,185 NDS
M 11 0,151 NDS 0,199 NDS
o 11 -0,481 0,05 -0,677 0,05
B
n Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
C 9 -0,171 NDS -0,176 NDS
M 11 0,065 NDS 0,08 NDS
o 11 -0,436 NDS -0,657 0,05

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.7.2 Niveles de p21Ras-GTP, e indice de activacién de p21Ras, v niveles de Cavl

No se halld ninguna correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y los niveles de

expresion de Cavl en ninguno de los 3 grupos (Tabla 52A). Asimismo, el indice de activacion

de p21Ras tampoco se correlaciond con los niveles de Cavl (Tabla 52B).

Tabla 52. Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y Cav1(A) o indice de activacion

de p21Ras y Cavl (B).

A
n Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacién R Significacion
C 10 0,217 NDS 0,268 NDS
M 11 -0,153 NDS -0,234 NDS
(@) 11 -0,412 NDS -0,512 NDS
B
n Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
C 9 0,286 NDS 0,269 NDS
M 11 -0,37 NDS -0,443 NDS
o) 11 -0,461 NDS -0,544 NDS

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas
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3.7.3 Niveles de p21Ras-GTP e, indice de activaciéon de p21Ras, v niveles de SFA en

membrana total

Los niveles de p21Ras-GTP y los de SFA de membrana total se correlacionaron
negativamente en el grupo O, mientras que en los otros 2 grupos no se hallé ninguna
correlacion (Tabla 53A). Ademads, el grupo C y el grupo O mostraron una correlacion
negativa estadisticamente significativa entre el indice de activacion de p21Ras y los niveles de

SFA de membrana total (Tabla 53B).

Tabla 53. Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y SFA en membrana total (A) o
indice de activacion de p21Ras y SFA en membrana total (B).

A
Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
C 9 -0,514 NDS -0,689 0,05
M 11 -0,067 NDS -0,1 NDS
o) 11 -0,515 0,05 -0,62 0,05
B
n Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
C 9 -0,343 NDS -0,521 NDS
M 11 -0,289 NDS -0,371 NDS
(@) 11 -0,475 0,05 -0,611 0,05

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.7.4 Niveles de p21Ras-GTP e indice de activacién de p21Ras v niveles de 4cido

palmitico en membrana total

No se hall6 ninguna correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y los niveles de
acido palmitico de membrana total en ninguno de los 3 grupos (Tabla 54A). En cambio, el
grupo M mostré una correlacion negativa estadisticamente significativa entre el indice de
activacion de p21Ras y los niveles de C16:0. En los grupos C y O no se observd dicha

correlacion (Tabla 54B).
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Tabla 54. Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y dcido palmitico en
membrana total (A) o indice de activacion de p21Ras y dcido palmitico en membrana

total (B).
A
n Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
C 9 -0,057 NDS -0,134 NDS
M 11 -0,327 NDS -0,468 NDS
(@) 11 -0,436 NDS -0,573 NDS
B
n Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
C 9 0 NDS 0,034 NDS
M 11 -0,545 0,05 -0,648 0,05
(@) 11 -0,396 NDS -0,545 NDS

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas

3.7.5 Niveles de p21Ras-GTP e indice de activacién de p21Ras y niveles de MUFA en

membrana total

En el grupo O los niveles de p21Ras-GTP se correlacionaron positivamente con los
de MUFA de membrana total de forma significativa. Dicha correlacion no se hallo en los
grupos C y M (Tabla 55A). Asimismo, en los dos grupos de dieta hiperlipidica el indice de
activacion de p21Ras también se correlacion6 positivamente con los niveles de MUFA de

membrana total. El grupo C no mostré dicha correlacion (Tabla 55B).

Tabla 55. Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y MUFA en membrana total (A) o
indice de activacion de p21Ras y MUFA en membrana total (B).

A
Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
C 9 -0,229 NDS -0,235 NDS
M 11 0,414 NDS 0,433 NDS
o 11 0,594 0,05 0,704 0,05
B n Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
C 9 -0,286 NDS -0,269 NDS
M 11 0,458 NDS 0,613 0,05
o 11 0,554 0,05 0,695 0,05

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas
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3.7.6 Niveles de p21Ras-GTP e indice de activacién de p21Ras v niveles de PUFA en

membrana total

No se encontré ninguna correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y los niveles de

PUFA de membrana total (Tabla 56A). Asimismo, tampoco se hallé correlacion alguna entre

el indice de activacion de p21Ras y los niveles de PUFA (Tabla 56B).

Tabla 56. Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y PUFA en membrana total (A) o
indice de activacion de p21Ras y PUFA en membrana total (B).

A

Tau-b de Kendall

Rho de Spearman

R Significacion

R Significacion

C 9 0,4 NDS 0,429 NDS
M 11 -0,327 NDS -0,498 NDS
o 11 -0,079 NDS -0,023 NDS
n Tau-b de Kendall Rho de Spearman
R Significacion R Significacion
Cc 9 0,343 NDS 0,395 NDS
M 11 -0,283 NDS -0,349 NDS
o 11 -0,04 NDS -0,005 NDS

NDS: Sin diferencias estadisticamente significativas
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A. EVOLUCION PONDERAL, CARACTERISTICAS
HISTOPATOLOGICAS Y PARAMETROS DE LA CARCINOGENESIS

1. EVOLUCION PONDERAL

Admitiendo que el peso corporal es un buen reflejo del desarrollo de los animales, del
analisis de la evolucion ponderal del ensayo se puede concluir, en primer lugar, la idoneidad
de las tres dietas experimentales para producir el crecimiento normal de las ratas del ensayo.
Dicho crecimiento fue homogéneo en los 3 grupos experimentales a lo largo del estudio, tal y
como reflejo, por una parte, la pequenia magnitud de las diferencias observadas a lo largo del
tiempo, asi como el paralelismo de las curvas de la evolucion ponderal. Asimismo, los
coeficientes de variacion fueron uniformemente bajos, indicando que no existian diferencias

individuales entre los pesos de los animales de un mismo grupo.

Por otra parte, cabe destacar que la ausencia de patologias significativas halladas en
las exploraciones realizadas sistematicamente a lo largo del ensayo permitié descartar que se
produjeran patologias por desequilibrios nutricionales ([827],[905]). Juntamente con la
obtencion de una evolucidon ponderal normal de los animales, ambos hechos permiten concluir
que el factor ambiental "dieta" no ejercié un efecto de tipo selectivo sobre los individuos. Por
tanto, las diferencias que pudieran observarse en todos los pardmetros analizados en este
trabajo podrian ser atribuidas a los cambios producidos por la variable dieta, y no a factores
inespecificos resultantes de desequilibrios nutricionales. En caso contrario, los animales se
hubieran adaptado, aumentando asi la variabilidad de las respuestas individuales. El hecho
que las dietas hiperlipidicas no provoquen un aumento de peso, a pesar de su elevado
contenido en grasas, estaria relacionado con la capacidad de homeostasia de los animales y
con las modificaciones especificas introducidas en las dietas hiperlipidicas en relacion a la
dieta normolipidica ([2567]). Dichas modificaciones pretenden asegurar la metabolizacion del

exceso de lipidos y evitar su acumulacion en los tejidos en forma de triacilglicéridos.
2. HISTOPATOLOGIA MAMARIA

El tipo de patologia que desarrollaron los animales del estudio fueron afecciones
mamarias y en su mayor parte, tumores malignos, concretamente adenocarcinomas. Dicho

resultado estuvo de acuerdo con lo esperado en el modelo experimental de cancer de mama
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inducido con DMBA ([1438]). El resto de las afecciones mamarias correspondi6 a patologia

benigna, siendo el adenoma, el fibroadenoma y la hiperplasia lobulillar las mas frecuentes.

El resultado de la caracterizacion histopatoldgica de los tumores de rata inducidos en
este ensayo corrobor6 las similitudes que presentan con los tumores humanos, tal y como se
describi6 previamente ([4206], [4264]). Aunque no se encontraron representados todos los
tipos histologicos, el patron arquitectural que mas frecuentemente presentaron estos tumores
fue el cribiforme, que mostr6 variaciones en el grado arquitectural, nuclear y otros
parametros, de la misma forma que el carcinoma ductal infiltrante de mama humano. La
categorizacion de los pardmetros histopatologicos analizados se realizo en base a indicaciones

descritas en estudios propios del grupo realizados previamente ([4264]).

Asimismo, el estudio histopatologico reveld que aunque en los 3 grupos los
adenocarcinomas adoptaron un patron arquitectural mixto, predominantemente cribiforme,
éstos fueron menos frecuentes en el grupo O. Por otro lado, los grupos C y O mostraron
claramente una tendencia a desarrollar adenocarcinomas de bajo grado arquitectural y nuclear,
mientras que el grupo M presentdé una mayor distribucion de los adenocarcinomas entre los
grados Il y III, y menos de la mitad de los tumores fueron de grado I. Ademas, se observo una
mayor actividad mitotica en los adenocarcinomas de los grupos M y O respecto al C. Al
aplicar el método de clasificacion histopatolégica adaptado a la rata ([4264]), se observo un
mayor porcentaje de tumores de alto grado en el grupo M, mientras que los del grupo de dieta
de aceite de oliva fueron similares al control. En cuanto a la reaccion estromal o desmoplasia,
la mayoria de los adenocarcinomas de todos los grupos experimentales presentaron nula o
leve reaccion estromal, siendo el grupo O el que mostrd una mayor proporcion de tumores sin
dicha caracteristica. Otros parametros histoldgicos analizados fueron la necrosis tumoral y el
infiltrado inflamatorio (datos no mostrados). Los adenocarcinomas del grupo M fueron los

que mostraron en mayor grado dichas caracteristicas.

Estos datos indican que las dietas con elevado contenido en lipidos comportan
cambios histopatoldgicos en los adenocarcinomas de mama y que dicho efecto es distinto
segun el tipo de lipido administrado. Los tumores del grupo alimentado con dieta hiperlipidica
de aceite de maiz fueron los que presentaron unas caracteristicas morfologicas de mayor
agresividad. En cuanto a los tumores del grupo alimentado con la dieta hiperlipidica de aceite
de oliva, éstos presentaron caracteristicas de menor grado de malignidad, similares a los

tumores del grupo control (bajos grados arquitectural, nuclear y bajo grado en la escala
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SBR11), aunque alguna de estas caracteristicas, como el nliimero de mitosis, fue intermedia

entre el grupo C y el grupo M.
3. PARAMETROS DE LA CARCINOGENESIS

El estudio del tiempo de latencia revel6 una tendencia de los tumores mamarios
malignos a aparecer antes en el grupo alimentado con dieta hiperlipidica de aceite de maiz
respecto al grupo control y al alimentado con dieta rica en aceite de oliva virgen extra. Otros
autores ya han sugerido que la dieta hiperlipidica de aceite de maiz aceleraria la aparicion de
tumores y, por lo tanto, tendria un efecto promotor de la carcinogénesis mamaria
([1106],[3060],[3615]). Dicho efecto no se observo en el grupo de dieta hipelipidica de aceite
de oliva virgen extra. La falta de significacion estadistica de los resultados podrian explicarse
por la gran dispersion de datos y por los valores de incidencia inferiores al 100% que hacen
que el numero de efectivos pueda no haber sido suficiente. En este sentido, debe remarcarse
que el disefio experimental del estudio se justifica por la conveniencia de utilizar el menor
nimero de animales para obtener la cantidad de muestras necesarias para los estudios

posteriores de biologia molecular, asi como por las razones de practicabilidad.

En cuanto a la incidencia de afectacién, ésta fue aumentando significativamente a lo
largo del estudio en todos los grupos experimentales. El grupo M mostré un comportamiento
diferente al de los otros dos. Asi, dicho grupo mostré un rédpido aumento de la incidencia
durante las primeras etapas, que se estabilizd posteriormente hasta el final del estudio. Este
comportamiento esta relacionado con el menor tiempo de latencia de este grupo. En cambio,
en los grupos C y O el aumento de la incidencia se dio mas lentamente, acompafnado de una
estabilizacion mas tardia. La comparacién de las curvas mostro que el grupo M fue el de
mayor incidencia de afectacion. Por otro lado, el grupo O mostré valores superiores de
incidencia que el grupo C, a diferencia de lo observado en otros pardmetros. En el momento
del sacrificio, el grupo M fue el de mayor incidencia de afectacion mientras en el grupo O la
incidencia fue intermedia entre este grupo y el control. Sin embargo, en este momento las
diferencias no fueron estadisticamente significativas. Esto seria debido a la menor capacidad
resolutiva del test estadistico, ya que el sacrificio representa un unico punto, a diferencia del

estudio temporal que recoge la informacién de las 26 palpaciones.
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Globalmente, estos resultados indicarian que las dietas hiperlipidicas aumentarian la
incidencia de animales afectados de cancer de mama inducido con DMBA y que este efecto

seria superior para las dietas ricas en PUFA n-6 que para las ricas en MUFA n-9.

Un aspecto interesante a considerar, a partir de la observacion de las curvas de
incidencia a lo largo del tiempo, seria el comportamiento de este parametro en la Gltima etapa
del estudio. Se pudo observar una tendencia de las curvas a la estabilizacion sin llegar al valor
maximo. Esta situacion es, en parte, propia del modelo experimental. De este modo, dosis
pequefias de DMBA, como la del presente estudio (5 mg), producirian incidencias inferiores
al 100% ([4003]). Por el contrario, la administracion de este iniciador de la carcinogénesis en
cantidades importantes (20 mg) provoca una incidencia de afectacion practicamente del 100%
en el mismo tipo de ensayo ([442],[798]). Esta relacion dosis-efecto ha sido también
observada en otras series experimentales realizadas en el propio laboratorio

([1295],[1299],[4205]).

El estudio de la evolucion del contenido tumoral total a lo largo del tiempo indic6 un
aumento del nimero de tumores en todos los grupos experimentales durante el estudio. Cabe
destacar, que no se observo una saturacion de este parametro hacia el final del estudio, lo que
sugiere que con la dosis de carcinégeno utilizada y la duracién del estudio no se llegd al
maximo de posibilidades en cuanto al contenido tumoral. Tal situacion difiere de la obtenida
en trabajos anteriores del grupo investigador utilizando 20 mg DMBA/animal
([1883],[2567]). Respecto a las diferencias debidas a los lipidos de la dieta, los resultados
obtenidos concordaron con lo esperado. El grupo M presentd un niimero significativamente
mayor de tumores que el resto de grupos, tal y como también ha sido observado por otros
autores ([3615],[3977]). En cuanto al grupo alimentado con dieta hiperlipidica de aceite de
oliva, el numero de adenocarcinomas aparecidos fue el mas bajo de todos los grupos, incluido
el control. Estos datos sugieren, por tanto, que la dieta hiperlipidica de aceite de maiz, ademas
de acelerar la aparicion clinica de los tumores mamarios, también aumentaria su nimero. En
cambio, la dieta rica en aceite de oliva tendria un efecto negativo sobre la aparicion de los

tumores.

En relacion al volumen tumoral total, éste también fue aumentando a lo largo del
estudio en todos los grupos experimentales. El grupo M present6 valores significativamente
mayores, mientras que el grupo O present6 valores significativamente menores que el grupo

C. Nuevamente, estos datos indicarian, por una parte, el efecto estimulador de la dieta
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hiperlipidica de aceite de maiz sobre la carcinogénesis mamaria experimental, acelerando el
crecimiento tumoral, y, por otra, el posible efecto protector de la dieta rica en aceite de oliva
virgen extra. Dicho efecto protector, reflejado tanto en el menor crecimiento de los tumores
como en los parametros anteriormente descritos, se produciria a pesar de ser una dieta
hiperlipidica. Por tanto, esta dieta habria ejercido un efecto especifico inhibiendo el
crecimiento tumoral, efecto que seria superior al efecto estimulador inespecifico debido al

elevado aporte energético de las dietas hiperlipidicas ([1962],[4007]).

En definitiva, se puede concluir que los dos tipos de dieta hiperlipidica ejercerian
efectos en la carcinogénesis mamaria experimental. En todos los pardmetros analizados, los
valores de los animales del grupo alimentado con la dieta de aceite de maiz fueron
significativamente superiores a los de dieta normolipidica. La aparicién mas rapida, el mayor
numero de tumores y la mayor masa tumoral de este grupo fueron compatibles con un mayor
grado de malignidad de la enfermedad cancerosa. Estos datos indican el efecto promotor de
las dietas ricas en PUFA n-6 sobre la carcinogénesis mamaria. Por otro lado, en relacion con
la dieta rica en aceite de oliva, los valores del grupo O fueron generalmente inferiores al
grupo C. Estos resultados serian concordantes con un efecto protector de este tipo de dieta.
Solo el parametro de incidencia del grupo O no sigui6é esta tendencia, lo cual podria
explicarse por el efecto ya comentado anteriormente del aporte caldrico de las dietas
hiperlipidicas sobre los tumores. Dicho aporte caldrico beneficiaria al tejido tumoral dado
que, como ha sido ampliamente descrito en la bibliografia, las células tumorales requieren de

un aporte energético elevado por su alta tasa de proliferacion ([1962],[4007]).

Los resultados de este estudio estan de acuerdo con los de otros autores obtenidos en
diversos modelos experimentales (véase apartado D de la introduccion) en relacion a las
dietas ricas en PUFA n-6, donde se describe su efecto promotor
([1358],[3568],[3672],[4324]). En cuanto a la influencia de las dietas ricas en aceite de oliva
virgen en la carcinogénesis mamaria, ésta ha sido menos estudiada y ademds existen
resultados discordantes. Esto se debe a la gran heterogeneidad existente en los planteamientos
experimentales de los estudios, fundamentalmente en relacion a la utilizacion de distintos
tipos y variedades de aceite de oliva. Asi, numerosos autores atribuyen a las dietas de aceite
de oliva un efecto protector sobre la carcinogénesis mamaria; sin embargo, algunos trabajos
no indican ningun efecto significativo de esta dieta sobre dicha carcinogénesis, e incluso se ha

descrito un débil efecto promotor ([3019],[3568],[3840],[3860],[3861],[]4300]). Los
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resultados del presente estudio mostraron que la dieta hiperlipidica de aceite de oliva virgen,
con elevado contenido en MUFA n-9 y numerosos componentes bioactivos, ejerceria
fundamentalmente un efecto protector. Algunos autores han sugerido que el posible efecto
beneficioso del aceite de oliva no seria debido tnicamente a la elevada cantidad de acido
oleico (18:1n-9) sino también a un aporte insuficiente de acido linoleico (18:2n-6), ya que se
necesitaria una cierta cantidad de este acido graso, como precursor de eicosanoides, para una
Optima promocion de la carcinogénesis mamaria ([3205]). Los eicosanoides parecen ejercer
un importante papel en el desarrollo tumoral y metastasico ([3114]). En relacion a esta
hipotesis, la inhibicion competitiva por el acido oleico de la A6-desaturasa, el primer paso de
la biosintesis de eicosanoides, podria explicar en gran parte la progresion mas lenta y/o los
efectos inhibidores del aceite de oliva observados. Asi, aunque el acido oleico presenta una
menor afinidad por la A6-desaturasa que el acido linoleico, a concentraciones relativamente
altas de acido oleico, éste es capaz de suprimir la actividad de la enzima, e inhibir el
crecimiento tumoral mamario ([3421]). De hecho, en el modelo experimental de la
carcinogénesis mamaria inducida con N-nitroso-N-methylurea (NMU), las variedades de
aceite de oliva con una menor relacion acido linoleico/acido oleico (relacion 0.07) provocaron
menor numero de adenocarcinomas que el resto de variedades ([3852]). La variedad
hojiblanca, utilizada en el presente trabajo, contiene una proporcion de ambos acidos del
8.24% y 79.03% respectivamente (relacion 0.1). Ademas, contiene una proporcion de acidos
grasos saturados menor que otras variedades, lo que probablemente también podria haber
influido en los efectos finales del aceite de oliva sobre el cancer de mama dado el efecto
promotor de estos acidos grasos ([4351]). Por ultimo, cabe destacar el papel que diversos
componentes minoritarios del aceite de oliva virgen extra (a-tocoferol - vitamina E -,
compuestos fenolicos - hidroxitirosol, oleuropeina y lignanos -, fitosteroles - B-sitosterol y
D5-avenasterol -, flavonoides - rutina, luteina -, y el hidrocarburo triterpénico escualeno
([3018],[3570]1,[3619]) parecen desempefiar sobre la carcinogénesis y que también habrian
contribuido al efecto protector de este aceite. Asi, los antioxidantes escualeno y fenoles
parecen poseer un potencial anticancerigeno ([3854]). Estudios experimentales muestran que
el escualeno puede inhibir eficazmente la tumorogénesis de colon, pulmon y piel inducidas
quimicamente, siendo este efecto protector observado cuando el escualeno es administrado
antes o durante el tratamiento con el carcinégeno ([4829]). Estas sustancias evitarian la
peroxidacion lipidica y en consecuencia, la formacion de radicales libres, oxidantes del
material genético y de proteinas ([3154],[3229]). Se ha demostrado que la peroxidacioén

lipidica de las membranas celulares de animales alimentados con aceite de oliva virgen es
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menor que en animales alimentados con otros aceites como el de girasol o maiz
([4631],[4633]). En este sentido, Owen et al. describieron una mayor actividad antioxidante
de los extractos de aceite de oliva virgen extra que de los de aceites de semillas y aceite de

oliva refinado ([4743],[4802]).

A pesar de la dificultad que supone la extrapolacion de los resultados que se obtienen
en los modelos animales al cancer humano, los resultados obtenidos en este trabajo indican
una serie de propiedades de los lipidos estudiados que permitirian extraer algunas
recomendaciones dietéticas en los humanos. En este sentido, el claro efecto estimulador de las
dietas ricas en lipidos poliinsaturados de la familia n-6 y el posible efecto inespecifico hallado
de las elevadas cantidades del aceite de oliva sobre la incidencia de afectacion, indicarian la
conveniencia de reducir el consumo total de grasas en la dieta asegurando los requerimientos
minimos diarios de acidos grasos esenciales. En segundo lugar, si se tiene en cuenta el efecto
fundamentalmente protector manifestado por el aceite de oliva virgen extra, aun cuando ha
sido administrado en grandes cantidades, se podria concluir que ademas de reducir la cantidad
total de grasa ingerida en la dieta, seria quizas conveniente desequilibrar el contenido lipidico
de ésta hacia aquellos tipos que manifiestan acciones protectoras. Entre tales lipidos se
encontrarian el aceite de oliva virgen extra y, tal y como han demostrado diversos autores,
ciertos aceites de origen marino ricos en PUFA n-3 de cadena larga. Respecto al aceite de
oliva, cabe destacar que, una vez contrastados los diferentes resultados obtenidos en los
diversos estudios publicados sobre el tema, incluidos los del presente trabajo, su potencial
efecto protector de la carcinogénesis mamaria estaria directamente relacionado con el tipo y la
variedad de aceite utilizado. Asimismo, el contenido relativo del aceite de oliva virgen en
ciertos componentes minoritarios con propiedades antioxidantes seria otro de los factores
clave a considerar en su efecto final. En conclusion, los resultados obtenidos en este trabajo
sugieren que el consumo moderado y regular de aceite de oliva virgen, con las caracteristicas
anteriormente descritas, y/o de aceites de origen marino, asociado a una reduccion de los otros
tipos de grasas en la dieta, podrian representar un héabito dietético saludable en relacion al

cancer de mama.
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B. ESTANDARIZACION DE UN METODO DE AISLAMIENTO
DE DOMINIOS DE MEMBRANA EN HIGADO DE RATA Y SU
VALIDACION EN ADENOCARCINOMAS MAMARIOS

Desde que se planteara la hipotesis de que la membrana no era un mosaico fluido
([8402]), tal y como lo describieron Singer y Nicolson en los afios 70 ([5476]), ha habido
mucha controversia sobre si las DRMs realmente existian o, al contrario, eran un artefacto que
se creaba al aislar las membranas en el laboratorio bajo ciertas condiciones experimentales,
como seria el caso de utilizar detergentes no i6nicos (Revisado en [7514]). En los ultimos
afios, sin embargo, gracias a la aparicion de técnicas de microscopia de super resolution se
han podido observar dichas estructuras en células vivas, demostrando asi su existencia

([8237].

Hasta el momento, han sido escasos los trabajos que han reportado métodos de
aislamiento de DRMs en tejidos de rata. La gran mayoria han sido aplicados en tejido
nervioso ([6164],[6165],[6166]), aunque también existen algunos trabajos en glandula
submaxilar ([6286]), adipocitos ([6280]) y hepatocitos ([6991]). Debido a la falta de métodos
validados para aislar DRMs de tejido tumoral, en este trabajo se considerd imprescindible
estandarizar un procedimiento adecuado para los adenocarcinomas mamarios experimentales.
Debido al gran valor que tienen dichas muestras, la estandarizacion del método de aislamiento
se llevd a cabo en un organo que no fuera tejido diana del carcinégeno y cuyo tamafio
permitiera realizar todas las pruebas necesarias para conseguir la mejor eficacia de
aislamiento. De este modo, se escogid el higado de animales sanos como tejido para
estandarizar la técnica de aislamiento de DRMs tomando como referencia un método de
obtenciéon de DRMs en tejido neuronal de rata descrito por Mukherjee et al. ([6439]),
posteriormente modificado ([6164)].

Los diferentes métodos de aislamiento de DRMs que se han publicado varian,
fundamentalmente, en la composicion del tampon de homogenizacion y en el detergente no
ionico utilizado en el mismo ([6286]). Por otra parte, las caracteristicas utilizadas para
diferenciar entre DRMs o LR y caveolas y MS son su composicion en proteinas totales, el
contenido en colesterol y la presencia de proteinas marcadoras y especificas de los diferentes
dominios de membrana ([6439],[6856]). En consecuencia, las distintas pruebas que se

hicieron a lo largo del proceso de estandarizacion del método conllevaron el ensayo de varios
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tampones de homogenizacion, diferentes volimenes de los mismos y diferentes cantidades de
muestra. Asi, formando parte del tampdn de homogenizacion se probaron dos detergentes no
i6nicos diferentes, Brij98 y Triton X-100, con temperaturas de solubilidad de 37°C y 4°C,
respectivamente. En cuanto a los volimenes de dicho tampon, €stos variaron entre 8 y 10
respecto a la cantidad de muestra utilizada. Asimismo, se ensayaron dos gradientes de
sacarosa distintos, que diferian en los porcentajes de las diferentes soluciones de la misma,

con el objetivo de comparar cual de ellos presentaba una mayor eficiencia.

Los resultados obtenidos mostraron que el gradiente B (1.5 mL de sacarosa 15%, 8 mL
de sacarosa 36% y 2.5 mL de sacarosa 41%) incubado 1 hora separaba mejor las diferentes
fracciones de membrana que el gradiente A (2.5mL de sacarosa 15%,8 mL de sacarosa 36% y
2.5 mL de sacarosa 41%), basandose en la localizacién de la bomba Na/K ATPasa y el rTf,
proteinas caracteristicas de MS ([6280],[6286]. También se determind que el detergente no
i6nico Triton X-100 a +4°C proporcionaba mayor rendimiento en la obtencion de DRMs que
el detergente Brij98. Finalmente, se obtuvieron 12 fracciones (de diferente densidad) que
fueron analizadas bioquimicamente con el fin de identificar a qué dominios de membrana

correspondian.

El analisis del contenido en proteinas totales de las diferentes fracciones de membrana
obtenidas en tejido hepatico mostré que alrededor del 80-85% de proteinas se localizaron en
las fracciones de mayor densidad (localizadas en el fondo del tubo), mientras que las
fracciones de menor densidad presentaron un nivel muy bajo e incluso nulo de proteinas
totales. Este resultado concordd con los obtenidos por otros autores ([6164],[6165]). Por otro
lado, la mayor parte de colesterol se distribuyo6 entre las fracciones 2, 3, 4, 9 y 12, indicando,
por tanto, que una gran parte de dicho lipido se encontraba en fracciones de baja densidad,
pero que también existia una relativa abundancia de Col en algunas fracciones de alta
densidad. Asimismo, se observd que las fracciones 2, 3, 4 y 5 mostraban la presencia de
Flotl, y que ademas la fraccion 3 también contenia Cavl. Finalmente, en las fracciones de

mayor densidad (10, 11 y 12) se encontraron los mayores niveles de la proteina rTf.

En conjunto, estos resultados permitieron concluir que el método utilizado para
separar las fracciones de membrana en tejido hepatico de rata era valido y mostraba un buen
rendimiento en el aislamiento de DRMs. Asi, éste permitié definir diferentes dominios de
membrana a través de sus caracteristicas bioquimicas. De este modo, en tejido hepatico se

determino que las fracciones 2, 3, 4 y 5 correspondian a LR, por su baja densidad en proteinas
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totales, su alto contenido en Flotl y la presencia de Col. Asimismo, la fraccion 3 se considerd
la fraccion enriquecida en caveolas, debido a que ademas de presentar las caracteristicas
bioquimicas de LR, era la de mayor expresion de Cavl. Finalmente, se establecid que las
fracciones 10, 11 y 12 formaban la MS, dado su alto contenido en proteinas totales y la
presencia de rTf. El alto contenido en Col que se hall6 en la fraccion 12 probablemente
responde a razones metodologicas relacionadas con las caracteristicas del método utilizado
para su cuantificacion. Basandose en la bibliografia ([6165]), se utilizé un kit comercial para
determinar el contenido de Col. Sin embargo, dicho kit esta disefiado para muestras de sangre
o plasma humanos y su nivel de sensibilidad es adecuado para cantidades de Col superiores a
las halladas en este trabajo. En cualquier caso, globalmente, dichas caracteristicas estuvieron
de acuerdo con la definicion de los diferentes dominios de membrana ([5447],[5448],[5498]),

validando el método estandarizado para el aislamiento de DRMs en tejidos animales.

Una vez puesto a punto el método de aislamiento de DRMs en higado, se procedio6 a

su validacion en los adenocarcinomas mamarios del estudio.

El analisis del contenido total de proteinas mostré un patron similar en todos los
grupos experimentales. Aproximadamente el 60% de proteinas totales se detectaron en las
fracciones 10, 11 y 12, consideradas las de alta densidad. Por otro lado, se analizd el
contenido en Col y SM, como principales lipidos formadores de LR, de las diferentes
fracciones, esta vez utilizando como método de anélisis la TLC. Los resultados indicaron que,
en las condiciones del analisis, todo el contenido en colesterol de las membranas de los
adenocarcinomas mamarios experimentales se hallaba en las fracciones de baja densidad (1 a
5). La SM present6 la misma distribucion que el colesterol a excepcion de la fraccion 5,
donde no se detectd6 SM. Finalmente, en las fracciones 1, 2, 3 y 4 se hall6 Flotl, en la fraccion
2 de la mayoria de muestras se detect6 la mayor cantidad de Cavl, y en las fracciones 4 hasta
la 12 se encontro rTf. Cabe destacar que en un numero limitado de muestras, la fraccion
enriquecida en caveolas no se halld en la fraccion 2. Asi en el grupo C, en un 20% de las
muestras analizadas la fraccion enriquecida en caveolas residi6 en la fraccion 1 y en el grupo
M una Unica muestra (correspondiente al 7%) presentd la mayor abundancia de Cavl en la
fraccion 3. Dichas diferencias se atribuyeron a la variabilidad inter-experimental del método

utilizado.

Cuando se compararon estos resultados con los obtenidos en higado, se observaron

algunas diferencias en relacion a la localizacion de colesterol y de las proteinas marcadoras.

190



Discusion

En concreto, la principal diferencia entre ambos tejidos se halld en el contenido de Col de
cada una de las fracciones. El hecho de que los resultados obtenidos con la TLC
correspondieran totalmente con el perfil esperado segin la diferente naturaleza de las
fracciones, permitio concluir que dicha técnica es idonea para cuantificar niveles de colesterol
en rata. Por otro lado, las pequefias diferencias observadas en la localizacion de las proteinas
marcadoras entre ambos tejidos, concretamente de Cavl, podrian atribuirse, en parte, a las
diferencias intrinsecas de los dos tejidos, ya que existen evidencias de que la composicion de
las DRMs pueden variar en los diferentes tejidos ([6288],[6291]). Dado que, en general, las
caracteristicas observadas de las diferentes fracciones de membrana, agrupadas en dominios,
se ajustaron a la definicion de cada uno de ellos ([5447],[5448]), puede concluirse que el
método estandarizado para su aislamiento también resultd idoneo para el andlisis del tejido

tumoral mamario de la rata.

C. CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION LIPIDICA DE LA
MEMBRANA DE LOS ADENOARCINOMAS MAMARIOS
EXPERIMENTALES

Una vez validado el método de obtencion de DRMs en adenocarcinomas mamarios, se
procedid a caracterizar la composicion lipidica de la membrana total y de sus dominios en

dichos tumores.

En membrana total se detectaron inicamente 4 tipos de lipidos: TAG, Cer, Col y PC,
siendo TAG y Cer los mayoritarios en todos los grupos experimentales, seguidos de Col vy,
finalmente, de PC. Los elevados niveles de TAG detectados en membrana constituyeron un
resultado inesperado, ya que estos lipidos, dada su naturaleza no anfipdtica, en principio, no
pueden mezclarse con los fosfolipidos de la membrana ([8405]). Por otro lado, los altos
niveles de Cer podrian constituir un rasgo caracteristico de las células tumorales, dado que se
ha descrito que la formacion de plataformas de Cer tiene un papel importante en el balance
proliferacion-apoptosis propio de las células cancerosas ([6289]). Estos hallazgos se
discutiran mas detalladamente al tratar los resultados obtenidos en los diferentes dominios de
membrana. Por otra parte, el hecho de que se detectase un tnico fosfolipido, PC, seria debido
al contenido relativamente bajo de este tipo de lipidos, en comparacion al resto. De entre los
distintos tipos de fosfolipidos, PC fue el mayoritario. Ain asi, en membrana total se habria

producido un efecto de diluciéon de este tipo de lipidos, de manera que sus niveles se
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encontrarian por debajo del nivel de sensibilidad de la técnica utilizada. Cabe destacar que
aunque el método descrito por Ochoa et al. ([7057]) modificado permite cuantificar hasta
niveles de pmol/ug de proteina, los lipidos presentes en cantidades relativamente bajas no

pudieron ser detectados en este trabajo.

En cuanto al contenido en 4acidos grasos, los SFA, considerados en conjunto, fueron
los mayoritarios independientemente del grupo experimental, de forma estadisticamente
significativa en el grupo C respecto al total de PUFA, en el grupo M respecto al total de
MUFA y PUFA, y en el grupo O respecto al total de MUFA. Ademas, el contenido total en
MUFA fue mas alto que el de PUFA en los grupos C y O, a diferencia de lo ocurrido en el
grupo M que mostrdé mayor cantidad de PUFA que de MUFA. Estos resultados estuvieron de
acuerdo con los obtenidos por otros autores ([8407]). En este sentido, cabe destacar que la
ratio entre acidos grasos insaturados totales (TUFA) y acidos grasos totales (TFA) ha sido
descrita como indicador de agresividad tumoral, de manera que una mayor ratio TUFA/TFA
se asociaria a menor agresividad ([8452]). En este trabajo dicha ratio fue de 0.56 en el grupo
control, seguido del grupo de aceite de oliva (0.49) y finalmente del grupo de aceite de maiz
(0.47), lo cual estaria de acuerdo con lo descrito. Por otra parte, cuando se consideraron los
acidos grasos individualmente, se observaron ciertas diferencias entre grupos, de manera que
en los grupos control y de dieta de aceite de maiz el 4cido graso mas abundante fue el 4cido
palmitico (C16:0), mientras que en el grupo de dieta de aceite de oliva el mayoritario fue el

acido oleico (C18:1 n-9).

Los resultados obtenidos, por tanto, indicarian cambios en la composiciéon de los
acidos grasos de la membrana de los adenocarcinomas mamarios en funcién de la dieta
administrada. Asi, en el grupo M, en comparacion con el grupo control, los PUFA fueron mas
abundantes que los MUFA, sugiriendo un enriquecimiento de la membrana tumoral en este
tipo de acidos grasos. Asimismo, en el grupo O se habria producido un enriquecimiento en
acido oleico, en detrimento del &cido palmitico, 4cido graso mayoritario en la membrana
tumoral de los grupos C y M. Cabe destacar que el acido oleico es el principal 4cido graso del
aceite de oliva en general y, en concreto, de la variedad hojiblanca utilizada en este trabajo.
Estos resultados concuerdan con los de otros autores que demuestran que los &cidos grasos
administrados a través de la dieta pueden ser incorporados y, por tanto, enriquecer, las
membranas celulares ([7799],[7806]). Este hecho serd discutido mas ampliamente en este

mismo capitulo.
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En membrana soluble so6lo se detectaron Cer, TAG y Col. El lipido mayoritario fue
Cer en los grupos C y O, y TAG en el grupo M. En cambio, el lipido que se detecté en menor
concentracion en este dominio de membrana en todos los grupos fue Col. El resto de lipidos
se hallaron en concentraciones por debajo de la sensibilidad de la técnica y, por tanto, no

pudieron ser detectados.

Del mismo modo que en membrana total, la riqueza en TAG de MS también resultd
inesperada. Asimismo, resultd sorprendente detectar elevados niveles de Cer en este dominio,
ya que, en principio, éste es un lipido propio de LR, implicado en procesos de apoptosis
([7435],[7439]). Ademas del posible enriquecimiento en Cer de las células tumorales ya
comentado, es probable que las membranas de los adenocarcinomas mamarios experimentales
presenten también altos niveles de Cer redistribuida en MS, sin formar plataformas o Rafts,
como moléculas individuales con un papel estructural. Se ha descrito que dichas moléculas se
reagrupan al recibir un estimulo externo que active la enzima SMAsa para, posteriormente,
activar la via apoptdtica extrinseca ([7442]). Los resultados obtenidos en MS también
mostraron un cierto contenido en Col, asi como baja o nula presencia de fosfolipidos. Debido
a que una de las principales caracteristicas descritas de MS es su relativo bajo contenido en
Col y su alto contenido en fosfolipidos ([5383]), estos resultados podrian sugerir un cierto
enriquecimiento en Col de las membranas tumorales, tal como ha sido descrito por otros

autores ([8379]).

La composicion en acidos grasos en MS se hallo levemente modificada a causa de la
dieta, ya que los dos grupos de dieta hipelipidica mostraron una mayor cantidad de C20:4n-6
en este dominio de membrana, en comparacion con el grupo control, cuyo acido graso
principal fue el acido oleico. Por otro lado, estos dos grupos presentaron una misma
distribucion relativa de acidos grasos, siendo los SFA los mayoritarios, seguidos de PUFA y
MUFA, mientras que el grupo C presentd mayores niveles de MUFA. Los resultados
sugieren, por tanto, que algunos de los lipidos incorporados a través de la dieta podrian ejercer
su efecto en la MS, tal y como se ha descrito en otros trabajos ([3920],[7572]). Cabe destacar
que el aceite de oliva virgen extra y el aceite de maiz tuvieron un efecto similar sobre la
composicion en AG de la MS, ya que ambos aumentaron el contenido en PUFA n-6, y
concretamente en acido araquidonico, respecto al control. Este hecho podria deberse a que
aunque el acido graso mayoritario del aceite de oliva virgen es el acido oleico, este aceite

también presenta importantes cantidades de acido linoleico (véase composicion en tabla 2),

193



Discusion

precursor del araquidénico. De este modo y al tratarse de dietas hiperlipidicas, las cantidades
de 4cido linoleico administradas que se incorporarian en la membrana serian altas en el caso
de ambas dietas, sobre todo debido a la dieta del aceite de maiz, provocando asi el mismo tipo
de cambios en los dominios de membrana donde los PUFA n-6 parecen tener un mayor

impacto, tal como se discutird méas ampliamente en el apartado D de esta discusion.

En relacion a los Lipid Rafts, se detectaron hasta un total de nueve tipos de lipidos
distintos. Con independencia del grupo experimental, los lipidos mayoritarios fueron, en
orden de mayor a menor abundancia: Cer, TAG, Col y PC. Tal y como se comentara en el
siguiente apartado, solamente se hallaron diferencias por efecto de la dieta en algunos de los

lipidos minoritarios (PE, SM, LPC, PS y PI).

El hecho de que los lipidos mas abundantes en LR se mantuvieran constantes
independientemente de la dieta, sugiere una composicion relativamente conservada de estos
microdominios. Ello podria estar relacionado con el importante papel que éstos desempenan
tanto en células normales, manteniendo la homeostasis celular, como en tumorales, actuando
como plataformas de vias de sefializacién, como en el caso de células tumorales de mama
([8235]). Asi, los elevados niveles de Cer hallados estarian de acuerdo con los datos que
indican que las membranas tumorales y sus dominios son ricos en este tipo de lipido, en
relacion con el aumento de las sefiales apoptoticas propio de las células tumorales ([8382]).
Por otra parte, el hecho que los niveles de Col y PC también fueran similares en los diferentes
grupos, esta de acuerdo con el importante papel de ambos lipidos en los LR. Por una parte, el
Col se ha descrito fundamental para la formaciéon y mantenimiento estructural de los LR
([8383],[8412]) vy, por otra, la PC desempeiia una funciéon importante en vias de proliferacion
celular (8412]), esenciales para la célula tumoral. Ademas, se ha descrito la presencia de Col
y PC en zonas de la membrana con alta condensacion y menos fluidas ([8392]). Tal y como
sucedi6 en membrana total y MS, los niveles de TAG en LR fueron elevados, hecho que sera

discutido mas adelante.

Desgraciadamente, en LR no se pudo analizar la composicion en 4cidos grasos debido
a la naturaleza de las muestras, a problemas técnicos y, sobre todo, a la falta de disponibilidad
de muestras. En la figura 2 del Anexo se muestra un cromatograma representativo de LR, en

el se aprecia la falta de sensibilidad de la técnica en este tipo de muestras del estudio.
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Finalmente, en caveolas los tres grupos experimentales mostraron el mismo perfil de
lipidos siendo éste, a su vez, muy parecido al de LR. Dado que las caveolas constituyen un
subtipo de LR, era de esperar que su composicion en lipidos fuera semejante. Cabe destacar,
sin embargo, que los valores de los diferentes tipos de lipidos en caveolas fueron del orden de
casi 2 veces mayores que los de LR. Ello seria, posiblemente, debido al efecto de dilucion que
se produce al trabajar con un pool de fracciones como es el caso de LR. En caveolas, los
acidos grasos tampoco pudieron ser analizados debido a falta de disponibilidad de muestras y

a problemas metodologicos.

Una vez caracterizada la composicion lipidica de la membrana y sus dominios, se
compararon los niveles de lipidos entre éstos. En la mayoria de los casos los valores mas altos
fueron hallados en la fraccion enriquecida en caveolas, seguida de LR y, finalmente, de MS,
donde se hallaron en menor cantidad. En esta parte del estudio quedo patente el mencionado
efecto de la dilucion. En general, dichas caracteristicas se mantuvieron mas o menos
constantes en los diferentes grupos experimentales. Sorprendentemente, los TAG fueron los
unicos que no mostraron diferencias en su contenido entre los diferentes dominios de

membrana en los grupos de dieta hiperlipidica. Este hecho se discutira a continuacion.

Tal y como ya se ha mencionado, la presencia de TAG en cantidades relativamente
elevadas tanto en membrana total como en los distintos dominios analizados en todos los
grupos experimentales constituyd un resultado inesperado y, a priori, dificil de explicar. Por
su naturaleza, este tipo de lipidos neutros no forman parte de la membrana plasmatica
([8405]). La busqueda en la literatura internacional de trabajos con resultados similares
permitié6 comprobar que, en general, en la mayoria de los casos 0 no se detectaban o bien su
presencia no era justificada por los autores ([8392]). Sin embargo, una busqueda mas
exhaustiva permitio hipotetizar que los resultados obtenidos en este trabajo podrian
relacionarse con la presencia de lipid droplets (LD) o gotitas lipidicas en las células tumorales
mamarias. Los LD se han descrito como acimulos de TAG y ésteres de colesterol, recubiertos
de una monocapa de fosfolipidos procedentes del reticulo endoplasmatico, localizados en el
citoplasma celular y, en principio, en diferentes tejidos, con funcion de reserva energética
([8438][8443]). Resulta interesante que en estudios recientes in vitro se ha demostrado que
células sometidas a ciertos tipos de estrés, como por ejemplo un medio pobre en nutrientes o
con altas cantidades de acidos grasos, presentaban niveles elevados de LD como mecanismo

de supervivencia celular frente al estrés ([8393]). Estos hallazgos apoyarian la hipétesis de la
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presencia de LD en células tumorales. Ademads, el andlisis histopatoldogico de los
adenocarcinomas mamarios del estudio habia revelado previamente la existencia de gotitas
lipidicas, sobre todo en las muestras de los dos grupos de dieta hiperlipidica (datos no
mostrados), que podrian ser compatibles con la presencia de dichas estructuras. Sin embargo,
el hecho de ser estructuras citoplasmaticas resultaba paraddjico con su deteccion en
membrana. En este sentido, se ha podido constatar, en base a la literatura, que los
procedimientos de obtencion de LD comparten ciertas caracteristicas con los del aislamiento
de DRMs, como por ejemplo la utilizacion de un gradiente de densidad y la
ultracentrifugacion. En dichos procedimientos se describe que los LD quedan suspendidos en
una capa grasa de color blanco en la parte superior del tubo ([8394]). Esta situacion remeda lo
ocurrido en este trabajo durante el aislamiento de las DRMs en las muestras tumorales, en el
cual la mayoria de muestras presentaban una capa grasa blanquecina en la parte superior del
gradiente. Por tanto, resulta 16gico pensar que a medida que se procedia a la recogida de las
distintas fracciones mediante aspiracion desde la parte superior del tubo, este material fuera
"arrastrado" a lo largo del gradiente. Esta situacion experimental explicaria la presencia de
TAG en la membrana de las muestras del estudio. Ademas, el hecho que los niveles de TAG
fueran parecidos en los diferentes dominios de la membrana apoyaria la hipotesis de que
dicha capa grasa hallada en la parte superior del gradiente, y posteriormente arrastrada,
correspondiera a los TAG. En caso de confirmarse esta hipotesis, estos resultados indicarian
que los métodos de aislamiento de DRMs realizados en algunos tejidos permiten también la
separacion de estructuras que no forman parte de la membrana plasmatica celular, como las
endomembranas de distintos organulos, lo que deberia tenerse en cuenta a la hora de

interpretar los resultados.

Globalmente, la caracterizacion del contenido lipidico de la membrana de los
adenocarcinomas mamarios experimentales realizada en este estudio indicaria que dicha
membrana y sus dominios estarian enriquecidos en Cer y Col y que los fosfolipidos se hallan
en cantidades inferiores tanto en LR como en caveolas y, sobretodo, en MS, donde se
encuentran por debajo del nivel de sensibilidad de la técnica utilizada. Estos resultados, por
tanto, ponen de manifiesto el cambio en la composicion lipidica de la membrana asociado al
proceso tumoral. Seria interesante analizar el contenido en lipidos de las membranas celulares
de la glandula mamaria normal y comparar ambos tejidos. Tal y como ya se ha discutido, el
enriquecimiento de la membrana en Cer y Col podria ser un reflejo del balance proliferacion-

apoptosis propio de las células tumorales. El enriquecimiento en Col indicaria una elevada
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presencia de Chol-Rafts, implicados en vias de proliferacion celular ([6289],[8382]), y la
riqueza en Cer indicaria la formacién de Cer-Rafis para iniciar vias de muerte celular
([8390]). En cuanto al contenido en acidos grasos, se ha determinado que las membranas de
los adenocarcinomas mamarios experimentales contienen, sobretodo, SFA, y en menor
cantidad MUFA y, finalmente, PUFA. Ademas, los resultados indican que dicha composicion
se modifica por efecto de la dieta, tal y como muestran las diferencias halladas en el contenido
de MUFA y PUFA, tanto en membrana total como en MS, en los grupos de dieta hiperlipidica
en relacion al control. Este hecho sera discutido ampliamente en el siguiente apartado al tratar

los efectos de los lipidos de la dieta.

Con la informacién disponible, no se han encontrado estudios en los que se haya
caracterizado la composicion lipidica de la membrana plasmatica de los adenocarcinomas
mamarios experimentales, por lo que se considera que el presente trabajo aporta nuevos datos
al respecto y podria ser de interés y utilidad cuando se trabaja con este tipo de tumores,
situacion relativamente frecuente al tratarse de uno de los modelos experimentales de cancer
de mama in vivo mas utilizados. En cambio, si que existen estudios recientes en los que se ha
caracterizado el contenido en lipidos de la membrana de algunas lineas celulares tumorales de
cancer de vejiga y de céncer de mama en los que se observa que esta composicion es

caracteristica de cada tipo celular ([8399],[8412]).

D. EFECTO DE LOS LIPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA
COMPOSICION DE LA MEMBRANA DE LOS
ADENOCARCINOMAS MAMARIOS EXPERIMENTALES

Una vez caracterizada la membrana por su contenido en lipidos y proteinas, se
analizaron los posibles cambios en dicho contenido debidos a los efectos de los lipidos de la

dieta.
1. EFECTO DE LOS LiPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA COMPOSICION PROTEICA

Los niveles de Flotl en LR no presentaron diferencias entre grupos. Dicho resultado
podria ser debido a que esta proteina no es un buen marcador de cambios en este

microdominio. Debido al papel de proteina formadora de LR que se le otorgd a Flotl en un
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principio ([8253]), muchos autores creen que sus niveles son un reflejo indirecto de la
cantidad de LR que contiene la célula, pero recientemente se le han adjudicado funciones
nuevas, sobretodo relacionadas con el reciclaje de receptores de membrana, como por ejemplo
EGFR ([8248],[8251]). Cada vez hay més evidencias experimentales del papel que ejerce
Flotl en vias de sefalizacion, como por ejemplo con el receptor de insulina o en la activacion
de células T ([8250]), e incluso se ha demostrado un papel relevante en la regulacion de los
receptores de la familia ErbB ([8262]). Aunque en el presente estudio no se han hallado
diferencias entre grupos experimentales, algunos autores han descrito una correlacion de Flotl
con el estado clinico y con una menor supervivencia en pacientes con cancer de mama

([8246]).

En cuanto a Cavl, los resultados mostraron que la dieta rica en aceite de oliva se
asocia a una disminucidon de dicha proteina. Dado que Cavl es esencial, aunque no es la
unica, para la formacion de este subtipo de LR, este resultado sugeriria una menor formacion
de caveolas en las membranas de los tumores de este grupo (Figura 50) ([7797]). Tal y como
se ha indicado el apartado E de la Introduccidn, las caveolas tienen un papel importante en
endocitosis, transcitosis y transduccion de sefiales ([8280]), por lo que las células que
carezcan de estas estructuras morfologicas en sus membranas serian incapaces de desarrollar
muchas de estas funciones consideradas importantes para la supervivencia celular. Por otro
lado, la formacién de caveolas no es la tnica funcién que desempena Cavl. Abundantes
estudios han demostrado su implicacion en cancer ([5447]). Asi, Cavl parece desempefiar un
papel dual en la enfermedad cancerosa, de manera que en estadios iniciales, cuando la célula
empieza a diferenciarse a célula tumoral, actuaria frenando dicha diferenciacion e inhibiendo
sefiales de proliferacion, probablemente a través del CSD que mantiene inhibidas a un gran
numero de proteinas de sefializacion. Sin embargo, una vez la célula ya se ha transformado a
célula tumoral, Cavl promoveria sefiales de progresion ([6357]). En el marco del presente
estudio, en el que se han analizado tumores ya establecidos, Cav1 ejerceria un papel promotor
de la tumorogénesis, por lo que niveles bajos de dicha proteina podrian implicar menos
sefiales mitogénicas y proliferativas en los adenocarcinomas mamarios. Esta hipotesis esta de
acuerdo con diversos estudios que demuestran que tumores de prostata y mama con ausencia
de expresion de Cavl tienen un mejor prondstico que aquellos con dicha expresion
([84501,[8451]]). La baja o nula expresion de Cavl en células que forman parte del estroma
del tumor también se ha descrito como un marcador de buen prondstico debido a una

disminucién en la metastasis tumoral ([6219]). Asi, los resultados de este trabajo indicarian
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que la dieta rica en aceite de oliva virgen estaria promoviendo una pérdida o una disminucién
de los niveles de Cav1 en los adenocarcinomas mamarios, lo cual podria contribuir a frenar la
proliferacion celular una vez iniciada la progresion tumoral. Ello estaria de acuerdo con el

efecto protector que mostro dicha dieta durante la promocion de la carcinogénesis mamaria.

7 5=

iCcavt | il Caveolas S|):cavt Caveolas

Figura 50: Efecto del aceite de oliva virgen extra (A) y del aceite de maiz (B) sobre el contenido en
Cavl y la formacion de caveolas. El aceite de oliva virgen extra provocaria una disminucion o pérdida
del contenido en Cavl y, consecuentemente, una menor o nula formacion de caveolas, mientras que el
aceite de maiz no ejerceria ningin efecto sobre los niveles de Cavl ni sobre la formacion de estos
microdominios de membrana.

2. EFECTO DE LOS LIiPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA COMPOSICION LIPiDICA
2.1. Cambios en la composicion de tipos de lipidos

Los resultados de este trabajo mostraron que los lipidos de la dieta no modificarian
sustancialmente el contenido de los distintos tipos de lipidos de la membrana a nivel de
membrana total y membrana soluble. Asi, en membrana total tan sélo se detectaron
tendencias a la disminucion en el contenido de Cer y PC en el grupo de la dieta de aceite de
oliva. En membrana soluble, el tnico cambio significativo fue la disminucion del contenido
en Cer debido a la dieta de aceite de maiz, la cual también tendid a aumentar los niveles de
Col. Cabe destacar que dicha disminucion de Cer seria dificil de interpretar dado que, tal
como ya se menciono anteriormente, las moléculas de Cer en MS actuarian como entidades
aisladas, sin formar plataformas apoptoéticas ([7442]). En general, podria concluirse que la
ausencia de grandes diferencias en el tipo de lipido tanto en membrana total como en
membrana soluble podria estar indicando que el efecto de los lipidos de la dieta se realizaria
fundamentalmente sobre determinados microdominios de la membrana, de manera que en el

estudio de la membrana total y la MS dichas diferencias podrian haber quedado diluidas. En
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este sentido, a pesar de que la TLC se considera un buen método para el estudio de la
composicion lipidica de las membranas, tales diferencias podrian quedar por debajo de su

nivel de sensibilidad.

En cambio, el conjunto de resultados indicaria que es en Lipid Rafts donde los lipidos
de la dieta parecen ejercer una mayor influencia a la hora de modificar el tipo de lipidos. Asi,
la dieta rica en aceite de maiz aument? significativamente el contenido en Col y SM, mientras
que la dieta de aceite de oliva produjo un aumento de Cer asi como de la ratio Cer/SM. Se
observaron, ademas, algunas tendencias en lipidos minoritarios, como el aumento de PI y PC
en el grupo del aceite de maiz y la disminuciéon de PE en el de aceite de oliva. Estos
resultados sugieren, por una parte, que la dieta de aceite de maiz promoveria la formacion de
Chol-Rafts. Dichas plataformas intervienen en la activacion de vias de senalizacion de
proliferacion celular y se han hallado desreguladas en células transformadas, indicando su
papel en la tumorogénesis ([6289],[8382],[8379]). En modelos de membrana se ha descrito
que la SM es clave para la cohesion de zonas con caracteristicas de LR ([8387]). Estudios
realizados en células de cancer de mama sensibles y resistentes a doxorubicina han
demostrado que las células resistentes presentan un aumento de los niveles de Col y SM en
comparacion con las células sensibles, siendo precisamente esta caracteristica la que estaria
relacionada con su resistencia, ya que la menor fluidez propia de los LR dificultaria la entrada
del farmaco a la célula tumoral ([8392]). Ademas, la tendencia al aumento de PI y PC debido
a la dieta de aceite de maiz podria estar relacionada con el papel que estos fosfolipidos
desempefian en la promocion de la proliferacion celular ([8392]),[8412]). Estos resultados
estarian de acuerdo con el efecto estimulador que dicha dieta ejerci6 sobre la carcinogénesis
mamaria, tanto a nivel clinico como de caracteristicas histopatologicas de los tumores. En este
sentido, cabe destacar que los adenocarcinomas del grupo M fueron los que presentaron
mayor numero de mitosis. Por otra parte, los resultados obtenidos sugieren que la dieta rica en
aceite de oliva se asociaria a una mayor formacioén de Cer-Rafts, en detrimento de los Chol-
Rafts, en los tumores mamarios. El aumento de estas plataformas pro-apototicas estaria de
acuerdo con el efecto estimulador de la apoptosis de esta dieta que previamente demostro el
grupo investigador ([6879]). El aumento de la formaciéon de plataformas de Cer sugerido por
los resultados de este trabajo indicaria que la induccidn de la apoptosis por la dieta de aceite
de oliva en los tumores mamarios podria producirse, al menos en parte, a través de la via
extrinseca, mediante receptores de muerte anclados a dichas plataformas. La tendencia al

incremento de los niveles de la proteina CD95 detectada en membrana total en los tumores de
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los animales alimentados con dicha dieta estaria de acuerdo con esta hipotesis. Resultaria de
gran interés determinar en el futuro los niveles de este receptor de muerte en LR para poder
confirmarla. Se ha descrito que las células tras sufrir un estimulo estresante activan los
mecanismos necesarios para crear un mayor numero de plataformas de Cer, lo cual
conllevaria una mayor agrupacion de receptores CD95 con la finalidad de promover la muerte
celular por apoptosis ([8389]). Ademas, estudios recientes han demostrado que la formacién
de plataformas que promueven la apoptosis se asocia a una menor activacion de la via
PI3K/Akt ([7431]), e interesantemente el grupo investigador demostré anteriormente que el
efecto pro-apoptotico de la dieta rica en aceite de oliva virgen se asociaba a una down-
regulation de la via Akt ([6879]). Finalmente, la tendencia a la diminucién de PE en LR por
efecto de la dieta de aceite de oliva también apoyaria tales cambios en las plataformas de
sefalizacion celular, dado que se ha descrito que dicho fosfolipido juega un papel importante
en el mantenimiento de la curvatura apropiada de la membrana y en la estabilizacion de
proteinas para optimizar su conformacion ([8446]). En la figura 51 se esquematizan los

resultados y la hipotesis elaborada a partir de éstos.

El estudio de caveolas practicamente no reveld diferencias por efecto de los lipidos de
la dieta. Por tratarse de un subtipo de LR, cabia esperar que las caveolas presentaran un
contenido lipidico similar al de éstos, pero con un enriquecimiento en ciertas proteinas, como
Cavl. La ausencia de diferencias halladas en este trabajo en caveolas podria deberse a que se
trata de una unica fraccion de la membrana, a diferencia de los LR, analizados a través de un
pool de fracciones. Unicamente se hallo una disminucion de los niveles de PS asociada a la
dieta de aceite de maiz. El hecho de que se trate de un lipido minoritario implica que esta
diferencia debe ser considerada con precaucion. Aun y asi, resulta interesante destacar que PS
se considera una senal iniciadora de la apoptosis para que la célula sea reconocida y

eliminada por los fagocitos ([8445]).
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Figura 51: Efecto del aceite de oliva virgen extra (A) y del aceite de maiz (B) sobre la formacion de
diferentes tipos de Rafts y sobre las vias de sefializacién celular asociadas. El aceite de oliva virgen extra
promoveria la formacion de Cer-Rafts y, consecuentemente, una mayor agrupacion de la proteina CDOS,
asociada a una mayor apoptosis y a una disminucion de la via de supervivencia PI3K/Akt. El aceite de maiz, en
cambio, promoveria una mayor formacion de Chol-Rafis, lo cual se asociaria a una estimulacién de vias de
proliferacion en las células tumorales.

Finalmente, cabe mencionar las diferencias halladas en el contenido en TAG por
efecto de los lipidos de la dieta. Tal como se ha discutido en el apartado de caracterizacion de
los dominios de membrana de los tumores mamarios experimentales, los inesperados elevados
niveles de TAG detectados en este trabajo podrian estar relacionados con la formacioén de LD
en las células tumorales, y no estrictamente con cambios en la composicion de la membrana.
Sin embargo, el hecho de que dichos niveles estuvieran aumentados en el grupo de dieta de
aceite de maiz, tanto en MS como en LR, resulté de interés. Ademads, previamente se habia
descrito un aumento del llamado fenotipo secretor en los tumores de este grupo, haciendo

referencia al aumento de gotitas lipidicas en el citoplasma celular en comparacion a los otros
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grupos (datos no mostrados). Estos hallazgos permiten hipotetizar que el aumento de LD por
efecto de la dieta de aceite de maiz podria estar relacionado con el efecto estimulador de este
tipo de dietas, ricas en PUFA n-6, en cdncer de mama experimental. En este sentido,
numerosos estudios han puesto de manifiesto que un mayor contenido en estas gotitas
lipidicas se asocia a un aumento de la malignidad y supervivencia en células tumorales frente

al estrés ([8393]). Esta interesante hipotesis debera ser contrastada en el futuro.
2.2. Cambios en la composicion de acidos grasos

A diferencia de lo ocurrido con el tipo de lipidos presentes en la membrana, los lipidos
de la dieta modificaron el contenido en &cidos grasos tanto de membrana total como de

membrana soluble en los adenocarcinomas mamarios experimentales.

La dieta rica en aceite de maiz se asocié a un aumento en el contenido total de PUFA y
a una disminucion en el de MUFA y no modificé los niveles de SFA en membrana total. En
cambio, la dieta rica en aceite de oliva aumento los niveles totales de MUFA, disminuyd los
de SFA y no modificé los niveles de PUFA. Cabe destacar que los niveles del acido palmitico
(C16:0), el SFA mayoritario, disminuyeron con las dos dietas hiperlipidicas, pero tal y como
muestran los resultados de la caracterizacion de la membrana de las células tumorales, en el
grupo alimentado con aceite de maiz éste sigui6 siendo el acido graso mayoritario de la
membrana. En cambio, en el grupo de aceite de oliva el 4cido palmitico pasé a ser el segundo
acido graso mas abundante en la membrana, por detras del acido oleico, indicando asi una
mayor disminucion de acido palmitico en este grupo. Ademads, mientras la dieta de aceite de
maiz disminuyo6 también algunos SFA minoritarios, como el acido miristico y el margarico, la
dieta de aceite de oliva ejercid sus efectos sobre los acidos grasos mayoritarios (acidos
palmitico y esteédrico). Por otra parte, la mayoria de MUFA analizados disminuyeron por
efecto de la dieta rica en aceite de maiz, a excepcion del acido eicosenoico (C20:1 n-9) que no
se modifico. En cambio, la dieta de aceite de oliva aumento los niveles de acido oleico, hasta
el punto de coronarse como acido graso mayoritario de las membranas de los tumores de este
grupo, asi como los de palmitoleico (C18:1). En cuanto a los PUFA, la dieta rica en aceite de
maiz aumento la mayoria de ellos, especialmente el 4cido linoleico, mientras la dieta de aceite

de oliva no los modifico.

En membrana soluble las dos dietas hiperlipidicas produjeron efectos similares en

cuanto a contenido total en SFA, MUFA y PUFA. Asi, no modificaron los niveles totales de
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SFA, disminuyeron los de MUFA y aumentaron los de PUFA. De la misma forma, ambas
dietas disminuyeron, igual que en membrana total, los niveles de acido palmitico. Sin
embargo, nuevamente la dieta de aceite de oliva fue la que mostré la mayor disminucién de
este acido graso, de manera que en MS el 4acido palmitico paso a ser el tercer acido graso mas
abundante, por detras del araquidénico y del oleico, mientras que en el grupo del aceite de
maiz se mantuvo en segundo lugar, igual que en el control, por detrds del araquidénico. En
cuanto a los MUFA, las dos dietas experimentales se asociaron a una disminucion en los
niveles de acido oleico, sobre todo la dieta de aceite de maiz. En cambio, los PUFA
aumentaron de manera generalizada con la dieta de aceite de maiz, mientras que con la dieta
rica en aceite de oliva solamente se hallaron mayores niveles de los 4cidos linoleico y

araquidonico.

Los resultados obtenidos sugieren que el efecto modulador diferencial de las dietas
ricas en aceite de maiz y aceite de oliva virgen se ejerce, al menos, en parte, mediante la
incorporacion de sus dacidos grasos mayoritarios en la membrana, modificando asi la
composicion de ésta. Mientras la dieta de aceite de oliva provoca un enriquecimiento de la
membrana de las células tumorales en MUFA y especialmente en acido oleico, la dieta rica
en PUFA n-6 la enriquece en este tipo de acidos grasos, sobre todo en 4cido linoleico. Este
hecho también se demuestra en el aumento de la ratio acido linoleico:4cido oleico asociado a
la dieta de aceite de maiz. Este mismo tipo de mecanismo de accion ha sido descrito por otros
autores para explicar los efectos protectores de los PUFA n-3 en diversos canceres, en
comparacion con los PUFA n-6 ([6339]). Sin embargo, con la informacion disponible, no se
han encontrado trabajos en la literatura internacional que demuestren este tipo de cambios
para el aceite de oliva. La incorporacion de acidos grasos procedentes de la dieta a la
membrana celular modificaria las caracteristicas estructurales y de fluidez de ésta, ademas de
crear una segregacion espacial tanto en lipidos como en proteinas. Se ha descrito que las
cadenas de acidos grasos que forman la membrana plasmatica son fundamentales para
mantener integra su estructura, asi como la fluidez y el correcto funcionamiento de ésta
([7424],[8401]). Asimismo, los acidos grasos incorporados exdgenamente por parte de la
célula modifican las propiedades fisicas y bioquimicas de la membrana ([8391]). De esta
manera, los cambios en la fluidez de la membrana provocados por los aceites de maiz y de
oliva podrian inducir modificaciones en la difusion de las proteinas que se hallan en cada uno
de los diferentes dominios de membrana, llegando asi a alterar el contenido proteico de ésta.

Como resultado de estos cambios, se producirian modificaciones esenciales para la
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funcionalidad de la célula. Asi, por ejemplo, tal y como se ha citado anteriormente, la mayor
incorporacién de 4cido oleico a la membrana debida a la dieta de aceite de oliva podria llegar
a suprimir la actividad A6-desaturasa, hecho que estaria de acuerdo con la menor progresion
de los tumores del grupo alimentado con esta dieta, puesto que ello conllevaria una menor
formacion de eicosanoides derivados del 4cido linoleico, caracterizados por su efecto

proinflamatorio y asociados a un aumento del crecimiento tumoral y metastasis ([3421]).

Por otra parte, los resultados de este trabajo sugieren que los lipidos de la dieta no so6lo
modifican la composicion de la membrana, sino que, ademas, lo hacen de forma especifica y
selectiva, mediante la incorporacion de determinados acidos grasos en diferentes dominios de
la membrana. Asi, el enriquecimiento de la membrana en acido linoleico causado por la dieta
de aceite de maiz se vio reflejado en MS, mientras que el enriquecimiento en acido oleico
asociado a la dieta de aceite de oliva no se tradujo en ese mismo cambio a nivel de MS. Ello
sugeriria que dicho 4cido oleico se habria incorporado en otros dominios de la membrana
distintos a la MS, como por ejemplo LR. Paralelamente, la dieta de aceite de oliva provoco
una disminucion de SFA en membrana total pero no en MS, lo que nuevamente sugiere que la
disminucioén de estos acidos grasos podria suceder en LR. Por tanto, ambas dietas parecen
modificar la composicion en 4cidos grasos de la membrana actuando sobre distintos
dominios. Los resultados sugieren que la dieta de aceite de maiz, rica en PUFA n-6, actuaria a
nivel de MS, mientras que la dieta de aceite de oliva, rica en MUFA n-9, podria modificar la
composicion en acidos grasos de microdominios tipo LR (Figura 52). Otros autores han
demostrado en cancer de colon que los PUFA n-3 de la dieta, con efectos inhibidores del
crecimiento tumoral, se incorporan en las membranas a nivel de LR, a diferencia de los PUFA
n-6 que lo hacen en el resto de membrana o en dominios non-Lipid Raft ([3920],[6338],

[7339],[8217]).

A) - B)
Lipid Rafts Lipid Rafts
Membrana soluble Caveolas Membrana soluble Caveolas

L T L

Figura 52: Incorporacion de MUFA n-9 y PUFA n-6 por efecto del aceite de oliva virgen extra (A) y del
aceite de maiz (B), respectivamente, en diferentes dominios de la membrana. Los MUFA n-9 del aceite de
oliva virgen extra se incorporarian mayoritariamente en LR, mientras que los PUFA n-6 del aceite de maiz lo
harian fundamentalmente en MS.
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El efecto diferencial de los lipidos de la dieta sobre los diferentes dominios de la
membrana tendra, sin duda, distintas consecuencias para las células tumorales. En este
sentido, la disminucidn del contenido de Cavl en LR por efecto de la dieta de aceite de oliva
observada en este trabajo podria ser una de las consecuencias inmediatas del enriquecimiento
de estos microdominios en 4cido oleico y la consecuente disminucién en SFA, en concreto de
acido palmitico. Es bien conocido que Cavl requiere un ambiente rico en SFA para poder
anclarse a LR. En concreto, debe sufrir una modificacion postraducccional que implica su
palmitoilacion en el dominio C-ter de la proteina ([5734],[7593]). Cambios en el ambiente
lipidico de LR dificultaran dicha modificacion y, por tanto, la localizacion de Cavl en este
microdominio, asi como su funcioén. Por otra parte, resultados previos del grupo investigador
también demostraron que la dieta de aceite de oliva disminuia la actividad de la proteina
p21Ras y modificaba la via de senalizacion mediada por Akt ([6879]). p21Ras es una
importante proteina transductora de sefiales que debe sufrir palmitoilacion, entre otros
cambios post-traduccionales, para su activacion (ref???). Por tanto, los resultados obtenidos
en este trabajo también apoyarian que dicha disminucion de la actividad de p21Ras podria
deberse a cambios en la composicion en acidos grasos en determinados dominios de la
membrana de las células tumorales. Dichas cambios también podrian afectar a los activadores
de la propia p21Ras, como GAP (GTPase activating protein), que también interaccionan con
LR ([4307]), de manera que €stos podrian ser incapaces de llevar a cabo su funcion de activar
dicha proteina. Estudios realizados con PUFA n-3 en cancer de colon han demostrado
translocacion de proteinas residentes en caveolas, como 6xido nitrico sintasa o0 EGFR, tras la
modificacion de la composicion en 4acidos grasos de dichos microdominios
([5453],[7155],[7156],[7374]). Seo et. al también han descrito que los PUFA n-3 pueden
modular el trafficking de proteinas lipidadas que se dirigen a la membrana mediante cambios

en la composicion de ésta ([5437]).

Las consecuencias de los cambios en la composicion en dcidos grasos de la membrana
vendrian dados, en parte, por la estructura de sus cadenas, como han demostrado diferentes
estudios ([6297],[6298]). Asi, los impedimentos estéricos entre las cadenas alquilicas
conllevan una segregacion lateral en dominios de membrana con composiciones en lipidos y
proteinas caracteristicas. Los LR son microdominios de membrana importantes para la célula,
por lo que es previsible que su composicion esté estrechamente regulada por la célula para
evitar que se modifique ([5447],[5448],[6290]). Este hecho, juntamente con la riqueza en SFA

de los LR, explicaria que la incorporacion de cadenas poliinsaturadas creara una

206



Discusion

desestructuracion de estas balsas lipidicas, de manera que este tipo de acidos grasos serian
mas facilmente incorporados por la célula en dominios con una composicidn mas variable y
menos conservada, como la MS. Asimismo, tal y como se ha mencionado anteriormente, el
cambio en la composicion en acidos grasos de la membrana y sus dominios, comportaria un
cambio de fluidez y de funcion en la célula. De este modo, los microdominios LR, por su
riqueza en SFA son zonas con poca fluidez en comparacion con MS ([5198]). La
incorporacion de los MUFA en estos microdominios distorsionaria el gran empaquetamiento
que existe entre las cadenas hidrocarbonadas, provocando asi un aumento de fluidez. En
cambio, la incorporacion de PUFA en MS no conllevaria, en principio, cambios tan drasticos
en la fluidez de membrana. Existen estudios en modelos de membrana que ponen de
manifiesto el cambio en la fluidez y la estructura de LR al incorporar acidos grasos
insaturados ([7799]). Este podria ser uno de los mecanismos por los que el aceite de oliva
ejerciera cierta lipotoxicidad sobre la célula tumoral, mediante la desestabilizacion de LR.
Dicho efecto seria perjudicial para la célula tumoral pero beneficioso para el organismo
huésped. Sin duda, el analisis de acidos grasos en LR deberia ser realizado en el futuro para

contrastar las hipotesis.

Los cambios en la composicion en acidos grasos que modifican el ambiente de la
membrana podrian haber tenido su efecto no solamente en la composicion de proteinas, sino
también de los lipidos estructurales de la membrana. Existen estudios que demuestran que
dichos lipidos tienen afinidad por ciertos acidos grasos presentes en la bicapa y que debido al
enriquecimiento diferencial en acidos grasos en los distintos dominios de membrana, los
lipidos tienden a segregarse, participando de esta forma en la formacion de dichos dominios
([7799]). Asi, las moléculas de Col y SM tendrian preferencia por las cadenas de acidos
grasos saturadas ([6298]), motivo por el que los microdominios LR estarian enriquecidos en
estos dos lipidos. Ademas las moléculas de Col, por su funcién de "relleno" de los huecos
existentes entre las colas de acidos grasos, contribuirian al empaquetamiento y cohesion de
LR ([5198]). Los resultados de este trabajo no muestran grandes modificaciones en la
composicion de lipidos estructurales de la membrana, pero si apuntan ciertos cambios,
sobretodo en LR. Cabe destacar que otros autores han descrito cambios de acidos grasos de
membrana en células de cancer de mama cuando son sometidas a ciertos tratamientos sin que
se produzcan modificaciones en los diferentes tipos de lipidos ([8407]). En este trabajo el
aumento de Col observado en LR debido a la dieta rica en aceite de maiz podria ser una

consecuencia del desplazamiento de las moléculas de Col desde la MS provocado por el
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enriquecimiento en PUFA que produce dicha dieta, dado que éste haria que las moléculas de
Col perdieran afinidad por este dominio de membrana. Dichas moléculas se podrian
redistribuir por la membrana, formandose mayores depositos de este lipido en LR, lo cual
favoreceria ciertas vias de transduccion de sefales asociadas a proliferacion o supervivencia
celular, como la via Akt, ya que se ha demostrado que la activacion de dicha proteina en LR
requiere de adecuados niveles de Col en este tipo de microdominios ([7505]). Asi, en células
de cancer de proéstata el enriquecimiento en Col en LR promovié una mayor activacion de la
via Akt y, consecuentemente, mayor supervivencia de las células tumorales ([5453]).
Asimismo, en células HeLa se ha demostrado que la incorporaciéon de PUFA en la membrana
celular altera el tamafio y la distribuciéon de los dominios de membrana ([6043]). Otros
estudios han mostrado que las moléculas de Col pierden afinidad por ciertas zonas de la
membrana que se hallan modificadas por los lipidos de la dieta ([7155],[7156]). También se
ha descrito que la incorporacion de PUFA en la membrana segrega dos tipos de dominios en
ésta, por un lado los dominios ricos en PUFA y pobres en Col y, por otro lado, los pobres en

PUFA y ricos en Col ([5198]).

Por otra parte, la incorporacion de MUFA en LR debido a la dieta de aceite de oliva no
parecié ejercer cambios en la cantidad de Col de estos microdominios. Sin embargo, la mayor
ratio Cer/SM asociada a esta dieta sugiere que el enriquecimiento en MUFA en los LR de los
adenocarcinomas mamarios de algin modo habria constituido un estimulo para modificar los
Chol-Rafts por plataformas de Cer. Ademas de desplazar las moléculas de Col, Cer también
desplazaria proteinas de union a éste, como seria el caso de Cavl, lo cual también estd de
acuerdo con la disminucion de dicha proteina en los LR de los tumores del grupo de aceite de
oliva. El posible desplazamiento de Col por parte de Cer cuando ésta pasa a formar parte de
LR ha sido previamente reportado ([8390]), al igual que el desplazamiento de proteinas
residentes en LR, como Cavl ([7425],[7434]). Las distintas caracteristicas bioquimicas de
PUFA i MUFA explicarian la segregacion de estos acidos grasos en diferentes dominios de la
membrana, formando asi plataformas diferenciadas tanto por su composiciéon como por su
funcion. Asi, tales microdominios pasarian de ejercer un papel estimulador de la
carcinogénesis a un papel inhibidor, ya que se enriquecerian en moléculas pro-apoptoticas.
Diversos trabajos han descrito que un leve estimulo puede activar la formacion de Cer-Rafts y
provocar un aumento de la via apoptdtica extrinseca ([7433],[7439],[7443]). Existen
numerosos estudios, fundamentalmente realizados con PUFA n-3, que demuestran que estos

lipidos de la dieta pueden modificar la funcionalidad celular y dirigir a la célula hacia la
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apoptosis ([8223]). Todo ello apoya la hipotesis de que la induccion de la apoptosis en los
tumores mamarios por efecto de la dieta rica en aceite de oliva, demostrada previamente por
el grupo investigador ([6879]), podria deberse, al menos en parte, a los cambios que esta dieta
induciria en la composicion lipidica de la membrana. El leve aumento de la expresion de
receptores apoptdoticos CD95 observado en este trabajo va en este mismo sentido. El aumento
de la formacion de Cer y de la localizacion de CD95 en LR se ha asociado a una disminucion
en la activacion de Akt ([7431],[7505],[7506]), resultado también obtenido previamente, tal
como ya se citd. Gajate et al. han demostrado que Edelfosina, una molécula de origen lipidico
con potencial actividad antitumoral, se incorpora en la bicapa lipidica modificando su
composicion y estructura y creando plataformas de Cer que desencadenan una sefal por parte
de CD95, independientemente de su ligando (CD95L) ([8267]). CD95 podria tener ademas
implicacion en el inicio de la necrosis celular, actuando a través de una via de sefalizacion no
apoptodtica ([8382]). Diversos compuestos dietéticos parecen actuar sobre la via extrinseca de
la apoptosis, a través de CD95. Recientemente se ha postulado que catequinas, isoflavonas y
resveratrol podrian ejercer un papel preventivo en el tratamiento del cancer de préstata a
través de la estimulacion de la via apoptotica iniciada por CD95 ([7502]). Otros estudios
recientes demuestran que la ingestion de ciertos tipos de lipidos, concretamente PUFA n-3,
durante tratamientos con quimioterapia mejoran la respuesta al tratamiento debido a su
incorporaciéon a membrana, la modificacion en la composicion y estructura de LR, y el

consecuente cambio en vias de sefializacion asociadas ([6016],[8238],[8239],[8267]).

3. ASOCIACION ENTRE PARAMETROS CLINICOS, BIOQUIMICOS Y MOLECULARES

Para profundizar en el significado de los resultados obtenidos e integrarlos, se decidio
correlacionar los diferentes parametros clinicos, bioquimicos y moleculares estudiados a lo
largo del trabajo. De las 38 correlaciones logicas que se establecieron en el presente trabajo,
aproximadamente el 46% de ellas resultaron estadisticamente significativas en la dieta rica en

aceite de oliva.

En primer lugar, cabe destacar las asociaciones entre pardmetros relacionados con la
formacién de los diferentes tipos de Rafts. Ambas dietas hiperlipidicas mostraron una
correlacion positiva entre los lipidos formadores de Chol-Rafts, Col y SM, y el lipido

formador de Cer-Rafts, Cer. Dicha correlacion también se hallé en el grupo de dieta
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normolipidica, pudiendo asociarse asi a una caracteristica propia de la enfermedad cancerosa
y no al efecto de la dieta. Mientras que la dieta de aceite de maiz no mostr6 ninguna otra
correlacion, el aceite de oliva mostrd correlaciones positivas entre los niveles de lipidos
formadores de Chol-Rafts y Cavl, asi como entre los niveles de SFA y Col, y entre los niveles
de SFA y Cavl. Dicha dieta también presentd correlaciones negativas entre los niveles de
MUFA y Col, y entre los niveles de MUFA y Cavl. Estas asociaciones estan de acuerdo con
los resultados hallados en el presente trabajo en los que la dieta rica en aceite de oliva
enriquecio la membrana en MUFA en detrimento de los SFA y de este modo produciria una
disminucién tanto en la formacidon de Chol-Rafts como en los niveles de Cavl. A pesar de
ello, no se halld ninguna correlacion entre la formacion de Cer-Rafts, representada por la ratio
Cer/SM, y los niveles de Cavl, ni entre la formacion de estos Rafts y alguno de los tipos de

acidos grasos estudiados.

También se analizaron las posibles correlaciones entre los niveles de la proteina pro-
apoptotica CD95 y los demés pardmetros estudiados. En este caso, cabe destacar que los
niveles de CD95 no correlacionaron con los niveles de formacion de Cer-Rafts y que
solamente se hallé una correlacion negativa entre los niveles de CD95 y SFA, y CD95 y
PUFA asociada a la dieta rica en aceite de maiz, hecho inesperado a la vista de los resultados
obtenidos anteriormente. Sin descartar otras posibles causas, la falta de asociacion de CD95
con otros parametros e incluso la falta de sentido en las asociaciones halladas podria deberse a
que el analisis de los niveles de CD95 no pudo realizarse en LR sino en membrana total

debido a cuestiones metodologicas.

Seguidamente se asocio el grado de malignidad tumoral con diferentes parametros
bioquimicos y moleculares. En este caso, la dieta rica en aceite de oliva mostr6 correlaciones
positivas entre el grado en la escala SBR11 y los niveles de Cavl, y entre dicho grado y los
niveles de SFA. Asimismo, se halld una asociacion negativa con dicha dieta entre el grado de
malignidad tumoral y los niveles de MUFA. Dichas asociaciones, como ya ha sucedido
anteriormente, estdn de acuerdo con los resultados hallados en el presente trabajo, en los que
se pone de manifiesto que la dieta rica en aceite de oliva ejerceria, al menos en parte, sus
efectos moduladores protectores sobre la carcinogénesis mamaria experimental enriqueciendo

la membrana en MUFA y disminuyendo los niveles tanto de SFA como de Cavl.

Finalmente, se analizo la posible correlacion entre el grado de activacion de p21Ras y

los diferentes parametros analizados en el presente trabajo. Ninguna de las correlaciones
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obtenidas estuvo de acuerdo con los resultados obtenidos previamente. Este hecho podria ser

debido al tipo de metodologia que se empled para determinar la actividad de p21Ras ([6789]).

E. BALANCE INTEGRADO DE LOS RESULTADOS

Los lipidos de la dieta constituyen los nutrientes que se han relacionado mas
directamente con el cancer de mama. Sus efectos moduladores no sélo dependen de la
cantidad, sino también del tipo de grasas y del periodo de administracion. Las dietas ricas en
PUFA n-6, como las basadas en aceites de semillas como el aceite de maiz, ejercen un efecto
estimulador de la carcinogénesis mamaria. El papel de las dietas ricas en MUFA n-9, como el
aceite de oliva virgen extra, que ademas contiene multitud de compuestos minoritarios, es mas
controvertido. A pesar de que existen abundantes evidencias epidemiologicas y
experimentales de su potencial efecto protector y quimiopreventivo, existen también
resultados discordantes en la literatura, habiéndose descrito desde la falta de efecto hasta un
efecto débilmente estimulador. Estudios anteriores del grupo investigador asociaron el efecto
protector de las dietas ricas en aceite de oliva virgen con la disminucion de la actividad de
p21Ras, la down-regulation de la via mediada por Akt y el aumento de la muerte celular por
apoptosis. En cambio, el aceite de maiz no ejercié ningln efecto a este nivel, sugiriendo que
los distintos tipos de lipidos de la dieta actuarian sobre vias diferentes para ejercer sus efectos
moduladores diferenciales en el cancer de mama ([6789]). Los cambios producidos en algunas
de las vias de sefializacion celular podrian ser debidos a alteraciones en las plataformas de
anclaje de la membrana de algunas de las proteinas implicadas en dichas vias. Estas
plataformas, conocidas como LR, son sensibles al efecto de diferentes lipidos administrados
tanto in vivo como in vitro, de manera que su composicion puede verse afectada causando un
cambio tanto estructural como funcional. En el presente trabajo se han obtenido datos a favor
de que los lipidos de la dieta podrian actuar mediante este mecanismo al modificar la
composicion en acidos grasos de determinados dominios de la membrana, lo cual se asociaria

a modificaciones estructurales y funcionales de las proteinas y lipidos de dichos dominios.

En primer lugar, y en relacion al analisis de la evolucion ponderal de los animales del
estudio, cabe destacar que el crecimiento homogéneo en los diferentes grupos experimentales
a lo largo del tiempo reflejo la idoneidad de las tres dietas experimentales para producir el

crecimiento normal de dichos animales. En segundo lugar, el estudio de la histopatologia
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tumoral mamaria indic6 que los tumores del grupo alimentado con la dieta rica en aceite de
maiz presentaban caracteristicas de mayor agresividad, como mayor grado arquitectural y
nuclear, aumento de la actividad mitotica y mayor nimero de efectivos de alto grado, a
diferencia del grupo de dieta de aceite de oliva virgen donde dichos parametros, excepto la
actividad mitdtica, presentaron los valores mas bajos. En cuanto al analisis de los pardmetros
de la carcinogénesis, la dieta rica en aceite de maiz ejercidé un efecto estimulador de la
carcinogénesis mamaria experimental que se manifestd en un comportamiento clinico mas
maligno de los adenocarcinomas (menor tiempo de latencia, mayores incidencia, contenido y
volumen tumorales), mientras que la dieta rica en aceite de oliva se asocidé a un efecto
protector puesto que el tiempo de latencia y la incidencia fueron similares a los del grupo

control, y el contenido y el volumen tumorales menores incluso que los de este grupo.

Para poder abordar el estudio de los posibles cambios en los dominios de membrana
celular por efecto de los lipidos de la dieta y dada la falta de métodos validados en tejidos de
rata publicados, hubo que estandarizar y validar un método que permitiera aislar DRMs en
adenocarcinomas mamarios. A continuacion, se caracterizé el perfil lipidico de la membrana
y sus dominios de las células tumorales mamarias, tanto en tipo de lipidos como de acidos
grasos. Los resultados de dicha caracterizaciéon mostraron que la membrana celular de los
tumores mamarios experimentales presentaba un alto contenido en Col y Cer, y un bajo
contenido en fosfolipidos. Dicho enriquecimiento en Cer y Col podria ser un reflejo del
balance proliferacion-apoptosis propio de las células tumorales, ya que el elevado contenido
en Col indicaria una elevada presencia de Chol-Rafts, implicados en vias de proliferacion
celular ([6289],[8382]), y la riqueza en Cer indicaria la formacion de Cer-Rafts, asociados a
apoptosis ([8390]). Por otro lado, se observdé que los acidos grasos mayoritarios en las
membranas de las células tumorales mamarias fueron SFA, seguidos de MUFA vy, finalmente,

PUFA.

Los lipidos de la dieta modificaron la composicion de la membrana a distintos niveles.
Asi, las dietas ricas en aceite de oliva y aceite de maiz enriquecieron la membrana celular en
acido oleico y linoleico, respectivamente, a expensas de disminuir los niveles de acido
palmitico, sobretodo en el caso de la dieta de aceite de oliva virgen. Ademas, estos cambios
en la membrana se produjeron de forma especifica y selectiva mediante la incorporacion de
dichos 4cidos grasos en diferentes dominios de la membrana. Los resultados obtenidos

sugieren que la dieta rica en aceite de maiz modificaria fundamentalmente la composicion en
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acidos grasos de la MS (Figura 53). Ello provocaria la movilizacion del Col presente en este
dominio hacia LR, de manera que la formacion de Chol-Rafis se veria aumentada vy,
consecuentemente, también podrian estimularse vias de sefializacion intracelular asociadas a
proliferacion y supervivencia, como la via Akt. Cabe destacar que los resultados también
sugirieron que dicha dieta también promoveria una mayor formacién de LD, lo cual podria
constituir una ventaja para la célula tumoral en términos de supervivencia celular. Todos estos
cambios estuvieron asociados a una mayor malignidad, clinica e histopatologica, de los
tumores mamarios, lo que permite suponer que el efecto promotor de la dieta rica en aceite de
maiz en la carcinogénesis mamaria experimental podria haberse efectuado, al menos en parte,
mediante los cambios producidos en la composicion de la membrana. En cambio, los
resultados obtenidos sugieren que la dieta rica en aceite de oliva virgen extra modificaria el
contenido en acidos grasos de los microdominios LR (Figura 54). El enriquecimiento en &cido
oleico y la disminucioén en &cido palmitico en LR impediria o dificultaria la presencia de
proteinas, tanto estructurales como asociadas a vias de sefalizacion, que requieren un
determinado ambiente lipidico para anclarse y/o ser funcionales. Este seria el caso de las
proteinas Cavl y p21Ras. La pérdida de Cavl se asociaria a una menor formacion de
caveolas. Ademas, la diferente composicion en acidos grasos también habria desencadenado
cambios en la composicion de lipidos estructurales de estos microdominios. En este sentido,
los resultados apuntan a un aumento en la conversion de SM a Cer lo cual podria propiciar la
formacion de Cer-Rafts en detrimento de los Chol-Rafts. Dicho cambio conduciria a la
estimulacion de la apoptosis por la via extrinseca mediada por CD95, como sugiere la
tendencia a los mayores niveles de esta proteina en la membrana de los tumores del grupo de
aceite de oliva. Las asociaciones halladas entre algunos de los parametros analizados apoyan
estos resultados. Todos estos cambios bioquimicos y moleculares se asociaron a un fenotipo
tumoral de menor malignidad, lo cual permite hipotetizar que el efecto potencialmente
protector de la dieta rica en aceite de oliva virgen extra en la carcinogénesis mamaria
experimental podria haberse realizado, al menos en parte, mediante tales cambios en la

composicion, estructura y funcién de la membrana celular.
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1.

Conclusiones

Del estudio del efecto de los lipidos de la dieta sobre la evolucion ponderal:

1.1.

Las dietas experimentales normal e hiperlipidicas fueron idoneas para el crecimiento
normal de la rata Sprague-Dawley, a partir de la normalidad y la baja variabilidad
entre individuos en la evolucion ponderal, y la ausencia de patologias por

desequilibrios nutricionales.

Del estudio del efecto de los lipidos de la dieta sobre la histopatologia mamaria:

2.1.

2.2.

2.3.

El tipo de patologia que desarrollaron los animales del estudio fueron afecciones
mamarias, y en su mayor parte tumores malignos, concretamente adenocarcinomas.
Los tumores del grupo alimentado con dieta rica en aceite de maiz fueron los que
presentaron unas caracteristicas morfoldgicas de mayor agresividad: mayor grado
arquitectural y nuclear, aumento de la actividad mitdtica, mayor porcentaje de
tumores de alto grado en la escala SBR11, y mayor grado de necrosis ¢ infiltrado
inflamatorio.

Los tumores del grupo alimentado con dieta rica en aceite de oliva virgen extra
fueron los que presentaron caracteristicas de menor grado de malignidad, similares a
los tumores del grupo control (bajo grado arquitectural y nuclear, y bajo grado en la
escala SBR11), excepto el nimero de mitosis que fue intermedio entre este grupo y

el de dieta de aceite de maiz.

De la determinacion de los parametros clinicos de la carcinogénesis y el efecto

modulador de los lipidos de la dieta sobre el desarrollo del cancer:

3.1.

3.2.

La dieta rica en aceite de maiz ejercid un efecto estimulador de la carcinogénesis
mamaria experimental, que se manifiestd en un comportamiento clinico mas
maligno de los adenocarcinomas (aparicion mas temprana de los tumores, mayor
numero de animales afectados y mayores contenido y volumen tumorales).

La dieta rica en aceite de oliva se asocio a un efecto potencialmente protector de la
carcinogénesis mamaria experimental, manifestado a través de un tiempo de latencia
y una incidencia de afectacion similares a los del grupo control, y un contenido y

volumen tumorales menores incluso que los de este grupo.

De la estandarizacion de un método de aislamiento de dominios de membrana en

higado de rata y su validacion en adenocarcinomas mamarios experimentales:

4.1.

A partir de la distribucion de proteinas totales y la presencia de Col y proteinas
especificas, se consiguio estandarizar un método de aislamiento de DRMs basado en

la ultracentrifugacién en gradiente de sacarosa y la utilizacion del detergente no
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4.2.

4.3.

Conclusiones

ionico Triton X-100 a +4°C en tejido hepatico. Posteriormente se comprobd su
validez en adenocarcinomas mamarios experimentales.

La cromatografia en capa fina resultd ser un buen mejor método para cuantificar los
niveles de Col en tejidos de rata, en contraposicion a los kits comerciales.
Asimismo, constituyd un buen método para el estudio de la composicion lipidica de
la membrana y sus dominios.

En tejido hepatico, las fracciones 2, 3, 4 y 5 se caracterizaron como LR, por su
enriquecimiento en Flotl; la fraccion 3 correspondid a caveolas, por su contenido en
Cavl; y las fracciones 10, 11 y 12 se establecieron como MS, dada la presencia de
rTf. En cambio, en los adenocarcinomas mamarios las fracciones 1, 2, 3 y 4
correspondieron a LR, por su contenido en Col, SM y Flotl; en la mayoria de los
casos, la fraccion 2 correspondid a caveolas, tanto por su contenido en Col y SM
como por su enriquecimiento en Cavl; y el resto de fracciones de membrana se

consideraron MS, por su bajo contenido en Col y SM, y la presencia de rTf.

De la caracterizacion de la composicion lipidica de la membrana de los

adenocarcinomas mamarios experimentales:

5.1

5.2.

5.3.

Las membranas de las células tumorales mamarias mostraron un enriquecimiento en
Col y Cer, lo cual podria relacionarse con el balance proliferacién/apoptosis propio
de las células cancerosas. En cambio, los fosfolipidos se hallaron en cantidades
relativamente bajas, siendo PC el mayoritario.

Las membranas de las células tumorales mamarias presentaron elevados niveles de
SFA, seguidos de MUFA vy, finalmente, PUFA. Este perfil se modificé por efecto de
los lipidos de la dieta.

Tanto en membrana total como en los dominios aislados se detectaron altos niveles
de TAG. Dado que estos lipidos neutros no son propios de la membrana celular,
dichos TAG podrian proceder de LD (o gotitas lipidicas) presentes en las células
tumorales. Por tanto, el método de aislamiento de DRMs estandarizado permitio

aislar también dichos lipidos.

Del analisis del efecto de los lipidos de la dieta sobre la composicion de la membrana

de los adenocarcinomas mamarios experimentales:

6.1.

Las dietas ricas en aceite de maiz y aceite de oliva modificaron diferencialmente la
composicion de proteinas de la membrana de las células tumorales. Mientras los
niveles de Flotl en LR no mostraron cambios por efecto de la dieta, los niveles de

Cavl disminuyeron con la dieta rica en aceite de oliva, promoviendo asi una menor
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6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

Conclusiones

formacion de caveolas. La disminucion de Cavl estaria de acuerdo con la mayor
benignidad de los tumores de este grupo dado el papel promotor de la tumorogénesis
mamaria que tiene Cavl en el tumor ya establecido.

Los lipidos de la dieta no modificaron sustancialmente el contenido de los distintos
tipos de lipidos de la membrana a nivel de membrana total, MS y caveolas.

La mayor influencia de los lipidos de la dieta se observd en LR. Asi, la dieta rica en
aceite de maiz aumentd significativamente el contenido en Col y SM, lo cual se
asociaria a una mayor formacion de Chol-Rafts, relacionados con vias de
proliferacion y supervivencia celular. Dicha dieta también se asoci6 a un aumento de
PI y PC. En cambio, la dieta de aceite de oliva produjo un aumento de la ratio
Cer/SM, sugiriendo una mayor formaciéon de Cer-Rafts, implicados en muerte
celular por apoptosis. En concordancia con este resultado, los niveles de la proteina
pro-apoptdtica CD9S5 tendieron a aumentar por efecto de esta dieta. La dieta de
aceite de oliva también se asoci6 a una disminucion de PE.

La dieta rica en aceite de maiz aument6 los niveles de TAG, indicando una mayor
presencia de LD en los tumores de este grupo, de acuerdo con el mayor fenotipo
secretor que previamente se habia identificado en estos tumores. Este aumento de
LD podria asociarse con el efecto estimulador de esta dieta dada la relacion existente
entre estas estructuras lipidicas y el aumento de malignidad y supervivencia en
células tumorales frente al estrés.

Los lipidos de la dieta modificaron diferencialmente el contenido en 4cidos grasos
de la membrana total. Mientras la dieta rica en aceite de maiz enriquecid la
membrana en PUFA n-6, fundamentalmente en acido linoleico (C18:2 n-6), la dieta
rica en aceite de oliva aumentd el contenido en MUFA n-9, mayoritariamente en
acido oleico (C18:1 n-9). Ambas dietas disminuyeron los niveles de acido palmitico
(C16:0), especialmente la dieta de aceite de oliva.

Los lipidos de la dieta también modificaron el contenido en 4cidos grasos de la MS.
Tanto la dieta de aceite de maiz como la de aceite de oliva aumentaron los niveles de
PUFA n-6, concretamente de acido araquidonico (C20:4 n-6).

El enriquecimiento en determinados 4acidos grasos por efecto de las dietas
hiperlipidicas se ejerci6 de manera diferencial y selectiva. Asi, los PUFA n-6,
mayoritarios en el aceite de maiz, se incorporaron principalmente en MS, mientras
que los MUFA n-9, mayoritarios en el aceite de oliva, lo hicieron en dominios

diferentes de la membrana soluble, como los LR.
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6.8.

6.9.

Conclusiones

Los cambios en la composicion proteica y lipidica de la membrana promovidos por
la dieta de aceite de maiz en los tumores mamarios estuvieron de acuerdo con
efectos descritos previamente como la estimulacion de la via de supervivencia Akt.
En cambio, los cambios inducidos a nivel de membrana por la dieta rica en aceite de
oliva estuvieron en linea con la disminucion de la actividad de p21Ras, la down-
regulation de Akty la estimulacion de la apoptosis.

Los efectos moduladores diferenciales de las dietas ricas en aceite de maiz y en
aceite de oliva en la promocion de la carcinogénesis mamaria, estimulador y
protector respectivamente, se ejercerian, al menos en parte, mediante cambios en la

composicion de la membrana de las células tumorales.
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I: Correlacion entre los niveles de colesterol y los niveles de Cavl.
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II: Correlacion entre los niveles de colesterol y esfingomielina y los niveles de Cavl.
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III: Correlacion entre los niveles colesterol y los niveles de ceramida.
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IV: Correlacién entre los niveles de colesterol y esfingomielina y los niveles de ceramida.
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V: Correlacion entre los niveles de SFA de membrana total y colesterol.
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VI: Correlacién entre los niveles de SFA de membrana total y colesterol y esfingomielina.
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VII: Correlacion entre los niveles de SFA de membrana total y Caveolinal.
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VIII: Correlacion entre los niveles de SFA de membrana total y colesterol.
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IX: Correlacion entre los niveles de SFA de membrana total y colesterol y esfingomielina.
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X: Correlacion entre los niveles de MUFA de membrana total y Cavl.
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XI: Correlacion entre los niveles de PUFA de membrana total y colesterol.
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XII: Correlacion entre los niveles de PUFA de membrana total y colesterol y esfingomielina.
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XIV: Correlacion entre los niveles de CD95 en membrana total y ceramida.
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XVI: Correlacion entre los niveles de CD95 en membrana total y SFA de membrana total.
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XVII: Correlacion entre los nieles de CD9S en membrana total y MUFA de membrana total.
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XVIII: Correlacién entre los niveles de CD95 en membrana total y PUFA de membrana total.
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XIX: Correlacion entre la ratio Cer/SM en LR y Cavl.
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XX: Correlacion entre la ratio Cer/SM en LR y SFA de membrana total.
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XXI: Correlacion entre la ratio Cer/SM en LR y MUFA de membrana total .
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Correlacion entre la ratio Cer/SM en LR y PUFA de membrana total.
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XXIII: Correlacion entre el grado tumoral (SBR11) y Cavl.
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XXYV: Correlacion entre el grado tumoral (SBR11) y MUFA de membrana total
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XXVII: Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y colesterol.
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XXVIII: Correlacion entre el indice de activacion de p21Ras y colesterol.

Ras-GTP/Ras-total (Membrana)

p21Ras-GTP (Membrana)

Ras-GTP/Ras-total (Membrana)

C

8,00 2
7 = o o —~ 250 o
] I S
2 E 2o
T 200 S o
\ g 2,00 s 1 50
s a °
3 8 =
00 oo 00 oo o o o o 00 oo o
Colesterol (Lipid Rafts) Colesterol (Lipid Rafts) Colesterol (Lipid Rafts)
y=-1.06x+75.49 y=1.726x+87.93 y=-22.69x+101.7
R?=0.018 R2=0.011 R?=0.018
XXIX: Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP Cavl.
C M o
o
o
800 @ ©
g T
£ £ o]
soo : 2 £
< oo g °
o B S o]
o o o =
400 @ o
it ST (- 3
N 2 ° E
2,004 ° Q
o 20000 10000 000 000,00 100000 ® ‘000 000 00 40020 00m w00 & 10800 20800 300,00 40000
Cav1 Cav1 Cav1
y=3.346x+215.9 y:-lgiﬂgg;fm y:-2RSz-f(5)X1+7;19~2
R?=0.002 - -
XXX: Correlacion entre el indice de activacion de p21Ras y Cavl.
C M (0]
o 4007 o 3001
o
s o 2,50 o
. g ° g ®
_g _E 200
° 2 g
o g 2,007 g 180 X
] £ i £ °
pt 9 .
& &
00 o o 00 o o o o o o o © o o
‘OID ZWI‘DD WDI 00 505‘00 EOO“UO 3 DOID 00 ‘DID 1 W}‘DD ZDD“OD 300‘.00 40L7I‘U0 SUDI‘OD SOO“W .DID 1 WI‘W 200"00 300‘ 00 400“00
Cav1 Cav1 Cav1
¥=0,00002x+3 —0.002x+1.918 —0.004x+1.716
R’=7.09E" YT T

R?=0.119

264

R?=0.217




XXXI: Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y SFA de membrana total.
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XXXIII: Correlacién entre los niveles de p21Ras-GTP y acido palmitico de membrana total.
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XXXII: Correlacion entre el indice de activacién de p21Ras y dcido palmitico de membrana total.
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XXXIII: Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y MUFA de membrana total.
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XXXIV: Correlacion entre el indice de activacion de p21Ras y MUFA de membrana total.
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XXXV: Correlacion entre los niveles de p21Ras-GTP y PUFA de membrana total.
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Anexo Figura 1: Asociacion entre parametros clinicos, bioquimcos y moleculares
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