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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 to 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  

I will always be as close  

as you remember from before  

Now, that you're out there on your own  

Remember what is real  

and what we dream is love alone.  

 

Keep, the laughter in your eyes  

Soon, your long awaited prize  

Well, forget about our sorrow  

And think about a brighter day  

'cause life is beautiful that way. 

 

Smile, without a reason why... 

 

Noa (Beautiful that way) 
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 El cáncer de mama es el más frecuente en las mujeres de todo el mundo. Además de 
los factores genéticos, epigenéticos y hormonales, existen evidencias epidemiológicas y 
experimentales de que los factores nutricionales tienen un papel en la etiología y el desarrollo 
de esta enfermedad. Los lípidos de la dieta se han relacionado directamente con el cáncer, 
fundamentalmente, el de mama. El grupo investigador ha contribuido al mejor conocimiento 
de los efectos y de los mecanismos de acción de las dietas hiperlipídicas de aceite de maíz, 
rico en ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) n-6, y de aceite de oliva virgen extra, rico en 
ácidos grasos monoinsaturados (MUFA) n-9 y diversos compuestos bioactivos, en el cáncer 
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 promoción de la carcinogénesis mamaria podrían ejercerse 
mediante cambios en la composición de la membrana de las células tumorales. El trabajo se 
soporta en el modelo experimental de cáncer 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 obtención de membranas resistentes a detergentes 
(DRMs) en hígado y, posteriormente, se validó en los adenocarcinomas mamarios 
experimentales. A continuación, se caracterizó el contenido lipídico de la membrana celular 
tumoral para, finalmente, analizar los cambios inducidos por las diferentes dietas 
experimentales en el contenido tanto proteico como lipídico de la membrana y sus dominios. 
Los resultados mostraron que las membranas de las células tumorales mamarias son ricas en 
colesterol y ceramida. Además los ácidos grasos mayoritarios son saturados (SFA), seguidos 
de MUFA y, finalmente, PUFA. Dicha composición se vio modificada diferencial y 
específicamente por efecto de los lípidos de la dieta. Así, la dieta rica en aceite de maíz 
enriqueció la membrana en PUFA n-6, concretamente la  membrana soluble, a la vez que 
aumentó el contenido en colesterol, sugiriendo una mayor formación de Chol-Rafts. Por otro 
lado, la dieta rica en aceite de oliva aumentó los niveles de MUFA n-9 en dominios que no 
correspondían a membrana soluble. Además, dicha dieta aumentó la ratio ceramida/ 
esfingomielina, sugiriendo una mayor formación de Cer-Rafts, aumentó los niveles de la 
proteína pro-apoptotica CD95 y disminuyó los de Cav1 en caveolas. Asimismo, ambas dietas 
disminuyeron los niveles de ácido palmítico, especialmente la dieta rica en aceite de oliva. 
Estos resultados estuvieron de acuerdo con la mayor malignidad, clínica y morfológica, de los 
tumores de los animales alimentados con la dieta de aceite de maíz y la menor agresividad de 
los tumores del grupo de aceite de oliva. Además, estuvieron en línea con la disminución de 
los niveles de actividad de p21Ras, la down-regulation de la vía Akt y la inducción de la 
apoptosis previamente demostrada para la dieta de aceite de oliva.  
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 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 Cav1 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 FUNCIÓN DE LA 

GLÁNDULA MAMARIA 

El desarrollo y la función de la glándula mamaria, ya sea humana o de rata, depende 

de factores hormonales múltiples y específicos que actúan directa o indirectamente sobre las 

células diana, así como de componentes de la matriz extracelular y de factores de crecimiento 

producidos localmente. A continuación se presentan las características diferenciales del 

desarrollo de la glándula mamaria humana y la de rata. 

1. HUMANA 

En humanos, la formación de la estructura tubular de la glándula mamaria se inicia en 

el tercer mes de embarazo a partir del ectodermo. En el recién nacido, dicha glándula 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 

maduración folicular en el ovario, el parénquima mamario empieza a desarrollar ductos 

mamarios primarios y secundarios que terminarán en unas formaciones bulbosas o yemas 

terminales. Con las primeras ovulaciones se inicia la segunda fase del desarrollo mamario 

caracterizada por la formación 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 básica de la mama humana o unidad 

ductulo-lobulillar terminal (terminal ductal lobular unit o TDLU). A partir de esta estructura 

primaria, se producirá la transición de forma gradual a estructuras más diferenciadas, los 

lobulillos tipo 2 y 3. La transición de un tipo de lobulillo a otro implica la formación de 

nuevas yemas alveolares, un incremento en el tamaño de los lobulillos y una disminución en 

el tamaño de las yemas alveolares.  

La diferenciación de la mama como glándula lobulillar se completa después de la 

menarquia, aunque prosigue a un ritmo que está relacionado con la intensidad de los estímulos 

hormonales durante cada ciclo menstrual y, en especial, durante el embarazo. En cada ciclo 

menstrual, las estructuras glandulares sufrirán, en primer lugar, una fase de crecimiento que 

progresa durante la fase folicular y periovulatoria, alcanzando un máximo en la fase luteal, y a 

continuación se produce una rápida involución. El balance entre la proliferación y la 

involución en edades reproductivas tempranas favorece la proliferación, existiendo un 



Introducción 
 

22 

 

aumento del número de células en cada ciclo ovulatorio ([2631], [2633], [2638], [3123], 

[3332]). Los cambios cíclicos en los niveles de estrógenos y progesterona ováricos durante 

cada ciclo menstrual y su acción sinérgica son necesarios para el crecimiento armónico de la 

glándula 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 

interacción entre ambos tejidos para que se produzca la morfogénesis normal mamaria ([895], 

[2633]). 

La mama humana adulta normal consta de 15-25 ductos galactóforos que drenan los 

lóbulos mamarios, constituidos, a su vez, por numerosos lobulillos. Los lobulillos constan de 

un ducto terminal intralobulillar y múltiples ductulillos rodeados por tejido conectivo intra y 

perilobulillar. Los ductos galactóforos nacen en el pezón y se ramifican en conductos más 

delgados que conducen hasta los lobulillos. Durante el embarazo se produce la expansión 

plena del sistema lobulilloalveolar, necesaria para la secreción de leche, alcanzando el estado 

de máxima diferenciación de la glándula 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 glándula mamaria interrumpe rápidamente su actividad 

secretora y sufre una fase de regresión rápida. En el epitelio alveolar se desarrolla una 

importante actividad autofágica y lisosomal que elimina los restos celulares. La mayoría de 

lobulillos tipo 4 regresan, retornando a lobulillos tipo 2 y 3, siendo éste último la estructura 

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

Después de la menopausia, la caída de estrógenos y progesterona causa la involución 

progresiva de los tejidos epitelial y conectivo, así como la atrofia del componente ductulo-

lobulillar. La mayoría de los lobulillos adquieren la apariencia morfológica de los de tipo 1, y la  

actividad proliferativa de éstos es menor en glándulas mamarias de mujeres post-menopáusicas 

multíparas que en las nulíparas, lo que indica que la gestación puede imprimir cambios 

permanentes en las características biológicas de estas estructuras ([3165], [3923], [3924]). 

2. RATA 

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

región cervical, dos en la región torácica, dos en la abdominal y uno en la inguinal ([1141]). 
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El primer esbozo de glándula mamaria aparece en los primeros días de gestación como 

estructuras de crecimiento alargadas de ectodermo, constituyendo las yemas embrionarias. El 

crecimiento y desarrollo de las glándulas mamarias será proporcional al resto del cuerpo hasta 

la pubertad ([3122]). En la rata Sprague-Dawley, la glándula mamaria evoluciona desde un 

ducto galactóforo mayor primordial que nace del pezón y que se ramifica en ductos 

secundarios, cuyas longitudes y número de ramas secundarias y terciarias aumentarán con la 

edad del animal. Hacia la segunda semana de vida, la glándula 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 

número de TEBs es máximo cuando la rata tiene 21 días de edad. A partir de aquí, 

coincidiendo con el período prepuberal y el inicio de la actividad ovárica, los TEBs inician la 

diferenciación y septación a 3-5 yemas alveolares o “alveolar buds” (ABs). Esta 

diferenciación progresiva se acentuará en cada ciclo estral. Los ABs, a su vez, en los 

sucesivos ciclos estrales iniciarán el desarrollo lobulillar, con la aparición de lobulillos tipo 1 

y 2 ([3165]). En las ratas vírgenes este proceso continúa durante la maduración sexual ([943]). 

Un número elevado de TEBs sufrirá hipoplasia en la rata virgen, constituyendo los ductos 

terminales (TDs). Así, al aumentar la edad del animal, disminuye el número de TEBs y 

aumenta el de los TDs, mientras que el número de ABs y lobulillos permanecerá estable o 

disminuirá discretamente hacia los 180 días de edad del animal (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estructuras epiteliales de la glándula 
mamaria. Imagen de Russo&Russo [7671]. 
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Desde el punto de vista histológico, el parénquima mamario de la rata está constituido 

por unos conductos rectos que se ramifican, rodeados por tejido conjuntivo laxo y 

fibroadiposo. Los ductos están revestidos por dos capas de células (una interna epitelial y una 

externa mioepitelial) mientras que los TEBs están constituidos por 4 o 6 capas de células 

cuboidales epiteliales que presentan un elevado índice de proliferación ([3122]). 

La topografía de la glándula mamaria indica que existen diferentes áreas que difieren 

en su morfología, características cinéticas, respuesta a estímulo hormonal y potencial 

carcinogénico ([3573]). Estas áreas resultan de dividir en tres tercios el parénquima mamario, 

a través del eje longitudinal (Figura 2). La zona A es la más cercana al pezón y es donde se 

encuentran los ductos galactóforos principales y los secundarios. Las ramificaciones de estos 

últimos 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 maduración a 

ABs, disminuye marcadamente el número 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 glándulas 

mamarias están constituidas por las tres zonas descritas, la cantidad y el tamaño de cada una 

de las estructuras morfológicas, así como el área glandular difieren según la localización 

anatómica. Así, las glándulas torácicas tienen más y mayores TEBs que las abdominales ya 

que muestran un enlentecimiento en la diferenciación ([3503]). Éste desparece con la edad de 

manera que dichas glándulas terminan presentando el grado de desarrollo observado en el 

resto de localizaciones topográficas ([2952]).  

En la glándula mamaria de la rata, igual que en la humana, los lobulillos maduran a 

partir de estructuras menos complejas, los lobulillos tipo 1 (Lob1), con 5-15 ductulillos, a 

lobulillos tipo 2 (Lob2), con 40-60 ductulillos, y a lobulillos tipo 3 (Lob3), con más de 65-70 

ductulillos. El desarrollo glandular dependerá de diversos factores, entre ellos el número de 

ciclos ocurridos, la dieta y las características genéticas específicas del animal, pero la 

diferenciación completa de la glándula mamaria se alcanza con el embarazo y la lactancia. 

Los lobulillos durante la gestación y la lactancia son de tipo 3 y 4. Esta diferenciación es 

mayor en la zona A que en la B. Aquellos animales que han completado la gestación 

muestran, además, extenso desarrollo lobulillar en la zona C ([7671]).  
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Figura 2. Topografía de la glándula mamaria de rata. 

 

Una vez terminada la lactancia, la glándula mamaria padece una involución pero aún 

así, su arquitectura restará permanentemente modificada, de manera que presentará un gran 

número de ABs y lobulillos. Se ha descrito que a los 40-42 días post-destete las glándulas de 

una rata multípara, en comparación con las de una rata nulípara, no tienen TEBs y 

ocasionalmente TDs. El número de ABs es similar, mientras que el de lobulillos es 

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

 

B. CÁNCER DE MAMA 

Existen dos grandes tipos de patología mamaria: afecciones benignas y tumores 

malignos. En ambos casos pueden estar localizados en cualquiera de las distintas estructuras 

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

El cáncer de mama es el más 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 cáncer). Es, además, la primera causa de muerte por 

cáncer en las mujeres ([7108], [8222]). En los países desarrollados se ha constatado un 

aumento acelerado de la incidencia en los últimos 20 años, lo cual se ha relacionado con una 

mayor exposición a factores de riesgo, aunque también deben considerarse otros factores, 

como la mejora en los métodos diagnósticos que permiten detectar casos que antes quedaban 

sin registrar correctamente ([4333], [4472], [7519]). Por otra parte, los estudios 

epidemiológicos muestran variaciones geográficas importantes de la incidencia del cáncer de 
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mama. A nivel mundial, las tasas brutas de incidencia más altas corresponden a la población 

blanca de los Estados Unidos. Los registros poblacionales de Canadá, Israel y diversos países 

europeos están en la lista de las áreas de tasas de incidencia más elevada, mientras que las 

más bajas se registran en África y Asia y en la población no judía de Israel ([6093], [7108], 

[8222]) (Figura 3). 

En España la incidencia es más baja que en otros países de Europa, aunque también se 

ha registrado un aumento del número de casos desde la década de 1980 hasta el año 2000 

([7672]). De hecho, según los últimos datos publicados, en España el cáncer de mama es el 

que presenta más incidencia y mortalidad ([www.globocan.iarc.fr]). En relación a Cataluña, la 

incidencia de esta enfermedad ha aumentado en los últimos años, aunque en el contexto 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

El cáncer de mama constituye una entidad clínica y patológica muy heterogénea, con 

una gran variedad de características morfológicas, moleculares, de comportamiento y de 

respuesta al tratamiento, lo que ha llevado a intentar delimitar grupos con valor pronóstico y 

predictivo que permitan un adecuado manejo de las pacientes. En cuanto a las características 

morfológicas, en la clasificación de las lesiones mamarias propuesta por la Organización 
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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, además, las afecciones benignas, tumorales o proliferativas. 

Los carcinomas de mama pueden ser, a su vez, preinvasores o in situ e invasores ([7603]). La 

clasificación anatomopatológica del cáncer de mama, basada clásicamente en criterios 

morfológicos ([576]) se ha completado con la detección de las anomalías moleculares 

mediante técnicas de inmunohistoquímica y de hibridación in situ, que permiten el estudio 

sobre el tumor. Los parámetros moleculares más relevantes y con valor reconocido para 

estratificar a las pacientes en grupos pronósticos y predictivos son los receptores hormonales 

de estrógenos (RE) y progesterona (RP) y p185neu o HER2, y menos establecidos, p53 y Ki67 

([7594]). Los carcinomas de mama se clasifican en hormonodependientes y 

hormonoindependientes, según la expresión de RE y RP, especialmente con referencia a REα. 

Actualmente se considera que las variaciones en los programas transcripcionales 

pueden explicar, en parte, la gran diversidad del cáncer de mama y, a su vez, corresponderse 

con la diversidad fenotípica que exhiben estos tumores. En este sentido, estudios con 

microarrays de ADN complementario (ADNc) han permitido determinar grupos moleculares 

de cáncer de mama, según el patrón de genes expresados, lo cual, asociado con los 

conocimientos morfológicos previos ha permitido elaborar una nueva clasificación en la que 

se reconocen como grupos perfilados: 1) el grupo luminar A (que expresa RE y CK8/18; 

histológicamente suelen ser de bajo grado y responden a hormonoterapia); 2) el luminar B 

(con expresión de RE, pero en niveles más bajos, que característicamente muestran expresión 

de genes relacionados con la proliferación celular, con expresión elevada de Ki67 y expresión 

de CK8/18; y que histológicamente son de mayor grado, menos hormonosensibles y con peor 

pronóstico que el luminar A); y 3) los grupos RE negativos, que se describen como 

carcinomas histológicamente mal diferenciados: el basal-like (con ausencia de sobreexpresión 

de HER2, con expresión de CK5/6 y 14, que responden a quimioterapia con antraciclinas y 

taxanos) y el HER2+ (con amplificación y sobreexpresión de c-erc-B2, y que responden, 

además de a quimioterapia, a trastuzumab). En ambos casos, con peor pronóstico que los 

grupos RE+, probablemente por su alto riesgo de recaída temprana. Además, se han descrito 

nuevos grupos moleculares, como el apocrino (receptores de andrógenos positivos y RE-) y el 

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

El cáncer de mama es un proceso neoplásico de etiología multifactorial y que se 

desarrolla en múltiples etapas (multistep). Diversos factores, actuando de forma simultánea 
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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 etiología y progresión del cáncer de mama tienen un fuerte componente hormonal. 

Así, los estrógenos, fundamentalmente estradiol y estrona, y los andrógenos, a 

concentraciones fisiológicas, estimulan la proliferación de las células tumorales mamarias. 

Las dosis farmacológicas de progesterona, la insulina y la prolactina, también ejercen un 

efecto estimulador. En cambio, los estrógenos y los andrógenos a dosis farmacológicas y las 

dosis fisiológicas de progesterona son inhibidores. Las maniobras terapéuticas ablativas como 

la ovariectomía, la hipofisectomía y la adrenalectomía, provocan la regresión tumoral. El 

embarazo ejerce un efecto protector si precede a la transformación de la glándula mamaria y 

un efecto estimulador si es posterior. El efecto protector del embarazo, así como el de la 

gonadotropina coriónica humana, está relacionado con la diferenciación de la glándula, 

asociada con la depresión de la proliferación celular y la síntesis de inhibina por las células 

epiteliales mamarias ([2406], [3370]). Por otro lado, en mujeres postmenopáusicas, la fuente 

de estrógenos es el tejido adiposo. En éste, un sistema enzimático de aromatasas P450 

convierte los andrógenos, secretados por la glándula adrenal, en estrógenos. Por lo tanto, 

mujeres con un incremento en la grasa corporal presentaran niveles incrementados de 

estrógenos y un mayor riesgo de padecer cáncer de mama ([4595]).  

Diversos trabajos experimentales demuestran que los estrógenos desempeñan una 

función en la iniciación, promoción y desarrollo del cáncer de mama. Clásicamente se ha 

considerado que estas hormonas ejercían un papel en la carcinogénesis mamaria 

fundamentalmente como promotoras, pero también podrían actuar en la iniciación como co-

carcinógenos, potenciando o facilitando la acción del agente carcinogénico ([2363], [3326]). 

En este sentido, se ha descrito un aumento en la tasa de proliferación por acción de los 

estrógenos, de manera que estas hormonas pueden aumentar la proliferación de células 

susceptibles a carcinógenos, o pueden promover que un clon de células iniciadas se desarrolle 

en un tumor detectable ([3321], [3326], [4505]). Además, se ha indicado que los estrógenos 

son agentes genotóxicos ya que pueden inducir daño en el ADN y mutaciones en los genes, 

directamente a través de sus metabolitos, y/o indirectamente, mediante la síntesis de especies 

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

macromoleculas celulares (lípidos, proteínas y ADN).  

La determinación de los receptores esteroideos ha permitido clasificar los tumores 

mamarios, según 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 mayoría de los tumores mamarios experimentales 

presentan ambos tipos de receptores y su contenido medio es mayor cuanto menor es la dosis de 

carcinógeno utilizada ([798], [1678]). En cáncer de mama humano, esta clasificación ha resultado 

de gran utilidad puesto que permite seleccionar a las pacientes candidatas de terapia hormonal. 

Además, el contenido en receptores, junto con otros factores pronóstico, ayuda a distinguir las 

pacientes con mayor riesgo de recurrencia. Al menos un 70% de las pacientes con cáncer de 

mama son clasificadas como RE+, por lo que el tratamiento más aplicado es el de interferir en la 

actividad estrogénica ([7062]). Sin embargo, la determinación 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 producción alterada de factores autocrinos o paracrinos, entre otras ([3405]).  

Finalmente, al analizar el papel de los factores endocrinos en el cáncer de mama, debe 

considerarse el de las hormonas exógenas, y en particular el de los estrógenos. Existe una gran 

variedad de fuentes externas de estrógenos, también conocidos como xenostrógenos, los 

cuales son la clase más numerosa dentro de los disruptores endocrinos ([7681]). Son 

sustancias químicas, exógenas 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: fitoestrógenos y micoestrógenos, como las 

isoflavonas, lignanos y coumestanos; compuestos químicos 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), alkifenólicos (detergentes, 

antioxidantes en plásticos, espermicidas, cosméticos y champús) y bisfenol-A y/o derivados 

(policarbonatos, empastes dentales, resinas acrílicas y fungicidas) ([4653], [4662], [4713], 

[7678], [7679], [7681]). En general, la estimación del riesgo de padecer cáncer de mama por 
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la exposición a hormonas exógenas es difícil, ya que el período de latencia entre la exposición 

y la aparición de los síntomas de la enfermedad es largo. La genisteina, un fitoestrógeno 

presente en la soja, muestra un efecto quimiopreventivo en modelos experimentales con 

tumores mamarios inducidos químicamente. En humanos, se ha observado una asociación 

entre el aumento del consumo de soja y la disminución del riesgo de padecer cáncer 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 

actúa por inhibición competitiva con el estradiol en su unión a órganos diana, pero a muy altas 

concentraciones posee un efecto estimulador del cáncer de mama ([2363], [3326]). El 

tamoxifeno reduce la mortalidad y recurrencia del cáncer de mama en el 25 y 50% de los 

casos, respectivamente, en mujeres receptor de estrógenos positivo (RE+), aunque una tercera 

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

2. FACTORES GENÉTICOS Y EPIGENÉTICOS 

La carcinogénesis es un proceso altamente complejo que resulta de la acumulación de 

múltiples alteraciones genéticas y epigenéticas entre las que se hallan la inactivación de genes 

supresores y la activación de protooncogenes, de forma secuencial y/o simultánea ([2444], 

[3973], [7688]).  

Las proteínas codificadas por los protooncogenes son componentes de las vías 

fisiológicas de transducción de señales mitogénicas: factores de crecimiento (PDGFβ/ v-sis), 

receptores de factores de crecimiento (EGFR/v-erbB), proteínas citoplasmáticas transductoras 

de señales (c-Ha-ras) y factores de transcripción (c-myc, c-fos, c-jun) ([1576], [1881]). Estos 

genes pueden transformarse en oncogenes mediante un proceso de activación, que supone una 

ganancia de función en el sentido que las proteínas codificadas quedan permanentemente 

activadas, lejos de cualquier tipo de control, resultando en una estimulación 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 diferenciación terminal y/o inducen la 

muerte celular programada o apoptosis. Por ello, las mutaciones que eliminan las funciones de 

estos genes facilitan la formación de tumores al liberar a las células de las restricciones 

normales para proliferar ([2846]). En este sentido, se habla de mutaciones con pérdida de 

función puesto que inactivan un componente represor de la proliferación 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 función 
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supresora (heterocigoto para la función) y que, en cambio, la mutación de ambos alelos 

(simultánea o por pérdida de heterocigosidad) supone la pérdida de dicha función ([2606]). En 

algunos casos, la identificación de los genes supresores de tumores, como el gen del 

retinoblastoma (Rb) y el gen p53, ha ido ligada al estudio de los cánceres familiares donde la 

predisposición a padecer diferentes tipos de neoplasia se hereda como un típico carácter 

mendeliano autosómico ([2493]).  

Las alteraciones cuantitativas y/o cualitativas de éstos y, probablemente, otros genes 

implicados en procesos tan esenciales para la célula como la proliferación, la diferenciación o 

la apoptosis se hallan en la base de los mecanismos moleculares del cáncer. Hanahan D y 

Weinberg RA ([3973]) en el año 2000 describieron una serie de capacidades esenciales que 

compartían las células tumorales, y en una revisión posterior añadieron características 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) evasión de la muerte programada (apoptosis); 4) 

potencial ilimitado de replicación; 5) evasión del sistema inmune; 6) reprogramación del 

metabolismo energético tumoral; 7) angiogénesis sostenida; 8) invasión de tejidos y 

metástasis. Además, se ha atribuido dos capacidades facilitadoras de la supervivencia de las 

células tumorales, como son la inestabilidad genómica y mutación, y la promoción de la 

inflamación tumoral. La adquisición de todas estas capacidades implica alteraciones de los 

genes anteriormente mencionados. 

La primera de las características mencionadas hace referencia al hecho de que la célula 

tumoral, en comparación con la célula normal, muestra una reducida dependencia de las 

señales exógenas estimuladoras del crecimiento. Esta capacidad incluye varios mecanismos, 

entre los que se encuentran la adquisición 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 α -TGF, Transforming growth factor   la 

alteración de la expresión y/o activación de receptores de factores de crecimiento, como 

EGFR y ErbB2; la alteración de algunos de los componentes de las vías de señalización 

intracelular mitogénica, como la vía Sos-Ras-Raf-ERK1/2, en el 30% de los tumores humanos 

las proteínas Ras se encuentran estructuralmente alteradas, lo que genera un flujo de señales 

mitogénicas hacia la célula sin necesidad de estimulación de sus reguladores upstream; o la 

inducción de la síntesis 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 

señales antiproliferativas que en un tejido normal mantienen las células quiescentes y la 

homeostasis tisular. Algunas de estas señales están asociadas con componentes responsables 

del paso de las células por la fase G1 del ciclo celular, como la proteína Rb fosforilada (pRb), 

p107 y p130; y con la diferenciación, como el factor de transcripción c-myc, APC/-Catenina, 

etc. ([3973]). Pero el cáncer no aparece necesariamente como resultado de un aumento de la 

tasa de proliferación celular, sino que su desarrollo depende del balance crítico entre este 

proceso y el de apoptosis. Por tanto, la desregulación de la proliferación junto con la 

reducción de la apoptosis serían los fenómenos responsables de crear un “escenario” que sería 

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

La adquisición de las capacidades de autonomía, 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 evasión de la senescencia y la 

inmortalización, a través de la incapacitación de las proteínas supresoras de tumores pRb y 

p53, y el mantenimiento de los telómeros ([3973]). Las mutaciones en el gen p53 representan 

uno de los cambios genéticos más comunes identificados en el cáncer de mama. Además, las 

alteraciones de esta proteína están asociadas con una mayor agresividad de los tumores y con 

un peor pronóstico ([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 alteración de los mecanismos reparadores del genoma, confiriendo así 

inestabilidad genómica. La pérdida del ADN telomérico en los tumores también genera una 

situación de inestabilidad genómica, en la que se producen amplificaciones y delecciones de 

segmentos cromosómicos. Los defectos en el mantenimiento del genoma y la reparación 

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

La actividad del sistema inmunológico constituye un importante impedimento en la 

formación y progresión tumoral, reconociendo y eliminando a la mayoría de incipientes células 

cancerosas o a los tumores emergentes en varios tipos de cáncer ([7684], [7685], [7686]). De 

acuerdo con esto, los tumores que terminan por aparecer, obviarían la vigilancia por parte del 

sistema inmunitario o bien evitarían ser eliminados por él de distintas maneras, como sería 

paralizar los linfocitos T CD8+y las células NK (natural killer) o secretando factores 

inmunosupresores como el TGFβ  ([7693], [7694]). Por otra parte, la inflamación contribuiría a 

la formación tumoral aportando moléculas bioactivas al microambiente tumoral, por ejemplo 
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factores de crecimiento que mantendrían las señales proliferativas o enzimas modificadoras de 

la matriz extracelular que facilitarían la angiogénesis, la invasión y la metástasis ([7368], 

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

Análogamente, durante el crecimiento del tumor, éste necesita, además de la proliferación 

celular, una serie de reajustes del metabolismo para poder abastecer las necesidades energéticas 

del crecimiento y división celular. Se produce un aumento marcado de la captación y utilización 

de la glucosa, aumentando la expresión de sus transportadores, principalmente GLUT1 ([7698], 

[7699], [7700]). De igual manera, el tumor necesita crear vasos sanguíneos (angiogénesis) para 

recibir oxígeno y nutrientes. Los tumores alteran la transcripción génica favoreciendo la expresión 

de factores pro-angiogénicos en detrimento de los anti-angiogénicos, por ejemplo incrementando 

la expresión 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 expresión de inhibidores endógenos como la trombospondina-1 y el interferon- 

([3973], [4722]). Finalmente, los tumores deben adquirir la capacidad de invadir otros tejidos y 

metastatizar, y para ello deben alterar la expresión/función de moléculas de adhesión célula-célula 

y célula-substrato, como E-Cadherina, -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 transformación neoplásica, permitiendo la adquisición de las 

capacidades de la célula tumoral. La acumulación de mutaciones ha sido considerada 

clásicamente el mecanismo de alteración de estos genes. Sin embargo, este paradigma ha sido 

extendido para incluir la disrupción epigenética como uno de los mecanismos principales de 

transformación maligna. La alteración epigenética más estudiada en cáncer en general, y en el 

de mama en particular, son las modificaciones en los patrones de metilación del ADN. La 

hipometilación global, junto con la hipermetilación de genes específicos, es una característica 

común de las células tumorales ([7307]). La pérdida global de metilación ha sido asociada con 

la sobreexpresión de protoncogenes, la predisposición a la inestabilidad cromosómica y la 

aneuploidía ([7022]). Asimismo, la hipermetilación de promotores de genes está asociada a la 

inactivación de genes implicados en vías de reparación del ADN, control del ciclo celular o 

apoptosis. Se han descrito numerosos genes hipermetilados en tumores de mama humanos 

implicados en la adquisición de las características de la célula tumoral anteriormente 

comentados ([7310], [7318]). Otros mecanismos epigenéticos están frecuentemente 
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desregulados en diversos tipos de cáncer, tales como cambios aberrantes en la modificación 

de histonas, expresión desregulada de microARNs o la sobreexpresión de proteínas del grupo 

polycomb que evitan la unión de la maquinaria de transcripción a las secuencias promotoras 

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

Por último, y en lo que respecta al cáncer de mama hereditario, éste constituye 

únicamente el 5-10% del total de cánceres mamarios ([4534]). Se han descrito diversos genes 

que están relacionados con la susceptibilidad de un individuo de padecer este tipo de cáncer, 

señalando BRCA1 -Breast Cancer 1- y BRCA2 -Breast Cancer 2- como los principalmente 

implicados ([2522], [2586], [7687]). La mutación de BRCA1 en la línea germinal se ha 

identificado en el 15-20% de pacientes con historia familiar de cáncer de mama y en el 60-80% 

con historia familiar de cáncer de mama y ovario. BRCA1 codifica una proteína nuclear que 

funciona como un coactivador transcripcional. Ésta une a BRCA2, p53, RAD51 y otras 

proteínas involucradas en el ciclo celular y de respuesta al daño en el ADN. Células sin BRCA1 

funcional no se paran en G2 después de un daño en el ADN y son deficientes en la reparación 

acoplada a la transcripción. BRCA1 es parte del complejo RAD50-MRE11-p95, componente 

esencial de la reparación mediada por recombinación de las roturas del ADN de doble cadena 

([4534], [4623]). En general, las mutaciones de pérdida de función de BRCA1 confieren un 

riesgo del 83% de desarrollar cáncer de mama y del 63% de cáncer de ovario antes de los 70 

años ([2586], [2845]). Las mutaciones en BRCA2 se caracterizan por su asociación con un 

elevado riesgo de cáncer 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 cáncer de 

mama hace pensar en que puedan estar regulados por hormonas sexuales ([2586]). BRCA1 

puede interaccionar y actuar como coactivador del promotor del receptor de andrógenos, lo que 

explicaría porque la variación alélica en el receptor de andrógenos afectaría a la penetrancia del 

cáncer de mama en portadores de la mutación en BRCA1. BRCA2 estaría involucrada en la 

respuesta mediada por recombinación de la rotura de doble cadena de ADN y el mantenimiento 

de la integridad cromosómica. Asimismo, desempeña un papel en la segregación de los 

cromosomas ([4534], [4595], [4623]). De todas formas, no todos los casos hereditarios se 

explican por una alteración en alguno de estos genes, por lo que se cree que en el futuro se 

aislarán nuevos genes relacionados con esta patología.  
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3. FACTORES AMBIENTALES 

La incidencia del cáncer de mama presenta grandes diferencias geográficas ([3412], 

[4333], [4647]). Además, la tasa en poblaciones de baja incidencia que viajan a países de gran 

incidencia varía hasta asemejarse a las de la nueva región en 2-3 generaciones. Todo ello 

sugiere que además de los factores genéticos y endocrinos deben existir factores 

medioambientales y de estilo de vida implicados en el desarrollo del cáncer de mama ([4349], 

[4350], [4539], [4647]). De todos ellos, los nutricionales se consideran de gran trascendencia 

debido, en primer lugar, a la continua exposición o deficiencia a la cual puede estar sometida la 

población por sus hábitos 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 cáncer de 

mama, los lípidos son de los más relevantes. En este sentido, existen numerosos estudios 

experimentales y epidemiológicos que han puesto de manifiesto la relación lípidos de la dieta y 

cáncer de mama, aunque algunos resultados, epidemiológicos principalmente, son 

controvertidos. En el caso de los estudios ecológicos por países, se ha hallado una asociación 

positiva entre el consumo de grasa per capita y las tasas de mortalidad por cáncer de mama. En 

estos estudios, los países con Dieta Mediterránea presentan valores intermedios para este 

cáncer. De la misma manera, tal y como ya se ha citado, los estudios de migración de 

poblaciones muestran que las poblaciones que migran entre áreas con distintas incidencias de 

cáncer de mama, tras una o dos generaciones, adquieren las tasas de mortalidad  propias del país 

de destino. En cambio, en los estudios epidemiológicos analíticos, caso-control y prospectivos 

de cohortes, la relación no es tan clara. La agrupación de varios de ellos, mediante técnicas de 

metanálisis, ha permitido reanalizar los datos con mayor consistencia y, en algunos casos, la 

relación entre lípidos de la dieta y cáncer de mama ha quedado manifiesta ([868], [1660], 

[3840], [7692]). Además, recientemente, el proyecto EPIC (European Prospective Investigation 

into Cancer and Nutrition) ha mostrado que la ingesta elevada de grasas, independientemente 

del tipo, está asociada con elevado riesgo de cáncer de mama ([6321]). Las discrepancias entre 

los distintos estudios podrían ser debidas a diversos motivos metodológicos, como el distinto 

número de efectivos y, principalmente, la limitación y/o sesgo de las herramientas de 

evaluación de la exposición dietética, las cuales alterarían la calidad de los datos recogidos en 

las poblaciones ([3562], [5963]). Resultados obtenidos por la Woman’s Health Initiative (WHI), 

el mayor ensayo de intervención dietética realizado recientemente, han mostrado una reducción, 

cercana a la significación, de la incidencia del cáncer de mama en los grupos que recibieron una 
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dieta con baja cantidad de grasas en comparación al grupo control ([7146]). Sin embargo, está 

en discusión cómo estos estudios pueden distinguir entre los efectos producidos por una 

reducción de las grasas en la dieta y los efectos derivados de un aumento de la ingesta de frutas 

y verduras. Del mismo modo, continúa abierto el debate sobre cómo elucidar el mecanismo por 

el cual la reducción de las grasas en la dieta en edades tempranas puede reducir el riesgo de 

sufrir cáncer de mama décadas después ([3840], [4802], [7147]). Por tanto, actualmente la 

asociación entre lípidos de la dieta y cáncer de mama en las poblaciones humanas permanece 

todavía sin resolver. 

Por otra parte, los estudios experimentales han mostrado claramente una asociación 

entre los lípidos de la dieta y el cáncer de mama. En este sentido, animales alimentados con 

dieta con elevada cantidad de grasa presentan mayor incidencia tumoral, más allá de la elevada 

ingesta calórica y del peso corporal. Asimismo, se ha descrito que los efectos de los lípidos de 

la dieta dependen no sólo de la cantidad sino también del tipo de grasa, el momento de su 

administración y el estado de diferenciación de la glándula mamaria ([3338], [5816], [7145]). 

En general, las dietas hiperlipídicas son fundamentalmente promotoras del cáncer de mama, 

aunque dietas con una misma cantidad de energía y contenido graso total difieren en su 

capacidad estimuladora según su composición en ácidos grasos ([2289], [4540]). Además, 

parece existir un requerimiento mínimo de ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) a partir del 

cual el efecto de la grasa dependería de la cantidad total de lípidos de la dieta. Concretamente, 

por encima del 4-5% de PUFA, respecto al total de calorías, 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 calorías, se ha demostrado una asociación 

positiva entre el aporte calórico de las dietas y las tasas de mortalidad por cáncer. Además, la 

restricción calórica tiene un efecto inhibitorio indiscriminado sobre la carcinogénesis, lo que 

sugiere un mecanismo de acción inespecífico ([3673]). Por tanto, una parte del efecto 

estimulador de las dietas ricas en grasas podría ser atribuido a su elevado contenido en 

calorías, aunque también existen mecanismos específicos por los cuales los lípidos de la dieta 

influyen en el cáncer de mama ([1962]). Un argumento que apoya esta conclusión es el hecho 

de que sólo ciertos tipos de tumores se estimulan por las dietas ricas en grasas. El diferente 

efecto de los distintos tipos de lípidos así como los mecanismos por los cuales modulan la 

carcinogénesis serán ampliamente discutidos en el apartado C de este capítulo. 
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Aunque otros factores nutricionales han sido relacionados en estudios experimentales 

con el cáncer de mama, epidemiológicamente los resultados no son totalmente concluyentes 

([6093]). Así, se ha sugerido una posible disminución del riesgo de la carcinogénesis mamaria 

por efecto de proteínas 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 proteína animal (caseína) o azúcares simples ([7677]).   

Existen datos epidemiológicos que han asociado otros factores ambientales y de estilo 

de vida, además de los nutricionales, con el riesgo a desarrollar cáncer de  mama. La obesidad 

es considerada un factor de riesgo independiente en mujeres post-menopáusicas, mientras que 

se ha sugerido que podría disminuir dicho riesgo en mujeres pre-menopáusicas. Estudios 

caso-control también han sugerido una asociación entre el peso en el momento del nacimiento 

y el riesgo de cáncer de mama ([6093]). Por otro lado, diferentes estudios observacionales han 

mostrado una asociación positiva entre el consumo de alcohol y el riesgo de cáncer de mama 

([6093]). En cuanto al consumo de tabaco, éste ha sido claramente asociado con otros tipos de 

cáncer, pero la relación con el de mama ha mostrado resultados inconsistentes. No obstante, 

las evidencias apuntan a un aumento del riesgo tras un largo período de hábito tabáquico, 

inicio antes del primer embarazo a término, y en fumadores pasivos ([7675]). La actividad 

física, por otra parte, ha mostrado una asociación inversa con el riesgo de cáncer de mama, 

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

Por último, se ha sugerido que otros factores tales como radiaciones ionizantes, 

metales como el cadmio, xenoestrógenos y otros disruptores endocrinos (dietilestilbestrol, 

bisfenol A, parabenos, alquilfenoles, dioxinas, pesticidas), y diversos compuestos químicos 

(solventes orgánicos, aminas aromáticas, benceno, PVC), podrían estar relacionados con el 

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

 

C. LÍPIDOS DE LA DIETA Y CÁNCER DE MAMA 

Tal como ya se ha indicado, numerosos estudios epidemiológicos y, fundamentalmente, 

experimentales han puesto de manifiesto la relación entre los lípidos de la dieta y el cáncer de 

mama. En general, los PUFA de la familia n-6, fundamentalmente el ácido 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 ácido -linolénico (18:3n6) que supone una excepción 

dentro de esta familia, ya que posee propiedades antiproliferativas ([3980], [3982]). Además, el 

ácido linoleico conjugado (CLA), término en el que se engloban diversos isómeros geométricos 

y posicionales del ácido linoleico, y que está presente en la carne y en los productos lácteos 

derivados de rumiantes, podría tener un efecto inhibidor del cáncer de mama ([2949], [3205]). 

Además, éste presenta propiedades antidiabetógenas, anticancerígenas y antioxidantes ([4538], 

[4543]). Por otro lado, los PUFA de la familia n-3, fundamentalmente el ácido α-linolénico 

(18:3n3), y los de cadena larga, de origen marino, ácido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n3) y 

ácido docosahexaenoico (DHA, 22:6n3), serían inhibidores del crecimiento tumoral mamario y 

la metástasis ([1486], [3568], [3615], [4324], [4353]). En cuanto a las grasas saturadas de 

procedencia animal, y los lípidos insaturados trans, que se originan tras los procesos de 

manufacturación de varios productos de aceites vegetales, también son promotores, pero menos 

potentes que las grasas polinsaturadas de origen vegetal, y además, podrían actuar como co-

carcinógenos durante la iniciación. Los lípidos insaturados trans se comportarían como los 

saturados en cuanto a la promoción de la carcinogénesis mamaria ([920], [1486], [3205]). 

Finalmente, el efecto de los ácidos grasos monoinsaturados (MUFA), fundamentalmente el 

ácido oleico (18:1n9), presente en elevadas cantidades en el aceite de oliva, es de especial 

interés. Aunque cada vez existen más evidencias de un posible efecto quimiopreventivo del 

aceite de oliva virgen, experimentalmente existen resultados contradictorios, Así, se ha 

observado desde un efecto no promotor, un débil efecto promotor, a un efecto protector del 

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

La Dieta Mediterránea, caracterizada por el elevado consumo de aceite de oliva, se 

asocia a una menor incidencia de ciertos cánceres, incluyendo el de mama, así como de 

enfermedades cardiovasculares ([4743], [6051]). La Dieta Mediterránea incluye la variedad de 

patrones dietéticos de las distintas regiones del Mediterráneo 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 ácido oleico 

(72-84%), pero también por la presencia de abundantes compuestos minoritarios bioactivos, 

como escualeno y antioxidantes fenólicos (hidroxitirosol, tirosol y oleuropeína), secoiridoides, 

flavonoides y lignanos ([7105], [4399]). Actualmente, está bien establecido que el efecto 

potencialmente saludable del aceite de oliva virgen extra es debido tanto a su composición 

lipídica (especialmente su alto contenido en ácido 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 cáncer, así como la falta de una asociación significativa en 

algunos estudios epidemiológicos, podrían estar relacionadas con la utilización de los nutrientes 

químicamente definidos y aislados (ácido oleico y componentes minoritarios) o el alimento 

(aceite de oliva). Del mismo modo, la composición exacta del aceite de oliva difiere entre las 

distintas variedades. Ésta depende, no sólo del origen geográfico, sino también de otros factores 

como las condiciones de cultivo en el correspondiente año de la recogida, el grado de 

maduración del fruto y el procedimiento técnico de procesado (prensado en frio, refinado) (45, 

46). De hecho, las ratios entre ácidos grasos insaturados/saturados y ácido oleico/linoleico, y la 

composición de antioxidantes y otros compuestos minoritarios, serían factores clave en el efecto 

final del aceite de oliva en la carcinogénesis (47,48). Por lo tanto, la relación entre consumo de 

aceite de oliva y cáncer de mama constituye un tema controvertido que podría tener importantes 

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

La influencia de los lípidos sobre la carcinogénesis mamaria parece ejercerse 

fundamentalmente durante la etapa de la promoción. Sin embargo, también existen evidencias 

de su posible papel durante la iniciación de la carcinogénesis, actuando como co-carcinógenos 

al facilitar la acción genotóxica de diversos agentes o como agentes protectores, 

dificultándola. Así, los lípidos podrían alterar la estructura de la cromatina y afectar la 

accesibilidad de carcinógenos, la reparación del ADN y/o el acceso de la maquinaria de 

transcripción a determinados genes ([1937]). En este sentido, estudios in vitro sugieren que 

las interacciones electroestáticas entre histonas y ADN pueden verse afectadas por 

interacciones con membranas nucleares que contienen fosfolípidos acídicos y esfingosina, 

modulando así la función de la maquinaria genética de replicación, transcripción y reparación del 

ADN ([2571], [2572]). Además, la presencia de fosfolípidos, fundamentalmente 

esfingomielina y fosfatidilserina, plasmalógenos y colesterol, como componentes de la 

cromatina, está actualmente bien documentada, y algunos estudios sugieren que estos lípidos 

nucleares podrían jugar papeles importantes en la regulación transcripcional que refleja el 

estado metabólico 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 carcinógeno-ADN en las células 

epiteliales mamarias de los animales alimentados con dieta hiperlipídica n-6 ([3581]). 

Además, la administración 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 

iniciación de los PUFA n-6, pero no de los lípidos saturados ([4178]). En cambio, la 

exposición a CLA durante el período de maduración de la glándula mamaria en rata se ha 

demostrado que proporciona un efecto protector en la iniciación de la carcinogénesis ([3195]). 

Otros aspectos a considerar son la posible acción carcinogénica iniciadora de las sustancias 

acompañantes de las grasas, como contaminantes alimentarios, aditivos y hormonas, así como 

la posibilidad de que los lípidos pudieran activar determinadas sustancias exógenas 

carcinogénicas o modular la producción endógena de sustancias capaces de dañar el ADN 

([860], [943], [1029]).  

Los mecanismos por los cuales los lípidos de la dieta pueden actuar sobre el desarrollo 

del cáncer de mama no han sido totalmente dilucidados, pero a partir de los datos 

experimentales, éstos se podrían establecer a varios niveles, entre los que destacarían: 1) el 

crecimiento y maduración sexual, 2) el estatus hormonal, 3) las modificaciones de la 

membrana celular, 4) la transducción de señales, 5) la expresión génica, 6) el sistema 

inmunitario, 7) el estrés oxidativo y 8) el metabolismo de xenobióticos. Probablemente, in 

vivo, los lípidos actúen a través de todos estos mecanismos de una forma integrada, 

simultánea y/o secuencial. 

1. CRECIMIENTO, MADURACIÓN SEXUAL Y OBESIDAD  

Diversas evidencias epidemiológicas sugieren que determinados aspectos de la 

fertilidad y la maduración sexual se encuentran entre los factores de riesgo del cáncer de 

mama. Así, la nuliparidad (no tener descendencia) o un primer embarazo en edad avanzada 

constituyen factores de riesgo debido a que en estos casos la glándula mamaria no alcanzaría 

su máxima diferenciación, o bien la alcanzaría muy tarde. El avance de la pubertad 

(menarquia precoz) y la menopausia tardía también son factores de riesgo ya que aumentan el 

número total de ciclos reproductivos en los que la glándula mamaria sufre un proceso de 

crecimiento e involución, lo cual influye en su susceptibilidad a la carcinogénesis. Además, 

en la menarquia precoz se induce una proliferación temprana de las células mamarias por  

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

La pubertad está influida por factores hormonales, nutricionales y energéticos 

([7620]). El desarrollo puberal se origina en el momento que el eje hipotálamo-hipófiso-

gonadal es completamente maduro ([7628]). La GnRH es la responsable, a nivel 

hipotalámico, de dicho eje ([7629], [7630], [7631], [7632], [7633]). Las etapas iniciales de la 
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maduración sexual están mediadas por la aceleración de la secreción pulsátil de GnRH 

([7634]). La generación de esta secreción pulsátil es el resultado del equilibrio dinámico entre 

señales hipotalámicas excitadoras e inhibidoras ([5907], [7633], [7637], [7653]). Además, las 

neuronas GnRH están controladas por el neuropéptido Kisspeptina, el cual, a través de su 

receptor, resulta clave en diversos aspectos de la maduración y  la reproducción, desde la 

diferenciación sexual del cerebro y el inicio de la pubertad, hasta la regulación, ya en edad 

adulta, de la secreción de gonadotropinas y el control metabólico de la fertilidad ([7619], 

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

Es un hecho bien establecido que para que se inicie la pubertad y la reproducción se 

pueda llevar a cabo se requiere un depósito de energía suficiente y un estado metabólico 

adecuado ([5423], [5795], [5797]), por lo que los factores nutricionales pueden influir en 

dicho inicio. Las alteraciones en la homeostasis metabólica afectan al eje gonadotrópico y a la 

expresión de Kisspeptina en el hipotálamo ([5869]). De hecho, el tejido adiposo es dinámico y 

está en constante comunicación con otros tejidos relevantes, incluyendo los centros 

reguladores de la ingesta del cerebro ([7624]). Es, además, el principal lugar de producción 

periférica de estrógenos y al mismo tiempo secreta una serie de péptidos, las adipoquinas, que 

realizan funciones endocrinas relacionadas con el metabolismo y la reproducción ([6596]). 

Entre dichas adipoquinas se encuentra la Adiponectina, el factor de crecimiento insulínico 

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

Leptina y Adiponectina regulan la secreción de GnRH ([7619]). La hormona Leptina, 

es producida principalmente en tejido adiposo y, en menor medida, en células epiteliales de la 

glándula mamaria, ovarios, estómago 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 hipotálamo de los niveles de reservas energéticas y adiposidad, el peso 

corporal y el estado nutricional, a la vez que participa en la regulación del apetito y la 

termogénesis ([5795], [5797], [6658], [7622]). Actualmente, está establecido que Leptina 

actuaría como un importante regulador del sistema hipotalámico de Kisspeptina y, por tanto, de 

la funcionalidad del eje reproductivo ([5796], [5869]). Además, la expresión del gen de la 

Leptina y su secreción, están reguladas, entre otros factores, por las hormonas esteroideas 

([6661], [6966]). Así, 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 



Introducción 
 

42 

 

funciones mediante la unión a su receptor AdipoR ([7541], [7542], [7553]). Está involucrada 

en el metabolismo lipídico y el mantenimiento de la energía homeostática, aunque a 

diferencia de las otras adipoquinas, sus niveles están inversamente correlacionados con el 

acúmulo central de grasa ([7663], [7666], [7667], [7670], [7658]). Por otra parte, ambas  

adipoquinas se han relacionado con otras funciones. Así, se ha atribuido a la Leptina un papel 

en el desarrollo epitelial de la glándula mamaria promoviendo la proliferación celular ([4865]). 

Además, se ha descrito expresión de su receptor en diversos tipos de tumores incluidos los de 

mama ([7663], [7668], [7669]). Adiponectina parece realizar una función opuesta a Leptina, es 

decir, inhibiría la proliferación celular. Por este motivo, los niveles de ambas adipoquinas y sus 

respectivos receptores podrían jugar un papel importante en la carcinogénesis mamaria ([7541], 

[7542], [7546]). 

Existen evidencias de la influencia de los lípidos de la dieta en el crecimiento y 

maduración 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. Así, 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 podría estar 

directamente relacionado con las características de los ácidos grasos, como el tipo de 

estructura, la longitud de la cadena o el grado de insaturación (número de dobles enlaces) 

([7475]). Estos datos estarían de acuerdo con estudios epidemiológicos que han asociado 

diferentes patrones dietéticos con el riesgo de desarrollar obesidad. En este sentido, la Dieta 

Mediterránea, 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 podría tener efectos 

beneficiosos sobre el peso corporal sería a través de la molécula oleiletanolamida (OEA) 

([7168], [7210]). La OEA es un ácido graso etanolamida, también conocido como N-

aciletanolamida. Ésta familia de moléculas lipídicas señalizadoras se localiza principalmente 

en el intestino delgado, tejido adiposo, neuronas aferentes y en varias zonas del cerebro. 

Existe una fuente de OEA exógena, a través de la ingesta de nutrientes con ácido oleico, así 

como una fuente endógena. 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 
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([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 ácido oleico, a través de la regulación de la 

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

2. INFLUENCIA SOBRE EL ESTATUS HORMONAL 

Los estrógenos son las hormonas que podrían estar más directamente implicadas en la 

acción de los lípidos de la dieta sobre el cáncer de mama, ya que participan en todos los 

procesos, normales y patológicos de la glándula mamaria. En este sentido, participan, por un 

lado, en la iniciación del cáncer de mama debido a los efectos genotóxicos de sus metabolitos, 

y por otro lado, ejercen efectos como cocarcinógenos y en la promoción de la carcinogénesis 

mediante la estimulación de la proliferación y el crecimiento celular ([7158]).  

Los lípidos de la dieta podrían estar implicados en la modificación de la disponibilidad 

de los estrógenos y, por lo tanto, estarían influyendo en el desarrollo del cáncer de mama ya 

que es una patología hormonodependiente. Así, la alteración del metabolismo de los 

estrógenos es un posible mecanismo a través del cual los lípidos de la dieta podrían modificar 

el proceso carcinogénico mamario. Una ingesta elevada de grasas puede aumentar el tejido 

adiposo corporal y mamario, y, consecuentemente, también aumentaría la síntesis de 

estrógenos a partir de andrógenos, secretados por la glándula 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-menopáusicas el tejido adiposo se convierte en la 

principal fuente de estrógenos procedentes de dicha actividad aromatasa ([4595]). Por lo 

tanto, las mayores tasas de cáncer de mama observadas en mujeres post-menopáusicas y 

obesas ([5367], [5368]) podrían estar asociadas con un aumento de los niveles de estrógenos 

([6823]). 

Por otro lado, se ha descrito que los PUFA n6 pueden aumentar la estrogenicidad a 

tres niveles: 1) por desplazamiento de los estrógenos de su proteína transportadora, 

incrementando los niveles de hormona libre; 2) aumentando la afinidad por su receptor; y 3) 

inhibiendo la actividad de la enzima 17-deshidrogenasa e impidiendo, de esta forma, el paso 

de estradiol a estrona ([976], [3421], [3568]). Además, un incremento en el consumo de EPA, 

a través de la ingesta de pescado, disminuye la formación de prostaglandina E2 (PGE2), un 

metabolito del ácido araquidónico que estimula la actividad de la aromatasa P450, lo cual 

disminuiría la producción local de estrógenos y el crecimiento estimulado por éstos ([4546]). 
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Asimismo, el aumento de la ingesta de grasas causa un incremento de la secreción biliar, 

cuyos ácidos biliares y derivados del colesterol pueden ser transformados a estrógenos por 

ciertas bacterias de la flora intestinal ([1666]). En este sentido, la actividad moduladora de la 

biosíntesis de ácidos biliares característica del escualeno, componente minoritario del aceite 

de oliva virgen, podría 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, presentarían efectos antiestrogénicos debido a su semejanza estructural con el 

estradiol y el antiestrógeno sintético tamoxifeno. Además, los lignanos inhiben la 

proliferación inducida por estradiol de células de cáncer mamario humano MCF-7, y 

estimulan la síntesis 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 hiperlipídicas ([918], 

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

Otro aspecto a tener en cuenta en la posible relación entre los lípidos de la dieta y los 

estrógenos en cáncer es el hecho de que el ciclo redox del metabolito catecol estrógeno 4-

hidroxioestradiol, catalizado por enzimas CYP, da lugar a radicales libres que pueden dañar el 

ADN y podrían provocar la peroxidación lipídica de los ácidos grasos ([3568]).  

Por otra parte, el efecto de los lípidos de la dieta podría estar relacionado con los 

receptores esteroideos. En ratas, una dieta rica en PUFA n6 aumentó el nivel de RE en la 

glándula mamaria de animales vírgenes. En ratas gestantes, dicha dieta aumentó los niveles de 

RE, sin embargo, en la descendencia los niveles de RE en glándula mamaria disminuyeron 

significativamente, en asociación con una disminución de la diferenciación epitelial a favor de 

un mayor número de estructuras dianas de la transformación maligna ([3588]). Sin embargo, 

en otros estudios, la ingesta de dietas ricas en grasas no ha mostrado influencias sobre los 

niveles de receptores de estrógenos y progesterona ([1046], [5664]). Asimismo, se ha 

postulado que la obesidad afectaría el desarrollo del cáncer de mama en etapas tempranas en 

la tumorigénesis sin alterar el estado de receptores de estrógenos en el tumor ([5887]). Por 

tanto, no hay datos concluyentes sobre la influencia de los lípidos 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 lípidos de la dieta 

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

3. MODIFICACIONES DE LA MEMBRANA CELULAR 

La composición en lípidos polares (fosfolípidos, esfingomielina y cardiolipina en 

mitocondria) y el contenido en colesterol de las membranas celulares están finamente 

regulados por las células, y pueden variar en función de los lípidos que habitualmente se 

ingieren ([1047], [1518], [2264], [3185]). Las membranas celulares parecen mantener 

relativamente constante sus niveles de ácidos grasos saturados (SFA) y MUFA dentro de un 

amplio rango de variación en la dieta de estos ácidos grasos. En cambio, la composición de la 

membrana es más 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 lipídico 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 vías de 

transducción de señales y el grado de peroxidación lipídica en dichas membranas ([4541]). 

Así, elevadas cantidades de PUFA n6 en las membranas se han asociado a una mayor tasa de 

proliferación 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 proteínas específicas integrales y 

unidas a membrana, su conformación y su interacción con otros de sus componentes, lo cual 

podría producir cambios funcionales ([2264], [2276]). En este sentido, se ha descrito que las 

dietas ricas en distintos ácidos grasos modifican la densidad y/o conformación de los canales de 

sodio ([1518]). También se ha descrito que un incremento del contenido de ácidos grasos 

insaturados de los fosfolípidos 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]). 

Además, lípidos específicos de membrana regulan la función de proteínas anfitrópicas a las que 

se unen débil y reversiblemente mediante interacciones covalentes o no covalentes ([2612]). Las 

interacciones con lípidos de membrana pueden afectar a su ensamblaje, plegamiento u 

organización topológica y, por lo tanto, a su función. Proteínas implicadas en la transducción de 

señales generadas en las membranas, como las GTPasas Ras, fosfocolina citidiltransferasa, PKC 

(Proteína quinasa C)  y PLC (Fosfolipasa C), son comúnmente reguladas por anfitropismo 



Introducción 
 

46 

 

([4804]). Por otra parte, varias proteínas de la matriz extracelular y del citoesqueleto, como 

vinculina, α-actinina, profilina y gelsolina, pueden interactuar con fosfolípidos de membrana, 

regulando procesos fundamentales como la división, migración, adhesión celular, cambio de 

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

Existen también evidencias de que la composición de los fosfolípidos de la membrana 

nuclear interviene en la regulación de la funcionalidad de ésta y, en consecuencia, de procesos 

como la replicación y la transcripción del ADN o el transporte núcleo-citoplasmático del 

ARN ([2264], [4816]). 

Por otra parte, los lípidos también podrían influir en la carcinogénesis modulando 

procesos de comunicación celular. En este sentido, en un modelo de cáncer de mama en rata 

se ha descrito que los PUFA n6 son capaces de bloquear la comunicación 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 cooperación metabólica. Dicho bloqueo 

resulta en la no transferencia de señales inhibitorias entre células tumorales, lo que conduce a 

una proliferación descontrolada de las células iniciadas y a la promoción del desarrollo 

tumoral ([927], [1489], [4824]). 

También se ha sugerido un papel de los lípidos de la dieta en la organización de los 

microdominios de la membrana plasmática, en concreto los conocidos como balsas lipídicas o 

Lipid Rafts (LR), y las caveolas ([5449], [5451], [6336]). Dichos dominios tienen una 

composición característica tanto de lípidos como de proteínas, de manera que cambios en su 

organización pueden conducir a una desregulación de la propia célula. Dichos efectos serán 

tratados detalladamente en el subapartado E de este capítulo. 

4. EFECTOS SOBRE LA TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES 

Los lípidos de membrana, por la acción de varias fosfolipasas (PLA2, PLC, PLD) 

activadas por complejos agonista-receptor, pueden generar gran cantidad de moléculas 

bioactivas que actúan como segundos mensajeros o como moduladores en las cascadas de 

señalización intracelular ([2789], [4541]). Entre ellas, inositol-trifosfato (IP3), diacilglicerol 

(DAG) y ácidos grasos libres (free fatty acids, FFA) que activan PKC, y ácido fosfatídico 

(PA) que, además, puede ser metabolizado a DAG. Asimismo, PA actuaría, como coactivador 

de la vía de MAPK junto con p21Ras ([2260], [2430], [3695], [3701]). Por lo tanto, los 

cambios en las propiedades físico-químicas de la membrana que se puedan producir por 

modificaciones en la cantidad o el tipo de lípidos de la dieta, afectarán a la producción y 
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composición de los segundos mensajeros, alterando la expresión génica y la función celular 

([3947]). Se ha comprobado que algunas dietas hiperlipídicas incrementan el nivel de DAG y 

la cantidad de PKC asociada a la membrana ([1942], [2054]). Además, los FFA modifican las 

actividades de las fosfolipasas, PKC y otras quinasas, proteínas G, ciclasas, así como canales 

iónicos y la movilización del calcio ([2137], [2264], [2276], [2430], [2556]). Por el contrario, 

el ácido araquidónico inhibe algunas quinasas ([2137]). También se ha descrito que los PUFA 

oxidados inhiben tirosina fosfatasas (PTPasas), y por tanto incrementarían en general la 

fosforilación de tirosinas de las proteínas celulares. En trabajos in vitro se ha comprobado que 

determinados metabolitos del ácido linoleico pueden inhibir la defosforilación del EGFR, 

aumentando así la cascada de señalización intracelular ([3535], [3824], [5612]), aunque 

resultados obtenidos por el grupo investigador no muestran modificación de la activación de 

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

Los lípidos de la dieta pueden afectar la actividad de las proteínas Ras, reguladores 

críticos de la función celular, como el crecimiento, diferenciación y apoptosis, aunque los 

mecanismos no son aún conocidos. En este sentido, en el modelo de cáncer de colon inducido 

con azoximetano, una dieta rica en aceite marino disminuyó el contenido de Ras unido a 

membrana, mientras que una dieta rica en aceite de maíz aumentó dicha localización sin 

alterar la farnesilación ni la palmitoilación de la proteína ([3355]). Otros autores han 

demostrado que los PUFA n3, en comparación con los PUFA n6, disminuyen la relación Ras 

membrana-citosol ([2955]). En relación al aceite de oliva, los compuestos minoritarios como 

el hidroxitirosol o el escualeno, pueden influir en el metabolismo lipídico, disminuyendo los 

niveles de intermediarios lipídicos requeridos para la prenilación de Ras, necesaria para su 

activación 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 activación 

de Ras disminuyéndola, pero no modifican su localización celular. Asimismo, también se 

produce la regulación de algunas de las principales vías de señalización de Ras, induciendo un 

balance proliferación/apoptosis a favor de esta última ([6879]). 

En relación con la modulación del ciclo celular, algunos estudios sugieren que el 

incremento en la proliferación y en el número de células en fase S producido por un tratamiento 

con ácido linoleico resultaría de la modulación de las distintas vías MAPK existentes en la célula 

([4542]). Otros trabajos han demostrado que los PUFA n6 reducirían la duración del ciclo celular, 

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

concentraciones (<1 g/ml) tendrían un efecto estimulador ([3569]). 

Por otra parte, a partir de los fosfolípidos de membrana se producen FFA precursores 

de eicosanoides (prostaglandinas, prostaciclinas, tromboexanos y leucotrienos). Existen dos 

familias de eicosanoides; los derivados del ácido linoleico (n6), vía ácido araquidónico, y los 

derivados del ácido linolénico (n3), vía EPA ([3185]), que muestran diferentes efectos, en 

algunos casos, contrarios ([2050]). PGE2, producto del ácido araquidónico, promovería la 

supervivencia celular, inhibiendo la apoptosis y estimulando la proliferación celular, y 

potenciaría la progresión tumoral, promocionando la angiogénesis del tumor y las metástasis 

([4324], [4546]). En este sentido, el efecto promotor tumoral de las dietas hiperlipídicas en el 

cáncer de mama se ha correlacionado con una mayor producción de prostaglandinas ([1107]). 

Los inhibidores de la síntesis de las prostaglandinas bloquean parcialmente el efecto promotor 

de las dietas hiperlipídicas ricas en PUFA n-6 en la carcinogénesis mamaria inducida por 

DMBA ([2245], [2265]). En relación a los PUFA n-3, CLA y ácido oleico, se ha postulado 

que su efecto protector se basaría en la utilización de las mismas enzimas de la síntesis de 

prostaglandinas que los PUFA n-6. Este hecho induciría un cambio en las proporciones del 

tipo de eicosanoides sintetizados ([3567], [3568], [3569], [4546]). Además, en el aceite de 

oliva, los compuestos minoritarios como el hidroxitirosol o el escualeno, también pueden 

influir en el metabolismo lipídico, disminuyendo los niveles de intermediarios lipídicos, que 

en el caso del escualeno implicaría una disminución de la prenilación de Ras, necesaria para 

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

5. EFECTOS SOBRE LA EXPRESIÓN GÉNICA 

Numerosos trabajos han descrito que diferentes componentes de la dieta (PUFA, 

colesterol, glucosa/fructosa, determinados minerales y vitaminas liposolubles) pueden 

modular específicamente la transcripción génica, el procesamiento y la estabilidad de los 

transcritos de genes implicados en diversas vías del metabolismo (glucólisis, lipogénesis, etc.) 

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

En relación a los lípidos, éstos podrían influir en la expresión génica de dos modos 

diferentes: un control directo, rápido y agudo de los niveles de expresión, y una modulación 

adaptativa a largo plazo de la composición de la membrana celular que podría modificar a su 

vez la señalización intracelular ([2415], [4540]). La modulación de la expresión génica por 

parte de los PUFA está bien caracterizada en el caso de los genes implicados en la lipogénesis 
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hepática y otras vías metabólicas ([2545], [2547], [3929]). Así, los PUFA n3 y n6 inhiben la 

expresión de enzimas relacionadas con el metabolismo de carbohidratos y la biosíntesis de 

ácidos grasos, mientras que los SFA y los MUFA no tienen tal efecto ([2422], [2549], 

[2617]). Se ha descrito que la acción de los PUFA depende de una serie de condiciones: un 

contenido mínimo de 18 carbonos; un mínimo de 2 dobles enlaces localizados en las 

posiciones 9 y 12, uno de los cuales puede estar en configuración trans; y sufrir desaturación 

por la 6-desaturasa ([2542]). También se ha constatado que los PUFA inducen la expresión 

de genes implicados en la oxidación lipídica y la termogénesis ([3844]).  

Además, existen cada vez más evidencias de que los lípidos pueden regular la expresión 

de genes implicados en la transformación neoplásica. Trabajos in vitro realizados en diferentes 

líneas celulares humanas de cáncer de mama tratadas con PUFA n3 mostraron cambios en la 

expresión de genes implicados en apoptosis, señalización intercelular, comunicación celular, 

metabolismo o interacción con patógenos. En cambio, tal efecto no fue observado en el caso de 

los PUFA n6 ([7154]). Por otra parte, la administración de ácido linoleico a células tumorales 

mamarias indujo cambios en la expresión del RE α, la proteína G G13a, la p38 MAPK, así como 

de genes implicados en la regulación del ciclo celular y la transcripción del ARN ([4542]). Los 

ácidos grasos insaturados han demostrado poder reducir significativamente el tiempo de 

duplicación de las células mamarias normales y tumorales en cultivo, provocando un aumento de 

la actividad mitótica ([918]). Este efecto se ha relacionado con una regulación de la expresión de 

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

Además, los ácidos grasos o sus metabolitos han demostrado poder controlar la 

actividad de algunos factores de transcripción, mediante su unión y activación de varios 

receptores nucleares, incluyendo la familia de los receptores activados por proliferadores de 

peroxisomas (PPAR), el receptor X hepático (LXR) tipo α, el del ácido retinoico (RX) tipo α 

y el receptor nuclear hepático 4 (HNF-4) tipo α. Igualmente, los ácidos grasos pueden actuar 

alterando la actividad o la abundancia nuclear de los factores de transcripción sin necesidad 

de unirse a ellos, como es el caso de NF-κB (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-1α (hypoxia-inducible factor-1α) ([4541], 

[4543]). 

Resultados propios del grupo de investigación demostraron que una dieta hiperlipídica 

PUFA n-6 disminuye la expresión del gen PCPH, implicado en la diferenciación de la 
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glándula mamaria a través, al menos en parte, de una actuación sinérgica con Ras ([4811], 

[5321]). Además, la ingesta de dicha dieta aumenta los niveles de ARNm de β-Actina y de su 

transportador ZBP1, cuya desregulación 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 sobreexpresión de los genes ciclooxigenasa COX-1 y COX-

2. Por el contrario, las dietas hiperlipídicas PUFA n3 ejercerían un efecto antitumoral a través 

de la inhibición de la expresión de COX-3 ([3616], [4324], [4546], [6769]). Algunos 

oncogenes y genes supresores de tumores también pueden ser regulados por los ácidos 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, Bcl-xL y Bak ([2272], [3012]) y 

BRCA1 y BRCA2 ([3857], [4325]), entre otros. La expresión de EZH2, una proteína nuclear 

modificadora de histonas, implicada en regular la conformación de la cromatina, también se 

ha encontrado influida por ácidos grasos pudiendo así ejercer un efecto sobre la regulación 

epigenética de la expresión génica ([7152], [7375]). Otros estudios han demostrado efectos 

sobre genes involucrados en angiogénesis, invasión y metástasis, como E-cadherina ([4401]), 

Maspina ([3983]) y algunas moléculas mediadoras de la cascada angiogénica, como VEGF, 

PDGF, el de fibroblastos (FGF), COX-2, la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), el factor 

de necrosis tumoral α (TNFα), metaloproteasas de matriz (MMPs) y β-Catenina ([7151]). 

Los efectos inespecíficos de las dietas hiperlipídicas en el cáncer 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 regulación de la 

expresión de genes hepáticos como la carnitina palmitoil transferasa tipo 1 (CPT-1) y la 

sintasa HMG-CoA, implicados en el metabolismo lipídico. Los resultados obtenidos, junto 

con los cambios observados en el perfil lipídico y el peso y masa corporal, sugieren que el 

cáncer modifica la regulación de dichos genes por los lípidos de la dieta, así como la 

expresión de PPARα ([4743]). 

En los últimos años, con la irrupción de las técnicas de análisis de la expresión génica 

mediante Microarrays, se han publicado diversos trabajos sobre el efecto de los lípidos de la 

dieta en el perfil de expresión génica en células tumorales. El equipo investigador, utilizando 

dicha tecnología, identificó 4 genes diferencialmente expresados en cáncer de mama 

experimental por efecto de una dieta rica en PUFA n6: α-2u globulina submaxilar, VDUP1 
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(vitamin D3-upregulated protein 1), el gen improntado H9 y un gen de función desconocida 

que codifica la secuencia de expresión (EST) ([2385]). La regulación a la baja de estos genes 

en los adenocarcinomas de los animales alimentados con dicha dieta se asoció con su mayor 

malignidad clínica y anatomopatológica ([4735]). En otros trabajos similares, los lípidos se 

han asociado con cambios en la expresión de genes implicados en la regulación del ciclo 

celular y la transcripción del ARNm ([4542]), apoptosis, interacción huésped-patógeno, 

señalización y comunicación celular, transducción de señales y metabolismo ([7154]). En 

modelos de cáncer de próstata y de colon, dietas hiperlipídicas han mostrado influencia sobre 

la expresión de genes implicados en inflamación, metabolismo de ácidos grasos y glucosa, 

metabolismo de andrógenos y actividad de proteínas kinasas, así como de moléculas de la 

matriz intra- y extracelular, factores de crecimiento y genes de respuesta a andrógenos 

([4895], [7149]).  

Más recientemente, el grupo de investigación ha estudiado el efecto sobre la expresión 

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 expresión de genes implicados en vías de apoptosis y del sistema 

inmune, no sólo en la glándula mamaria sana sino también en los tumores. En cambio, las 

dietas ricas en aceites de oliva virgen extra aumentan la expresión de genes implicados en la 

apoptosis. Este diferente perfil de expresión 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 lípidos de la dieta son capaces de modular la respuesta inmune y la producción de 

citoquinas inflamatorias. Asimismo existe una asociación entre el proceso inflamatorio y el 

desarrollo tumoral ([7086]), la cual está reconocida como una característica importante del 

desarrollo del cáncer ([7349]). Los procesos de la inflamación están implicados en la 

tumorigénesis y en la progresión metastásica, incluso en tipos de cáncer cuya etiología no 

incluye una inflamación pre-existente o una infección, como suele ser el caso del cáncer de 

mama ([7368]). La activación de dichos mecanismos desencadena la estimulación de factores 

de transcripción en las células tumorales, siendo el Transductor de Señal y Activador de la 

Transcripción 3 (STAT3) y el NFκB de los más relevantes. Estos factores coordinan la 

producción de mediadores inflamatorios, incluyendo citoquinas y quimioquinas, facilitando 

con ello el reclutamiento y la activación de células mieloides (macrófagos, mastocitos, 
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eosinófilos y neutrófilos). Las citoquinas y factores solubles producidos activan estos mismos 

factores de transcripción en células inflamatorias, estromales y tumorales, resultando en la 

producción aumentada de mediadores de la inflamación y la generación de un microambiente 

inflamatorio asociado ([7086]).  

En cuanto al efecto de los lípidos 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 proporción de PUFA n6:n3 alta probablemente incrementan la generación 

de eicosanoides inflamatorios, mientras que dietas con una proporción baja de n6:n3 

decrecerán su producción ([4541]). Es probable que las prostaglandinas estén implicadas en el 

efecto inmunosupresor de los lípidos ([921]). Por ejemplo, la PGE2 inhibe a macrófagos, 

células T y B, y estimula las células inmunosupresoras ([2085], [4155], [4547]), además de 

inhibir la producción de algunas citoquinas, como interleucina (IL) 2 o interferón-γ, y de 

estimular la de otras, como IL-4, IL-5 y IL-10. Por otro lado, se ha observado una inhibición 

de la proliferación de linfocitos in vitro, una disminución en la secreción de TNF, IL1, IL2 e 

IL6 y una inhibición de la actividad de las células NK y de los linfocitos T citotóxicos por 

efecto del ácido araquidónico y los PUFA n3 ([4547]). Algunos receptores nucleares podrían 

ser los candidatos a mediar estos efectos sobre el sistema inmune. Así, la activación de 

PPARs por los ácidos grasos suprime la expresión 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 podría ser un potente mediador de la respuesta inmune y 

que podría modificar la producción inflamatoria de citoquinas. La atenuación de estos procesos 

que provoca el aceite de oliva podría explicar los efectos beneficiosos sobre el riesgo del cáncer 

([4300]). Se ha demostrado que el ácido oleico tiene efectos anti-inflamatorios ([4992]). 

Además, algunos fenoles del aceite de oliva virgen extra pueden inhibir la producción 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 cáncer de colon en la descendencia, predominantemente aumentando el número 

total de células linfáticas y de linfocitos CD8 (+) en los tumores ([4837]). Por el contrario, el 

consumo de una dieta rica en ácido oleico por humanos sanos no parece dar lugar a una 

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

El daño en el ADN, las proteínas y los lípidos inducido por ROS  juega un papel muy 

importante en el desarrollo y la progresión de numerosos procesos patológicos incluido el 

cáncer. El daño oxidativo en el material genómico puede resultar en una parada o 

estimulación del proceso de replicación, inducción de vías de transducción de señales, errores 

en la replicación o inestabilidad genómica ([6196]). Del mismo modo, radicales libres y 

diferentes productos de la peroxidación lipídica pueden causar lesiones premutagénicas en el 

material genético de la célula. Un ejemplo de ello son los aductos formados por el aldehído 

malon-di-aldehido (MDA), o la base modificada 7,8-dihydro-8-oxo-2’-deoxyguanosine (8-oxo-

dG), producto inespecífico de la oxidación ([6074], [6143]). Estas lesiones pueden ser reparadas 

o fijarse como mutaciones en el ADN colaborando así en la transformación de una célula sana 

en las etapas iniciales del cáncer, y/o ayudando durante la fase de promoción, donde se 

necesitaría de la continua presencia de un estímulo promotor tumoral, como podrían ser los 

radicales libres ([5845], [6446]). En la progresión del cáncer, que implica el paso desde un 

estado preneoplásico a un estado neoplásico, los radicales libres podrían tener un papel en la 

transducción de señales, así como en la capacidad invasiva y metastásica del tumor ([6430], 

[6434]). 

Alteraciones en las enzimas antioxidantes (Superóxido Dismutasa -SOD-, Catalasa, 

Glutatión Peroxidasa -GPx-) y en antioxidantes no enzimáticos (Glutatión -GSH-, vitamina C, 

Tiorredoxina -TRx-), así como en vías de señalización relacionadas, son comunes en muchos 

tipos de cáncer ([5812], [6456]) y, en particular, en el de mama ([6083]). En general, se ha 

descrito una disminución de la capacidad antioxidante en las células tumorales respecto al 

tejido sano, lo que podría favorecer la formación de lesiones en el ADN, y conferiría a la 

célula tumoral un fenotipo más agresivo y, por tanto, un peor pronóstico ([5845], [6456]). 

Resultados del equipo investigador han mostrado la pérdida de capacidad antioxidante en los 

tumores mamarios experimentales con respecto a la glándula mamaria normal. Sin embargo, 

existen discrepancias entre los numerosos estudios realizados ([6095], [6440]). Así, algunos 

autores han observado una correlación entre un aumento de la actividad de las enzimas 

antioxidantes con un peor pronóstico del cáncer, sugiriendo que dicho incremento protege a la 

célula de ser dañada por radicales libres y favorece la proliferación celular. En relación a la 

capacidad antioxidante no enzimática, el resultado más frecuente es la disminución de los 

niveles de GSH y el aumento de la ratio GSSG/GSH como reflejo del estrés oxidativo en 

pacientes con cáncer o animales inducidos con carcinógeno ([6063], [6712], [6720], [6728], 
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[6756]). Se han relacionado bajos niveles de GSH con menor proliferación del tejido mientras 

que el aumento de la ratio implicaría una situación de mayor estrés oxidativo ([6756], [6761]). 

Por el contrario, también se han encontrado altos niveles de glutatión en tumores mamarios 

como respuesta a la situación de elevado estrés oxidativo ocasionada por la enfermedad 

cancerosa ([6715]). Esta situación podría favorecer la proliferación y reducir la apoptosis de 

las células tumorales ([5879], [6759], [6760], [6764]). La regulación de la apoptosis mediante 

el estado redox, promoviendo proliferación en un medio reducido e induciendo apoptosis en un 

estado de oxidación, es un mecanismo que podría favorecer o interferir el proceso carcinogénico 

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

El estrés oxidativo y la peroxidación lipídica juegan un papel importante en la 

carcinogénesis mediada por la nutrición. El estado redox de la célula puede ser modificado por el 

tipo de dieta. De hecho, la mayoría de antioxidantes no enzimáticos se adquieren a través de ella, 

como por ejemplo las vitaminas C y E, los compuestos polifenólicos, 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 ácidos grasos ([3339], [6141]). Entre ellos, los PUFA n3 podrían presentar 

un mayor efecto antioxidante debido, en parte, a la estimulación de la actividad enzimática de 

SOD, GPx y catalasa ([6692]). En relación al aceite de oliva virgen, éste debe su capacidad 

antioxidante a sus componentes minoritarios. Así, aceites de semillas enriquecidos con ácido 

oleico presentan los mismos efectos que un aceite de oliva refinado ([4631]. [6611], [6692]). 

Por otra parte, la ingesta de aceite de maíz, rico en PUFA n6, supone un aumento del estrés 

oxidativo que podría afectar a las enzimas antioxidantes disminuyendo su nivel de actividad 

([6753]). En cambio, se ha descrito que los polifenoles de origen dietético podrían favorecer 

el aumento de los niveles de GSH a través de la enzima γ-glutamilcisteina sintetasa, puesto 

que se han encontrado regiones de elementos de respuesta antioxidante (ARE) en la región 

promotora del gen ([6513]). Además, resultados propios del grupo han demostrado que la 

disminución de la capacidad antioxidante en los tumores mamarios es mayor en los animales 

alimentados con dietas hiperlipídicas respecto a la dieta control.  

Existen múltiples estudios que describen los efectos prooxidantes y antioxidantes de 

dietas con diferente composición lipídica, así 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 cáncer de colon y hepático 
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([4904], [6762], [6770]). Respecto al cáncer de mama, se ha descrito que los antioxidantes de 

la dieta, en general, son capaces de inducir una disminución de los niveles de glutatión en las 

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

8. METABOLISMO DE XENOBIÓTICOS 

Los xenobióticos son un amplio y heterogéneo grupo de compuestos químicos 

externos al organismo que requieren ser metabolizados para poder eliminarse ([7190]). 

Aunque no todos los xenobióticos representan un riesgo para la salud, un gran número de 

ellos pueden ser altamente tóxicos, teratogénicos y/o carcinogéncios, entre ellos, muchos de 

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

El metabolismo de xenobióticos consta de dos fases. En la primera, las reacciones 

llevadas a cabo producen la activación hacia compuestos más reactivos, y en la segunda 

tienen lugar una serie de reacciones enzimáticas que aumentan la hidrosolubilidad de los 

compuestos originariamente lipofílicos y favorecen su excreción, además de reducir su 

capacidad reactiva ([8139], [8149]). El principal órgano metabolizador de xenobióticos es el 

hígado, debido a la mayor concentración y diversidad de enzimas metabolizadoras de 

xenobióticos (xenobiotic metabolizing enzymes, XMEs) seguido del intestino, el pulmón, el 

riñón 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, además de otras como oxido-reductasas, epóxidohidrolasas y peroxidasas.  La 

superfamilia de los CYPs es un grupo de hemoproteínas catalíticas, entre las cuales las 

familias CYP1, CYP2, CYP3, CYP4 y CYP7 son las principalmente involucradas en el 

metabolimso hepático y extrahepático de los xenobióticos ([8069], [8139], [8149]). Los CYPs 

son capaces de metabolizar un gran número de sustratos debido a su baja especificidad, ya 

que existen múltiples formas de la enzima, cada una de las cuales está adaptada al 

metabolismo de grupos compuestos relacionados estructuralmente ([8069]). Por otra parte, las 

principales reacciones que se  encuentran en la fase II son glucuronidación, sulfatación, 

metilación, acetilación, conjungación con glutatión y/o con aminoácidos. Las principales 

familias de enzimas implicadas en el metabolismo de la fase II son UDP-

Glucuronosiltransferasas (UGTs), Sulfotransferasas (STs), N-acetiltransferasas (NATs) y 

Glutatión S-transferasas (GSTs), además de algunas metiltransferasas como S-metil 

transferasas y O-metil transferasas. También forman  parte de esta fase algunas flavoproteínas 

como NQO1 (NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1), que cataliza la reducción de compuestos 
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quinona hasta hidroquinonas contribuyendo a su detoxificación metabólica, sin necesidad de 

conjugarlos con otras sustancias endógenas. En general, las reacciones pertenecientes a la fase 

II se caracterizan por una alta capacidad metabólica pero por una baja afinidad por los 

substratos xenobióticos.  

Múltiples compuestos dietéticos pueden afectar la expresión y regulación de las XMEs 

a través de la activación o inhibición de los factores de transcripción correspondientes. Entre 

ellos, los ácidos 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 expresión de las XMEs puedan verse afectados por 

el tipo de lípidos presentes en la dieta ([6890], [7853]). Sin embargo existen muy pocos 

trabajos sobre la modulación de las XMEs por parte de los lípidos de la dieta y la exposición a 

compuestos carcinogénicos ([6722]). Entre ellos, estudios recientes del grupo investigador 

han demostrado el efecto diferencial que ejercen distintas dietas hiperlipídicas en la expresión 

y actividad hepática de las enzimas de fase I y fase II. Así, 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 patología mamaria. En 

este trabajo se escogió un modelo que utiliza ratas Sprague-Dawley sobre las que se aplica un 

carcinógeno químico, el DMBA (Figura 4), capaz de provocar la aparición de tumores 

mamarios de características muy parecidas a las de los tumores humanos ([1438], [4264]). La 

inducción tumoral se efectuó siguiendo el método de Huggins C et al. ([439], [443]) 

modificado ([1299]). Este carcinógeno, administrado por instilación bucogástrica, presenta 

una serie de ventajas con relación a otros carcinógenos químicos, 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-

inducción prácticamente nula; practicabilidad de la técnica; y alto rendimiento en la 

promoción específica de tumores mamarios con características similares a los humanos. 
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El DMBA (Figura 4) es un compuesto lipofílico que forma parte de la familia de los 

Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos (polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs). Dichos 

compuestos se activan principalmente por las enzimas citocromo P450 (CYP). Las formas 

moleculares intermediarias del proceso de oxidación que catalizan son especies electrofílicas 

reactivas (los metabolitos carcinogénicos), capaces de interactuar con macromoléculas 

celulares, particularmente ácidos nucleicos y proteínas. 

 

 

 

 

 

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

 

Se han descrito tres vías principales de metabolización/activación del DMBA: 1) 

monoxigenación y formación de diol-epóxidos, 2) oxidación por transferencia de un electrón 

y formación de radicales catiónicos, y 3) oxidación dependiente de NADPH y formación de o-

quinonas ([6769]). Los complejos formados por la unión directa de los metabolitos generados 

por estas vías 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 Reparación por 

Escisión de Nucleótidos (NER). Por otra parte, los aductos pueden ser depurinizantes, 

liberándose del ADN por ruptura del enlace glicosídico entre la base purínica y la 

desoxiribosa ([4080], [4081]). Si los aductos no son eliminados ni el ADN reparado, estos 

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

La primera vía descrita está considerada como el mecanismo dominante de 

matabolización del DMBA. Tiene lugar principalmente en la región bay de la molécula, a 

partir de la cual se generan los metabolitos más reactivos, siendo éstos los más estudiados  

([1425], [2629], [8194]). Los PAHS pueden contener en su estructura una región denominada 

bay o en algunos casos una región llamada fjord. Estas son zonas de la molécula donde los 

anillos aromáticos se encuentran más próximos y se genera una región de mayor impedimento 
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estérico. Los diol epóxidos de las regiones bay o fjord son electófilos con una gran capacidad 

de interactuar con el ADN mientras que algunos de los isómeros diol-epóxidos formados en 

regiones no bay o fjord, tienen una menor capacidad mutagénica y/o carcinogénica ([2388], 

[2629], [6769], [7701]). Estudios en microsomas hepáticos de rata han determinado que para 

la mayoría de PAHs su metabolismo da lugar a la formación de diol-epóxidos en la región bay 

principalmente (entre el 60-90% en comparación con el resto de posibles metabolitos 

formados) ([2629], [6769], [7701]). En el caso de la estereoisomería del DMBA, se pueden 

formar cuatro enantiómeros de los diol-epóxidos de la región bay que a su vez pueden 

clasificarse en dos diastereoisómeros dependiendo de la disposición espacial de los grupos 

sustituyentes, como anti-7,12-DMBA-3,4-diol-1,2-epóxido y sin-DMBA-3,4-diol-1,2-

epóxido, ambos con distinta capacidad iniciadora. 

Otra de las vías metabólicas del DMBA, también catalizada por las enzimas CYPs o 

por enzimas con capacidad peroxidasa, consiste en la formación de radicales catiónicos que se 

forman a través de la pérdida de un electrón mediante una oxidación electrónica. Estos 

radicales catiónicos son electrofílicos con capacidad para interaccionar con centros 

nucleofílicos de macromoléculas celulares ([4177]). La probabilidad de una molécula de PAH 

para perder un electrón está relacionada con varios factores, entre ellos: 1) los bajos niveles de 

potencial de ionización (Ionization potencial, IP), 2) la localización de la carga y 3) la 

configuración geométrica que facilite la unión covalente con centros nucleofílicos, por lo que 

puede existir una regioselectividad para la localización de la carga positiva dentro de la 

molécula. En el caso del radical catiónico del DMBA esta carga puede localizarse 

predominantemente en las posiciones de los carbonos 7 o 12, formándose dos posibles grupos 

metilo electrofílicos con capacidad de interactuar con centros nucleofílicos ([6769]). Los 

radicales catiónicos son altamente reactivos e inestables por lo que son difíciles de aislar para 

identificarlos. Estos radicales rápidamente forman aductos, que en el caso de los del ADN son 

inestables y producen depurinizaciones espontáneas ([4177]). La interacción entre los 

radicales catiónicos y el ADN se produce a través de una unión principalmente con las 

posiciones N7 de las bases de guanina y/o las N3 de las adeninas, tras lo cual los enlaces 

glicosídicos con la desoxiribosa son debilitados y se rompen, liberándose el complejo PAH-

base púrica y generando un sitio apurínico en el ADN, que puede derivar en la generación de 

mutaciones ([4177], [6769]). 



Introducción 

59 

 

Finalmente, la última vía es la formación de O-quinonas. A partir de los dihidrodioles 

formados por los CYP1s durante una primera etapa común a la vía de formación de diol-

epóxidos, mayoritariamente de naturaleza trans y próximos a la región bay, éstos pueden 

sufrir una oxidación por las enzimas pertenecientes a la familia de las AKRs (Aldo-keto 

reducatases), una superfamilia de oxidoreductasas citosólicas dependientes de NADPH, de 

manera que los dioles se oxidan hasta cetonas. Posteriormente, de forma espontánea, el grupo 

cetona se reorganiza hasta catecol, que es poco estable y sufre una autooxidación hasta formar 

una o-quinona. Los PAHs o-quinonas son electrofílicos y altamente reactivos con compuestos 

endógenos nucleofílicos. De esta manera, pueden formar conjugados con glutatión 

favoreciendo su eliminación, o con el ADN dando lugar a aductos que pueden ser tanto 

estables como depurinizantes ([6769], [8197]). Además, los PAHs o-quinonas pueden sufrir 

una reducción tanto enzimática como no enzimática para volver a formar el catecol original a 

través de una reacción dependiente de NADPH. Este proceso da lugar a un ciclo redox que 

amplifica la formación de ROS, con capacidad para causar daño en el ADN mediante la 

formación de 8-oxo-dGuo, una lesión que contribuye a la formación de mutaciones en el 

ADN por conversiones G→T ([8197]). 

En los últimos años se ha propuesto una cuarta vía metabólica que afectaría a algunos 

PAHs que contienen en su estructura grupos metilo, como es el caso del DMBA. Estos grupos 

metilo sufrirían una oxidación enzimática por parte de los CYP1s para formar un 

hidroximetilo, el cual pordía ser esterificado por la Sulfotransferasa dando lugar a la 

formación de un ester sulfúrico altamente reactivo ([6769]). 

Los factores críticos del modelo experimental de cáncer de mama inducido con 

DMBA son: 1) la especie animal receptora, 2) la dosis de carcinógeno, y 3) el momento de 

administración del carcinógeno por instilación gástrica. 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 mínimas de semejanza para que los resultados de 

la experimentación animal puedan ser útiles a la hora de abordar el problema en humanos; b) 

posibilita el ensayo útil y practicable ya que es un animal fácilmente 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 

anatomopatológico que los tumores humanos ([4264]); e) presenta hasta los ocho meses 

aproximadamente una incidencia de tumores espontáneos muy baja; f) los tumores 
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espontáneos más 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 inducción tumoral es 

breve (20-40 días). En definitiva, la rata Sprague-Dawley es, por sus propiedades, una de las 

más utilizadas en las investigaciones oncológicas ([446]).  

En cuanto a la dosis de carcinógeno, existe una relación estequiométrica entre ésta y 

los parámetros de la inducción -incidencia, media tumoral, intervalo de aparición, etc.-, y 

entre ésta y los efectos tóxicos del DMBA. Así, dosis de 20 mg DMBA/animal son las 

óptimas para ensayar agentes inhibidores, y dosis de 2.5 a 5 mg DMBA/animal para agentes 

promotores. Más de 20 mg DMBA/animal no mejoran la eficacia del método y, en cambio, 

aumentan la mortalidad post-inducción y los efectos extratumorales del carcinógeno. La 

administración oral del carcinógeno mediante instilación gástrica es la más efectiva y cómoda. 

Utilizando una única dosis los resultados son mejores que con cualquier otro sistema ya que 

se produce una baja mortalidad debido a los efectos tóxicos del carcinógeno, un desarrollo 

rápido de tumores mayoritariamente mamarios, una alta incidencia y un alto contenido 

tumoral.  

El momento en que se realiza la inducción es clave para la producción tumoral. La 

susceptibilidad de la glándula mamaria de la rata a los carcinógenos químicos depende del 

estado en que se encuentre el animal en el momento de la administración del carcinógeno. En 

general, los estudios que utilizan DMBA realizan la inducción sobre animales hembras de 50-

55 días de edad, poco tiempo después de la edad media de pubertad, cuando se dan una serie 

de características en el animal que lo hacen más receptivo a los efectos del carcinógeno. 

Además, esta edad coincide con la época de mayor síntesis de ADN en la glándula mamaria, 

en relación también con el estado hormonal ([472]). Asimismo, se debe tener en cuenta el 

historial reproductivo de los animales, ya que la tasa de proliferación, y consecuentemente la 

cantidad de DMBA unido a ADN, es diferente según si la glándula mamaria es de una rata 

nulípara o multípara. Así, las ratas vírgenes o nulíparas tienen una glándula mamaria con alto 

contenido en TEBs con elevada capacidad proliferativa, con una mayor captación de 

metabolitos reactivos del DMBA y formación de epóxidos. Además, tienen una menor 

capacidad para eliminar los aductos ya que la duración de la fase G1del ciclo celular es 

menor. En cambio, estructuras más diferenciadas, como las AB, que predominan en la 

glándula mamaria de los animales preñados, se caracterizan por tener baja actividad sintética 
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de ADN, bajo índice mitótico, baja captación de carcinógeno, y mayor capacidad para reparar 

daños en el ADN ([3122], [3505]). El DMBA induce en estos animales la formación 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 glándula mamaria en el momento de la inducción aún se diferencian en AB, pero su número 

siempre es menor que en animales no inducidos. Aquellos TEBs que ya se habían 

transformado en estructuras más diferenciadas (AB y estructuras lobulares tempranas) antes 

de la administración del carcinógeno, no desarrollan carcinomas ([3122]). La observación 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 más diferenciadas, indicaría que el carcinógeno requiere de una diana estructural 

adecuada y que el tipo de lesión inducida es dependiente del área de la glándula mamaria 

afectada. Este hecho viene corroborado por la mayor incidencia de tumores localizados en las 

glándulas de la región torácica, que son las que mayor cantidad de TEBs poseen ([1520], 

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

 

E. MECANISMOS DE ACCIÓN DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA 

EN CÁNCER DE MAMA: CAMBIOS EN LA MEMBRANA CELULAR 

1. MEMBRANA CELULAR. CARACTERÍSTICAS 

La membrana celular juega un papel importante en los procesos celulares y su 

composición en proteínas y lípidos se encarga de mantenerla en equilibrio. Cambios en dicha 

composición pueden afectar al crecimiento, la interacción con otras células y la función de 

proteínas y otros componentes de la misma. Existen evidencias que demuestran que los 

lípidos ingeridos pueden provocar cambios importantes en la estructura y funcionalidad de la 

membrana, y más concretamente, en los dominios que la forman 

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

Cada tipo de membrana presenta una composición de proteínas y lípidos 

característica. Los principales lípidos estructurales de las membranas son glicerofosfolípidos, 

esfingolípidos y esteroles. Los glicerofosfolípidos son derivados del ácido fosfatídico. Sus dos 
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ácidos grasos están unidos por un enlace éster al primer y segundo carbono del glicerol y un 

grupo de cabeza muy polar está unido por enlace fosfodiéster al tercer carbono. Su 

nomenclatura es según 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 sería la 

fosfatidilserina (PS). Dichas cargas son importantes en las propiedades superficiales de las 

membranas. Por otra parte, los esfingolípidos están compuestos por una molécula del 

aminoalcohol de cadena larga esfingosina o uno de sus derivados, una molécula de un ácido 

graso de cadena larga y un grupo de cabeza polar unido por enlace glucosídico o fosfodiéster. 

La unidad estructural fundamental en todos los esfingolípidos es la ceramida. Se pueden 

encontrar tres subclases de esfingolípidos: 1) las esfingomielinas, que contienen fosfocolina o 

fosfoetanolamina como grupo de cabeza polar y que tanto por sus características generales 

como estructuralmente se parecen a PC 2) los glucoesfingolípidos, que tienen un único azúcar 

unido a la ceramida (Cer); y 3) los gangliósidos, que son los esfingolípidos más complejos ya 

que contienen grupos de cabeza polares formados por oligosacáridos y una o varias unidades 

glucídicas terminales de ácido siálico. Finalmente, los esteroles son lípidos estructurales que 

se hallan presentes en la mayoría de células eucariotas. Su estructura característica es la del 

núcleo esteroideo que consiste en cuatro anillos fusionados, tres de ellos con 6 carbonos y uno 

con 5. El núcleo esteroideo es relativamente rígido. El colesterol (Col) es el principal esterol 

en los tejidos animales ([8406]). 

Los lípidos de membrana son asimétricos en su distribución entre las dos monocapas, 

aunque no se trata de una asimetría absoluta. En la membrana plasmática ciertos lípidos se 

encuentran principalmente en la cara externa de la bicapa mientras que otros se encuentran en 

la cara citosólica (interna). A modo de ejemplo, en la membrana de los eritrocitos se 

encontrarían PC y esfingomielina (SM) en la cara exoplasmática de la membrana, y PE y PS, 

sobretodo, en la cara interna. Un gran número de flipasas y translocadores controlan 

estrechamente la distribución asimétrica de todos estos lípidos a lo largo de la membrana 

([7569],[8405]). 

Los ácidos grasos que forman parte de los fosfolípidos de membrana pueden 

clasificarse según su longitud y grado de saturación. Así, 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 (más de 22 carbonos). Por otro lado, según el grado de saturación de la 
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cadena alquílica se distinguen SFA, sin dobles enlaces, MUFA, con un doble enlace y PUFA, 

con dos o más dobles enlaces. Todos ellos varían en su punto de fusión y el grado de fluidez. 

Consecuentemente, las características físicas de la membrana vienen determinadas por su 

composición en ácidos grasos. 

La composición en proteínas de la membrana varía según el tipo celular. Cada 

proteína de membrana tiene una orientación definida en relación con el citoplasma, por lo que 

las propiedades de una y otra superficies de la membrana difieren mucho. Dicha asimetría, 

llamada lateralidad, se refleja en los diferentes tipos de proteínas presentes en la membrana: a) 

proteínas integrales de membrana, b) proteínas periféricas y c) proteínas ancladas a lípidos. 

Las proteínas integrales penetran la bicapa, son proteínas transmembrana (la cruzan por 

completo) por lo que tienen dominios que sobresalen por los lados extracelular y citoplásmico 

de la membrana. Pueden tener un sólo segmento que cruce la membrana o cruzarla varias 

veces. La mayoría de las proteínas integrales de la membrana funcionan como receptores que 

se unen con sustancias específicas en la superfície de la membrana, o como conductos o 

transportadores participantes en el desplazamiento de iones y solutos a través de la membrana. 

Este tipo de proteínas, igual que los fosfolípidos de membrana, tienen porciones hidrofílicas e 

hidrófobas. Por otro lado, las proteínas periféricas de membrana se  sitúan completamente 

fuera de la bicapa, ya sea en el lado citoplásmico o el extracelular, y se relacionan con la 

membrana mediante enlaces no covalentes. Dichas proteínas brindan soporte estructural a la 

membrana y actúan como ancla para las proteínas integrales de la membrana. También 

pueden actuar como enzimas, cubiertas especializadas o factores que transmiten señales a 

través de la membrana y por lo general tienen una relación dinámica con la membrana, se 

atraen o se liberan de ella según las condiciones prevalentes. Asimismo, las proteínas ancladas 

a lípidos se localizan fuera de la bicapa lipídica, en la superficie extracelular o en la 

citoplásmica, pero tienen enlaces covalentes con una molécula de lípido que se encuentra 

dentro de la bicapa. Dentro de este grupo es posible distinguir varios tipos de proteínas: 1) 

proteínas ancladas a Glucosil Fosfatidil Inositol (GPI), presentes en la cara externa de la 

membrana plasmática y unidas a la bicapa mediante un pequeño oligosacárido complejo 

vinculado con la molécula de fosfatidilinositol que está sepultada en la hoja externa de la 

membrana; 2) proteínas presentes en el lado citoplásmico y fijadas a la membrana mediante 

una o más cadenas largas de hidrocarburo, como por ejemplo un grupo prenil, incrustadas en 

la hoja interna de la bicapa lipídica ([8404]). 
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Durante la última década el modelo clásico de mosaico fluido de membrana 

plasmática de Singer-Nicholson (1972) ([5476]), según el cual las proteínas difundían al azar, 

libre y homogéneamente en la bicapa lipídica, ha sufrido cambios. Actualmente existen 

evidencias que sugieren una organización lateral, con áreas de lípidos diferenciadas, debido a 

la incapacidad de mezclarse entre ellos a causa de impedimentos estéricos, y complejos 

funcionales de proteínas, tanto en la membrana plasmática como en ciertos orgánulos, de 

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

Según se ha descrito en un gran número de modelos, los lípidos de una membrana 

biológica pueden encontrarse en fase liquid ordered (“lo”), liquid disordered (“ld”)  o solid 

gel (“sg”), en función de las interacciones entre sus cadenas hidrocarbonadas ([7424]). La 

fase “lo” está formada por moléculas de esteroles cuyas cadenas hidrocarbonadas se 

encuentran altamente empaquetadas entre ellas, aunque las moléculas individuales de lípidos 

tienen un alto grado de difusión lateral. Por el contrario, en la fase “ld” los lípidos se 

encuentran mucho menos condensados, y en la fase “sg” el grado de adhesión es tan alto que 

los lípidos permanecen inmóviles ([7012]). De acuerdo con dichos modelos, se cree que a 

causa del gran empaquetamiento en la fase “lo” 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 bioquímica 

constituye la base de las técnicas de separación de los distintos microdominios respecto al 

resto de la membrana mediante ultracentrifugación en gradientes de sucrosa. 

Dentro de las DRM, se encuentran los microdominios mejor caracterizados, 

denominados balsas lipídicas o LR. Debido a su composición, tal y como se describirá en el 

apartado siguiente, estas balsas lipídicas presentarían un bajo grado de fluidez pero 

permanecerían móviles en el plano de la membrana. Los LR están rodeados de una membrana 

más 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 iónicos, que 

representaría al resto de la membrana plasmática y se diferenciaría en su composición, tanto 

en lípidos y proteínas, de los microdominios citados anteriormente. La MS se compone 

mayoritariamente de fosfolípidos con cadenas de ácidos grasos insaturados, y por lo tanto 

menos empaquetadas que los LR, y formarían parte del estado “ld” de la membrana ([5383]). 

La composición y función de las balsas lipídicas puede estar modulada por una gran variedad 

de factores y condiciones, y existe una correlación entre el estado físico de la membrana y el 
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estado fisiológico de la célula ([7509]). Existen estudios que demuestran que los LR son los 

dominios que sufren las modificaciones causadas por los lípidos de la dieta en la composición 

de membrana, especialmente por los PUFA n-3 

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

2. MICRODOMINIOS DE MEMBRANA: LIPID RAFTS Y CAVEOLAS 

Los diferentes tipos de balsas lipídicas se clasifican en función de su composición y 

morfología. Así, en relación a la composición, según estudios proteómicos desarrollados en 

diferentes líneas celulares de cáncer, existen dos tipos de balsas en la membrana celular. Un 

tipo estaría enriquecido en Col y SM y gangliósidos. Serían los llamados Chol-Rafts. Por otra 

parte, existiría otro tipo de balsas enriquecidas en Cer y SM, los Cer-Rafts. De la relación 

entre estos dos tipos de balsas se hablará más adelante ([6289]). 

Por otra parte, existen al menos dos variedades morfológicamente 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 

electrónica. Aunque morfológicamente Flat Raft y caveolas son dos estructuras de membrana 

diferentes, muchas veces se ha postulado que comparten una composición de lípidos y 

proteínas parecida. Recientemente se ha identificado la composición de los dominios 

caveolares y no caveolares y se ha determinado que difieren entre ellos, habiéndose concluido 

que la diferencia en la composición de proteínas 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 pequeños (10-200 nm), heterogéneos, muy 

dinámicos, enriquecidos principalmente en esfingolípidos, Col y SFA de cadena larga, lo que 

permite un gran empaquetamiento entre ellos ([5448]). Debido a estas características, dichos 

microdominios son insolubles en detergentes no iónicos a una temperatura de +4 ºC 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 sería el 
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responsable de recubrir los espacios vacíos entre los glicoesfingolípidos de la bicapa y de 

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

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Disposición del colesterol en las 
membranas biológicas. 

 

Asimismo, se especula que alteraciones en el contenido de colesterol de las células 

modificarían 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 señalización afines a dicha composición 

lipídica que regulan el correcto funcionamiento de la célula ([6339],[7249]). Muchas 

moléculas de señalización residen o bien difunden dentro o fuera de las balsas lipídicas 

durante el proceso de transmisión de la señal, entre ellas EGFR, Ras, proteínas G, PI3K, 

diferentes isoformas de PKC e incluso eNOS ([7509]). Los LR pueden unir diferentes tipos de 

proteínas y el hecho de que contengan un elevado número de moléculas de señalización ha 

llevado a hipotetizar que estos dominios participen en una gran variedad de vías de 

transducción de señales que se originan en la superficie celular ([4313]). Las proteínas que se 

encuentran en LR suelen sufrir modificaciones post-traduccionales con lípidos de cadenas 

saturadas, de manera que encajen bien dentro del ambiente lipídico de los dominios. Existen 3 

categorías de dichas proteínas: 1) las que se encuentran en LR constitutivamente (incluyen 

proteínas ancladas a GPI, proteínas doblemente aciladas como Tyr-kinasas de la familia Src, 

subunidad Gα de proteínas G y  eNOS, proteínas unidas a colesterol y ancladas a palmítico, y 

proteínas transmembrana, particularmente las palmitoiladas); 2) las que están 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 serían EGFR y H-Ras) ([6296]). En estado basal los LR son demasiado 

pequeños para participar en los procesos que se le asocian, de manera que pueden ser 

estabilizados para formar “plataformas” mayores a través de interacciones proteína-proteína y 

proteína-lípido, en un proceso conocido como raft clustering ([5449],[5473],[5475]). Los 

clustered rafts pueden unir grupos específicos de proteínas de señalización, entre otras, 

sirviendo como “plataformas” para ejercer funciones relacionadas con el tráfico de 

membrana, la señalización y la polarización de la célula ([4818],[5466]). Además, los LR 

también tienen una función importante en la endocitosis, la liberación de nuevas partículas 

víricas y la señalización mediante receptores del sistema inmune ([6328],[5466]).  

Aunque bioquímicamente estos dominios de membrana están bien caracterizados, 

clásicamente han existido discrepancias sobre su existencia. El hecho de no poder visualizar 

las balsas lipídicas en una membrana, directamente en el ambiente de la célula, y la falta de 

comprensión de algunas propiedades básicas (como su tamaño o  vida media), ha conducido a 

la controversia sobre su definición y presencia. Además, probablemente sean dominios muy 

pequeños para poder ser identificados por microscopia óptica y electrónica. Afortunadamente 

hoy en día existen las técnicas de microscopía de super resolution que permiten la posibilidad 

de estudiar muestras de este rango de tamaños. Algunos ejemplos serían la Stimulated 

Emision Depletion (STED) nanoscopy, la microscopía de localización fotoactivada (PALM) o 

la microscopía de fuerza atómica (AFM), que además de permitir una resolución espacial de 

nanómetros, opera en condiciones fisiológicas, sin fijación ni tinción ([8237]). Muchas 

observaciones han conducido a la hipótesis que la obtención en el laboratorio de las 

membranas celulares con detergentes no iónicos, como sería el caso del Tritón X-100, podría 

generar agrupaciones de lípidos y proteínas 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 Tritón X-100 no induce la formación de dichos artefactos, aunque sí podría aumentar 

su tamaño por cohesión de dominios pre-existentes ([8236]).  Este tipo de LR contendrían 

principalmente proteínas 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 señalización normal se desregula, los Chol-Rafts promueven la transformación celular, 

progresión tumoral, angiogénesis y metástasis. 
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En cuanto a las proteínas específicas de este tipo de dominios, cabe destacar Flotilina. 

En los años 90 se identificaron unas proteínas sobreexpresadas durante la regeneración del 

ganglio de la retina en peces después de una lesión en el nervio óptico a las que se les llamó 

Reggies (Reggie 1 y 2) ([8245]). Poco después se descubrieron dos proteínas altamente 

conservadas, de unos 45kDa, asociadas a la fracción de LR en tejido pulmonar de ratón a las 

cuales se les llamó Flotilina-1 (Flot1) y Flotilina-2 (Flot2) debido a que parecían “flotar” 

sobre dichos dominios y se determinó que se trataba de las proteínas Reggies ([8253]). En el 

contexto de este estudio se referirá a estas proteínas como Flotilinas. Son insolubles en Tritón 

X-100 y otros detergentes no iónicos a +4ºC, se consideran proteínas residentes en LR y se 

usan habitualmente como marcadores de estos dominios. Las Flotilinas forman parte de la 

familia de proteínas SPFH (Stomatin, prohibitin, flotillin HflK/C) ([8246]) y se encuentran 

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

Flot1 (Reggie 2) y Flot2 (Reggie 1) comparten un 50% de homología en su secuencia 

y se ha postulado que, al menos en células en cultivo, la expresión de una regula a la de la  

otra ([8244]). Forman parte de una gran familia de proteínas que se caracterizan por la 

presencia de un dominio de homología a prohibitina (PHB). No son proteínas integrales de 

membrana tal y como se pensaba inicialmente, sino que debido al dominio PHB se dirigen a 

la membrana a través de una modificación por acilación y crean una estructura en “horquilla” 

que sería la responsable de insertar la proteína en la cara interna de la membrana ([8278]) 

(Figura 6). Flot2 está miristoilada en Gly2 y presenta una palmitoilación en Cys4, mientras 

que Flot1 no se miristoíla y se palmitoíla en Cys34 (modificación 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 proteínas. Flotilina puede formar homo- o heterotetrámeros a través de su 

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

 

Clásicamente, Flotilina se ha considerado una proteína 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 desempeña más 

de una función, debido sobre todo a las modificaciones post-traduccionales que sufre, que 

podrían hacer que interaccionara con más de una molécula de señalización y, por lo tanto, que 

participara en procesos vitales para la célula. Así, varios estudios han  demostrado que 

Flotilina puede intervenir en la vía de señalización de la insulina, la activación de células T, el 

trafficking de membrana, la fagocitosis y la vía se señalización de EGFR 

([8248]),[8249],[8250],[8251]), e incluso puede translocar al núcleo durante la fase S y 

aumentar los niveles de Aurora B, de manera que induciría la proliferación celular 

([7014],[8247]). Todos estos hallazgos hacen creer que son proteínas con una amplia y 

dinámica localización subcelular que depende del tipo de célula. De la misma manera, se cree 

que una de las funciones principales de las Flotilinas sería crear una vía de endocitosis 

independiente de las vesículas recubiertas de clatrina y de caveolas, tal y como se ha 

demostrado en cultivos de células Hela, presentando así un papel activo en dicho proceso 

([6046]). Por otro lado, Lin et al. 2011 demostraron que un aumento en la expresión de Flot1 

correlaciona significativamente con el estado clínico y con una menor supervivencia en 

pacientes con cáncer de mama ([8264]). Se ha observado una regulación a la alza en células y 

tejido de cáncer de mama, lo que hace suponer que las Flotilinas puedan iniciar una 

transducción de señales a través de la unión a receptores quinasa residentes en la membrana, 

por lo que células knockout para esta proteína reducen claramente la proliferación 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 regulación de los receptores de membrana ErbB2 y 

ErbB3 en células de cáncer de mama, de manera que una depleción de Flotilina causaría una 

regulación 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 vía de 

señalización de factores de crecimiento. A modo de ejemplo, la señalización a través de 

EGFR induce endocitosis de Flotilina desde la membrana plasmática hasta los endosomas 

tardíos, lugar en el que ambas colocalizan. Sorprendentemente, la endocitosis inducida de 

EGFR parece depender de la fosforilación 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 lipídicas y de la señalización de EGFR donde, por otro lado, también estarían 

involucradas las Src quinasas ([8277],[8279]). Además, Flotilina parece intervenir en la 

regulación del citoesquetelo de actina, ya que una sobreexpresión de la proteína induce la 

formación 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 plasmática de diferentes tipos celulares. Se forman a partir del reclutamiento de la 

proteína integral de membrana Caveolina, su proteína de “andamiaje”, necesaria para su 

formación, por afinidad con el colesterol de estos dominios ([4914],[5449],[5474],[5479]). 

Fueron identificadas morfológicamente en los años 50 por Palade y Yamada y se 

denominaron “vesículas del plasmalema” ([5478],[8025]). Pueden adoptar diferentes 

morfologías en función del tejido donde se encuentran, como por ejemplo racimos, típicos en 

células musculares en desarollo, rosetas en adipocitos, tubulares en células endoteliales e 

incluso canales transcelulares ([5447)]. El número y la morfología de las caveolas varía en 

función del tipo y del estado celular, por lo que los niveles de Caveolina no necesariamente 

correlacionan con el número de caveolas cuando se comparan diferentes tejidos que expresan 

contenidos similares de Caveolina ([5428]). Aunque LR y caveolas comparten ciertas 

propiedades bioquímicas, la localización de Caveolina y proteínas de la família Cavin en estas 

últimas diferencia ambos dominios, por lo que son proteínas que sirven como marcadores 

selectivos para caveolas. En resumen, las caveolas representan microdominios especializados 
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y morfológicamente diferentes a LR, enriquecidos en colesterol y esfingomielina, que se 

estabilizan por las proteínas Caveolina y Cavin, entre otras ([6408]). En el microscopio 

electrónico de transferencia las caveolas se observan como vesículas sin recubrimiento y lisas, 

fácilmente diferenciables de las vesículas recubiertas de clatrina ([6355]).  

Entre sus funciones se encuentran la endocitosis, la transcitosis o la transducción de 

señales. En los años 70 la observación que las caveolas existían como invaginaciones de la 

membrana plasmática, formando así vesículas, individuales o agregadas, permitió a los 

investigadores creer que estas estructuras intervenían en la endocitosis de macromoléculas 

([8280]). Posteriormente, se demostró con microscopios de alta resolución que las células 

usaban las caveolas para incorporar tanto moléculas pequeñas (como el folato) como 

proteínas mayores (como albúmina o fosfatasa alcalina). Por otra parte, las caveolas están 

muy enriquecidas en colesterol en comparación con el resto de la membrana plasmática y 

Caveolina se une a colesterol con una gran afinidad (se cree que en relación 1:1) ([5719]). 

Además, la depleción de colesterol de la membrana plasmática conduce a la pérdida 

morfológica de las caveolas y a la disipación de la matriz de Caveolina. Se ha sugerido que 

las caveolas y Caveolina están involucradas en el mantenimiento intracelular del balance de 

colesterol. El colesterol celular deriva de dos fuentes principales: de la producción 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 

retículo endoplasmático 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 plasmática o ser secretado a unidades 

de transporte de colesterol séricas como las HDL. 

En relación a la función de las caveolas en transducción de señales, la purificación 

bioquímica de las caveolas y el análisis de sus componentes ha permitido determinar que 

algunas de las proteínas de membrana pueden localizar preferencialmente en estas estructuras 

([6886]). Tal y como se ha descrito anteriormente, las caveolas están muy enriquecidas en 

proteínas de unión a membrana, especialmente proteínas de señalización modificadas con 

grupos lipídicos (H-Ras, tirosin quinasa (tyrK) de la familia src, eNOS, etc). Además, 

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 proteínas de señalización que localizan en ellas ([4319],[6886]). 
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Según se ha identificado recientemente y a diferencia de lo que se había creído durante 

años, Caveolina no es la única proteína esencial para la formación y estabilización de 

caveolas. Existe una família de 4 proteínas, las Cavins, a las que clásicamente se les había 

adjudicado otro nombre debido a la función que se les designó en el momento de su 

descubrimiento. Se ha demostrado que éstas también tienen un papel fundamental en la 

formación 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 estabilización de dichas 

estructuras. 

Las Caveolinas son una familia de proteínas integrales de membrana de 21-24 kDa y 

debido a que son el componente principal de las caveolas han sido su mayor foco de 

investigación, de igual manera que se ha considerado el mayor marcador de estas estructuras 

desde su descubrimiento ([7797]). Existen 3 miembros de la familia en mamíferos: Caveolina-

1 (Cav1), Caveolina-2 (Cav2) y Caveolina-3 (Cav3). Cav1 y Cav2 se expresan generalmente 

juntas en la mayoría de células, mientras que Cav3 solamente está presente en células del 

músculo estriado ([6355]). Diferentes estudios realizados con ratones knockout demuestran 

que Cav1 y Cav3 son necesarias para la formación de caveolas a diferencia de Cav2 

([8258],[8259]). La formación de la caveola por parte de Cav1 y Cav3 conlleva la 

oligomerización y asociación de dichas proteínas con los dominios ricos en colesterol. Cav1 

se asocia con 1-2 moléculas de colesterol y sufre una palmitoilación en la región C-ter 

([6870]). Se considera que unas 140-150 moléculas de Caveolina están presentes en una sola 

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

 

Cav1, el miembro más estudiado de la familia, es una proteína de unión a colesterol y 

ácidos grasos, palmitoilada y oligomérica (Figura 7). Tiene una secuencia hidrofóbica que 

abarca la membrana y tres lugares de palmitoilación en el dominio C-ter, que no parecen 

esenciales para su localización en caveolas ([6870]) pero que  contribuyen a la estabilización 

del hairpin loop característico asociado a la membrana. Las caveolinas forman homo- y 

heterooligómeros que constituyen el recubrimiento de la caveola, de manera que los 

oligómeros de caveolina pueden servir como anclaje para muchas proteínas que interaccionan 

con ella (incluidas H-Ras o EGFR). Este descubrimiento llevó a especular sobre la “Hipótesis 

de señalización de las caveolas” según la cual las caveolas actuarían como estructuras de 

membrana especializadas capaces de ensamblar y coordinar las funciones de complejos 

multiproteicos involucrados en transducción de señales, trafico celular, homeostasia de lípidos 

y adhesión celular ([4609],[6428]). Otra característica importante de la molécula de Caveolina 

es su dominio Scaffold (CSD, Caveolin Scaffolding Domain), una región adyacente al 

dominio hidrofóbico utilizado para interaccionar con moléculas de transducción de 

señales([8260],[8261]). Cav1 interacciona directamente con muchas moléculas de 

señalización a través de este dominio CSD lo que parece mantenerlas de forma inactiva. A 

modo de ejemplo, EGFR interacciona con Cav1 en las caveolas y rápidamente se produce una 

respuesta. Existe una migración fuera de las caveolas que parece ser importante para su 

función celular normal. Además, 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 Cav1: α y β. La isoforma β (residuos 32-178) 

deriva de un inicio de traducción alternativo al de la isoforma α (residuo 1-178) ([6883]). 

Entre las dos isoformas se detectan diferencias funcionales, como una fosforilación en Tyr de 

la isoforma α que aparentemente provocaría una distribución diferente entre Cav1 α y β en 

caveolas invaginadas profundamente y otras con menos grado de invaginación que solamente 

contienen la forma β ([6882]). 

En humanos, Cav1 y Cav2 colocalizan en el cromosoma 7q31.1 frecuentemente 

delecionado en diversos cánceres. Dicho locus también puede encontrarse silenciado por 

metilación del promotor. En cáncer de mama, Caveolina se encuentra mutada en un 16% de 

los casos (P132L), por lo que clásicamente se ha sugerido que podría ejercer un papel de 

regulador negativo de la tumorogénesis ([5447]). Existen estudios que demuestran que dicho 

rol se establecería sobretodo en tejido mamario indiferenciado, ya que en ratas vírgenes los 

niveles de Caveolina son extremadamente altos ([6386]). De dichos estudios se desprende que 

la localización de Caveolina depende tanto del tipo de tejido tumoral mamario como del 

estado de diferenciación. Actualmente se considera que Caveolina ejerce un papel dual en 

cáncer, ya que en estados tempranos sus niveles suelen ser altos, de manera que mantiene 

inactivas a las moléculas de señalización que interaccionan con ella. Por otro lado, en estadios 

más avanzados se produce una desregulación que provoca que Caveolina actúe como 

promotora del cáncer, produciendo así una hiperactivación de las vías de señalización que 

anteriormente se encontraban inactivas [6357]) (Figura 8). Muchas de las proteínas 

localizadas en caveolas e inhibidas por Cav1 son extremamente importantes en vías de 

proliferación y son anti-apoptóticas. Si funcionalmente se produce un desajuste, estas 

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

Se considera que Cav1 es importante en las células estromales en tumores sólidos, ya 

que un gran número de estudios demuestran que altos niveles de Cav1 en el estroma 

correlacionan con una baja capacidad del tumor de metastatizar ([6413]). Sin embargo, otros 

autores sugieren que las células estromales podrían enviar, por interacciones paracrinas, 

factores de crecimiento a las células del tumor las cuales serían más móviles 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 proteínas de la família Cavin, el primer miembro de la família, Cavin 1 

(PTFR, Polymerase I and Transcript Release Factor) inicialmente se identificó como un 

factor que estimulaba la liberación de un pre-RNA y la Polimerasa I durante la transcripción. 

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 ratón knockout para Cavin1 muestra un fenotipo muy parecido al ratón 

knockout para Cav1 y Cav3 y que los animales que no expresan Cavin1 no tienen caveolas 

detectables morfológicamente. Incluso se cree que puede regular la transcripción del gen de 

Cav1([8238]). Por otro lado, Cavin 2 (SDPR, Serum Deprivation Response protein) es 

requerida para la formación de caveolas y regula su morfología y dinámica a través de la 

inducción de túbulos de membrana. Cavin1 y Cavin 2 formarían un complejo proteico en el 

que la expresión de una regula la expresión de la otra ([8229]). Cavin3 (SRBC, Sdr-Related 

Gene Product that Binds to C-kinase) es una proteína adaptadora de Caveolina ya que 

inmunoprecipitan juntas y regula la función de caveolas. Pertenece a la família de proteínas 

STICK (sustratos que interaccionan con C-Kinasa). Se ha demostrado que Cavin3 sigue 

asociada a Caveolina cuando la caveola viaja por los microtúbulos a diferentes regiones 

celulares y que en ausencia de esta proteína no se produce el tráfico de dichas vesículas. Tanto 

Cavin2 como Cavin3 tienen funciones adaptadoras, que regulan la interacción entre diferentes 

moléculas de señalización localizadas en varios compartimentos celulares ([8227]). 

Finalmente, Cavin 4 (MURC, Muscle Related Coiled-Coil Protein) es específica del músculo 
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esquelético, pero todavía se desconoce cómo interacciona con Cav3 y cómo regula la función 

de las caveolas en el músculo (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Función de los diferentes miembros de la família 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 

plasmática y las que están implicadas en transporte vesicular ([8231],[8234]) y 

Pacsin2/Syndapin-II que EHD2 se encarga de fijar el diámetro de las caveolas. En estudios 

realizados con células HeLa se ha demostrado que se encarga de esculpir la membrana 

después de la unión de Caveolina y que recluta Dinamina2 para la fusión de la caveola, de 

manera que trabaja coordinadamente con Cavin1 ([8230]). 

2.3 Microdominios enriquecidos en colesterol y vía de señalización de 
p21Ras 

La ruta de p21Ras es una importante vía de señalización iniciada por los receptores 

tirosina quinasa ErbB y se ha relacionado a la estimulación de la proliferación celular 

([5773]). Las proteínas Ras sirven como nodos de señalización activados en respuesta a 

diversos estímulos extracelulares. Una vez activa, dicha proteína interacciona con múltiples 

efectores que se encuentran downstream, catalíticamente distintos, que regulan las redes de 

señalización citoplasmáticas que controlan la expresión génica y la regulación de la 

proliferación, diferenciación y supervivencia de la célula. 

La superfamilia de genes ras codifica pequeñas proteínas de unión a GTP, que regulan 

muchos procesos de la célula, incluyendo la proliferación y diferenciación celular, la 
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organización del citoesqueleto y el tráfico 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 señales estimuladoras del crecimiento desde la membrana 

plasmática hasta el núcleo ([2390], [5486], [5516]). La localización principal de las proteínas 

Ras es la membrana celular, aunque también pueden hallarse en endosomas, retículo 

endoplásmico y aparato de Golgi ([4138], [4304]). Las  tres principales isoformas de las 

proteínas p21Ras que se expresan (H-ras, N-ras y K-ras4B) mantienen un alto grado de 

homología entre ellas (>90%) y únicamente difieren en su extremo carboxiterminal. Debido a 

este hecho, durante mucho tiempo se asumió que sus funciones eran redundantes, pero con el 

paso del tiempo y a través de la utilización de ratones knockout ([5493], [5494]), así como las 

diferencias en el tráfico a la membrana plasmática y la localización en ella de las diferentes 

isoformas de las proteínas Ras ([4198], [5439]), sugieren que dichas proteínas desempeñan 

diferentes papeles en la fisiología celular, es decir, que la señalización a través de cada una de 

las isoformas de p21Ras daría lugar a resultados distintos ([4198], [4307]). En la región C-

terminal se distinguen la región hipervariable (HVR)  que a diferencia del resto de secuencia, 

se conserva escasamente entre las isoformas. La HVR incluye dos secuencias señal que 

cooperan para localizar p21Ras en la membrana plasmática, dirigiendo su procesamiento 

postraduccional, el anclaje a la membrana y el tráfico de la proteína recién sintetizada y 

procesada desde la superficie citosólica del RE a la superficie interna de la membrana 

plasmática ([4198], [4610]). En el dominio C-terminal se localiza el motivo CAAX 

(C=cisteína, A=aminoácido alifático, X=serina o metionina) que es la primera de las 

secuencias señal y se modifica secuencialmente postraduccionalmente para hacerla más 

hidrofóbica. Dichas modificaciones comprenden, en primer lugar, la farnesilación irreversible 

del residuo de cisteína por parte de la enzima Farnesil Transferasa, a continuación la 

secuencia -AAX se elimina por proteolisis, y entonces, la cisteína que queda terminalmente, 

se carboximetila. El anclaje a la membrana de la proteína se completa con la segunda 

secuencia señal, reacción reversible que consiste en la palmitoilación de diferentes residuos de 

Cys en función de la isoforma. A p21K-ras4B, en lugar de un grupo palmitoil, se le añade un 

dominio polibásico de seis residuos de lisina ([4610], [4135], [4136]). Existen datos que 

sugieren que en función de las modificaciones postraduccionales que sufren las diferentes 

isoformas de p21Ras, ya sea palmitoilación o bien la adición de la región polibásica, podrían 

ser dirigidas a diferentes subdominios de la membrana plasmática ([4137], [4138], [4198], 

[5488],[8208]).),  Así, Prior IA. et al. 2003 demostraron, mediante una combinación de 
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técnicas bioquímicas y de microscopia confocal y electrónica, que el anclaje C-terminal de 

p21H-Ras dirige esta proteína hacia los LR, mientras que no sucede así para p21K-Ras 

([4307]). Por otro lado, diversos autores han constatado que la señalización a través de p21H-

Ras palmitoilada es altamente sensible a perturbaciones del colesterol de membrana 

plasmática, mientras que la señalización a través de la proteína K-Ras modificada con la 

adición de un dominio polibásico no lo es. Por tanto, la función de p21H-Ras es 

selectivamente dependiente de la integridad de los LR ([4307]). Estudios realizados por Ma 

DWL et al. muestran cómo la proteína H-Ras se encuentra mayoritariamente localizada en LR 

([4614]). Cabe destacar el equilibrio que muestra p21H-Ras en cuanto a su localización entre 

los LR y la MS. En este sentido, diversos autores han estudiado el proceso de activación de la 

proteína, proponiendo que su interacción con las regiones de MS estaría modulada por la 

carga con GTP. De esta manera, p21H-Ras cargada con el nucleótido GTP se redistribuiría 

desde los LR a la MS por un mecanismo dependiente de la HVR, mostrando así como los 

estados GTP/GDP de p21H-Ras determinarían su segregación lateral en la membrana 

plasmática. ([4307]). La correcta modulación de la segregación lateral de esta proteína, por 

tanto, es crítica para la señalización que desencadena a nivel intracelular o señalización 

downstream. Estudios recientes muestran como mutaciones en p21H-Ras le impiden migrar 

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

Asimismo, se ha descrito la localización de algunos de los componentes de la vía de 

señalización 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 fosforilación en los residuos 

tirosina de este receptor ([5628]) y que la unión al ligando y la activación del receptor 

conducirían a la migración 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 cáncer de próstata humano, la disrupción de LR 

provoca la inhibición de la fosforilación de Akt1 (y también de EGFR).  

 

2.4 Lipid Rafts enriquecidos en ceramida 

Los Cer-Rafts o plataformas de ceramida están enriquecidos principalmente en 

ceramida, esfingomielina, gangliósidos y proteínas de señalización, como por ejemplo los 

receptores de muerte (CD95/FAS) y el intermediario entre dichos receptores y el esqueleto de 

actina de la célula, la proteína Ezrina.  Tal y como se ha demostrado en un gran número de 
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estudios, las plataformas de ceramida promueven, principalmente, la apoptosis celular 

([6289]). Datos actuales sobre los mecanismos de inducción de muerte celular por radiación y 

quimioterapia sugieren que la destrucción de la célula se da por la vía apoptótica iniciada a 

causa de la transformación de Chol-Rafts en Cer-Rafts, lo cual conlleva la internalización de 

FAS/CD95 y del complejo de muerte DISC (Death Inducing Signalling Complex). También 

se ha descrito que ciertos lípidos o moléculas lipídicas pueden ejercer un efecto similar sobre 

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

La ceramida, que se encuentra entre los lípidos más hidrofóbicos en la naturaleza, es 

un esfingolípido formado por esfingosina unida a un ácido graso, que contiene entre 2 y 28 

átomos de carbono en su cadena, a través de un enlace ester-amida ([7433]). Constituye la 

“columna vertebral” hidrofóbica de todos los esfingolípidos complejos ([7509]). La ceramida 

se puede sintetizar de novo mediante la enzima ceramida sintasa, o bien se puede obtener a 

partir de la hidrólisis de esfingomielina celular a partir de alguna de las diferentes 

esfingomielinasas presentes en la célula ([8389]). La mayoría de los efectos que produce la 

ceramida en la célula son debidos a sus propiedades biofísicas únicas. Las fuertes 

interacciones entre las moléculas de este lípido dan lugar a una separación de fases en el plano 

de la membrana, entre dominios ricos y pobres en ceramida ([7442]). Asimismo, los 

esfingolípidos pueden actuar como donadores y receptores de enlaces de hidrógeno a causa de 

sus grupos hidroxilo y amida. Sin embargo, ceramida y esfingomielina difieren en su afinidad 

por otros lípidos de la membrana, como es el caso del colesterol. Así, la esfingomielina 

interacciona fuertemente con dicho esterol por puentes de hidrógeno entre el grupo hidroxilo 

del C3 del colesterol y la esfingosina del esfingolípido. En cambio, ceramida tiene poca 

afinidad por el colesterol y tiende a separarse en microdominios exclusivos. En estudios de 

fuerza atómica se ha demostrado que las ceramidas de cadena larga se mezclan muy poco con 

el colesterol y producen una separación lateral de fases, lo que indica que la ceramida posee la 

habilidad de formar microdominios espontáneamente en bicapas de glicerofosfolípidos 

([8276]). Además de esta separación lateral, la ceramida como lípido de membrana lleva a 

cabo diferentes funciones, como pueden ser la inducción de fusión o fisión de la bicapa o la 

formación de poros ([8268],[8269],[8270]). También se ha observado que después de la 

formación de ceramida en la membrana plasmática, como respuesta a estrés o por inducción 

de un agonista, que provoca la agregación de receptores, se produce una alteración 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 señales específicas ([8268]). En resumen, la generación de ceramida en respuesta a una 

señal de estrés induciría cambios locales en el ambiente de la membrana que pueden afectar a 

la permeabilidad, la fluidez, el flujo de iones, el movimiento de proteínas dentro y fuera de las 

balsas lipídicas, cambios conformacionales de receptores y/o enzimas asociadas a la 

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

Las balsas lipídicas 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 estímulo determinado, una pequeña parte del contenido de CD95/FAS de la 

membrana plasmática desencadena la translocación de una esfingomielinasa ácida (aSMasa) 

hacia la cara exterior de los dominios de membrana enriquecidos en colesterol y 

esfingomielina, de manera que ésta última és hidrolizada por dicha enzima obteniéndose 

ceramida ([7430]). Por otra parte, la ceramida se acumulará en la membrana de manera que se 

formarán pequeños dominios enriquecidos en este lípido que posteriormente se agruparán 

espontáneamente y formarán 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 

proteína caspasa8, que será 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 biofísicas de los Rafts de membrana. 

La ceramida formada por la hidrólisis de esfingomielina, desplaza el colesterol 

presente en las balsas lipídicas y, consecuentemente, también se produce una migración de las 

proteínas de unión al colesterol y palmitoiladas como es el caso de Cav1 ([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]). 

CD95/FAS es una proteína de membrana de tipo I que pertenece a la família de 

receptores de TNF y NGF ([8273]). En su dominio extracelular presenta dos lugares de N-

glicosilación, una región rica en cisteínas, característica de dicha superfamília, dónde se le 

une el ligando (FASL), y un dominio de muerte intracelular cercano al extremo carboxilo 

terminal de la molécula compuesto por 80 aminoácidos, cuya función es la de unir moléculas 

adaptadoras para transmitir la señal de muerte al resto de la célula ([8255]),[7504]). Su 

principal y más conocida función en señalización es la inducción de la apoptosis por la vía 
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extrínseca (o de membrana) ([7567]). Los receptores CD95 se expresan en la superficie de las 

células como homotrímeros preasociados ([8272]). El agrupamiento e internalización del 

receptor se produce como resultado de la unión de CD95 con un ligando soluble, FASL, 

localizado sobretodo en diferentes tipos de linfocitos, aunque también se han descrito vías de 

activación del receptor de muerte independientemente de su ligando. La Edelfosina, un agente 

tumoral de naturaleza lipídica, sensibiliza las células de leucemia frente a la apoptosis a través 

de una inducción de la redistribución del receptor pro-apotótico CD95 hacia LR. Como 

consecuencia, se da una inhibición de PI3K por parte de Edelfosina, que activa la apoptosis 

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

CD95 es un receptor de muerte quiescente que se expresa constitutivamente en la 

mayoría de tejidos. Una vez se ha producido la unión de CD95 y CD95L se le unen 

secuencialmente la molécula adaptadora FADD (MORT1), las pro-caspasas 8 y 10, y 

finalmente el regulador de dichas caspasas c-FLIP, para dar lugar DISC ([7503]). Como 

resultado de esta oligomerización se produce la activación de Caspasa8, se procesa 

autoproteolíticamente, y se libera la enzima heterotetramérica en el citosol dando lugar a dos 

posibles vías 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 apoptótica. Así, en 

células de fibrosarcoma y células T, Fas puede producir necrosis celular donde las caspasas no 

estás involucradas ([8257]).  

La mayoría de tumores humanos expresan CD95. En muchas situaciones se observa 

un aumento de la expresión de CD95L en tumores sólidos que cursa con una regulación 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 DIETÉTICOS  

Muchos compuestos procedentes de la dieta presentan efectos beneficiosos para la 

salud, incluyendo la prevención de enfermedades neurológicas, cardiovasculares, 

inflamatorias, metabólicas y cancerosas ([7329],[8086]). La dieta puede presentar un valor 

añadido al nutricional sobre la salud debido a sus componentes bioactivos, ya que se han 

descrito múltiples compuestos de origen dietético capaces de ejercer algunos efectos 

beneficiosos sobre la prevención del cáncer. Así, 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 

fitoquímicos entre ellos compuestos fenólicos (polifenoles y flavonoides) y compuestos con 

grupos sulfuro (isotiocinatos y organosulfurados) se les han atribuido múltiples 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 vías de transducción de señales ([8447]). 

La actividad beneficiosa de muchos compuestos procedentes de la dieta no sólo radica 

en sus propiedades intrínsecas, sino también en su capacidad para activar la expresión de 

enzimas o vías de señalización protectoras ([7425],[7329],[8086]). Algunos de estos 

compuestos fitoquímicos tienen efecto sobre vías de señalización relacionadas con 

metabolismo de xenobióticos, apoptosis, ciclo celular, angiogénesis y comunicaciones 

intercelulares gap, entre otros ([7329],[8086]). El grupo de investigación 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 plasmática se ha considerado una de las dianas más importantes, a parte 

del DNA, para muchos compuestos dietéticos y tratamientos anti-cáncer. Un gran numero de 

estudios han propuesto las balsas lipídicas como diana para agentes terapéuticos contra el 

cáncer ([8267]). Según se ha demostrado en diversos estudios, los ácidos grasos de la dieta se 

pueden incorporar en los fosfolípidos de la membrana, de manera que crean impedimentos 

estéricos entre dichos fosfolípidos y el resto de lípidos. Cada ácido graso tiene afinidad por un 

fosfolípido concreto y de esta manera se produce una separación en dominios diferentes a los 

que existen en la célula en su estado normal ([5198]). A modo de ejemplo, células de cáncer 

de mama MDA-MB-231 tratadas con ácido docosahexaenoico (DHA) presentan una 

alteración en las balsas lipídicas, de manera que la incorporación del ácido graso 

principalmente en PE, en la cara interna de la membrana, y posteriormente en PC, en la cara 

externa, producen en primer lugar una separación de fase, por aversión 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 

externalización de la PS de la cara interna de la membrana, la cual dará lugar a las primeras 

fases de la muerte celular programada ([5424]). Debido al gran cambio sufrido por la 

membrana, se alteran sus propiedades físicas, hecho que puede modificar la localización en la 
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membrana de un gran número de moléculas de señalización. Se cree que una gran 

acumulación de ácidos grasos insaturados en la cara interna de la membrana, puede potenciar 

el Flip-flop de colesterol a la cara externa produciendo así la desestabilización de estructuras 

y desencadenando la muerte celular. En células T de ratón los PUFA n3 remodelan los LR 

([5501],[5502]) mostrando así un posible efecto de estos lípidos en los dominios de 

membrana. También existen evidencias que el tratamiento de células con ácido 

eicosapentaenoico (EPA) modifica la composición de caveolas a través de la translocación de 

eNOS ([5452]). Del mismo modo, células endoteliales vasculares de la retina humana tratadas 

con DHA lo incorporan a los fosfolípidos de membrana, desplazando consecuentemente 

quinasas de la família Src de las caveolas y las balsas lipídicas ([5947]). 

Se especula que, entre muchas otras funciones, las balsas lipídicas reclutan 

componentes de DISC y apoptosoma facilitando así la conexión entre las vias apoptóticas 

extrínseca e intrínseca cuando células de mieloma y leucemia se someten a tratamientos con 

agentes quimioterápicos ([8453]). En relación a este tipo de tratamientos existen estudios que 

demuestran que éstos, ya sean in vitro o in vivo, mejoran su efecto citotóxico cuando se 

añaden PUFA n-3, concretamente EPA y DHA (6016]).  Dichos resultados se basan, entre 

muchos otros, en la incorporación de los ácidos grasos en las balsas lipídicas, promoviendo 

así cambios en la distribución o actividad de proteínas relacionadas con estos dominios 

([4614],[5501],[6340],[6612],[7429]). La incorporación de ácidos grasos de la dieta afecta la 

organización de la membrana, sobre todo de la cara interna. Los PUFA n3 aumentan 

específicamente las agrupaciones de proteínas en los microdominios dependientes de 

colesterol, mientras que el resto de membrana es insensible a la modulación de dichos lípidos 

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

los PUFA n6 amplifican su señal. Esto es debido al cambio de composición en ácidos grasos 

asociados a caveolas, que parecen ser importantes para la activación celular endotelial 

inducida por dicha vía ([6281]).  
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F. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

Estudios previos del grupo investigador han demostrado que las dietas ricas en PUFA 

n-6, como el aceite de maíz, ejercen un efecto estimulador de la carcinogénesis mamaria 

experimental, mientras que las dietas ricas en aceite de oliva virgen extra, con alto contenido 

en ácido oleico y compuestos  bioactivos, podrían ejercer un efecto potencialmente protector. 

Estos efectos se realizan fundamentalmente durante la promoción de la carcinogénesis. Los 

mecanismos a través de los cuales los lípidos de la dieta ejercen sus efectos moduladores no 

son completamente conocidos. El grupo ha investigado diferentes posibilidades y ha obtenido 

resultados que apoyan una acción compleja y pleiotrópica, como la alteración de la expresión 

de genes implicados en proliferación y diferenciación celular, la modulación de vías de 

señalización intracelular y cambios en el balance proliferación-apoptosis, entre otros. En este 

sentido, la dieta rica en aceite de oliva se ha asociado a una disminución de la actividad de 

p21Ras, una down-regulation de la vía mediada por Akt  y un aumento de la apoptosis, a 

diferencia de la dieta de aceite de maíz que pareció no actuar a este nivel. La hipótesis en la 

que se basa el presente trabajo es la siguiente: 

Las dietas ricas en aceite de maíz y aceite de aceite de oliva virgen extra ejercen 

sus efectos moduladores diferenciales de la carcinogénesis mamaria experimental 

mediante cambios en la composición lipídica 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 clínico y 

morfológico de los adenocarcinomas mamarios que se desarrollan. 

Para poder demostrar esta hipótesis, se han establecido los objetivos siguientes: 

1. Evaluar los efectos moduladores diferenciales de las dietas ricas en aceite de maíz y 

aceite de oliva virgen extra en la carcinogénesis mamaria experimental a través del 

estudio de las características histopatológicas y de los parámetros clínicos 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 hepático de rata, basándose 

en las características bioquímicas de cada uno de los dominios de la membrana en 

cuanto a contenido en proteínas totales y colesterol, y expresión de proteínas 

específicas marcadoras. 

2.2. Validar el método estandarizado en los adenocarcinomas mamarios experimentales. 

3. Caracterizar el perfil lipídico de la membrana de las células tumorales y sus dominios.  

3.1. Analizar el contenido en tipos de lípidos (esfingolípidos, esteroles, glicerofosfolípidos 

y lípidos neutros) de la membrana total y de sus dominios. 

3.2. Analizar el contenido en ácidos grasos de la membrana total y de sus dominios. 

4. Analizar los cambios ejercidos por los lípidos de la dieta sobre la composición lipídica 

y proteica de la membrana de las células tumorales. 

4.1. Determinar los niveles de proteínas específicas de microdominios de membrana, 

concretamente de Flot1 y Cav1. 

4.2. Analizar el contenido en tipos de lípidos de la membrana total y de sus dominios. 

4.3. Analizar el contenido en ácidos grasos de la membrana total y de sus dominios. 

4.4. Determinar los niveles de la proteína pro-apoptótica CD95. 

4.5. Correlacionar los diferentes parámetros clínicos, bioquímicos y moleculares 

estudiados.  

El objetivo último de estos estudios es el de proporcionar evidencias experimentales 

sobre las acciones moduladoras de los lípidos de la dieta en el cáncer de mama. Aunque se 

debe ser prudente a la hora de extrapolar los resultados obtenidos en modelos experimentales 

al cáncer humano, tales evidencias permitirían formular opiniones científicas acerca de la 

importancia que los hábitos dietéticos y el estilo de vida pueden tener en relación a la salud de 

la población o el riesgo de enfermedad. Asimismo, estos estudios ayudarían a definir factores 

de riesgo y/o protectores a los que puede estar sometida la población por sus hábitos 

alimentarios. En consecuencia, este trabajo en su conjunto podría enmarcarse en el campo de 

la prevención, primaria y secundaria, del cáncer de mama. 
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Lactancia 
materna Alimentación mediante las dietas experimentales

Edad (días)
Tiempo post-inducción (días)

0         23            53                    74                                                                    260  261 
- - 0                     21                                                                    207  208

Dieta normolipídica m3 (3% aceite de maíz)

Dieta hiperlipídica M20 (20% aceite de maíz)

Dieta hiperlipídica m3O17(3% aceite de maíz + 17% aceite de oliva virgen extra)

Inducción con 5 mg de DMBA

A. ENSAYOS BIOLÓGICOS 

1. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 Este trabajo se soporta experimentalmente en el modelo de cáncer de mama inducido 

en la rata Sprague-Dawley mediante DMBA. El estudio estuvo integrado por 60 animales 

distribuidos en 3 grupos según la dieta recibida (Figura 10). En todos los grupos, los animales 

recibieron lactancia materna desde su nacimiento hasta el destete, el día 22-23 de vida. A 

partir de entonces se les administraron las dietas experimentales: normolipídica (m3), en todos 

los grupos hasta el día de la inducción y en el grupo control (C) hasta el fin del estudio, 

hiperlipídica rica en aceite de maíz (M20), en el grupo M desde el momento de la inducción 

hasta el sacrificio, o hiperlipídica rica en aceite de oliva virgen extra (m3O17), desde la 

inducción hasta el final del estudio en el grupo O. El diseño experimental se realizó con el 

objetivo de analizar los efectos diferenciales de las dietas ricas en PUFA n-6 (aceite de maíz) 

o MUFA n-9 y compuestos minoritarios (aceite de oliva) en la promoción de la 

carcinogénesis mamaria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Diseño experimental 
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Todos los animales fueron inducidos el día 53 -día 0 del tiempo post-inducción- con 

una dosis única del carcinógeno DMBA. Para ello, se administraron 5 mg de DMBA disueltos 

en 1 ml de aceite de maíz mediante instilación bucogástrica, siguiendo el método de Huggins 

C et al ([439], [443]) modificado ([1299]). Éste método provoca la parición de tumores 

mamarios en la rata de características similares a los humanos ([1438], [4264]). Como el 

carcinógeno se administró vehiculado en un lípido, a fin de evitar problemas de absorción, a 

los animales no se les administraron las dietas hiperlipídicas hasta el día después de la 

inducción (día 54). 

 A partir del destete los animales fueron pesados e inspeccionados semanalmente para 

hacer un seguimiento de la evolución ponderal y detectar posibles patologías generales o por 

desequilibrios nutricionales ([855]). Además, desde el día 74 se palparon sistemáticamente los 

animales a fin de determinar la aparición, localización y el contenido tumoral. Asimismo, se 

midieron los dos diámetros mayores de cada tumor mediante un nonius para calcular el 

crecimiento tumoral a través del volumen estimado. 

 El final del ensayo coincidió con el sacrificio de los animales por decapitación a una 

edad media de 261 días. Previamente al sacrificio se determinó la fase estral de los animales 

mediante citología vaginal y se seleccionaron los animales en diestro, para conseguir la 

máxima homogeneidad de las muestras y la mínima interferencia de hormonas endógenas. 

Únicamente en los dos últimos días se sacrificaron animales que no estaban en dicha fase, a 

fin de no aumentar en exceso el periodo de sacrificio. Además, no se sacrificó más de un 

animal por caja y día para evitar el estrés generado por la denominada "sensación inminente 

de peligro" que se produce en el resto de los animales de la misma caja ([1232], [1310]).  En 

los animales seleccionados se efectuó la inspección y la palpación 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 sólo se realizó entre las 10:00 y las 13:00 horas, 

tras dejar a los animales en su hábitat normal durante un mínimo de 1 hora y 30 minutos 

después de finalizar su manipulación. 

 Tras el sacrificio, se efectuó rápidamente la exéresis tumoral y se determinaron los 3 

diámetros mayores de cada tumor. Posteriormente se separó una parte representativa de cada 

tumor o, en el caso de los tumores pequeños, la totalidad del tumor, y se fijó en formol al 10% 

tamponado con fosfatos para su estudio anatomopatológico. El resto del tumor fue congelado 
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inmediatamente en nitrógeno líquido. A continuación, se realizaron las necropsias completas 

de los animales siguiendo los procedimientos descritos en la guía de Rowet ([566]). Las 

muestras para el estudio anatomopatológico fueron posteriormente incluidas en parafina y 

teñidas con hematoxilina-eosina. 

2. ANIMALES: CARACTERÍSTICAS 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 tenían 23 días 

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, filtración de aire y presión positiva. Durante todo el estudio, los animales 

permanecieron a una temperatura de +22ºC ± 2ºC, 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 ó 4 animales por 

caja de 1000 cm2 de superficie basal. 

  El cuidado de los animales y el establecimiento cumplían las normas del Real Decreto 

223/1988, particularmente las del artículo 8º sobre protección de animales utilizados para la 

experimentación, las de la Ley 5/1995 de preotección de aniales utilizados para la 

experimentación y otros fines científicos, y el Decreto 214/1997 de regulación de la 

utilización de animales para experimentación y otros fines científicos. 

3. DIETAS EXPERIMENTALES 

 En este trabajo se utilizaron tres dietas semisintéticas con la misma composición 

cualitativa pero distinto contenido lipídico: dieta normolipídica m3, dieta hiperlipídica rica en 

aceite de maíz M20 (rica en ácido linoleico (18:2n-6)) y dieta hiperlipídica con alto contenido 

en aceite de oliva m3O17 (rica en ácido oleico (18:1n-9)). Todas ellas fueron diseñadas y 

preparadas en el laboratorio donde se realizó 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 más importante de los estudios sobre la 

influencia de los lípidos de la dieta en el cáncer de mama experimental. Para poder asegurar 

que los resultados obtenidos se deben específicamente 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 composición cuantitativa de cada dieta se muestra en la tabla 1. 

Los componentes utilizados y el material necesario se describen a continuación y la 

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

Componentes 

- Lípidos: Aceite de germen de maíz (Dietisol, Dietisa). 

Aceite de oliva virgen extra (variedad hojiblanca). 

- Proteínas: Caseína láctica (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-α-tocoferol acetato (E), retinol acetato (A), fitil menadiona (K) 

colecalciferol (D3). 

Hidrosolubles: Bitartrato de colina, inositol, ácido ascórbico (C), ácido nicotínico 

(B3), pantotenato cálcico, clorhidrato de tiamina (B1), riboflavina (B2), 

clorhidrato de piridoxina (B6), ácido fólico, biotina, cobalamina (B12). 

- Minerales: (J. EScuder S.L.): Fosfato dipotásico (K2HPO4), carbonato cálcico (CaCO3), 

fosfato cálcico monohidrato (CaHPO4·1H2O), sulfato magnésico heptahidratado 

(MgSO4·7H2O), cloruro sódico (NaCl), citrato ferroso amoniacal (C6H5O7FeNH4), sulfato de 

manganeso monohidratado (MnSO4·1H2O), cloruro de zinc (ZnCl), sulfato de cobre 

pentahidratado (CuSO4·5H2O), cloruro de cobalto hexahidratado (CoCl2·6H2O), yoduro 

potásico (KI). 

Material 

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

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

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

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

- Otros: material de pesada, estátulas, recipientes de plástico con cierre hermético, bolsas de 

plástico, aparato doméstico de vacío y soldado Melitta. 
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m3 M20 m3O17

PROTEÍNAS

(Caseína)

CARBOHIDRATOS

(Glucosa)

LÍPIDOS

(Aceite)

FIBRA 

(Celulosa)

K2HPO4 1,6100000

CaCO3 1,2322576

CaHPO4·1H2O 1,0630714

MgSO4·7H2O 1,0000000

NaCl 0,8350000

C6H5O7FeNH4 0,1130148

MnsO4·1H2O 0,0255000

ZnCl 0,0072964

CuSO4·5H2O 0,0039294

CoCl2·6H2O 0,0002500

KI 0,0000641

Total sales: 5,8903837

A 0,0014000

D3 0,0000031

E 0,0227273

K 0,0001000

Colina 0,1800000

Inositol 0,0150000

C 0,0075000

Ác. Nicotínico 0,0060000

Pantotenato 0,0040000

B1 0,0010000

B2 0,0010000

B6 0,0010000

Ácido fólico 0,0005000

Biotina 0,0001000

B12 0,0000050

Total vitaminas: 0,2403354

DIETAS EXPERIMENTALES

18,0 23,0 23,0

67,9 45,9 45,9

3 g aceite de 
maíz

20 g aceite 
de maíz

3g aceite de maíz 
17 g aceite de oliva

5,0 5,0 5,0

5,9

MEZCLA VITAMINAS

MEZCLA SALES

0,24 0,24 0,24

5,9 5,9

Tabla 1. Composición cuantitativa de las dietas experimentales (g/100 g dieta) 
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Aceite de maíz
Aceite de oliva 

virgen extra

Palmítico 
C14:0

Esteárico
C18:0

Araquídico
C20:0

Palmitoleico
C16:1 n-7

Oleico
C18:1 n-9

Eicosanoico
C20:1 n-9
Linoleico
C18:2 n-6
Linolénico
C18:3 n-6

13,6 10,53
28,4 79,52
58 8,84

2,02 0,10

% ÁCIDOS GRASOS

28,2

<0,1

57,1

Ratio 

ac.linoleico/oleico

0,9

Total SFA
Total MUFA
Total PUFA

SFA

11,2 7,89

2,1 2,64

0,3 -

79,03

-

8,24

0,6

MUFA

PUFA

0,2 0,49

Tabla 2. Composición en ácidos grasos de los aceites utilizados en las diferentes dietas 
experimentales determinada por cromatografía de gases. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

SFA: ácidos grasos saturados; MUFA: ácidos grasos monoinsaturados; 
PUFA: ácidos grasos poliinsaturados 

 

4. INDUCCIÓN DE TUMORES MAMARIOS 

Material 

- Carcinógeno: DMBA (7,12-dimetilbenz(α)antraceno ó 9,10-dimetil-1,2-benz-antraceno ó 

1,4-dimetil-2,3-benzfenantreno) -Sigma-. 

- Diluyente: Aceite de maíz (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 inducción carcinogénica es el de Huggins C et. al 

modificado ([439], [443], [1299], [1438]). El DMBA fue disuelto en aceite de maíz a una 

concentración final de 5 mg/ml. Esta disolución se realizó en un baño a +40ºC, en agitación 

constante, durante 24 horas y protegiendo el carcinógeno de la luz. Los procedimientos que se 

utilizaron en este trabajo siguieron estrictamente las normas GLP (Good Laboratory 

Practices). 
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 El carcinógeno se administró a los animales a los 53 días de edad. Previamente, las 

ratas fueron semianestesiadas mediante una inyección intraperitoneal, en la zona abdominal 

izquierda, de 10 mg de clorhidrato de ketamina/kg (aproximadamente unos 0.05 ml/animal). 

Posteriormente, se suministró una única dosis de DMBA mediante instilación bucogástica 

realizada con una sonda conectada en su extremo proximal a una jeringuilla de 1 ml. La dosis 

única de carcinógeno fue de 5 mg de DMBA/animal, 1 ml de la solución de aceite. 

5. EXPLORACIONES PERIÓDICAS, SACRIFICIO Y NECROPSIA 

Material 

- Balanza "Sartorius Mc1" (Laboratory LC6200). 

- Microscopio "Laborlux 11"(Leitz). 

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

- Guillotina, tijeras, bolsas de plástico cónicas con extremo distal abierto. 

- Éter etílico, caja de anestesia. 

- Herramientas de disección. 

- Tubos de heparina-litio, tubos siliconizados. 

- Formol al 10% tamponado con fosfatos. 

- Otros: algodón, embudos, gradillas, espátulas de algodón, suero fisiológico, protaobjetos, 

cubreobjetos, recipientes de cristal, pipetas Pasteur, etc. 

 Los animales fueron explorados semanalmente mediante inspección, palpación y 

determinación del peso corporal. Estas exploraciones permitieron: 1) la detección, 

localización y determinación de los dos diámetros mayores de los nódulos tumorales; 2) el 

estudio de la evolución ponderal; 3) efectuar el control de calidad de la serie, investigando la 

presencia de otras patologías, 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 día 74. Éstas se realizaron sobre el 

animal colocado en posición anatómica normal, situado frente al operador y con la cabeza por 

delante. El animal se sujetaba suavemente con las dos manos y, simultáneamente, se le 

palpaban las zonas laterales longitudinales desde la base del cuello hasta la zona inguinal y 

alrededores de la cola. Además se realizaba la misma operación a lo largo de la zona central y 

nódulos, a través de la piel, con el pulgar y el índice y, posteriormente, presionar a lo largo del 
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cuerpo con el dedo plano a fin de descubrir las pequeñas irregularidades. Los nódulos 

encontrados en cada exploración se emplazaron en un esquema corporal para cada una de las 

ratas. Asimismo, se midieron los dos diámetros mayores de cada nódulo con un nonius. 

          

 

 

 

 
 

Figura 11. Exploraciones periódicas 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 selección del diestro se realizó basándose en las características de dicha fase: mayor 

duración ([855], [1610]), facilidad para su identificación diagnóstica, estado hormonal ([840], 

[1023]) y los efectos conocidos de las dietas hiperlipídicas sobre su duración y estado 

hormonal ([918], [945], [1046]). La determinación de la fase estral se realizó mediante 

citología vaginal. Se recogieron las células mediante una espatulilla provista, en su extremo 

distal, de algodón empapado en suero fisiológico. Las células se extendieron sobre un 

portaobjetos, se colocó un cubreobjetos, y se procedió a su observación microscópica. La 

presencia de abundantes leucocitos, escasas células epiteliales de la capa basal y moco en 

cantidad variable, caracterizó inequívocamente, la fase estral de diestro en las ratas ([1232], 

[1610]). 

 Los animales fueron sacrificados por decapitación troncular. En la proximidad de la 

zona del sacrificio se dispuso también de un sistema de anestesia con éter etílico para cubrir 

posibles eventualidades, que no fue necesario utilizar. El método de decapitación troncular 

con guillotina fue escogido por considerarse uno de los métodos más humanitarios para 

sacrificar a los animales y el más eficaz. ([1232]). Además, está exento de los problemas que 

tiene la anestesia con éter, tanto para el tipo de estudio (principalmente los relacionados con la 

posible influencia sobre parámetros hormonales ([922], [935], [1232]), como para los 

animales (estrés por asfixia e irritación de membranas y mucosas). El animal seleccionado era 

introducido en el interior de una bolsa cónica cuyo extremo distal estaba abierto para que 
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pudiese respirar. Así se inmovilizaba el animal, actuando con mayor rapidez y reduciendo el 

grado de estrés. Tras el sacrificio, se procedía a la limpieza exhaustiva de todo el material y a 

la ventilación de la sala antes de continuar con el siguiente animal ([1232]). El horario de 

sacrifico, la edad de los animales y la selección y el número de animales sacrificados por caja 

y día ya fueron indicados en el apartado A.1. de este capítulo, así como la necropsia, la 

recogida y el procesamiento de las muestras. 

 El estudio histopatológico se realizó en colaboración con una patóloga. Las muestras 

se fijaron en formol al 10% tamponado con fosfatos, y se incluyeron en parafina. Se 

practicaron varios cortes de cada muestra (de1 a 3) de 5 µm de espesor que se tiñeron con 

hematoxilina y eosina. El diagnóstico de las biopsias tumorales se basó esencialmente en los 

criterios de Young y Hallowes ([1141]). Además del diagnóstico histopatológico de las 

lesiones, se analizó el grado arquitectural y nuclear de los adenocarcinomas, el número de 

mitosis en 10 campos de gran aumento (400X) para valorar el grado histológico 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]) así como la reacción estromal. 

 

B. TÉCNICAS DE BIOQUÍMICA Y BIOLOGÍA MOLECULAR 

Material 

- Autoclave SterilClav-75 Dry (Raypa). 

- Bomba de vacío (Telstar) 

- Cámaras de cromatografía (Merk).  

- Centrífuga 5415R (Eppendorf). 

- Centrífuga refrigerada Sorvall RC-6 (DuPont Instruments), rotor SH 3000 BK. 

- Ultracentrífuga Sorvall™ WX, rotor vasculante SW41 Ti. 

- Equipo de calibración de pH “GLP 21” (Crison). 

- Equipo de homogenización de tejidos Polytron (Kinematica). 

- Fuentes de alimentación 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). 

- Microcentrífuga MicrofugaTM 11 (Beckman). 

- Programa de análisis de imagen: Quantity OneTM (BioRad).  
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- Sistema de captura de imágenes 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 informático Image Lab™  Sofware version 

5.1 (BioRad). 

- Otro material: Congelador de -80ºC Ultima II (REVCO), combinado de nevera de +4ºC y 

congelador de -20ºC (Liebherr), agitadores magnéticos y orbitales, vórtex, contenedores de 

nitrógeno líquido, máquina de hielo, estufas, balanzas de precisión, baños con control de 

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

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

bioquímicas y de biología 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 -80ºC, aunque previamente se 

estandarizó con muestras de hígado del grupo control con el objetivo de disponer de una 

situación de referencia, en un tejido no diana del carcinógeno.  Por otra parte, el tamaño de 

dicho órgano permite estandarizar todas las técnicas necesarias para el estudio sin 

comprometer las muestras tumorales que son mucho más pequeñas y valiosas.  Una vez 

comparados diferentes protocolos, el aislamiento de fracciones de membrana se realizó 

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 II (Buffer Raft I – 50mM 

Tris-HCl pH 8, 10mM MgCl2, 0.15M NaCl, 20mM NaF, 5mM β-Mercaptoetanol, inhibidores 

de proteasas (Sigma)-, 1% Triton X-100, 5% Glicerol) preparado durante el día de su 

utilización y previamente enfriado a +4ºC. La relación peso muestra/volumen buffer fue 1/10. 

Las muestras se mantuvieron en nitrógeno líquido o nieve carbónica antes de introducirlas en 

el tubo para evitar su descongelación y todo el procedimiento posterior se realizó a una 

temperatura entre 0 y +4ºC. La homogeneización de las muestras se realizó con un Polytron a 

potencia 26000 rpm con un vástago de 7 mm realizando 3 pulsos de 15 segundos cada uno y 

manteniendo los tubos a +4ºC. A continuación, se centrifugaron las muestras durante 5 
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minutos a 500 xg a +4ºC en una centrífuga refrigerada Sorvall® RC-6 (Du-Pont Instruments) 

y se recuperó el sobrenadante. Posteriormente éste fue incubado durante 1 hora a +4ºC en 

agitación y centrifugado a 500 xg durante 5 minutos a +4ºC. El sobrenadante fue recuperado y 

1.5 mL del mismo fueron trasvasados a un tubo de 5 mL previamente enfriado y se les 

adicionó sacarosa hasta obtener una concentración final del 41%. El volumen restante del 

sobrenadante se consideró como “Extracto total de membrana” y se cuantificó su 

concentración de proteínas. Seguidamente, se procedió al montaje del gradiente de sacarosa 

en un tubo de ultracentrífuga previamente enfriado en el cual se colocaron 1.5 mL de la 

solución de sacarosa 41%, 8 mL de sacarosa 36% y 2.5 mL de sacarosa 15%, estas dos 

últimas soluciones preparadas en Buffer Raft I frío,  des del fondo hasta la parte superior del 

mismo. A continuación, se ultracentrifugó a 222000 xg durante 18 horas a +4ºC y 

posteriormente se recogieron 12 fracciones de 1 mL cada una desde la parte superior del tubo 

hasta el fondo. Se procedió a la determinación de la concentración de proteínas de dichas 

fracciones. El proceso de obtención de fracciones de membrana se esquematiza en la figura 

12. 

 

 

 

 

 

Figura 12. Proceso de aislamiento de fracciones de membrana. 

 

2. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS  

La cuantificación de proteínas de los extractos totales de membrana y las diferentes 

fracciones obtenidas se realizó mediante el método de Lowry, utilizando el Kit DC Protein 

Assay II (BioRad), versión microplaca. El procedimiento seguido con este kit requirió la 

dilución apropiada previamente al ensayo de las muestras en agua y la utilización de una 

curva estándar Bovine Serum Albumin (BSA) Standar Set (BioRad). A 5 µL de cada muestra 

se le añadieron 25 µL de DC Reactivo A’ y 200 µL de DC Reactivo B y se incubaron 15 
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minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se procedió a la lectura de la absorbancia 

a 750 nm. A partir de los valores de las absorbancia de la recta patrón se pudo calcular la 

concentración de proteínas de las diferentes muestras problema. 

3. ANÁLISIS 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/caracterización) y otros para 

analizar el efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición proteica tanto de los 

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

 Las proteínas fueron preparadas a las concentraciones adecuadas para cada ensayo 

(Tabla 3). Se les adicionó Laemli Buffer (BioRad) con β-mercapto-etanol al 5% en 

proporción 1:1 y posteriormente fueron desnaturalizadas por tratamiento a +90-+100ºC 

durante 4 minutos. Seguidamente, fueron separadas por electroforesis en un gel de 

poliacrilamida entre el 8 y el 12% con duodecilsulfato sódico (SDS-PAGE), según el tamaño 

de la proteína de interés, durante 1 hora y 30 minutos a +4ºC. Las muestras fueron 

transferidas a una membrana de nylon Hybond PVDF (GE Healthcare) a 100 mV durante una 

hora a +4ºC. A continuación, la membrana fue bloqueada con TBS-T (20mM Tris-HCl 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/+4ºC, según la especificidad del 

anticuerpo. La membrana se incubó con el anticuerpo adecuado a la concentración indicada 

en la tabla 3 durante 2/16 horas a +4ºC en agitación. Tras realizar tres lavados en TBS-T 0.1% 

durante 10 minutos cada uno en agitación, se incubó la membrana con la solución apropiada 

de anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rábano (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 agitación. Finalmente, tras realizar lavados con TBS-T 0.1%, las proteínas fueron 

detectadas por quimioluminiscencia, mediante el sistema “Luminata Forte Western HRP 

Substrate” y “Luminata Crescendo Western HRP Substrate” (Millipore), y reveladas en film 

de autoradiografía (Hyperfilm ECL, Amersham Bioscience). El contenido proteico se 

determinó por densitometría mediante el sistema de análisis de imágenes 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 µg de proteína. 
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ANTICUERPO 

PRIMARIO
CASA COMERCIAL REFERENCIA

 MUESTRA         

(µL)
DILUCIÓN

ANTICUERPO 

SECUNDARIO
Anti-caveolin 1 Millipore 05-762 10 1:500 anti-ratón

Anti-flotillin 1 BD Transduction Laboratories 610821 10 1:1000 anti-ratón
rTf Zymed Laboratories 13-6800 50 1:750 anti-ratón

MUESTRA        

(µg)
Anti-caveolin 1 Millipore 05-762 2 1:2000 anti-ratón
Anti-flotillin 1 BD Transduction Laboratories 610821 1 1:5000 anti-ratón

Anti-Fas (FL-335) Santa Cruz Biotechnology sc-7886 20 1:500 anti-conejo

WB 
marcadores

WB 

expresión

Tabla 3: Anticuerpos utilizados y condiciones de los ensayos Western Blot 

 

 

 

 

 

4. EXTRACCIÓN DE LÍPIDOS 

A partir de los extractos totales de membrana así como de las diferentes fracciones 

obtenidas durante el fraccionamiento de ésta, congeladas a -20ºC, se procedió a la extracción 

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

Setenta y cinco µg de proteína se diluyeron en agua destilada hasta 500 µL. 

Posteriormente, se mezclaron con 7.5 mL de cloroformo:metanol (Scharlau) (1:2) enfriados 

previamente y se agitó vigorosamente la mezcla durante 2 minutos a temperatura ambiente. 

Seguidamente, se añadieron 2.5 mL de cloroformo frío (Scharlau) y 4 mL de agua destilada 

mantenida en hielo, se volvió a agitar durante 2 minutos a temperatura ambiente y se 

centrifugó a 1300 xg durante 15 minutos a +4ºC en una centrífuga Sorvall® RC-6. 

Transcurrido este tiempo, se recogió la fase orgánica y se guardó en un tubo de vidrio tapado. 

A la fase no orgánica se le añadieron 4 mL de una mezcla de cloroformo:metanol (1:1) y 2 

mL de agua destilada, ambas enfriadas previamente, se agitó durante 2 minutos a temperatura 

ambiente y se centrifugó a 1300 xg durante 10 minutos a +4ºC. Posteriormente, la fase no 

orgánica fue eliminada con una bomba de vacío y la fase orgánica se recogió y se mezcló con 

la obtenida anteriormente. El último paso de la extracción consistió en eliminar el exceso de 

proteínas que pudieran contener las fases orgánicas. Para ello se añadió una tercera parte de 

CaCl2 1.5 M en relación al cloroformo utilizado hasta el momento, se mezcló enérgicamente 

durante 15 segundos, se centrifugó a 1300 xg durante 10 minutos a +4ºC y se eliminó la fase 

no orgánica, de igual manera que se hizo anteriormente. Se recuperó la fase orgánica y se 

evaporó con ayuda de un baño para acelerar el proceso y bajo un flujo constante de nitrógeno 

gas para evitar al máximo la oxidación de los lípidos. Una vez evaporadas las muestras, los 

lípidos se resuspendieron en  tolueno frío (Scharlau) y se guardaron a -20ºC en una atmosfera 

inerte. 
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Colesterol esterificado + H2O Colesterol + Ácido graso
Colesterol oxidasa

Colesterol + ½ O2 + H2O Colestenona + H2O2
Colesterol oxidasa

2 H2O2 + 4-Aminoantipinina + Fenol Quinonaimina + 4 H2O
Peroxidasa

5. DETERMINACIÓN DE COLESTEROL EN FRACCIONES DE MEMBRANA DE HÍGADO 

La cuantificación de colesterol en fracciones de membrana de tejido hepático se 

realizó a partir de un método basado en la determinación 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:  

 

 

 

 

Se mezclaron cada una de las diferentes fracciones de membrana con una mezcla de 

reactivos para cuantificar específicamente 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 agitó 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 estándar utilizada. 

6. ANÁLISIS DE LÍPIDOS POR CROMATOGRAFÍA EN CAPA FINA  

Para la cromatografía en capa fina (TLC) se utilizó el procedimiento descrito por Ruiz 

y Ochoa ([7057]) con algunas modificaciones. Previamente al ensayo se construyó una 

mezcla de extractos lipídicos comerciales y posteriormente un banco de diluciones de dicha 

mezcla para la obtención de una recta estándar para cuantificar cada uno de los lípidos. 

Seguidamente se procedió a la cromatografía para separar los lípidos tanto de la recta estándar 

como de las muestras en estudio. 

Preparación de la recta estándar 

 Se preparó una recta estándar con los siguientes lípidos: 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 añadió formiato de colesterol (FC) como lípido 

normalizador para relativizar los resultados. 
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 Los extractos lipídicos comerciales, la mayoría en polvo (Tabla 4), fueron 

resuspendidos en un volumen determinado de cloroformo (Scharlau) o tolueno (Scharlau) en 

función de la concentración del stock de lípido necesaria para hacer la mezcla posterior. Una 

vez disueltos los lípidos comerciales, se hicieron alícuotas del volumen necesario de cada 

uno y se preparó una mezcla ("Mix"), con todos los lípidos excepto con el FC. A 

continuación, se evaporaron los solventes con nitrógeno gas y la ayuda de un baño a 37ºC. 

Posteriormente, se resuspendió toda la mezcla en 2 mL de tolueno, se mezcló y se enfrió en 

hielo para evitar al máximo la evaporación del solvente. A continuación, se procedió a la 

preparación de los 8 puntos de la recta estándar (Tabla 4). Para ello, se alicuotaron 25 µL 

para el punto 1, 50 µL para el punto 2, 100 µL para el punto 3, 150 µL para el punto 4, 200 

µL para el punto 5, 300 µL para el punto 6, 400 µL para el punto 7 y 500 µL para el punto 8. 

A cada uno de ellos se les añadió 20 µL de la solución stock de FC (tabla 4). Finalmente, 

todos los volúmenes fueron evaporados y se volvieron a resuspender en un volumen final de 

520 µL de tolueno frío para conseguir la concentración deseada de cada lípido. A la hora de 

cuantificar, de cada punto de la recta estándar se obtuvo un valor  densitométrico que fue 

relativizado con el valor densitométrico del FC para ese mismo punto (Figura 13).  
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Figura 13. Imagen representativa de las rectas de regresión obtenidas para cuantificar los lípidos de 
membrana. Cada gráfica se obtuvo del promedio de rectas de regresión realizadas a lo largo de los ensayos de 
cromatografía en capa fina. El eje de las ordenadas representa el valor "teórico" de lípido estándar que hay en 
cada punto de la recta estándar expresado en nanomoles de lípido y el eje de las abscisas se obtiene de relativizar 
el valor de la densitometría óptica obtenida en cada punto de la recta del lípido estándar con el del lípido 
normalizador (FC).     
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CÁMARA SOLVENTE VOLUMEN DISTANCIA (cm) FUNCIÓN

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

Cromatografía en capa fina y cuantificación de los lípidos de membrana 

El primer paso consistió en impregnar las placas de cromatografía recubiertas de sílica 

(Macherey-Nagel) con una solución EDTA 1mM pH 5.5 a temperatura ambiente dentro de 

una cámara de cromatografía, con el fin de mejorar la separación de las fracciones lipídicas. 

Seguidamente, se dejaron secar las placas reservadas del polvo. Una vez secas, las placas se 

dejaron toda la noche en una solución cloroformo:metanol:agua (60:40:10), preparada 

previamente y mantenida en reposo para que la cámara se saturara bien con los vapores de 

los solventes. Posteriormente, se procedió al secado de las placas y se activaron durante 30 

minutos a +100ºC. Una vez atemperadas (a temperatura ambiente) se procedió a la 

aplicación manual de los 8 puntos de la recta estándar y de las muestras problema. La 

aplicación se realizó gota a gota con una pipeta automática de 10 µL y con la ayuda de aire 

para secarlas. Se aplicaron 3 µL de cada uno de los puntos de la recta estándar y en el caso 

de las muestras el volumen correspondiente a 20-50 µg de proteína. Seguidamente, las 

placas fueron incubadas en las diferentes cámaras de cromatografía, que contenían las 

diferentes soluciones de solventes, para saturar bien las cámaras con sus vapores, haciendo 

llegar cada solvente hasta la distancia necesaria para obtener una buena separación de las 

fracciones lipídicas (Tabla 5). 

Tabla 5. Solventes utilizados en la cromatografía en capa fina 

                * 

             

 

* Lípidos 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 cámara y cámara se procedió al secado de las placas con aire. Una vez se 

pasaron por todas las cámaras de cromatografía, se dejaron secar al aire. Seguidamente, se 

introdujeron  en la cámara de revelado que contenía una solución de sulfato cúprico 10% en 

ácido ortofosfórico al 8%, se secaron y se pasaron rápidamente a una estufa donde se 

incubaron a +200ºC durante 3 minutos. Para finalizar el proceso se escanearon las placas y se 

determinó el contenido de lípidos por densitometría a través del programa Quantity One (Bio-
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Relación 
ºC/min

Valor ºC
Tiempo de 
carga (min)

Tiempo de 
ejecución (min)

Inicio 150 1 1
Rampa 1 25 180 0 2,2
Rampa 2 5 220 1 11,2

Rad Laboratories). Los valores densitométricos fueron normalizados al valor medio de los 8 

puntos del lípido FC incluido dentro de la recta estándar. 

7. ANÁLISIS DE ÁCIDOS GRASOS POR CROMATOGRAFÍA DE GASES 

 El primer paso consistió en extravasar la muestra a un tubo de vidrio y añadir 2 mL de 

Solución B de transesterificación (93.5 % metanol y  6.5% cloruro de acetilo -Fluka-) y 

mezclar enérgicamente durante un minuto a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubó 

durante 90 minutos a +75ºC y se dejó enfriar para, seguidamente, añadir 1 mL d'una solución 

de cloruro de sodio (NaCl) saturada y 0.75 ml de n-hexano (Scharlau). Se agitó la mezcla 

durante 2 minutos a temperatura ambiente y se centrifugó a +4ºC durante 10 minutos a 4400 

rpm (4000 xg). Finalmente, se extrajo la fase orgánica, correspondiente al sobrenadante, y se 

traspasó a un vial de inyección para cromatografía de gases. Se inyectó 1 µL de extracto 

lipídico en un cromatógrafo 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 cromatografía se muestran en la tabla 6: 

Tabla 6. Condiciones de temperatura cromatográfica 

 

 

 

 Se dejó un tiempo de equilibrado de 3 minutos manteniendo el horno a una 

temperatura máxima de 250ºC. Finalmente se usó un detector de calor a una temperatura de 

260º con un flujo de nitrógeno y de aire de 35 mL7min y 350 mL/min respectivamente. 

Los ácidos grasos analizados en el estudio se muestran en la tabla 7. 
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C12:0 Laúrico

C14:0 Mirístico

C16:0 Palmítico

C17:0 Margárico

C18:0 Esteárico

C20:0 Araquídico

C21:0 Heneicosanoico

C22:0 Behénico

C23:0 Tricosanoico

C24:0 Lignocérico

C16:1n7 Palmitoleico

C17:1n7 Margaroleico

C18:1n9-t Elaídico (Trans-oleico)

C18:1n9 Oleico

C18:1n7 Vaccénico

C20:1n9 Eicosenoico

C22:1n9 Erúcico

C18:2n6-t Trans-CLA

C18:2n6 Linoleico

C18:3n6 Linolénico

C18:3n3 α-Linolénico

C20:2n6 Eicosadienoico

C20:3n6 Eicosatrienoico

C20:4n6 Araquidónico

C20:5n3 Eicosapenataenoico

C22:2n6 Docosadienoico

SF
A

M
U

FA
P

U
FA

ÁCIDOS GRASOS

Tabla 7. Ácidos grasos analizados en el estudio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

C. ANÁLISIS DE LOS DATOS 

 Dado que los datos de cáncer no siguen una distribución normal y las varianzas son 

heterogéneas, se aplicó una estadística no paramétrica en todo el estudio para dar 

homogeneidad a los análisis estadísticos. Se utilizó el software PAW Statistics 20 (antes 

SPSS). El nivel de significación estadística se estableció en p<0.05. 
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1. ENSAYOS BIOLÓGICOS. 

1.1 Carcinogénesis 

 Los datos obtenidos en los ensayos biológicos procedieron de dos situaciones 

experimentales distintas, cada una con diferente exactitud y precisión de las medidas tomadas. 

Así, 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 estadísticas empleadas se citan a continuación. 

Datos cualitativos 

 Estudio temporal: Comparación entre curvas mediante el análisis de la varianza no 

paramétrico de 2 factores -test de Friedman-. El estudio de la regresión tumoral parcial se 

realizó mediante el análisis de la varianza (ANOVA). 

 Sacrificio: prueba de la ji-cuadrado (χ2). Los tratamientos con dos caracteres fueron de 

dos tipos: comparación de frecuencias observadas, y comparación de reparticiones observadas 

frente a reparticiones teóricas dadas por la hipótesis nula de equiprobabilidad. En el caso de 

más de dos carácteres, la estrategia del tratamiento se basó en el análisis de relación de todos 

ellos ([1674]). Se aplicaron sistemáticamente los criterios de Lewontin RC y Felsentein J para 

las frecuencias calculadas de todas las tablas 2xN. 

Datos cuantitativos 

 Estudio temporal: Comparación entre curvas mediante el análisis de la varianza no 

paramétrico de 2 factores -test de Friedman-. 

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

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

1.2 Estudio de la evolución ponderal y la masa corporal. 

Datos cuantitativos 

 Para el análisis de la evolución ponderal se utilizó el test estadístico de Modelos No 

lineales Mixtos ([3935]) para ajustar los datos de cada grupo a una función de regresión 

asintótica. Se realizó una estimación del peso corporal diario de los animales mediante una 
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regresión lineal para predecir los valores que faltaban. Los datos del peso e índices 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. BIOLOGÍA 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 (χ2). 

Correlaciones 

 El grado de correlación de los diferentes parámetros 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 significación.  
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A. EVOLUCIÓN PONDERAL, PATOLOGÍA MAMARIA Y 

PARÁMETROS DE LA CARCINOGÉNESIS 

1. EVOLUCIÓN PONDERAL 

El estudio del crecimiento de los animales de los tres grupos experimentales se basó en 

el análisis ponderal, a partir de la evolución de los pesos a lo largo del tiempo. Los datos se 

obtuvieron en las 33 determinaciones semanales del peso corporal. 

Dicho análisis se realizó mediante un test de hipótesis basado en intervalos de 

confianza. Se utilizó la metodología de los Modelos Mixtos ([3935]), que tiene en cuenta los 

efectos fijos (comportamiento común de cada grupo) y los efectos aleatorios (efecto de cada 

individuo). Empleando dicha metodología para ajustar un modelo lineal para cada grupo, 

basado en la evolución del peso de los individuos, se pudo contrastar mediante intervalos de 

confianza la significación de las diferencias entre grupos. Así, se diseñó un modelo 

polinómico de segundo orden (parábola) y se calculó el modelo mixto basado en la función: 

Pi = (0 + bi0) + (1 + bil) x log (ti) + (2 + bi2) x log2 (ti) 

donde el peso ("P") de los individuos ("i") está en función del tiempo ("t"), y donde "β" 

representa los efectos fijos y "bi" el efecto individuo. Esta función se puede expresar como 

una nueva variable mediante la siguiente transformación:  

X1i= - [0/2 + 1/2 x log(ti) + log2(ti) 

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 comparación de los intervalos de cada grupo no mostró diferencias 

estadísticamente significativas, debido a que los tres grupos presentaron intervalos solapados 

entre ellos (Tabla 8). 
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C
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)

Inferior Pendiente Superior

C 95,3 98,9 102,6

M 98,1 101,7 105,4

O 95,1 98,8 102,4

GRUPO
INTERVALO DE CONFIANZA (%)

Tabla 8. Estudio de la evolución ponderal. 

 

 

 

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

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

coeficientes de variación fueron uniformemente bajos y de evolución constante en todos los 

grupos experimentales (Figura 14B). 

A 

 

 

 

 

 

B 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Evolución  (A) y coeficiente de variación (B) ponderales. C: grupo control; M: grupo de aceite 
de maíz; O: grupo de aceite de oliva; CV(%): coeficiente de variación (%). 
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C M O

PATOLOGÍA NEOPLÁSICA MALIGNA

Adenocarcinoma 72 95 69

PATOLOGÍA BENIGNA

Neoplásica:

Adenoma 6 10 8

Fibroadenoma 13 14 12

Fibroma 1 2 1

Papiloma 2 - -

Lipoma - - 1

Otras:

Quística:

Éctasis ductal - - 2

No Quística:

Hiperplasia lobulillar 5 15 16

Fibrosis - - -

2. HISTOPATOLOGÍA MAMARIA 

El diagnóstico histopatológico de las afecciones que presentaron los animales se basó 

en los exámenes anatomopatológicos de las biopsias de nódulos y órganos u otras estructuras 

que en el momento de la necropsia aparecieron como anormales por su aspecto y/o tamaño. 

Cabe destacar que a lo largo de los ensayos se dedicó especial atención a la exploración de las 

posibles patologías causadas por desequilibrios nutricionales. Dicho diagnóstico fue efectuado 

por un especialista en anatomía patológica.   

Las afecciones mamarias se clasificaron en función de los diferentes tipos histológicos 

como patología maligna y benigna, destacando que dentro de ésta última se consideraron 

diferentes tipos de lesiones neoplásicas entre otras, ya que algunas de ellas pueden 

evolucionar desfavorablemente (Tabla 9). 

     Tabla 9. Patología mamaria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Asimismo, se analizaron diversos parámetros histopatológicos 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 expresión de su diferenciación morfológica, c) el número de mitosis en 
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C M O

Grado arquitectural

I 42 (60,9%) 42 (46,1%) 37 (55,2%)

II 15 (21,7%) 36 (39,6%) 17 (25,4%)

III 12 (17.4) 13 (14,3%) 13 (19,4%)

Grado nuclear

I 37 (53,6%) 38 (41,8%) 37 (55,2%)

II 20 (29%) 31 (34,1%) 13 (19,4%)

III 12 (17,4%) 22 (24,2%) 17 (25,4%)

Numero de mitosis 

≤3 49 (71%) 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%)

Reacción estromal

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

+ 36 (52,2%) 48 (52,7%) 32 (47,8%)

++ 8 (11,6%) 9 (9,9%) 12 (17,9%)

+++ 5 (7,2%) 7 (7,7%) 2 (3%)

Numero de adenocarcinomas (%)
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10 campos de gran aumento, como muestra de su capacidad proliferativa y, finalmente, d) la 

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

Tabla 10. Características histopatológicas de los adenocarcinomas de los diferentes grupos 
experimentales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        

           

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

Se determinó que los adenocarcinomas seguían un patrón cribiforme, asociado o no a 

zonas de arquitectura papilar. El grupo de dieta hiperlipídica de maíz mostró una mayor 

agresividad histológica y actividad mitótica, seguido del grupo O. Asimismo, los tres grupos 

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

Por otro lado, se determinó 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 tendían a presentar mayor grado que los del grupo C aunque las diferencias no 

fueron estadísticamente significativas (0.05<p<0.1) (Figura 15). 
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6 1 (3,22%) 9 (21,95%) 2 (6,06%)
7 1 (3,22%) 3 (7,31%) 3 (9,1%)
8 1 (3,22%) 3 (7,31%) 1 (3,03%)
9 1 (3,22%) 3 (7,31%) 4 (12,12%)

10 3 (9,68%) 4 (9,75%) 1 (3,03%)
11 1 (3,22%) 1 (2,43%) 2 (6,06%)

TOTAL 31 (100%) 41 (100%) 33 (100%)

SBR11

GRUPO
GRADOS

Grupos comparados χ2 observada χ2 teórica Significación

C/M 14,021 15,51 0,05<p<0,1

C/O 5,167 15,51 NDS

M/O 10,075 15,51 NDS

A 
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C 
    C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     M            O      
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Análisis del grado de malignidad de los adenocarcinomas mamarios experimentales mediante 
la escala Scarff-Bloom-Richardson adaptada a la rata (A y B) e imágenes histopatológicas representativas 
(C).  SBR11: escala Scarff-Bloom-Richardson con 11 puntos; C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: 
grupo de aceite de oliva. Aumento 40X; área 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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C M O

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

m 103 73 109

Grupos comparados n U Z Significación

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

3. PARÁMETROS DE LA CARCINOGÉNESIS 

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 

significación estadística (Tabla 11). 

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

 A 

 

 B 

   

C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de oliva; n: número de efectivos; M: 
media; SD: desviación estándar; CV: coeficiente de variación (%); m: mediana; U y Z: test de la U de 
Mann Witney; NDS: sin diferencias significativas. 

 

3.2 Incidencia 

La incidencia de afectación se define como la relación entre el número de animales 

que presentan uno o más adenocarcinomas respecto al total de animales de su grupo. Su 

análisis constó de dos partes: 1) el estudio temporal, a partir de los datos observados en cada 

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

Los resultados mostraron que la incidencia aumentó a lo largo del estudio en todos los 

grupos (Figura 16A). La curva del grupo de dieta hiperlipídica de maíz mostró una pendiente 

mayor en relación al grupo control y al de dieta de aceite de oliva. Por otra parte, mientras que 

en el grupo M dicho parámetro empezó a estabilizarse alrededor del día 140 post-inducción, 

tanto en el grupo C como en el grupo O este hecho sucedió más tarde. 

Cuantitativamente, el grupo M fue el que mayor número de animales afectados 

presentó a lo largo de todo el ensayo seguido, en menor grado, del grupo de dieta hiperlipídica 

de oliva. Dichas diferencias fueron estadísticamente significativas (Figura16A y Tabla 12B). 
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Grupos comparados S Significación

C/M 24 p<0,0001

C/O 11,84 p<0,001

M/O 24 p<0,0001

Grupos comparados χ2 observada χ2 teórica Significación

C/M 0,28 3,841 NDS

C/O 0,08 3,841 NDS

M/O 0,06 3,841 NDS

C M O

14/20 18/20 16/20

(70%) (90%) (80%)

Número de animales afectados/total 
(%)

En este momento las diferencias entre grupos no fueron estadísticamente 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 

 

   

  B  

   

   

  C 
  
 
 

 
 
C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de oliva; S: "S" de Fierdman; 2: 
test de la ji-cuadrado; NDS: sin diferencias significativas. 

 

3.3 Contenido tumoral total 

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

mamarios por grupo experimental.  

A lo largo del ensayo se observó un aumento de dicho parámetro en todos los grupos 

experimentales, siendo la evolución de las curvas similar en todos ellos (Figura 16B). El 

número total de tumores del grupo O fue inferior al del grupo C y grupo M. Asimismo, el 

contenido tumoral del grupo de dieta normolipídica fue inferior al del grupo de aceite de maíz. 

Las diferencias observadas fueron estadísticamente significativas en todos los casos (Tabla 

13B).  
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Grupos comparados S Significación

C/M 18,18 p<0,0001

C/O 18,18 p<0,0001

M/O 24 p<0,0001

Grupos comparados χ2 observada χ2 teórica Significación

C/M 1,59 3,841 NDS

C/O 0,03 3,841 NDS

M/O 2,07 3,841 NDS

C M O

72 95 69

Contenido tumoral total

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 estadísticamente significativas (Tabla 13C).  

 

Tabla 13. Estudio temporal del contenido tumoral.  

  A 

 

  B     

 

  C  

 

   

 
C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de oliva; S: "S" de Fierdman; 2: test de 
la ji-cuadrado; NDS: sin diferencias significativas. 
 
 
 

3.4 Volumen tumoral total 

El análisis de la evolución del volumen tumoral a lo largo del tiempo permitió hacer el 

seguimiento del crecimiento tumoral. El volumen tumoral se calculó a partir de los dos 

diámetros mayores (D1 y D2) de cada tumor, determinados durante las palpaciones periódicas. 

Se aplicó la fórmula del volumen del elipsoide de revolución: 

            V= 4/3 x π x D1/2 x (
D2/2)

2  c.c          (D1>D2) 

 En el momento del sacrificio no se pudo realizar el análisis estadístico porque sólo existía un 

único dato por grupo. 

Las diferentes curvas obtenidas para el volumen tumoral total de los tres grupos 

experimentales muestran una evolución aproximadamente de tipo lineal a lo largo del ensayo, 

aunque su pendiente es superior durante el último tercio de éste (Figura 16C).   
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Figura 16. Parámetros de la carcinogénesis. A: Incidencia; B: Contenido tumoral total; C: Volumen 
tumoral total. C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O; grupo de aceite de oliva. 
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Grupos comparados S Significación

C/M 24 p<0,0001

C/O 23 p<0,0001

M/O 24 p<0,0001

C M O

116 145,5 56,16

Volumen tumoral total (cc)

Cuantitativamente, tal y como se puede observar en la curva y como ya sucedió 

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 último los mayores 

valores de dicho parámetro 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 

 

   B          

 

 
C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de oliva; S: "S" de Friedman; 
cc: centímetros cúbicos. 

 

 

B. ESTANDARIZACIÓN DE UN MÉTODO DE AISLAMIENTO DE 

DOMINIOS DE MEMBRANA EN HÍGADO DE RATA Y 

VALIDACIÓN EN ADENOCARCINOMAS MAMARIOS 

EXPERIMENTALES 

Para llevar a cabo el estudio de los efectos de los lípidos de la dieta sobre la 

composición 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 iónico. 

Dado que las características bioquímicas de las DRMs varían en función del 

detergente utilizado para su obtención, se realizaron diferentes ensayos con el fin de optimizar 

dicha técnica. Para ello se utilizaron dos tampones de homogenización que diferían en su 

composición en detergente no iónico: Tritón X-100 o Brij98 (Figura 17). Asimismo, la 

estandarización implicó ensayar diferentes volúmenes de los mismos y diferentes cantidades 
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de muestra. También se probaron distintas proporciones de sacarosa para optimizar la 

separación de las membranas en el gradiente. Finalmente, las DRMs se purificaron tras una 

ultracentrifugación en un gradiente discontinuo de sacarosa que constaba de 41%, 36% y 15% 

de la misma.  

 

 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Análisis por Western blot de los marcadores de membrana soluble Receptor de Transferrina 
(rTf) y Na+/K+ATPasa -1. Las muestras de hígado se homogenizaron en tampón conteniendo detergente y, 
posteriormente, se realizó el gradiente de sacarosa para aislar los LR según “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 volúmenes de tampón de homogenización 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 fracción 1 

correspondía a la primera fracción recogida desde la parte superior del tubo y la 12 a la última, 

en el fondo del tubo. En tejido hepático, 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 extraídas las diferentes fracciones de membrana en hígado, se procedió a su 

caracterización. Para ello, en cada una de ellas se determinaron: 1) la concentración de 

proteínas totales, 2) la cantidad de colesterol y 3) la presencia de proteínas específicas de cada 

dominio de la membrana. 

En cuanto al contenido en proteínas totales, alrededor del 85% de éstas se presentó en 

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

totales (Figura 18). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 18. Caracterización del contenido en proteínas totales de las fracciones de membrana 
en hígado. F.1 a F.12: fracción 1 a fracción 12. 
 
 

La caracterización de las distintas fracciones de membrana también se realizó 

mediante el análisis de la expresión de diferentes proteínas marcadoras de cada una de dichas 

fracciones: Flot1, una proteína residente y formadora de LR; Cav1, proteína esencial para la 

formación de caveolas; y finalmente rTf, localizado en MS. Además, este análisis permitió 

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

Tal y como se observa en la figura 19, Flot1 se detectó como una especie de unos 48 

kDa en las fracciones 2 a 5, principalmente, mientras que Cav1 se presentó exclusivamente en 

la fracción 3, como un doblete de aproximadamente 24 y 21 kDa. Finalmente, rTf se detectó 

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 fracción 3.  

 

 
 
 
 
 

 
 

 
Figura 19. Caracterización de la expresión de proteínas marcadoras de las fracciones de 
membrana en hígado. Cav1: Caveolina-1;Flot1: Flotilina-1; rTf: Receptor de transferrina. 
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Por otro lado, se observó una mayor cantidad de colesterol en la fracción 12, seguida 

de las fracciones de baja densidad 2, 3, 4, y finalmente, en menor cantidad, la fracción 9 

(Figura 20). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 20. Caracterización del contenido en colesterol de las fracciones de membrana en hígado. 
F.1 a F.12: fracción 1 a fracción 12. 

 
 

A partir de todos estos resultados se estableció que en hígado las fracciones de 

membrana 2 a 5 correspondían a LR, la fracción 3 correspondía a caveolas, y las fracciones 

10, 11 y 12 representaban la MS. 

Una vez estandarizado un método de aislamiento de dominios de membrana en hígado 

de rata, se procedió al análisis en las muestras del estudio, los adenocarcinomas mamarios. En 

primer lugar, se cuantificó el contenido en proteínas totales de las distintas fracciones 

obtenidas mediante ultracentrifugación en gradientes de sacarosa. A continuación, se procedió 

al estudio de la localización de las proteínas Flot1, Cav1 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, lípidos característicos de 

LR y caveolas.  

La cuantificación de la concentración de proteínas de cada una de las fracciones de 

membrana obtenidas en los adenocarcinomas mamarios de los tres grupos experimentales 

mostró una concentración creciente de proteínas a lo largo de las diferentes fracciones. Así, 

las primeras, consideradas como fracciones de baja densidad, presentaron una baja 

concentración de proteínas totales, mientras que las últimas, de alta densidad, presentaron una 
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concentración mayor, equivalente, aproximadamente, al 60% del total de proteínas de la 

membrana (Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 21. Caracterización del contenido en proteínas totales de las fracciones de membrana de 
los adenocarcinomas mamarios de los diferentes grupos experimentales. F.1 a F.12: fracción 1 a 
fracción 12. 

En cuanto a la localización de proteínas marcadoras, el análisis de la expresión de 

Flot1 en cada una de las 12 fracciones de membrana obtenidas permitió identificar las 

fracciones 1, 2, 3 y 4 con expresión claramente positiva y mayoritaria para dicha proteína 

(Figura 22A). Consecuentemente, se estableció que estas cuatro fracciones correspondían al 

microdominio de LR. Dicho resultado se corroboró posteriormente con los obtenidos en la 

caracterización de lípidos. Por tanto, los estudios posteriores, tanto de expresión de dicha 

proteína como de niveles de lípidos, se realizaron con una mezcla de estas 4 fracciones a la 

que se denominó “Pool de Lipid Rafts”. 

En relación a Cav1, en general ésta se localizó mayoritariamente en la fracción 2 de 

los adenocarcinomas mamarios (Figura 22A). Sin embargo, en un pequeño número de 

muestras, del grupo control y del grupo de aceite de maíz, se detectó principalmente en la 

fracción 1 ó en la 3, respectivamente (Figura 22B). De este modo, el estudio posterior de 

expresión se realizó con la fracción enriquecida en dicha proteína para cada muestra, que fue 

considerada como la fracción correspondiente a caveolas. 
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Figura22. Caracterización de la expresión de proteínas específicas de dominios de membrana de los 
adenocarcinomas mamarios de los diferentes grupos experimentales. A: Imagen representativa de Western 
Blot. B: Localización de Cav1 en las  fracciones 1 a 3 y porcentaje de muestras con la fracción enriquecida en 
Cav1en fracción 1, 2 o 3. Cav1: Caveolina-1; Flot1: Flotilina-1; rTf: Receptor de transferrina; F.1 a F.3: fracción 
1 a fracción 3; C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de oliva; n: número de efectivos. 

 
 

Por otra parte, rTf se detectó en las fracciones 4 a 12, siendo 10, 11 y 12 las 

fracciones de mayor expresión de esta proteína. En consecuencia, se consideró 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 denominó "Pool de Membrana 

Soluble" (Figura 22A). 

Finalmente, el análisis del contenido en Col y SM de las diferentes fracciones mostró 

que aquéllas que por su contenido proteico se habían identificado como LR y caveolas 

(fracciones 1 a 4), también eran las fracciones más ricas en estos dos lípidos (Figura 23).   

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados 

128 
 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

F.1 F.2 F.3 F.4 F.5 F.6 F.7 F.8 F.9 F.10 F.11 F.12

p
m

o
le

s
 C

o
l 

/μ
g

 p
ro

t

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

F.1 F.2 F.3 F.4 F.5 F.6 F.7 F.8 F.9 F.10 F.11 F.12

p
m

o
le

s
S

M
 /

μ
g

 p
ro

t

 A                  B 

 

 

 

 
  
 
 
 
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. CARACTERIZACIÓN DE LA COMPOSICIÓN LIPÍDICA DE LA 

MEMBRANA DE LOS ADENOCARCINOMAS MAMARIOS 

EXPERIMENTALES 

1. COMPOSICIÓN EN TIPOS DE LÍPIDOS 

A partir de los extractos lipídicos obtenidos se procedió a la caracterización del tipo de 

lípidos presentes en las membranas tumorales mediante TLC. Así, se pudo cuantificar el 

contenido en esfingolípidos (Cer y SM), esteroles (Col), glicerofosfolípidos (LPC, PC, PE, PI 

y PS) y lípidos neutros (TAG), de membrana total, MS y de los  microdominios LR y 

caveolas. 

El análisis en membrana total mostró que los lípidos mayoritarios fueron los TAG, 

seguidos de Cer, Col y PC. El resto de lípidos 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 lípidos en cada grupo 

experimental fueron estadísticamente significativas, excepto la comparación entre TAG y Cer 

en los grupos C y M (Tabla 15). 
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Figura 24. Caracterización del contenido lipídico 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 maíz; 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 lipídico en el que Cer fue el lípido mayoritario, seguido de TAG y Col. Estas 

diferencias fueron estadísticamente significativas en ambos grupos. El grupo de aceite de 

maíz mostró un enriquecimiento significativo en TAG, de manera que éste fue el lípido 

mayoritario en este grupo, seguido de Cer y Col (Figura 24B y Tabla 15). 
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Esfingolípidos Esteroles Glicerofosfolípidos Lípidos neutros

Cer Col PC TAG

C -
M -

O -
C 0,011 -

M 0,001 -
O 0,001 -

C 0,000 0,000 -
M 0,000 0,001 -

O 0,000 0,000 -
C NDS 0,000 0,000 -

M NDS 0,001 0,000 -
O 0,002 0,000 0,000 -

Esfingolípidos

Esteroles

Glicerofosfolípidos

Lípidos neutros

MEMBRANA TOTAL

Cer

Col

PC

TAG

Esfingolípidos Esteroles Lípidos neutros

Cer Col TAG
Esfingolípidos Cer C -

M -
O -

Esteroles Col C 0,000 -
M 0,001 -
O 0,000 -

Lípidos neutros TAG C 0,000 0,015 -
M NDS NDS -
O 0,028 0,051 -

MEMBRANA SOLUBLE

Esteroles Lípidos neutros

Cer SM Col LPC PC PE PI PS TAG

C -
M -

O -
C 0,000 -

M 0,000 -
O 0,000 -
C 0,000 0,000 -

M 0,005 0,001 -
O 0,009 0,001 -

C 0,000 0,000 0,000 -
M 0,000 0,001 0,000 -

O 0,000 0,032 0,000 -
C 0,000 0,000 NDS 0,000 -

M 0,000 0,011 NDS 0,000 -
O 0,001 0,018 0,093 0,001 -
C 0,000 0,01 0,000 0,000 0,000 -

M 0,000 NDS 0,000 0,000 0,004 -
O 0,000 NDS 0,000 NDS 0,044 -

C 0,000 0,000 0,000 NDS 0,000 0,000 -
M 0,000 0,002 0,000 NDS 0,000 0,000 -

O 0,000 0,002 0,000 NDS 0,000 0,049 -
C 0,000 0,013 0,000 NDS 0,000 0,000 NDS -

M 0,000 0,006 0,000 NDS 0,000 0,000 NDS -
O 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 -

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 -

Esteroles

G
lic

e
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fo
s
fo

lí
p
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s

Lípidos neutros

LPC

PC

PE

PI

Col

PS

TAG

LIPID RAFTS
Esfingolípidos Glicerofosfolípidos

Cer

Esfingolípidos

SM

Esteroles Lípidos neutros

Cer SM Col PC PE PS TAG
C -
M -
O -
C 0,000 -
M 0,000 -
O 0,000 -
C 0,000 0,000 -
M NDS 0,001 -
O 0,000 0,000 -
C 0,000 0,000 NDS -
M 0,000 0,001 NDS -
O 0,000 0,000 0,018 -
C 0,000 0,093 0,000 0,000 -
M 0,000 NDS 0,004 0,009 -
O 0,000 0,064 0,000 0,000 -
C 0,000 NDS 0,000 0,000 0,014 -
M 0,000 0,028 0,001 0,000 0,005 -
O 0,000 0,038 0,000 0,000 0,000 -
C 0,001 0,000 NDS NDS 0,000 0,000 -
M NDS 0,001 NDS NDS 0,004 0,001 -
O 0,001 0,007 NDS NDS 0,073 0,000 -

Esteroles Col

PE

PS

Esfingolípidos

Esfingolípidos

Cer

SM

CAVEOLAS

Lípidos neutros TAG

Glicerofosfolípidos

G
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e
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o
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s

PC

 Tabla 15. Análisis estadístico de las diferencias en el contenido lipídico de membrana total y sus dominios 
en adenocarcinomas mamarios en los diferentes grupos experimentales. 
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C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; 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 significación se estableció para p≤0.05, test no 
paramétrico U de  Mann-Whitney; NDS: sin diferencias estadísticamente significativas. 
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El análisis de LR mostró un perfil similar en los 3 grupos, sobre todo en los lípidos 

mayoritarios, siendo Cer el más abundante, seguido de TAG, Col, PC, PE, SM, LPC, PS y PI. 

El grupo M presentó, dentro de las tres clases lipídicas minoritarias, una mayor cantidad de 

PS respecto a LPC y PI (Figura 24C). La mayoría  de las diferencias fueron estadísticamente 

significativas (Tabla 15). 

En caveolas se halló un perfil lipídico muy parecido al obtenido en LR, de manera que 

Cer también fue el lípido mayoritario, seguido de TAG o Col, PC, PE, SM y PS (Figura 24D) 

-véase análisis estadístico de las diferencias en la tabla 15-. 

Al comparar el contenido de cada uno de estos lípidos entre los diferentes dominios de 

membrana para cada grupo experimental (Figura 25), los resultados mostraron que el 

contenido de esfingolípidos (Cer y SM) fue, generalmente, mayor en caveolas que en el resto 

de dominios. El grupo C presentó más cantidad de Cer en caveolas que en LR y MS (p<0.05). 

Por otro lado, el grupo M mostró una mayor abundancia de dicho lípido en caveolas respecto 

a LR y en este último respecto a MS, mientras que en el grupo O  solamente se hallaron unos 

niveles de Cer significativamente más 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 además el grupo C mostró un aumento significativo de este 

lípido en caveolas respecto a LR (Figura 25B). Por su parte, el grupo M mostró una mayor 

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

En cuanto a Col, éste presentó la misma distribución en los 3 grupos experimentales, 

de manera que se detectaron mayores niveles de este lípido en caveolas que en LR  y MS 

(p<0.05). Además, los niveles de Col en LR también fueron significativamente mayores que 

en MS (Figura 25C). 

 La LPC únicamente 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 relación a los glicerofosfolípidos 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 únicamente se detectó en el grupo M, concretamente en LR, y PS sólo en 
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caveolas en los grupos C y M, así como en LR en este último grupo (Figura 25G y Figura 

25H) 

En cuanto a los lípidos neutros, los TAG presentaron valores similares en las 

diferentes fracciones de membrana en los dos grupos de dieta hiperlipídica, a diferencia del 

grupo control que presentó niveles significativamente mayores en caveolas y LR respecto a 

MS (Figura 25I). 
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2. COMPOSICIÓN EN ÁCIDOS GRASOS 

2.1 Membrana total 

A continuación, se analizó la composición en ácidos grasos de las membranas 

tumorales. En este caso, únicamente se pudieron analizar la membrana total y la MS por falta 

de disponibilidad de muestras de LR y caveolas. El contenido en ácidos grasos de la 

membrana total mostró un perfil similar en los tres grupos experimentales. En el grupo 

control y el grupo de aceite de maíz los ácidos grasos mayoritarios fueron C16:0, seguido de 

C18:1n-9, C18:0, C20:4n-6, C18:1n-7 ó C18:2n-6 (Figura 26A y Figura 26B). Por otra parte, 

el grupo de aceite de oliva mostró como ácido graso más abundante el C18:1n-9, seguido de 

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

 

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

Los ácidos grasos minoritarios también fueron similares en los distintos grupos. Así, 

en el grupo control se determinaron mayores niveles de C16:1n-7, por delante de C14:0, 

C12:0 C14:0 C16:0 C17:0 C18:0 C20:0 C21:0 C22:0 C23:0 C24:0

C16:1n-7 C17:1n-7 C18:1n-9t C18:1n-9 C18:1n-7 C20:1n-9 C22:1n-9 C18:2n-6t C18:2n-6 C18:3n-6

C18:3n-3 C20:2n-6 C20:3n-6 C20:4n-6 C20:5n-3 C22:2n-6
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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 ácidos 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 presentó mayor abundancia de C14:0, seguido de 

C16:1n-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 mostró niveles mayores de C18:2n-6, seguido 

de C16:1n-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 mayoría de las diferencias observadas en el contenido de 

ácidos grasos en cada grupo experimental fueron estadísticamente significativas (Tabla 16). 

Al analizar el contenido total en ácidos 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 relación a los PUFA (Figura 27). El grupo M también mostró 

una mayor abundancia de SFA que de MUFA y PUFA, siendo el contenido de estos últimos 

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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 27: Caracterización del contenido en ácidos 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 maíz; O: grupo de aceite de oliva; n: número de 

efectivos; M: media; SD: desviación estándar; CV: coeficiente de variación (%); m: mediana. *: p≤0.05, test no 

paramétrico U de Mann-Whitney. 

 

 

 

C M O C 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
CV 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

MUFA PUFASFA

SFA MUFA PUFASFA MUFA PUFA
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2.2 Membrana soluble 

 En relación a la membrana soluble, el perfil de ácidos grasos de cada grupo también 

mostró diferencias en cuanto a ácidos grasos mayoritarios. En el grupo control el ácido graso 

más abundante fue el C18:1n-9, seguido del C16:0, C20:4n-6, C18:2n-6, C18:1n-7, C18:0, 

C16:1n-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 mostró 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 ácido graso más 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 último, C20:0 y C18:3n-3 (Figura 28C). La mayoría 

de las diferencias fueron estadísticamente significativas (Tabla 17). 

 

      A                B  

 

 

 

 
 

 

         C 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 28. Caracterización del contenido en ácidos grasos de membrana soluble en adenocarcinomas 
mamarios de los diferentes grupos experimentales. A: Perfil de ácidos grasos en el grupo C; B: Perfil de 
ácidos grasos en el grupo M; C: Perfil de ácidos grasos en el grupo O. 
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 En membrana soluble también se analizaron los ácidos grasos en función de su grado 

de saturación. Mientras que el grupo control mostró una mayor cantidad de SFA que de 

MUFA y PUFA, aunque  no de manera significativa, los grupos de dieta hiperlipídica 

mostraron el mismo perfil, siendo los SFA los más abundantes seguidos de  los PUFA y, 

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

significativas (Figura 29).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 29. Caracterización del contenido en ácidos 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 maíz; O: grupo de aceite de oliva; n: número de 

efectivos; M: media; SD: desviación estándar; CV: coeficiente de variación (%); m: mediana. *:p≤0.05, test no 

paramétrico U de Mann-Whitney. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C M O C M O C M O
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
SD 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 11,97 2,68 9,17 7,69
m 41,4 43,29 44,21 32,72 22,55 28,38 24,4 34,93 30,94

SFA MUFA PUFA

SFA MUFA PUFASFA MUFA PUFA
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D. EFECTO DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA 

COMPOSICIÓN DE LA MEMBRANA DE LOS 

ADENOCARCINOMAS MAMARIOS EXPERIMENTALES 

Con el objetivo de investigar la posible influencia de los lípidos de la dieta sobre la 

composición, proteica y lipídica, de los dominios de la membrana de los tumores mamarios, 

se analizaron y compararon los niveles de las proteínas específicas de microdominios, así 

como de lípidos entre los distintos grupos experimentales (Objetivo 4). 

1. EFECTO DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA COMPOSICIÓN PROTEICA  

1.1 Flot1 

Los posibles cambios en los microdominios LR se determinaron mediante el análisis 

de la expresión de la proteína marcadora de dichos microdominios, Flot1 (Figura 30A). El 

análisis cualitativo mostró que el 100% de las muestras de los grupos C y M, y el 91% de las 

del grupo O expresaron Flot1. La diferencia observada en el grupo de aceite de oliva no fue 

estadísticamente significativa (Figura 30B). 

Por otra parte, el análisis cuantitativo de la expresión de Flot1, considerando 

únicamente los tumores positivos para dicha proteína, indicó niveles similares entre los 

diferentes grupos experimentales (Figura 30C).  

 

1.2. Cav1 

El análisis de los niveles de Cav1 en la fracción caracterizada previamente como la 

enriquecida en caveolas (1, 2, ó 3) mostró diferencias significativas en el número de muestras 

que expresaban Cav1. Así, en el grupo M el porcentaje de muestras que expresaban la 

proteína fue mayor que en el grupo O, el cual mostró el menor número de muestras con 

expresión de Cav1 (Figura 31B). Dichas diferencias fueron estadísticamente significativas. 
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CONTROL INTERNO C OM

48kDaFlot1

CONTROL INTERNO C OM

48kDaFlot1

CONTROL INTERNO C OM

21 kDa

24 kDaCav1-α

Cav1-β

CONTROL INTERNO C OM

21 kDa

24 kDaCav1-α

Cav1-β

MUESTRAS QUE 

EXPRESAN FLOT1 

(%)

MUESTRAS 

ANALIZADAS

C 21 (100%) 21
M 15 (100%) 15
O 11 (90,6%) 12

C M O
n 21 15 11
M 1593,25 2040,10 1636,76

SD 708,67 1107,90 715,50
CV 44,48 54,31 43,71
m 1679,04 1873,09 1627,57

MUESTRAS QUE 

EXPRESAN CAV1 

(%)

MUESTRAS 

ANALIZADAS

C 15 (71,43%) 21
M 13 (92,86%) 14
O 4 (33,33%) 12

C M O

n 15 13 4
M 346,32 226,65 185,04
SD 267,9 202,03 147,96
CV 77,35 89,13 79,96
m 250,23 179,90 180,37
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Figura 30. Efecto de los lípidos de la dieta sobre la expresión de Flot1 en Lipid Rafts en adenocarcinomas 
mamarios experimentales. A: Imagen representativa  de Western Blot. B: Porcentaje de muestras positivas para 
Flot1. C: Expresión relativa de Flot1. C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de oliva;  
n: número de efectivos; M: media; SD: desviación estándar; CV: coeficiente de variación (%); m: mediana. 
 

Por otro lado, el estudio cuantitativo de los niveles relativos de Cav1 en las muestras 

con expresión de dicha proteína no mostró diferencias significativas entre los tres grupos 

experimentales (Figura 31C). 

 
A  

   

B 

 

 

 

 

C  

 
 
 
 
 
 
 
Figura 31. Efecto de los lípidos de la dieta sobre la expresión de Cav1 en caveolas en adenocarcinomas 
mamarios experimentales. A: Imagen representativa  de Western Blot. B: Porcentaje de muestras positivas para 
Cav1. C: Expresión relativa de Cav1. C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de oliva;  

n: número de efectivos; M: media; SD: desviación estándar; CV: coeficiente de variación (%); m: mediana. *:p≤

0.05, test ji-cuadrado. 
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2. EFECTO DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA COMPOSICIÓN LIPÍDICA  

2.1 Cambios en la composición de los diferentes tipos de lípidos 

 2.1.1 Membrana total 

En general, no se hallaron diferencias estadísticamente significativas entre los niveles 

de los diferentes tipos de lípidos analizados en membrana total. Únicamente la abundancia 

relativa de Cer, único esfingolípido detectado con la técnica utilizada en este trabajo, tendió a 

ser menor en el grupo de aceite de oliva respecto al de aceite de maíz. Los niveles de PC 

también mostraron una tendencia a la disminución en el grupo O respecto al control 

(0.05<p<0.1) (Figura 32 y Tabla 18). 

A 

 

 
 
 
 
 
 
 
B           Ceramida                     Colesterol 
 
 
 
 
 
 
 
              Fosfatidilcolina                  Triacilglicéridos 

 
 
 
 
 
 
 

  
Figura 32. Efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición lipídica de membrana total en 
adenocarcinomas mamarios experimentales. A: Imagen representativa de cromatografía en capa fina. B: 
Niveles relativos de lípidos. P1-P8: puntos de la recta patrón; C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: 
grupo de aceite de oliva; Cer: ceramida; Col: colesterol; PC: fosfatidilcolina; TAG: triacilglicéridos. 
δ:0.05>p>0.1,  test no paramétrico U de Mann-Whitney. 
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Esteroles Lípidos 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 - - - 120,32±61,74

CV 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

M±SD 108,99±53,42 - 38,02±26,8 - 8,16±9,6 - - - 126,31±67,79

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

M±SD 81,97±42,43 - 34,45±16,53 - 3,62±8,82 - - - 151,66±56,97

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

Glicerofosfolípidos

C

M

O

Esfifngolípidos

Esteroles Lípidos 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

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

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

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

Esfifngolípidos Glicerofosfolípidos

C

M

O

Tabla 18. Efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición lipídica de membrana total en 
adenocarciomas mamarios experimentales. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
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 maíz; O: grupo de aceite de oliva; n: número de efectivos; M±SD: media±desviación estándar; 

m: mediana; perc 5-95: percentil 5%-95%. 
 
 

2.1.2 Membrana soluble 

En membrana soluble únicamente se obtuvieron niveles cuantificables de los lípidos 

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 lípidos de la dieta sobre la composición lipídica de membrana soluble en 
adenocarcinomas mamarios experimentales. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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 maíz; O: grupo de aceite de oliva;  n: número de efectivos; M±SD: media±desviación estándar; 

m: mediana; perc 5-95: percentil 5%-95%. 
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Figura 33. Efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición lipídica de membrana soluble en 
adenocarcinomas mamarios experimentales. A: Imagen representativa de cromatografía en capa fina. B: 
Niveles relativos de lípidos. Cer: ceramida; Col: colesterol; TAG: triacilglicéridos. P1-P8: puntos de la recta 

patrón; C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de oliva; *:p≤0.05; δ: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 lípidos en estudio ( Figura 34 y Tabla 20). El análisis de los 

niveles relativos de esfingolípidos en los diferentes grupos experimentales mostró un aumento 

de la abundancia relativa de SM (de aproximadamente 5 veces) en el grupo de aceite de maíz 

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 

presentó niveles significativamente mayores que el grupo C. En relación a los 

glicerofosfolípidos, tanto LPC como PI no mostraron diferencias significativas entre grupos. 

En cambio, la abundancia relativa de PC mostró una tendencia al aumento en el grupo M 

respecto al grupo control y al de aceite de oliva. Además, 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 maíz respecto a los otros dos. Asimismo, los niveles de TAG 

mostraron una tendencia a la disminución en el grupo de aceite de oliva respecto al grupo de 

aceite de maíz (Figura 34B). 

 

A 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
B                    Ceramida                 Esfingomielina         Colesterol 
 
 
 
 
 
 
 
      Lisofosfatidilcolina   Fosfatidilcolina                Fosfatidiletanolamina 

 
 
 
 
 
 
 
 
          Fosfatidilserina   Fosfatidilinositol        Triacilglicéridos 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 34. Efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición lipídica de Lipid Rafts en 
adenocarcionomas mamarios experimentales. A: imagen representativa de cromatografía en capa fina. B: 
Niveles relativos de lípidos; Cer: ceramida; SM: esfingomielina; Col: colesterol; LPC: lisofosfatidilcolina; PC: 
fosfatidilcolina; PE: fosftatidiletanolamina; PI: fosfatidilinositol; PS: fosfatidilserina; TAG: triacilglicéridos; P1-

P8: puntos de la recta patrón; C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de oliva; *: p≤

0.05; δ:0.05>p>0.1,  test no paramétrico U de Mann-Whitney. 
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Esteroles Lípidos neutros

CER SM Col LPC PC PE PS PI TAG

n 21 21 21 21 21 21 21 21 21

M±SD 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

CV 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 5,44±6,28 3,54±4,63 137,13±71,89

CV 38,24 114,14 29,45 140,93 44,37 153,94 115,33 130,54 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

M±SD 245,11±256,10 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

CV 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

Esfifngolípidos Glicerofosfolípidos
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C M O
n 21 14 12

M 0,07 0,10 0,08
SD 0,02 0,03 0,05
CV 32,78 33,63 56,04
m 70,01 103,86 68,76

Tabla 20. Efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición lipídica de Lipid Rafts en adenocarcinomas 
mamarios experimentales. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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 maíz; O: grupo de aceite de oliva; n: número de efectivos; M±SD: media±desviación estándar; 

m: mediana; perc 5-95: percentil 5%-95%; δ: 0.05>p>0.1; *: p≤0.05, test no paramétrico U de Mann-Whitney. 

 

 
 

En relación a los dos lípidos principales formadores de Chol-Rafts, colesterol y 

esfingomielina, se observó que el contenido total de dichos lípidos era significativamente 

mayor en el grupo M  que en el grupo C, y aunque no se obtuvieron diferencias significativas, 

el valor de dichos lípidos en el grupo O fue el menor de los tres grupos (Figura 35). 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 35. Efecto de los lípidos de la dieta sobre el contenido en lípidos formadores de Chol-Rafts, 
colesterol y esfingomielina, en adenocarcinomas mamarios experimentales. C: Grupo C; M: grupo M; O: 
grupo O. n: número de efectivos; M: media; SD: desviación estándar; CV: coeficiente de variación (%); m: 
mediana. *: p≤ 0.05, test no paramétrico U-Mann Witney. 

 
 
 
 

Por otra parte, se determinó la ratio entre los niveles de ceramida y los de 

esfingomielina, como medida indirecta de la formación 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 significación estadística (Figura 36). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 36. Efecto de los lípidos de la dieta en la ratio ceramida/esfingomielina de Lipid Rafts en 
adenocarcinomas mamarios experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite 
de oliva; n: número de efectivos; M: media; SD: desviación estándar; CV: coeficiente de variación (%); m: 
mediana; Cer: ceramida; SM: esfingomielina. 

 
 
 

Los resultados obtenidos en LR también se analizaron desde el punto de vista 

cualitativo. Así, se analizó su distribución en 4 clases o intervalos, establecidos a partir de los 

valores máximo y mínimo obtenidos para cada tipo de lípido (Figura 37). El intervalo I 

correspondió a los valores más bajos, el intervalo II a los valores medio-bajos, el intervalo III 

a los valores medio-altos, y el intervalo IV a los valores más altos. Los resultados de dicho 

análisis cualitativo mostraron que los valores de esfingolípidos (Cer y SM) se distribuían 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 más bajos en el grupo C, 

mientras que en el grupo M únicamente el 50% de las muestras presentaron valores bajos y el 

otro 50% valores medios. El grupo O presentó una distribución intermedia entre los 2 grupos. 
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n 21 13 12

M 64,18 27,81 50,0
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CV 182,50 146,53 86,97

m 19 7,11 57
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Figura 37. Distribución en intervalos de los resultados obtenidos en el análisis de la composición de Lipid 
Rafts en adenocarcionomas mamarios experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: 

grupo de aceite de oliva. *:p≤0.05; δ:0.05>p>0.1, test ji-cuadrado. -véase definición de los intervalos en el texto-. 
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Esteroles Lípidos neutros
CER SM Col LPC PC PE PS PI 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

CV 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

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 2,9 - 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 - 126,13±92,28

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

C

M

O

Esfifngolípidos Glicerofosfolípidos

La distribución de Col también mostró diferencias estadísticamente significativas entre 

los 3 grupos experimentales, ya que aproximadamente la mitad de las muestras del grupo 

control mostró valores bajos y el resto se repartió en valores medios. En cambio, el grupo de 

dieta de aceite de maíz mostró 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 observó que el 50% de las muestras presentaban 

valores bajos de Col respecto al 33% que mostraban valores altos. El único glicerofosfolípido 

en el que se observaron diferencias estadísticamente significativas en la distribución de sus 

valores en los 4 intervalos fue PI, donde el grupo C presentó un alto porcentaje de muestras 

con valores bajos respecto al grupo M que únicamente mostró valores bajos en el 57,14% de 

las muestras. El resto de glicerofosfolípidos y TAG no mostraron diferencias estadísticamente 

significativas en la distribución de sus valores para los 4 intervalos creados entre los 

diferentes grupos experimentales (Figura 37). 

2.1.4 Caveolas.  

 

El estudio de caveolas mostró que la mayoría de clases lipídicas no presentaban 

diferencias significativas por efecto de los lípidos de la dieta. Sin embargo, el colesterol 

presentó una tendencia a la disminución en el grupo M respecto al grupo control. Por otra 

parte, la cantidad de PS disminuyó en los grupos de dieta hiperlipídica, de forma significativa 

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

 

Tabla 22. Efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición lipídica de caveolas en adenocarcinomas 
mamarios experimentales. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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 maíz; O: grupo de aceite de oliva; n: número de efectivos; M±SD: media±desviación estándar; 

m: mediana; perc 5-95: percentil 5%-95%. 
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Figura 38. Efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición lipídica de caveolas en adenocarcinomas 
mamarios experimentales. A: Imagen representativa de cromatografía en capa fina. B: Niveles relativos de 
lípidos. P1-P8: puntos de la recta patrón; Cer: ceramida; SM: esfingomielina; Col: colesterol; PC: fosfatidilcolina; 
PE: fosftatidiletanolamina; PS: fosfatidilserina; TAG: triacilglicéridos. C: grupo control; M: grupo de aceite de 

maíz; O: grupo de aceite de oliva. *: p≤0.05; δ:0.05>p>0.1, test no paramétrico U de Mann-Whitney. 
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2.2 Cambios en la composición en ácidos grasos 

2.2.1 Membrana total 

El análisis de los niveles de ácidos grasos en membrana total mostró que los niveles 

totales de SFA fueron significativamente menores en el grupo de aceite de oliva en 

comparación con el grupo control y el de aceite de maíz (Figura 39B). 

 

A 

 

 

 

 

 

 

B        C 

 

 

 

 

 

      

      D  

 
 
 
 
 
 
 
Figura 39. Efecto de los lípidos de la dieta sobre el contenido en ácidos grasos de membrana total 
enadenocarcinomas mamarios experimentales. A: Imagen representativa de un cromatograma obtenido 
mediante cromatografía de gases. B: Contenido en ácidos grasos saturados (SFA). C: Contenido en ácidos 
grasos monoinsaturados (MUFA). D: Contenido en ácidos grasos poliinsaturados (PUFA). C: grupo control; M: 

grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de oliva. *: p≤0.05, test no paramétrico U de Mann-Whitney. 
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Laúrico Mirístico Palmítico Margárico Esteárico Araquídico Heneicosílico Behénico Tricosílico 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

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 0,3 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±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

CV 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

M

SFA

O

Al estudiar los niveles de cada uno de los ácidos grasos saturados por separado, se 

observó 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 maíz y de 

aceite de oliva. El contenido de estos dos ácidos grasos fue mayor ó tendió a ser mayor en el 

grupo M que en el grupo O. En el grupo O también se produjo una disminución de C18:0 y 

C24:0 en relación a los grupos C y M (p≤0.05). Asimismo, también se detectaron diferencias 

significativas en el contenido en C17:0, que presentó valores más altos en los dos grupos de 

dieta hiperlipídica que en el grupo de dieta normolipídica. Además, el grupo de aceite de oliva 

fue el único 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 lípidos de la dieta sobre la composición en los diferentes ácidos grasos saturados de 
membrana total en adenocarcinomas mamarios experimentales. 

 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de oliva. n: número de efectivos; M±SD: media

±desviación estándar; m: mediana; perc 5-95: percentil 5%-95%. 
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                  C12:0           C14: 0              C16:0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C17:0           C18:0             C20:0 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
C21:0        C22:0             C24:0 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40. Efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición de ácidos grasos saturados en membrana 
total en adenocarcinomas mamarios experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo 

de aceite de oliva. *:p≤0.05; δ:0.05>p>0.1, test no paramétrico U de Mann-Whitney. 

 

En relación a los MUFA, el grupo de aceite de oliva mostró un mayor contenido de 

este tipo de ácidos grasos en comparación con los otros dos (p≤0.05)(Figura 39C). En cambio, 

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

 El análisis individual de los MUFA mostró que el ácido oleico (C18:1n-9) fue 

significativamente más abundante en el grupo O que en el M y el C, siendo el grupo M el que 

presentó un menor contenido en este ácido graso (p≤0.05). Por otro lado, los niveles de 

C16:1n-7 disminuyeron significativamente en los dos grupos de dieta hiperlipídica en 

comparación 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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Palmitoleico Margaroleico Elaídico Oleico Vaccenico Eicosaenoico Erúcico

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

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±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

M±SD 0,95±0,13 0,03±0,05 0,02±0,03 34,16±9,35 4,77±0,49 0,78±0,35 0,050,08

CV 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)

O

 MUFA

C

M

Tabla 24. Efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición en los diferentes ácidos grasos 
monoinsaturados de membrana total en adenocarcinomas mamarios experimentales. 

 
 

                              
                              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            

C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de oliva. n: número de efectivos; M±SD: media

±desviación estándar; m: mediana; perc 5-95: percentil 5%-95%. 
 
 
 
           C16:1n-7                   C18:1n-9 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
           C18:1n-7                    C20:1n-9 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 41. Efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición en ácios grasos monoinsaturados de 
membrana total en adenocarcinomas mamarios experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de 

maíz; O: grupo de aceite de oliva. *:p≤0.05; δ:0.05>p>0, test no paramétrico U de Mann-Whitney. 

 

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

otros dos grupos, mientras que el grupo de aceite de oliva fue el que presentó los niveles más 

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

Tabla 25). 
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Trans-CLA Linoleico γ-Linolénico α-Linolénico Eicosadienoico Eicosatrienoico Araquidónico 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

M±SD 0,00±0,00 5,58±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±SD 0,00±0,00 10,72±5,66 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

M±SD 0,00±0,00 5,12±1,43 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)

 PUFA

C

M

O

C M O
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

Total PUFAn6

Tabla25. Efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición de 
PUFA n-6 de membrana total en adenocarcinomas mamarios 
experimentales. 

 

 

  

 

 
 

C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de 

oliva. n: número de efectivos; M±SD: media±desviación estándar; m: 

mediana. 
 

El análisis individual de los PUFA mostró que tanto C18:2n-6 como C20:2n-6 

presentaron los valores más altos en el grupo M respecto al grupo control y al de aceite de 

oliva, mientras que C20:3n6 solamente mostró un aumento significativo en el grupo de aceite 

de maíz frente al grupo C. Por otra parte, no se observaron diferencias significativas cuando 

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

(Figura 42, Tabla 26). 

 

Tabla 26. Efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición en ácidos grasos poliinsaturados  de 
membrana total en adenocarcinomas mamarios experimentales. 

 

 

 

 

 
 
 

C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de oliva; PUFA: ácidos grasos poliinsaturados; 

n: número de efectivos; M±SD: media±desviación estándar; m: mediana; perc 5-95: percentil 5%-95%. 
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C M O
n 23 12 12
M 0,26 0,53 0,15

SD 0,09 0,17 0,02

CV 35,48 31,17 13,5
m 0,24 0,45 0,2
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Figura 42. Efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición en ácidos grasos poliinsaturados de 
membrana total en adenocarcinomas mamarios experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de 

maíz; O: grupo de aceite de oliva. *: p≤0.05; δ:0.05>p>0, test no paramétrico U de Mann-Whitney. 

 
 
 
 

Por último, se determinó la ratio entre los dos ácidos grasos mayoritarios de las dos 

dietas hiperlipídicas, el ácido linoleico y el ácido oleico. Los resultados indicaron que dicha 

relación aumentaba significativamente en el grupo de aceite de maíz en comparación a los 

otros dos grupos experimentales (p≤0.05) (Figura 43). En cambio, el grupo O fue el que 

presentó la menor relación entre ácido linoleico y ácido oleico. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 43. Ratio ácido linoleico/ácido oleico en membrana total en adenocarcinomas mamarios 
experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de oliva; n: número de 

efectivos; M: media; SD: desviación estándar; CV: coeficiente de variación (%); m: mediana; *: p≤0.05, test no 

paramétrico U de Mann-Whitney. 
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2.2.2 Membrana soluble. 

El análisis de los niveles totales de SFA, MUFA y PUFA mostró que el contenido en 

SFA no se modificaba por efecto de los lípidos de la dieta (figura 44B). 

 

A 

 

 

 

 

 

 

B             C 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
       D 
 
 
 

 
 
 
 
 
Figura 44. Efecto de los lípidos de la dieta sobre el contenido en ácidos grasos de membrana soluble en 
adenocarcinomas mamarios experimentales. A: Imagen representativa de un cromatograma obtenido 
mediante cromatografía de gases. B: Contenido en ácidos grasos saturados (SFA). C: Contenido en ácidos 
grasos monoinsaturados (MUFA). D: Contenido en ácidos grasos poliinsaturados (PUFA). C: grupo control; M: 

grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de oliva. *: p≤0.05, test no paramétrico U de Mann-Whitney 
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Laúrico Mirístico Palmítico Margárico Esteárico Araquídico Heneicosílico Behénico Tricosílico 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

M±SD 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 0,39±0,30 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±SD 1,30±0,60 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 19,1 172,71 254,2 62,9 - 80,02

m 1,37 2,4 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 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11

M±SD 1,99±1,11 3,63±1,02 18,53±2,26 0,68±0,39 14,46±1,32 0,07±0,16 0,03±0,09 0,27±0,18 0,00±0,00 3,60±2,81

CV 55,86 28,08 12,17 57,49 9,11 225,47 331,66 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

M

O

 SFA

Cuando se estudiaron estos ácidos grasos individualmente se halló un aumento de 

C12:0 en los grupos de dietas hiperlipídicas respecto al grupo control (p≤0.05). Por otro lado, 

el grupo O mostró 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 hiperlipídica (p≤0.05). Los ácidos grasos C20:0 y C21:0 solamente se detectaron en 

el grupo de dieta normolipídica, al contrario de lo sucedido con el C24:0 que sólo se detectó 

en los grupos M y O. Por otra parte, el grupo de aceite de maíz mostró mayores niveles de 

C18:0 que el grupo de aceite de oliva, el cual, a su vez, presentó una mayor abundancia de 

dicho ácido graso que el grupo control (p≤0.05). Por último, 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 lípidos de la dieta sobre la composición en ácidos los diferentes ácidos grasos 
saturados de membrana soluble de adenocarcinomas mamarios experimentales. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de oliva. n: número de efectivos; M±SD: media

±desviación estándar; m: mediana; perc 5-95: percentil 5%-95%. 
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                                  C12:0         C14:0                                                          C16:0 

 
 

 
 

 
 
 
 
                                 C17:0          C18:0                 C20:0 
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Figura 45. Efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición en ácidos grasos saturados de membrana 
soluble en adenocarcinomas mamarios experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: 
grupo de aceite de oliva. 

 
 

En relación a los MUFA, el grupo M fue el que presentó el menor contenido en estos 

ácidos grasos, mientras el grupo O mostró valores intermedios entre el grupo M y el control 

(p≤0.05) (figura 44C). 

 El análisis individual de los diferentes MUFA mostró que el contenido en C16:1n-7 

era mayor en el grupo C que en el grupo O. Asimismo, el C18:1n-7 presentó niveles 

superiores en el grupo de dieta normolipídica en comparación a los dos grupos de dieta 

hiperlipídica. 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 último presentó valores de dicho ácido graso mayores que el 

grupo de aceite de maíz. En cambio, los grupos de dieta hiperlipídica mostraron niveles 

mayores de C18:1n-9t que el grupo control, siendo el grupo O el que presentó niveles más 
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Palmitoleico Margaroleico Elaídico Oleico Vaccenico Eicosaenoico Erúcico

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

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±SD 1,94±0,60 0,04±0,10 1,19±0,60 16,20±3,44 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

M±SD 2,20±0,56 0,00±0,00 1,90±0,86 18,98±3,11 3,19±0,69 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)

 MUFA

C

M

O

altos de dicho ácido graso. No se observaron diferencias significativas en los niveles de 

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

 

 

Tabla 28. Efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición en los diferentes ácidos grasos 
monoinsaturados de membrana soluble de adenocarcinomas mamarios experimentales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de oliva. n: número de efectivos; M±SD: media

±desviación estándar; m: mediana; perc 5-95: percentil 5%-95%. 
 

 

 

                C16:1n-7        C18:1n-9        C18:1n-9t 

 

 

 

 

  
 
            C18:1n-7            C20:1n-9 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 46. Efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición en ácidos grasos monoinsaturados de 
membrana soluble en adenocarcinomas mamarios experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de 

maíz; O: grupo de aceite de oliva. *: p≤0.05, test no paramétrico U de Mann-Whitney. 
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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

Total PUFAn6

En cuanto a los PUFA, el grupo de aceite de maíz fue el que mostró los mayores 

niveles de estos ácidos 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 sólo se detectaron 

PUFA de la família n-6. El grupo M fue el que mayores niveles de dichos ácidos grasos 

mostró respecto al grupo control y al grupo O (p≤0.05) (Tabla 29). 

 

Tabla 29.  Efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición en 
PUFA n-6 de membrana soluble de adenocarcinomas mamarios 
experimentales.  

  
 
 
 
 
 
 
 

C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de 

oliva. n: número de efectivos; M±SD: media±desviación estándar; m: 

mediana. 
 

El  análisis individual de los PUFA mostró que la mayoría de ellos presentaba niveles 

más altos en el grupo de aceite de maíz que en los otros grupos. El C18:2n-6 mostró los 

valores significativamente más 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 maíz que en el grupo C. Por último, los dos grupos de dieta 

hiperlipídica presentaron un aumento de C20:4n-6 respecto al grupo control (Figura 47 y 

Tabla 30). 

 
 

De igual forma que para membrana total, se determinó la relación entre ácido linoleico 

y ácido oleico. Los resultados indicaron que dicha relación aumentaba por efecto de la dieta 

hiperlipídica de aceite de maíz y disminuía por la dieta de aceite de oliva, en ambos casos de 

forma significativa (Figura 48). 
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Trans-CLA Linoleico γ-Linolénico α-Linolénico Eicosadienoico Eicosatrienoico Araquidónico 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

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 - 27,2 458,26 251,1 131,4 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±SD 0,00±0,00 9,71±6,51 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 11 11 11 11 11 11 11 11

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)
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Figura 47.  Efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición en ácidos grasos poliinsaturados de 
membrana soluble en adenocarcinomas mamarios experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de 

maíz; O: grupo de aceite de oliva; δ:0.05>p>0.1; *: p≤0.05, test no paramétrico U de Mann-Whitney. 

 

Tabla 30. Efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición en los diferentes ácidos grasos 
poliinsaturados  de membrana soluble de adenocarcinomas mamarios experimentales. 

 

 

 

 

 
 

C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de oliva. n: número de efectivos; M±SD: media

±desviación estándar; m: mediana; perc 5-95: percentil 5%-95%. 
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C M O
n 21 14 11
M 0,28 0,57 0,19
SD 0,08 0,23 0,02
CV 31,04 40,85 8,7
m 0,28 0,48 0,19
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Figura 48. Ratio ácido linoleico/ácido oleico en membrana soluble de adenocarcinomas mamarios en los 
diferentes grupos experimentales. C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: grupo de aceite de oliva; n: 

número de efectivos; M: media; SD: desviación estándar; CV: coeficiente de variación (%); m: mediana. *:p ≤

0.05, test no paramétrico U de Mann-Whitney. 
 
 
 

2.3 CAMBIOS EN LOS NIVELES DE LA PROTEÍNA PRO-APOPTÓTICA CD95 

A partir de los resultados previos obtenidos por el grupo investigador (REF) en los que 

se halló un aumento de la apoptosis en el grupo alimentado con aceite de oliva, así como de 

los resultados del presente estudio en los que la formación de plataformas de Cer se vería 

aumentada este grupo, se planteó la necesidad de analizar los niveles de receptores de muerte 

presentes en la membrana. De este modo, y según los estudios realizados por varios autores, 

se determinó que uno de los receptores más importantes en la vía extrínseca de la apoptosis 

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

El análisis de los niveles de CD95 únicamente pudo realizarse en membrana total 

debido a problemas metodológicos 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 observó un 

aumento, próximo a la significación estadística, en el grupo de dieta hiperlipídica de aceite de 

oliva respecto al grupo control (Figura 49C). 
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CONTROL INTERNO C OM

CD95 48kDa

MUESTRAS QUE 
EXPRESAN CD95 

(%)

MUESTRAS 
ANALIZADAS

C 20 (100%) 20
M 14 (100%) 14
O 12 (100%) 12

C M O
n 20 14 12
M 73,78 79,98 83,25
SD 26,19 35,97 26,38
CV 35,49 44,98 32,69
m 73,22 75,96 93,6
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Figura 49. Efecto de los lípidos de la dieta sobre la expresión de CD95 en membrana total de 
adenocarcinomas mamarios experimentales. A: Imagen representativa de Western Blot. B: Porcentaje de 
muestras positivas para CD95. C: Expresión relativa de CD95. C: grupo control; M: grupo de aceite de maíz; O: 
grupo de aceite de oliva;  n: número de efectivos; M: media; SD: desviación estándar; CV: coeficiente de 
variación (%); m: mediana. δ: 0.05<p<0.1, test no paramétrico U-Mann Whitney. 
 
 
 
 

3. ASOCIACIÓN ENTRE PARÁMETROS CLÍNICOS, BIOQUÍMICOS Y MOLECULARES 

Una vez estudiados los efectos de los lípidos de la dieta sobre la composición en 

proteínas, lipídos y ácidos grasos de la membrana de los adenocarcinomas mamarios, se 

analizó la posible correlación entre diferentes tipos de parámetros con el fin de integrar los 

resultados y profundizar en su significado -véanse gráficas de dichas correlaciones en el 

Anexo-. 

3.1. Niveles de los principales lípidos formadores de Chol-Rafts (Col y SM) y Cav1 

Se analizó si los niveles de Col así como de Col y SM juntos en LR se correlacionaban 

con los niveles de Cav1. Los resultados mostraron una correlación positiva estadísticamente 

significativa entre los niveles de Col y Cav1 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 Cav1 (Tabla 31B).  
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R Significación R Significación

C 21 -0,025 NDS -0,041 NDS
M 14 -0,089 NDS -0,026 NDS
O 12 0,519 NDS 0,616 0,05

Tau-b de Kendall Rho de Spearman
n

R Significación R Significación

C 21 0,085 NDS 0,094 NDS
M 14 -0,089 NDS -0,07 NDS
O 12 0,577 0,05 0,676 0,05

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

C 21 0,43 0,01 0,664 0,01
M 14 0,467 0,05 0,634 0,05
O 12 0,639 0,01 0,771 0,01

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

C 21 0,333 0,05 0,602 0,01
M 14 0,422 0,05 0,568 0,05
O 12 0,732 0,01 0,856 0,01

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

Tabla 31. Correlación entre los niveles de Col (A) o Col y SM (B) y los niveles de Cav1. 

  A 

 

 
 
 B 
 
 
 
 

 
NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 
 

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

principal lípido formador de Cer-Rafts (Cer) 

También se analizó la posible correlación entre el contenido de Col o  Col y SM y los 

niveles de Cer en LR. En todos los grupos se observó una correlación positiva y 

estadísticamente significativa (Tabla 32). 

  

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

  A 

 

 
 
  B  
 
 
 
 
 
 

3.3 Niveles de ácidos grasos y lípidos y proteínas formadores de microdominios 

de membrana 

3.3.1. Niveles de SFA en membrana total y lípidos formadores de Chol-Rafts 

En el grupo de dieta hiperlipídica de aceite de oliva se observó que los niveles de SFA 

se correlacionaban positivamente con los de Col (Tabla 33A), mientras que en el resto de 
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R Significación R Significación

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

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

C 21 0,179 NDS 0,28 NDS
M 13 -0,079 NDS -0,114 NDS

O 12 0,355 NDS 0,566 NDS

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

C 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

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

grupos no se halló correlación alguna. Por otro lado, no se encontró ninguna correlación 

estadisticamente significativa entre el análisis de los niveles de SFA y el contenido total de 

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

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

  A  

 
 
 
 
 B  
 
 
 
 

 
NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 

 

3.3.2 Niveles de SFA en membrana total y Cav1. 

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

positivamente con la expresión de Cav1. Dicha correlación no se halló en los grupos C y M 

(Tabla 34). 

 
 

Tabla 34. Correlación entre los niveles de SFA de membrana total y Cav1. 

 
 
 
 
 
 

NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 

 

3.3.3. Niveles de MUFA en membrana total y principales lípidos formadores de Chol-

Rafts  

Los niveles de MUFA y los de lípidos formadores de Chol-Rafts (Col ó Col y SM 

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

se halló dicha correlación (Tabla 35A,B). 
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R Significación R Significación

C 21 -0,188 NDS -0,249 NDS
M 13 0,273 NDS 0,256 NDS
O 12 -0,439 NDS -0,681 0,05

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

C 21 -0,304 NDS -0,433 NDS
M 13 0,091 NDS 0,102 NDS
O 12 -0,419 NDS -0,63 0,05

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

C 21 -0,065 NDS 0,066 NDS
M 13 -0,117 NDS -0,091 NDS

O 12 -0,618 0,05 -0,789 0,01

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

 
Tabla 35. Correlación entre los niveles de MUFA en membrana total y Col (A) o Col y SM (B). 

  A  

 
 
 
 
  B  
 
 
 
 

 
NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 

 
 

3.3.4. Niveles de MUFA en membrana total y Cav1 

En el grupo de dieta hiperlipídica de aceite de oliva los niveles de expresión de Cav1 

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

relación no se encontró en los otros dos grupos experimentales (Tabla 36). 

 
 
Tabla 36. Correlación entre los niveles de MUFA en membrana total y Cav1. 

 

 
 
 

 
NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 

 

3.3.5 Niveles de PUFA en membrana total y lípidos formadores de Chol-Rafts 

No se encontró ninguna correlación estadísticamente significativa entre los niveles de 

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

LR (Tabla 37A,B). 
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R Significación R Significación

C 21 0,121 NDS 0,122 NDS
M 13 -0,221 NDS -0,256 NDS
O 12 0,114 NDS 0,225 NDS

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

C 21 0,198 NDS 0,29 NDS
M 13 -0,247 NDS -0,146 NDS
O 12 0,097 NDS 0,21 NDS

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

C 21 0,035 NDS 0,014 NDS
M 13 0,117 NDS 0,185 NDS
O 12 0,206 NDS 0,243 NDS

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

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

 
  A  

 

 
 
  B  
 
 
 
 
 

NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 

 
 

3.3.6 Niveles de PUFA en membrana total y Cav1 

Del mismo modo que en el caso anterior, no se encontró correlación estadísticamente 

significativa entre los niveles de PUFA en membrana total y los de Cav1 en ninguno de los 3 

grupos experimentales (Tabla 38). 

Tabla 38. Correlación entre los niveles de PUFA en membrana total y Cav1. 

 

 
 
 

NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 

 
 

3.4 Niveles de la proteína pro-apoptótica CD95, ceramida y ácidos grasos 

3.4.1 Niveles de CD95 en membrana total y ceramida en LR 

Se analizó si los niveles del receptor proapoptótico CD95 en membrana total 

correlacionaban con los niveles del principal lípido formador de Cer-Rafts (Cer) en LR. Los 

resultados no mostraron ninguna correlación estadísticamente significativa entre dichos 

parámetros (Tabla 39A). Tampoco se correlacionaron los niveles de dicho receptor de 

membrana con la relación Cer/SM en LR, indicador de la formación de plataformas de 

ceramida (Tabla 39B). 
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R Significación R Significación

C 20 0,07 NDS 0,189 NDS
M 14 0,089 NDS 0,172 NDS
O 12 -0,374 NDS -0,517 NDS

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

C 20 -0,059 NDS -0,088 NDS
M 14 -0,583 0,01 -0,784 0,01
O 12 -0,161 NDS -0,16 NDS

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

C 20 -0,38 0,05 -0,525 0,05
M 14 0,221 NDS 0,361 NDS
O 12 0,29 NDS 0,402 NDS

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

C 20 0,279 NDS 0,375 NDS
M 13 -0,013 NDS -0,019 NDS
O 12 0,132 NDS 0,053 NDS

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

Tabla 39. Correlación entre los niveles de CD95 en membrana total y los niveles de Cer (A) 
y Cer/SM (B). 

 
  A  
 
 
 
 
  B 
 
 
 
 
 

NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 

 
 

3.4.2 Niveles de CD95 y SFA en membrana total 

En el grupo de dieta hiperlipídica de aceite de maíz se observó que los niveles de 

CD95 se correlacionaban negativamente con los de SFA en membrana total, mientras que en 

el resto de grupos no se observó correlación alguna (Tabla 40). 

 
 

Tabla 40. Correlación entre los niveles de CD95 y SFA en membrana total. 
 

 
 
 
 
 

NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 

 
 

3.4.3 Niveles de CD95 y MUFA en membrana total 

En el grupo control los niveles de expresión de CD95 se correlacionaron 

negativamente con los de MUFA en membrana total de forma significativa. Dicha correlación 

no se halló en ninguno de los dos grupos de dieta hiperlipídica (Tabla 41). 

 

Tabla 41. Correlación entre los niveles de CD95 y MUFA en membrana total. 

 

 
 

 
NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 
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R Significación R Significación

C 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

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

C 20 -0,146 NDS -0,191 NDS
M 13 0,169 NDS 0,146 NDS

O 12 0,041 NDS 0,067 NDS

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

3.4.4 Niveles de CD95 y PUFA en membrana total 

Los niveles de CD95 y PUFA se correlacionaron positivamente en los grupos C y  M, 

mientras que en el grupo O no se halló ninguna correlación (Tabla 42). 

 

Tabla 42. Correlación entre los niveles de CD95 y PUFA en membrana total. 

 
 
 
 
 
 
 NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 
 
 

3.5 Ratio Cer/SM, indicador de la formación de plataformas de ceramida, Cav1 y 

ácidos grasos 

3.5.1 Ratio Cer/SM en LR y Cav1 

No se encontró ninguna correlación estadísticamente significativa entre la relación 

Cer/SM en LR y los niveles de expresión de Cav1 (Tabla 43). 

Tabla 43. Correlación entre la ratio Cer/SM en LR y Cav1. 

 

 
 
 
 

 
 NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 
 

3.5.2 Ratio Cer/SM en LR y SFA en membrana total 

Del mismo modo que en el caso anterior, los niveles de formación de plataformas de 

Cer en LR y los niveles de SFA en membrana total no se correlacionaron (Tabla 44). 
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R Significación R Significación

C 20 0,125 NDS 0,16 NDS
M 13 0,031 NDS 0,098 NDS
O 12 0,097 NDS 0,167 NDS

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

C 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

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

C 20 0,196 NDS 0,34 NDS
M 13 -0,077 NDS -0,095 NDS
O 12 -0,161 NDS -0,281 NDS

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

Tabla 44. Correlación entre la ratio Cer/SM de en LR y SFA en membrana total. 

 

 

 
 NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 

3.5.3  Ratio Cer/SM en LR y MUFA en membrana total 

El grupo control mostró una correlación negativa significativa entre la conversión de 

SM en Cer en LR y los niveles de MUFA de membrana total. Los dos grupos de dieta 

hiperlipídica no mostraron ninguna relación entre dichos parámetros (Tabla 45). 

 

Tabla 45. Correlación entre la ratio Cer/SM en LR y MUFA en membrana total. 

 
 
 
 
 
 

NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 
 

3.5.4  Ratio Cer/SM en LR y PUFA en membrana total 

La formación de plataformas de Cer y los niveles de PUFA en membrana total no 

mostraron correlación estadísticamente significativa en ninguno de los 3 grupos. (Tabla 46). 

 

Tabla 46. Correlación entre la ratio Cer/SM en LR y PUFA en membrana total. 

 
 
 
 
 
 

 NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 
 
 

3.6 Grado de malignidad tumoral y niveles de Cav1 y de ácidos grasos 

3.6.1 Grado tumoral y niveles de Cav1 

En el grupo de dieta hiperlipídica de aceite de oliva se obtuvo una correlación positiva 

estadísticamente significativa entre el grado tumoral, medido a través de la escala Scarff- 
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R Significación R Significación

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

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

C 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

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

Bloom-Richardson adaptada a rata (SBR11), y los niveles de Cav1. El grupo C y el grupo M 

no mostraron correlación entre dichos parámetros (Tabla 47). 

 

Tabla 47. Correlación entre el grado tumoral (SBR11) y los niveles de Cav1. 

 

 

 
NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 
 
 

3.6.2 Grado tumoral y niveles de SFA en membrana total 

En el grupo de dieta hiperlipídica de aceite de oliva se halló una correlación positiva y 

estadísticamente significativa entre el grado tumoral (SBR11) y los niveles de SFA de 

membrana total. Dicha correlación no se observó en los grupos C y M (Tabla 48). 

 

Tabla 48. Correlación entre el grado tumoral (SBR11) y los niveles de SFA en membrana total. 

 

 

NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 
 
 

3.6.3 Grado tumoral y niveles de MUFA en membrana total 

El grado tumoral y los niveles de MUFA de membrana total se correlacionaron 

positivamente en el grupo de dieta normolipídica. En cambio, en el grupo O dichos 

parámetros se correlacionaron de forma negativa, y el grupo M no mostró ninguna correlación 

(Tabla 49). 
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R Significación R Significación

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

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

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

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

Tabla 49. Correlación entre el grado tumoral (SBR11) y los niveles de MUFA en membrana total. 

 

 

NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 
 
 

3.6.4 Grado tumoral y 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 normolipídica, mientras que en los otros 2 grupos no se 

halló correlación (Tabla 50). 

Tabla 50. Correlación entre el grado tumoral (SBR11) y los niveles de PUFA en membrana total. 

 

 

NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 
 
 
 

3.7 Actividad de p21Ras, lípidos principales formadores de Chol-Rafts, Cav1 y 

ácidos grasos  

 Estudios previos del grupo investigador demostraron que la dieta de aceite de oliva 

disminuía la actividad de p21Ras en los adenocarciomas mamarios experimentales (Ref 

carciongenesis). En el contexto del presente trabajo, se quiso determinar si existía correlación 

entre los parámetros estudiados y el grado de activación de p21Ras en dichos 

adenocarcinomas. 

3.7.1 Niveles de p21Ras-GTP, e índice de activación de p21Ras, y niveles de lípidos 

formadores de Chol-Rafts 

 En el grupo O se halló una correlación negativa estadísticamente 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 correlación. Asimismo, los niveles del índice de activación de p21Ras 
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R Significación R Significación

C 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

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

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

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

C 10 0,217 NDS 0,268 NDS
M 11 -0,153 NDS -0,234 NDS
O 11 -0,412 NDS -0,512 NDS

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

C 9 0,286 NDS 0,269 NDS
M 11 -0,37 NDS -0,443 NDS
O 11 -0,461 NDS -0,544 NDS

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

(relación entre p21Ras-GTP y p21Ras-total) en el grupo O también mostraron una correlación 

negativa, mientras que en los otros dos grupos no se halló correlación alguna (Tabla 51B). 

 

Tabla 51. Correlación entre los niveles de p21Ras-GTP y Col  (A) o índice de activación 
de p21Ras y Col (B). 

  A 

 

    

  B 

 

 
  
NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 

 
 

3.7.2 Niveles de p21Ras-GTP, e índice de activación de p21Ras, y niveles de Cav1 

 No se halló ninguna correlación entre los niveles de p21Ras-GTP y los niveles de 

expresión de Cav1 en ninguno de los 3 grupos (Tabla 52A). Asimismo, el índice de activación 

de p21Ras tampoco se correlacionó con los niveles de Cav1 (Tabla 52B). 

Tabla 52. Correlación entre los niveles de p21Ras-GTP y Cav1(A) o índice de activación 
de p21Ras y Cav1 (B). 

  A 

 

    

  B 

 

 
  
NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 
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R Significación R Significación

C 9 -0,343 NDS -0,521 NDS
M 11 -0,289 NDS -0,371 NDS
O 11 -0,475 0,05 -0,611 0,05

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

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

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

3.7.3 Niveles de p21Ras-GTP e, índice de activación de p21Ras, y 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 halló ninguna 

correlación (Tabla 53A). Además, el grupo C y el grupo O mostraron una correlación 

negativa estadísticamente significativa entre el índice de activación de p21Ras y los niveles de 

SFA de membrana total (Tabla 53B). 

 

Tabla 53. Correlación entre los niveles de p21Ras-GTP y SFA en membrana total (A) o 
índice de activación de p21Ras y SFA en membrana total (B). 

  A 

 

    

  B 

 

 
  
NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 
 
 

3.7.4 Niveles de p21Ras-GTP e índice de activación de p21Ras y niveles de ácido 

palmítico en membrana total 

 No se halló ninguna correlación entre los niveles de p21Ras-GTP y los niveles de 

ácido palmítico de membrana total en ninguno de los 3 grupos (Tabla 54A). En cambio, el 

grupo M mostró una correlación negativa estadísticamente significativa entre el índice de 

activación de p21Ras y los niveles de C16:0. En los grupos C y O no se observó dicha 

correlación (Tabla 54B). 
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R Significación R Significación

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

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

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

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

C 9 -0,057 NDS -0,134 NDS
M 11 -0,327 NDS -0,468 NDS
O 11 -0,436 NDS -0,573 NDS

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

R Significación R Significación

C 9 0 NDS 0,034 NDS
M 11 -0,545 0,05 -0,648 0,05
O 11 -0,396 NDS -0,545 NDS

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

Tabla 54. Correlación entre los niveles de p21Ras-GTP y ácido palmítico en 
membrana total (A) o índice de activación de p21Ras y ácido palmítico en membrana 
total (B). 

  A 

 

    

  B 

 

 
  
NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 
 

 

3.7.5 Niveles de p21Ras-GTP e índice de activación 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 correlación no se halló en los 

grupos C y M (Tabla 55A). Asimismo, en los dos grupos de dieta hiperlipídica el índice de 

activación de p21Ras también se correlacionó positivamente con los niveles de MUFA de 

membrana total. El grupo C no mostró dicha correlación (Tabla 55B). 

 

Tabla 55. Correlación entre los niveles de p21Ras-GTP y MUFA en membrana total (A) o 
índice de activación de p21Ras y MUFA en membrana total (B). 

  A 

 

    

  B 

 

 
  
NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 
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R Significación R Significación

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 Significación R Significación

C 9 0,343 NDS 0,395 NDS
M 11 -0,283 NDS -0,349 NDS
O 11 -0,04 NDS -0,005 NDS

n
Tau-b de Kendall Rho de Spearman

3.7.6 Niveles de p21Ras-GTP e índice de activación de p21Ras y niveles de PUFA en 

membrana total 

 No se encontró ninguna correlación entre los niveles de p21Ras-GTP y los niveles de 

PUFA de membrana total (Tabla 56A). Asimismo, tampoco se halló correlación alguna entre 

el índice de activación de p21Ras y los niveles de PUFA (Tabla 56B). 

Tabla 56. Correlación entre los niveles de p21Ras-GTP y PUFA en membrana total (A) o 
índice de activación de p21Ras y PUFA en membrana total (B). 

  A 

 

    

  B 

 

 
  
NDS: Sin diferencias estadísticamente significativas 
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A. EVOLUCIÓN PONDERAL, CARACTERÍSTICAS 

HISTOPATOLÓGICAS Y PARÁMETROS DE LA CARCINOGÉNESIS 

1. EVOLUCIÓN PONDERAL 

Admitiendo que el peso corporal es un buen reflejo del desarrollo de los animales, del 

análisis de la evolución 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 reflejó, por una parte, la pequeña magnitud de las diferencias observadas a lo largo del 

tiempo, así como el paralelismo de las curvas de la evolución ponderal. Asimismo, los 

coeficientes de variación fueron uniformemente bajos, indicando que no existían diferencias 

individuales entre los pesos de los animales de un mismo grupo. 

Por otra parte, cabe destacar que la ausencia de patologías significativas halladas en 

las exploraciones realizadas sistemáticamente a lo largo del ensayo permitió descartar que se 

produjeran patologías por desequilibrios nutricionales ([827],[905]). Juntamente con la 

obtención de una evolución ponderal normal de los animales, ambos hechos permiten concluir 

que el factor ambiental "dieta" no ejerció un efecto de tipo selectivo sobre los individuos. Por 

tanto, las diferencias que pudieran observarse en todos los parámetros analizados en este 

trabajo podrían ser atribuidas a los cambios producidos por la variable dieta, y no a factores 

inespecíficos resultantes de desequilibrios nutricionales. En caso contrario, los animales se 

hubieran adaptado, aumentando así la variabilidad de las respuestas individuales. El hecho 

que las dietas hiperlipídicas no provoquen un aumento de peso, a pesar de su elevado 

contenido en grasas, estaría relacionado con la capacidad de homeostasia de los animales y 

con las modificaciones específicas introducidas en las dietas hiperlipídicas en relación a la 

dieta normolipídica ([2567]). Dichas modificaciones pretenden asegurar la metabolización del 

exceso de lípidos y evitar su acumulación en los tejidos en forma de triacilglicéridos. 

2. HISTOPATOLOGÍA MAMARIA 

El tipo de patología 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 cáncer de mama 
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inducido con DMBA ([1438]). El resto de las afecciones mamarias correspondió a patología 

benigna, siendo el adenoma, el fibroadenoma y la hiperplasia lobulillar las más frecuentes. 

El resultado de la caracterización histopatológica de los tumores de rata inducidos en 

este ensayo corroboró las similitudes que presentan con los tumores humanos, tal y como se 

describió previamente ([4206], [4264]). Aunque no se encontraron representados todos los 

tipos histológicos, el patrón arquitectural que más frecuentemente presentaron estos tumores 

fue el cribiforme, que mostró variaciones en el grado arquitectural, nuclear y otros 

parámetros, de la misma forma que el carcinoma ductal infiltrante de mama humano. La 

categorización de los parámetros histopatológicos analizados se realizó en base a indicaciones 

descritas en estudios propios del grupo realizados previamente ([4264]). 

Asimismo, el estudio histopatológico reveló que aunque en los 3 grupos los 

adenocarcinomas adoptaron un patrón 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 presentó una mayor distribución de los adenocarcinomas entre los 

grados II y III, y menos de la mitad de los tumores fueron de grado I. Además, se observó una 

mayor actividad mitótica en los adenocarcinomas de los grupos M y O respecto al C. Al 

aplicar el método de clasificación histopatológica adaptado a la rata ([4264]), se observó 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 reacción estromal o desmoplasia, 

la mayoría de los adenocarcinomas de todos los grupos experimentales presentaron nula o 

leve reacción estromal, siendo el grupo O el que mostró una mayor proporción de tumores sin 

dicha característica. Otros parámetros histológicos 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 características. 

Estos datos indican que las dietas con elevado contenido en lípidos comportan 

cambios histopatológicos en los adenocarcinomas de mama y que dicho efecto es distinto 

según el tipo de lípido administrado. Los tumores del grupo alimentado con dieta hiperlipídica 

de aceite de maíz fueron los que presentaron unas características morfológicas de mayor 

agresividad. En cuanto a los tumores del grupo alimentado con la dieta hiperlipídica de aceite 

de oliva, éstos presentaron características 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 características, como el número de mitosis, fue intermedia 

entre el grupo C y el grupo M.  

3. PARÁMETROS DE LA CARCINOGÉNESIS 

El estudio del tiempo de latencia reveló una tendencia de los tumores mamarios 

malignos a aparecer antes en el grupo alimentado con dieta hiperlipídica de aceite de maíz 

respecto al grupo control y al alimentado con dieta rica en aceite de oliva virgen extra. Otros 

autores ya han sugerido que la dieta hiperlipídica de aceite de maíz aceleraría la aparición de 

tumores y, por lo tanto, tendría un efecto promotor de la carcinogénesis mamaria 

([1106],[3060],[3615]). Dicho efecto no se observó en el grupo de dieta hipelipídica de aceite 

de oliva virgen extra. La falta de significación estadística de los resultados podrían explicarse 

por la gran dispersión de datos y por los valores de incidencia inferiores al 100% que hacen 

que el número de efectivos pueda no haber sido suficiente. En este sentido, debe remarcarse 

que el diseño experimental del estudio se justifica por la conveniencia de utilizar el menor 

número de animales para obtener la cantidad de muestras necesarias para los estudios 

posteriores de biología molecular, así como por las razones de practicabilidad. 

En cuanto a la incidencia de afectación, ésta fue aumentando significativamente a lo 

largo del estudio en todos los grupos experimentales. El grupo M mostró un comportamiento 

diferente al de los otros dos. Así, dicho grupo mostró un rápido aumento de la incidencia 

durante las primeras etapas, que se estabilizó posteriormente hasta el final del estudio. Este 

comportamiento está 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 más lentamente, acompañado de una 

estabilización más tardía. La comparación de las curvas mostró que el grupo M fue el de 

mayor incidencia de afectación. Por otro lado, el grupo O mostró valores superiores de 

incidencia que el grupo C, a diferencia de lo observado en otros parámetros. En el momento 

del sacrificio, el grupo M fue el de mayor incidencia de afectación mientras en el grupo O la 

incidencia fue intermedia entre este grupo y el control. Sin embargo, en este momento las 

diferencias no fueron estadísticamente significativas. Esto sería debido a la menor capacidad 

resolutiva del test estadístico, ya que el sacrificio representa un único punto, a diferencia del 

estudio temporal que recoge la información de las 26 palpaciones. 
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Globalmente, estos resultados indicarían que las dietas hiperlipídicas aumentarían la 

incidencia de animales afectados de cáncer de mama inducido con DMBA y que este efecto 

sería 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 observación de las curvas de 

incidencia a lo largo del tiempo, sería el comportamiento de este parámetro en la última etapa 

del estudio. Se pudo observar una tendencia de las curvas a la estabilización sin llegar al valor 

máximo. Esta situación es, en parte, propia del modelo experimental. De este modo, dosis 

pequeñas de DMBA, como la del presente estudio (5 mg), producirían incidencias inferiores 

al 100% ([4003]). Por el contrario, la administración de este iniciador de la carcinogénesis en 

cantidades importantes (20 mg) provoca una incidencia de afectación prácticamente del 100% 

en el mismo tipo de ensayo ([442],[798]). Esta relación dosis-efecto ha sido también 

observada en otras series experimentales realizadas en el propio laboratorio 

([1295],[1299],[4205]).  

El estudio de la evolución del contenido tumoral total a lo largo del tiempo indicó un 

aumento del número de tumores en todos los grupos experimentales durante el estudio. Cabe 

destacar, que no se observó una saturación de este parámetro hacia el final del estudio, lo que 

sugiere que con la dosis de carcinógeno utilizada y la duración del estudio no se llegó al 

máximo de posibilidades en cuanto al contenido tumoral. Tal situación difiere de la obtenida 

en trabajos anteriores del grupo investigador utilizando 20 mg DMBA/animal 

([1883],[2567]). Respecto a las diferencias debidas a los lípidos de la dieta, los resultados 

obtenidos concordaron con lo esperado. El grupo M presentó un número 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 hiperlipídica de aceite de 

oliva, el número de adenocarcinomas aparecidos fue el más bajo de todos los grupos, incluido 

el control. Estos datos sugieren, por tanto, que la dieta hiperlipídica de aceite de maíz, además 

de acelerar la aparición clínica de los tumores mamarios, también aumentaría su número. En 

cambio, la dieta rica en aceite de oliva tendría un efecto negativo sobre la aparición de los 

tumores.  

En relación al volumen tumoral total, éste también fue aumentando a lo largo del 

estudio en todos los grupos experimentales. El grupo M presentó valores significativamente 

mayores, mientras que el grupo O presentó valores significativamente menores que el grupo 

C. Nuevamente, estos datos indicarían, por una parte, el efecto estimulador de la dieta 
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hiperlipídica de aceite de maíz 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 parámetros anteriormente descritos, se produciría a pesar de ser una dieta 

hiperlipídica. Por tanto, esta dieta habría ejercido un efecto específico inhibiendo el 

crecimiento tumoral, efecto que sería superior al efecto estimulador inespecífico debido al  

elevado aporte energético de las dietas hiperlipídicas ([1962],[4007]). 

En definitiva, se puede concluir que los dos tipos de dieta hiperlipídica ejercerían 

efectos en la carcinogénesis mamaria experimental. En todos los parámetros analizados, los 

valores de los animales del grupo alimentado con la dieta de aceite de maíz fueron 

significativamente superiores a los de dieta normolipídica. La aparición más rápida, el mayor 

número 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 relación con 

la dieta rica en aceite de oliva, los valores del grupo O fueron generalmente inferiores al 

grupo C. Estos resultados serían concordantes con un efecto protector de este tipo de dieta. 

Sólo el parámetro de incidencia del grupo O no siguió esta tendencia, lo cual podría 

explicarse por el efecto ya comentado anteriormente del aporte calórico de las dietas 

hiperlipídicas sobre los tumores. Dicho aporte calórico beneficiaría al tejido tumoral dado 

que, como ha sido ampliamente descrito en la bibliografía, las células tumorales requieren de 

un aporte energético elevado por su alta tasa de proliferación ([1962],[4007]).  

Los resultados de este estudio están de acuerdo con los de otros autores obtenidos en 

diversos modelos experimentales (véase apartado D de la introducción) en relación 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 además existen 

resultados discordantes. Esto se debe a la gran heterogeneidad existente en los planteamientos 

experimentales de los estudios, fundamentalmente en relación a la utilización de distintos 

tipos y variedades de aceite de oliva. Así, numerosos autores atribuyen a las dietas de aceite 

de oliva un efecto protector sobre la carcinogénesis mamaria; sin embargo, algunos trabajos 

no indican ningún 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 hiperlipídica de aceite de oliva virgen, 

con elevado contenido en MUFA n-9 y numerosos componentes bioactivos, ejercería 

fundamentalmente un efecto protector. Algunos autores han sugerido que el posible efecto 

beneficioso del aceite de oliva no sería debido únicamente a la elevada cantidad de ácido 

oleico (18:1n-9) sino también a un aporte insuficiente de ácido linoleico (18:2n-6), ya que se 

necesitaría una cierta cantidad de este ácido graso, como precursor de eicosanoides, para una 

óptima promoción de la carcinogénesis mamaria ([3205]). Los eicosanoides parecen ejercer 

un importante papel en el desarrollo tumoral y metastásico ([3114]). En relación a esta 

hipótesis, la inhibición competitiva por el ácido oleico de la Δ6-desaturasa, el primer paso de 

la biosíntesis de eicosanoides, podría explicar en gran parte la progresión más lenta y/o los 

efectos inhibidores del aceite de oliva observados. Así, aunque el ácido oleico presenta una 

menor afinidad por la Δ6-desaturasa que el ácido linoleico, a concentraciones relativamente 

altas de ácido 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 relación ácido linoleico/ácido oleico (relación 0.07) provocaron 

menor número de adenocarcinomas que el resto de variedades ([3852]). La variedad 

hojiblanca, utilizada en el presente trabajo, contiene una proporción de ambos ácidos del 

8.24% y 79.03% respectivamente (relación 0.1). Además, contiene una proporción de ácidos 

grasos saturados menor que otras variedades, lo que probablemente también podría haber 

influido en los efectos finales del aceite de oliva sobre el cáncer de mama dado el efecto 

promotor de estos ácidos grasos ([4351]). Por último, cabe destacar el papel que diversos 

componentes minoritarios del aceite de oliva virgen extra (α-tocoferol - vitamina E -, 

compuestos fenólicos - hidroxitirosol, oleuropeina y lignanos -, fitosteroles - β-sitosterol y 

D5-avenasterol -, flavonoides - rutina, luteína -, y el hidrocarburo triterpénico escualeno 

([3018],[3570],[3619]) parecen desempeñar sobre la carcinogénesis y que también habrían 

contribuido al efecto protector de este aceite. Así, los antioxidantes escualeno y fenoles 

parecen poseer un potencial anticancerígeno ([3854]). Estudios experimentales muestran que 

el escualeno puede inhibir eficazmente la tumorogénesis de colon, pulmón y piel inducidas 

químicamente, siendo este efecto protector observado cuando el escualeno es administrado 

antes o durante el tratamiento con el carcinógeno ([4829]). Estas sustancias evitarían la 

peroxidación lipídica y en consecuencia, la formación de radicales libres, oxidantes del 

material genético y de proteínas ([3154],[3229]). Se ha demostrado que la peroxidación 

lipídica 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 maíz 

([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 extrapolación de los resultados que se obtienen 

en los modelos animales al cáncer humano, los resultados obtenidos en este trabajo indican 

una serie de propiedades de los lípidos estudiados que permitirían extraer algunas 

recomendaciones dietéticas en los humanos. En este sentido, el claro efecto estimulador de las 

dietas ricas en lípidos poliinsaturados de la familia n-6 y el posible efecto inespecífico hallado 

de las elevadas cantidades del aceite de oliva sobre la incidencia de afectación, indicarían la 

conveniencia de reducir el consumo total de grasas en la dieta asegurando los requerimientos 

mínimos diarios de ácidos grasos esenciales. En segundo lugar, si se tiene en cuenta el efecto 

fundamentalmente protector manifestado por el aceite de oliva virgen extra, aún cuando ha 

sido administrado en grandes cantidades, se podría concluir que además de reducir la cantidad 

total de grasa ingerida en la dieta, sería quizás conveniente desequilibrar el contenido lipídico 

de ésta hacia aquellos tipos que manifiestan acciones protectoras. Entre tales lípidos se 

encontrarían 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 estaría 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 sería otro de los factores 

clave a considerar en su efecto final. En conclusión, los resultados obtenidos en este trabajo 

sugieren que el consumo moderado y regular de aceite de oliva virgen, con las características 

anteriormente descritas, y/o de aceites de origen marino, asociado a una reducción de los otros 

tipos de grasas en la dieta, podrían representar un hábito dietético saludable en relación al 

cáncer de mama. 
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B. ESTANDARIZACIÓN DE UN MÉTODO DE AISLAMIENTO 

DE DOMINIOS DE MEMBRANA EN HÍGADO DE RATA Y SU 

VALIDACIÓN EN ADENOCARCINOMAS MAMARIOS 

Desde que se planteara la hipótesis de que la membrana no era un mosaico fluido 

([8402]), tal y como lo describieron Singer y Nicolson en los años 70 ([5476]), ha habido 

mucha controversia sobre si las DRMs realmente existían o, al contrario, eran un artefacto que 

se creaba al aislar las membranas en el laboratorio bajo ciertas condiciones experimentales, 

como sería el caso de utilizar detergentes no iónicos (Revisado en [7514]). En los últimos 

años, sin embargo, gracias a la aparición de técnicas de microscopia de super resolution se 

han podido observar dichas estructuras en células vivas, demostrando así 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 mayoría han sido aplicados en tejido 

nervioso ([6164],[6165],[6166]), aunque también existen algunos trabajos en glándula 

submaxilar ([6286]), adipocitos ([6280]) y hepatocitos ([6991]). Debido a la falta de métodos 

validados para aislar DRMs de tejido tumoral, en este trabajo se consideró imprescindible 

estandarizar un procedimiento adecuado para los adenocarcinomas mamarios experimentales. 

Debido al gran valor que tienen dichas muestras, la estandarización del método de aislamiento 

se llevó a cabo en un órgano que no fuera tejido diana del carcinógeno y cuyo tamaño 

permitiera realizar todas las pruebas necesarias para conseguir la mejor eficacia de 

aislamiento. De este modo, se escogió el hígado de animales sanos como tejido para 

estandarizar la técnica de aislamiento de DRMs tomando como referencia un método de 

obtención 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 varían, 

fundamentalmente, en la composición del tampón de homogenización y en el detergente no 

iónico utilizado en el mismo ([6286]). Por otra parte, las características utilizadas para 

diferenciar entre DRMs o LR y caveolas y MS son su composición en proteínas totales, el 

contenido en colesterol y la presencia de proteínas marcadoras y específicas de los diferentes 

dominios de membrana ([6439],[6856]). En consecuencia, las distintas pruebas que se 

hicieron a lo largo del proceso de estandarización del método conllevaron el ensayo de varios 
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tampones de homogenización, diferentes volúmenes de los mismos y diferentes cantidades de 

muestra. Así, formando parte del tampón de homogenización se probaron dos detergentes no 

iónicos diferentes, Brij98 y Tritón X-100, con temperaturas de solubilidad de 37ºC y 4ºC, 

respectivamente. En cuanto a los volúmenes de dicho tampón, éstos variaron entre 8 y 10 

respecto a la cantidad de muestra utilizada. Asimismo, se ensayaron dos gradientes de 

sacarosa distintos, que diferían en los porcentajes de las diferentes soluciones de la misma, 

con el objetivo de comparar cuál 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%), basándose en la localización de la bomba Na/K ATPasa y el rTf, 

proteínas características de MS ([6280],[6286]. También se determinó que el detergente no 

iónico Tritón X-100 a +4ºC proporcionaba mayor rendimiento en la obtención de DRMs que 

el detergente Brij98. Finalmente, se obtuvieron 12 fracciones (de diferente densidad) que 

fueron analizadas bioquímicamente con el fin de identificar a qué dominios de membrana 

correspondían. 

El análisis del contenido en proteínas totales de las diferentes fracciones de membrana 

obtenidas en tejido hepático mostró que alrededor del 80-85% de proteínas 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 proteínas 

totales. Este resultado concordó con los obtenidos por otros autores ([6164],[6165]). Por otro 

lado, la mayor parte de colesterol se distribuyó entre las fracciones 2, 3, 4, 9 y 12, indicando, 

por tanto, que una gran parte de dicho lípido se encontraba en fracciones de baja densidad, 

pero que también existía una relativa abundancia de Col en algunas fracciones de alta 

densidad. Asimismo, se observó que las fracciones 2, 3, 4 y 5 mostraban la presencia de 

Flot1, y que además la fracción 3 también contenía Cav1. Finalmente, en las fracciones de 

mayor densidad (10, 11 y 12) se encontraron los mayores niveles de la proteína rTf. 

En conjunto, estos resultados permitieron concluir que el método utilizado para 

separar las fracciones de membrana en tejido hepático de rata era válido y mostraba un buen 

rendimiento en el aislamiento de DRMs. Así, éste permitió definir diferentes dominios de 

membrana a través de sus características bioquímicas. De este modo, en tejido hepático se 

determinó que las fracciones 2, 3, 4 y 5 correspondían a LR, por su baja densidad en proteínas 
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totales, su alto contenido en Flot1 y la presencia de Col. Asimismo, la fracción 3 se consideró 

la fracción enriquecida en caveolas, debido a que además de presentar las características 

bioquímicas de LR, era la de mayor expresión de Cav1. Finalmente, se estableció que las 

fracciones 10, 11 y 12 formaban la MS, dado su alto contenido en proteínas totales y la 

presencia de rTf. El alto contenido en Col que se halló en la fracción 12 probablemente 

responde a razones metodológicas relacionadas con las características del método utilizado 

para su cuantificación. Basándose en la bibliografía ([6165]), se utilizó un kit comercial para 

determinar el contenido de Col. Sin embargo, dicho kit está diseñado 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 características estuvieron 

de acuerdo con la definición 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 hígado, se procedió a 

su validación en los adenocarcinomas mamarios del estudio. 

El análisis del contenido total de proteínas mostró un patrón similar en todos los 

grupos experimentales. Aproximadamente el 60% de proteínas totales se detectaron en las 

fracciones 10, 11 y 12, consideradas las de alta densidad. Por otro lado, se analizó el 

contenido en Col y SM, como principales lípidos formadores de LR, de las diferentes 

fracciones, esta vez utilizando como método de análisis la TLC. Los resultados indicaron que, 

en las condiciones del análisis, 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 presentó la misma distribución que el colesterol a excepción de la fracción 5, 

donde no se detectó SM. Finalmente, en las fracciones 1, 2, 3 y 4 se halló Flot1, en la fracción 

2 de la mayoría de muestras se detectó la mayor cantidad de Cav1, y en las fracciones 4 hasta 

la 12 se encontró rTf. Cabe destacar que en un número limitado de muestras, la fracción 

enriquecida en caveolas no se halló en la fracción 2. Así en el grupo C, en un 20% de las 

muestras analizadas la fracción enriquecida en caveolas residió en la fracción 1 y en el grupo 

M una única muestra (correspondiente al 7%) presentó la mayor abundancia de Cav1 en la 

fracción 3. Dichas diferencias se atribuyeron a la variabilidad inter-experimental del método 

utilizado.    

Cuando se compararon estos resultados con los obtenidos en hígado, se observaron 

algunas diferencias en relación a la localización de colesterol y de las proteínas marcadoras. 
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En concreto, la principal diferencia entre ambos tejidos se halló 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 según la diferente naturaleza de las 

fracciones, permitió concluir que dicha técnica es idónea para cuantificar niveles de colesterol 

en rata. Por otro lado, las pequeñas diferencias observadas en la localización de las proteínas 

marcadoras entre ambos tejidos, concretamente de Cav1, podrían atribuirse, en parte, a las 

diferencias intrínsecas de los dos tejidos, ya que existen evidencias de que la composición de 

las DRMs pueden variar en los diferentes tejidos ([6288],[6291]). Dado que, en general, las 

características observadas de las diferentes fracciones de membrana, agrupadas en dominios, 

se ajustaron a la definición de cada uno de ellos ([5447],[5448]), puede concluirse que el 

método estandarizado para su aislamiento también resultó idóneo para el análisis del tejido 

tumoral mamario de la rata. 

C. CARACTERIZACIÓN DE LA COMPOSICIÓN LIPÍDICA DE LA 

MEMBRANA DE LOS ADENOARCINOMAS MAMARIOS 

EXPERIMENTALES 

Una vez validado el método de obtención de DRMs en adenocarcinomas mamarios, se 

procedió a caracterizar la composición lipídica de la membrana total y de sus dominios en 

dichos tumores. 

En membrana total se detectaron únicamente 4 tipos de lípidos: TAG, Cer, Col y PC, 

siendo TAG y Cer los mayoritarios en todos los grupos experimentales, seguidos de Col y, 

finalmente, de PC. Los elevados niveles de TAG detectados en membrana constituyeron un 

resultado inesperado, ya que estos lípidos, dada su naturaleza no anfipática, en principio, no 

pueden mezclarse con los fosfolípidos de la membrana ([8405]). Por otro lado, los altos 

niveles de Cer podrían constituir un rasgo característico de las células tumorales, dado que se 

ha descrito que la formación de plataformas de Cer tiene un papel importante en el balance 

proliferación-apoptosis propio de las células cancerosas ([6289]). Estos hallazgos se 

discutirán más detalladamente al tratar los resultados obtenidos en los diferentes dominios de 

membrana. Por otra parte, el hecho de que se detectase un único fosfolípido, PC, sería debido 

al contenido relativamente bajo de este tipo de lípidos, en comparación al resto. De entre los 

distintos tipos de fosfolípidos, PC fue el mayoritario. Aún así, en membrana total se habría 

producido un efecto de dilución de este tipo de lípidos, de manera que sus niveles se 
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encontrarían 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/µg de proteína, los lípidos presentes en cantidades relativamente bajas no 

pudieron ser detectados en este trabajo. 

En cuanto al contenido en ácidos grasos, los SFA, considerados en conjunto, fueron 

los mayoritarios independientemente del grupo experimental, de forma estadísticamente 

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. Además, el contenido total en 

MUFA fue más alto que el de PUFA en los grupos C y O, a diferencia de lo ocurrido en el 

grupo M que mostró 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 ácidos grasos insaturados totales (TUFA) y ácidos grasos totales (TFA) ha sido 

descrita como indicador de agresividad tumoral, de manera que una mayor ratio TUFA/TFA 

se asociaría 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 maíz 

(0.47), lo cual estaría de acuerdo con lo descrito. Por otra parte, cuando se consideraron  los 

ácidos grasos individualmente, se observaron ciertas diferencias entre grupos, de manera que 

en los grupos control y de dieta de aceite de maíz el ácido graso más abundante fue el ácido 

palmítico (C16:0), mientras que en el grupo de dieta de aceite de oliva el mayoritario fue el 

ácido oleico (C18:1 n-9).  

Los resultados obtenidos, por tanto, indicarían cambios en la composición de los 

ácidos grasos de la membrana de los adenocarcinomas mamarios en función de la dieta 

administrada. Así, en el grupo M, en comparación con el grupo control, los PUFA fueron más 

abundantes que los MUFA, sugiriendo un enriquecimiento de la membrana tumoral en este 

tipo de ácidos grasos. Asimismo, en el grupo O se habría producido un enriquecimiento en 

ácido oleico, en detrimento del ácido palmítico, ácido graso mayoritario en la membrana 

tumoral de los grupos C y M. Cabe destacar que el ácido oleico es el principal ácido 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 ácidos grasos 

administrados a través de la dieta pueden ser incorporados y, por tanto, enriquecer, las 

membranas celulares ([7799],[7806]). Este hecho será discutido más ampliamente en este 

mismo capítulo.  
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En membrana soluble sólo se detectaron Cer, TAG y Col. El lípido mayoritario fue 

Cer en los grupos C y O, y TAG en el grupo M. En cambio, el lípido que se detectó en menor 

concentración en este dominio de membrana en todos los grupos fue Col. El resto de lípidos 

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 resultó 

inesperada. Asimismo, resultó sorprendente detectar elevados niveles de Cer en este dominio, 

ya que, en principio, éste es un lípido propio de LR, implicado en procesos de apoptosis 

([7435],[7439]). Además 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 estímulo externo que active la enzima SMAsa para, posteriormente, 

activar la vía apoptótica extrínseca ([7442]). Los resultados obtenidos en MS también 

mostraron un cierto contenido en Col, así como baja o nula presencia de fosfolípidos. Debido 

a que una de las principales características descritas de MS es su relativo bajo contenido en 

Col y su alto contenido en fosfolípidos ([5383]), estos resultados podrían sugerir un cierto 

enriquecimiento en Col de las membranas tumorales, tal como ha sido descrito por otros 

autores ([8379]). 

La composición en ácidos grasos en MS se halló levemente modificada a causa de la 

dieta, ya que los dos grupos de dieta hipelipídica mostraron una mayor cantidad de C20:4n-6 

en este dominio de membrana, en comparación con el grupo control, cuyo ácido graso 

principal fue el ácido oleico. Por otro lado, estos dos grupos presentaron una misma 

distribución relativa de ácidos grasos, siendo los SFA los mayoritarios, seguidos de PUFA y 

MUFA, mientras que el grupo C presentó mayores niveles de MUFA. Los resultados 

sugieren, por tanto, que algunos de los lípidos incorporados a través de la dieta podrían 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 maíz tuvieron un efecto similar sobre la 

composición en AG de la MS, ya que ambos aumentaron el contenido en PUFA n-6, y 

concretamente en ácido araquidónico, respecto al control. Este hecho podría deberse a que 

aunque el ácido graso mayoritario del aceite de oliva virgen es el ácido oleico, este aceite 

también presenta importantes cantidades de ácido linoleico (véase composición en tabla 2), 
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precursor del araquidónico. De este modo y al tratarse de dietas hiperlipídicas, las cantidades 

de ácido linoleico administradas que se incorporarían en la membrana serían altas en el caso 

de ambas dietas, sobre todo debido a la dieta del aceite de maíz, provocando así el mismo tipo 

de cambios en los dominios de membrana donde los PUFA n-6 parecen tener un mayor 

impacto, tal como se discutirá más ampliamente en el apartado D de esta discusión. 

En relación a los Lipid Rafts, se detectaron hasta un total de nueve tipos de lípidos 

distintos. Con independencia del grupo experimental, los lípidos mayoritarios fueron, en 

orden de mayor a menor abundancia: Cer, TAG, Col y PC. Tal y como se comentará en el 

siguiente apartado, solamente se hallaron diferencias por efecto de la dieta en algunos de los 

lípidos minoritarios (PE, SM, LPC, PS y PI).  

El hecho de que los lípidos más abundantes en LR se mantuvieran constantes 

independientemente de la dieta, sugiere una composición relativamente conservada de estos 

microdominios. Ello podría estar relacionado con el importante papel que éstos desempeñan 

tanto en células normales, manteniendo la homeostasis celular, como en tumorales, actuando 

como plataformas de vías de señalización, como en el caso de células tumorales de mama 

([8235]). Así, los elevados niveles de Cer hallados estarían de acuerdo con los datos que 

indican que las membranas tumorales y sus dominios son ricos en este tipo de lípido, en 

relación con el aumento de las señales apoptóticas 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, está de acuerdo con el importante papel de ambos lípidos en los LR. Por una parte, el 

Col se ha descrito fundamental para la formación y mantenimiento estructural de los LR 

([8383],[8412]) y, por otra, la PC desempeña una función importante en vías de proliferación 

celular (8412]), esenciales para la célula tumoral. Además, se ha descrito la presencia de Col 

y PC en zonas de la membrana con alta condensación y menos fluidas ([8392]). Tal y como 

sucedió en membrana total y MS, los niveles de TAG en LR fueron elevados, hecho que será 

discutido más adelante. 

Desgraciadamente, en LR no se pudo analizar la composición en ácidos 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 

lípidos siendo éste, a su vez, muy parecido al de LR. Dado que las caveolas constituyen un 

subtipo de LR, era de esperar que su composición en lípidos fuera semejante. Cabe destacar, 

sin embargo, que los valores de los diferentes tipos de lípidos en caveolas fueron del orden de 

casi 2 veces mayores que los de LR. Ello sería, posiblemente, debido al efecto de dilución que 

se produce al trabajar con un pool de fracciones como es el caso de LR. En caveolas, los 

ácidos grasos tampoco pudieron ser analizados debido a falta de disponibilidad de muestras y 

a problemas metodológicos. 

Una vez caracterizada la composición lipídica de la membrana y sus dominios, se 

compararon los niveles de lípidos entre éstos. En la mayoría de los casos los valores más altos 

fueron hallados en la fracción enriquecida en caveolas, seguida de LR y, finalmente, de MS, 

donde se hallaron en menor cantidad. En esta parte del estudio quedó patente el mencionado 

efecto de la dilución. En general, dichas características se mantuvieron más o menos 

constantes en los diferentes grupos experimentales. Sorprendentemente, los TAG fueron los 

únicos que no mostraron diferencias en su contenido entre los diferentes dominios de 

membrana en los grupos de dieta hiperlipídica. Este hecho se discutirá a continuación. 

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 constituyó un resultado inesperado y, a priori, difícil de explicar. Por 

su naturaleza, este tipo de lípidos neutros no forman parte de la membrana plasmática 

([8405]). La búsqueda en la literatura internacional de trabajos con resultados similares 

permitió comprobar que, en general, en la mayoría de los casos o no se detectaban o bien su 

presencia no era justificada por los autores ([8392]). Sin embargo, una búsqueda más 

exhaustiva permitió hipotetizar que los resultados obtenidos en este trabajo podrían 

relacionarse con la presencia de lipid droplets (LD) o gotitas lipídicas en las células tumorales 

mamarias. Los LD se han descrito como acúmulos de TAG y ésteres de colesterol, recubiertos 

de una monocapa de fosfolípidos procedentes del retículo endoplasmático, localizados en el 

citoplasma celular y, en principio, en diferentes tejidos, con función 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 ácidos grasos, presentaban niveles elevados de LD como mecanismo 

de supervivencia celular frente al estrés ([8393]). Estos hallazgos apoyarían la hipótesis de la 



Discusión 

196 
 

presencia de LD en células tumorales. Además, el análisis histopatológico de los 

adenocarcinomas mamarios del estudio había revelado previamente la existencia de gotitas 

lipídicas, sobre todo en las muestras de los dos grupos de dieta hiperlipídica (datos no 

mostrados),  que podrían ser compatibles con la presencia de dichas estructuras. Sin embargo, 

el hecho de ser estructuras citoplasmáticas resultaba paradójico con su detección en 

membrana. En este sentido, se ha podido constatar, en base a la literatura, que los 

procedimientos de obtención de LD comparten ciertas características con los del aislamiento 

de DRMs, como por ejemplo la utilización de un gradiente de densidad y la 

ultracentrifugación. 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 situación remeda lo 

ocurrido en este trabajo durante el aislamiento de las DRMs en las muestras tumorales, en el 

cual la mayoría de muestras presentaban una capa grasa blanquecina en la parte superior del 

gradiente. Por tanto, resulta lógico pensar que a medida que se procedía a la recogida de las 

distintas fracciones mediante aspiración desde la parte superior del tubo, este material fuera 

"arrastrado" a lo largo del gradiente. Esta situación experimental explicaría la presencia de 

TAG en la membrana de las muestras del estudio. Además, el hecho que los niveles de TAG 

fueran parecidos en los diferentes dominios de la membrana apoyaría la hipótesis de que 

dicha capa grasa hallada en la parte superior del gradiente, y posteriormente arrastrada, 

correspondiera a los TAG. En caso de confirmarse esta hipótesis, estos resultados indicarían 

que los métodos de aislamiento de DRMs realizados en algunos tejidos permiten también la 

separación de estructuras que no forman parte de la membrana plasmática celular, como las 

endomembranas de distintos orgánulos, lo que debería tenerse en cuenta a la hora de 

interpretar los resultados. 

Globalmente, la caracterización del contenido lipídico de la membrana de los 

adenocarcinomas mamarios experimentales realizada en este estudio indicaría que dicha 

membrana y sus dominios estarían enriquecidos en Cer y Col y que los fosfolípidos se hallan 

en cantidades inferiores tanto en LR como en caveolas y, sobretodo, en MS, dónde se 

encuentran por debajo del nivel de sensibilidad de la técnica utilizada. Estos resultados, por 

tanto, ponen de manifiesto el cambio en la composición lipídica de la membrana asociado al 

proceso tumoral. Sería interesante analizar el contenido en lípidos de las membranas celulares 

de la glándula mamaria normal y comparar ambos tejidos. Tal y como ya se ha discutido, el 

enriquecimiento de la membrana en Cer y Col podría ser un reflejo del balance proliferación-

apoptosis propio de las células tumorales. El enriquecimiento en Col indicaría una elevada 
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presencia de Chol-Rafts, implicados en vías de proliferación celular ([6289],[8382]), y la 

riqueza en Cer indicaría la formación de Cer-Rafts para iniciar vías de muerte celular 

([8390]). En cuanto al contenido en ácidos grasos, se ha determinado que las membranas de 

los adenocarcinomas mamarios experimentales contienen, sobretodo, SFA, y en menor 

cantidad MUFA y, finalmente, PUFA. Además, los resultados indican que dicha composición 

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 hiperlipídica 

en relación al control. Este hecho será discutido ampliamente en el siguiente apartado al tratar 

los efectos de los lípidos de la dieta. 

Con la información disponible, no se han encontrado estudios en los que se haya 

caracterizado la composición lipídica de la membrana plasmática de los adenocarcinomas 

mamarios experimentales, por lo que se considera que el presente trabajo aporta nuevos datos 

al respecto y podría ser de interés y utilidad cuando se trabaja con este tipo de tumores, 

situación relativamente frecuente al tratarse de uno de los modelos experimentales de cáncer 

de mama in vivo más utilizados. En cambio, sí que existen estudios recientes en los que se ha 

caracterizado el contenido en lípidos de la membrana de algunas líneas celulares tumorales de 

cáncer de vejiga y de cáncer de mama en los que se observa que esta composición es 

característica de cada tipo celular ([8399],[8412]). 

 

D. EFECTO DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA 

COMPOSICIÓN DE LA MEMBRANA DE LOS 

ADENOCARCINOMAS MAMARIOS EXPERIMENTALES 

 Una vez caracterizada la membrana por su contenido en lípidos y proteínas, se 

analizaron los posibles cambios en dicho contenido debidos a los efectos de los lípidos de la 

dieta. 

1. EFECTO DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA COMPOSICIÓN PROTEICA 

 Los niveles de Flot1 en LR no presentaron diferencias entre grupos. Dicho resultado 

podría ser debido a que esta proteína no es un buen marcador de cambios en este 

microdominio. Debido al papel de proteína formadora de LR que se le otorgó a Flot1 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 más evidencias experimentales del papel que ejerce 

Flot1 en vías de señalización, como por ejemplo con el receptor de insulina o en la activación 

de células T ([8250]), e incluso se ha demostrado un papel relevante en la regulación 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 correlación de Flot1 

con el estado clínico y con una menor supervivencia en pacientes con cáncer de mama 

([8246]). 

En cuanto a Cav1, los resultados mostraron que la dieta rica en aceite de oliva se 

asocia a una disminución de dicha proteína. Dado que Cav1 es esencial, aunque no es la 

única, para la formación de este subtipo de LR, este resultado sugeriría una menor formación 

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 Introducción, las caveolas tienen un papel importante en 

endocitosis, transcitosis y transducción de señales ([8280]), por lo que las células que 

carezcan de estas estructuras morfológicas en sus membranas serían incapaces de desarrollar 

muchas de estas funciones consideradas importantes para la supervivencia celular. Por otro 

lado, la formación de caveolas no es la única función que desempeña Cav1. Abundantes 

estudios han demostrado su implicación en cáncer ([5447]). Así, Cav1 parece desempeñar un 

papel dual en la enfermedad cancerosa, de manera que en estadios iniciales, cuando la célula 

empieza a diferenciarse a célula tumoral, actuaría frenando dicha diferenciación e inhibiendo 

señales de proliferación, probablemente a través del CSD que mantiene inhibidas a un gran 

número de proteínas de señalización. Sin embargo, una vez la célula ya se ha transformado a 

célula tumoral, Cav1 promovería señales de progresión ([6357]). En el marco del presente 

estudio, en el que se han analizado tumores ya establecidos, Cav1 ejercería un papel promotor 

de la tumorogénesis, por lo que niveles bajos de dicha proteína podrían implicar menos 

señales mitogénicas y proliferativas en los adenocarcinomas mamarios. Esta hipótesis está de 

acuerdo con diversos estudios que demuestran que tumores de próstata y mama con ausencia 

de expresión de Cav1 tienen un mejor pronóstico que aquellos con dicha expresión 

([8450],[8451]]). La baja o nula expresión de Cav1 en células que forman parte del estroma 

del tumor también se ha descrito como un marcador de buen pronóstico debido a una 

disminución en la metástasis tumoral ([6219]). Así, los resultados de este trabajo indicarían 
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que la dieta rica en aceite de oliva virgen estaría promoviendo una pérdida o una disminución 

de los niveles de Cav1 en los adenocarcinomas mamarios, lo cual podría contribuir a frenar la 

proliferación celular una vez iniciada la progresión tumoral. Ello estaría de acuerdo con el 

efecto protector que mostró dicha dieta durante la promoción de la carcinogénesis mamaria. 

 

      A           B 

 

 

 

 
Figura 50: Efecto del aceite de oliva virgen extra (A)  y del aceite de maíz (B) sobre el contenido en 
Cav1 y la formación de caveolas. El aceite de oliva virgen extra provocaría una disminución o pérdida 
del contenido en Cav1 y, consecuentemente, una menor o nula formación de caveolas, mientras que el 
aceite de maíz no ejercería ningún efecto sobre los niveles de Cav1 ni sobre la formación de estos 
microdominios de membrana. 

 

2. EFECTO DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA COMPOSICIÓN LIPÍDICA 

2.1. Cambios en la composición de tipos de lípidos 

Los resultados de este trabajo mostraron que los lípidos de la dieta no modificarían 

sustancialmente el contenido de los distintos tipos de lípidos de la membrana a nivel de 

membrana total y membrana soluble. Así, en membrana total tan sólo se detectaron 

tendencias a la disminución en el contenido de Cer y PC en el grupo de la dieta de aceite de 

oliva. En membrana soluble, el único cambio significativo fue la disminución del contenido 

en Cer debido a la dieta de aceite de maíz, la cual también tendió a aumentar los niveles de 

Col. Cabe destacar que dicha disminución de Cer sería difícil de interpretar dado que, tal 

como ya se mencionó anteriormente, las moléculas de Cer en MS actuarían como entidades 

aisladas, sin formar plataformas apoptóticas ([7442]). En general, podría concluirse que la 

ausencia de grandes diferencias en el tipo de lípido tanto en membrana total como en 

membrana soluble podría estar indicando que el efecto de los lípidos de la dieta se realizaría 

fundamentalmente sobre determinados microdominios de la membrana, de manera que en el 

estudio de la membrana total y la MS dichas diferencias podrían 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 

composición lipídica de las membranas, tales diferencias podrían quedar por debajo de su 

nivel de sensibilidad.  

 En cambio, el conjunto de resultados indicaría que es en Lipid Rafts donde los lípidos 

de la dieta parecen ejercer una mayor influencia a la hora de modificar el tipo de lípidos. Así, 

la dieta rica en aceite de maíz aumentó significativamente el contenido en Col y SM, mientras 

que la dieta de aceite de oliva produjo un aumento de Cer así como de la ratio Cer/SM. Se 

observaron, además, algunas tendencias en lípidos minoritarios, como el aumento de PI y PC 

en el grupo del aceite de maíz y la disminución de PE en el de aceite de oliva. Estos 

resultados sugieren, por una parte, que la dieta de aceite de maíz promovería la formación de 

Chol-Rafts. Dichas plataformas intervienen en la activación de vías de señalización de 

proliferación 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 cohesión de zonas con características de LR ([8387]). Estudios 

realizados en células de cáncer de mama sensibles y resistentes a doxorubicina han 

demostrado que las células resistentes presentan un aumento de los niveles de Col y SM en 

comparación con las células sensibles, siendo precisamente esta característica la que estaría 

relacionada con su resistencia, ya que la menor fluidez propia de los LR dificultaría la entrada 

del fármaco a la célula tumoral ([8392]).  Además, la tendencia al aumento de PI y PC debido 

a la dieta de aceite de maíz podría estar relacionada con el papel que estos fosfolípidos 

desempeñan en la promoción de la proliferación celular ([8392]),[8412]). Estos resultados 

estarían de acuerdo con el efecto estimulador que dicha dieta ejerció sobre la carcinogénesis 

mamaria, tanto a nivel clínico como de características histopatológicas de los tumores. En este 

sentido, cabe destacar que los adenocarcinomas del grupo M fueron los que presentaron 

mayor número de mitosis. Por otra parte, los resultados obtenidos sugieren que la dieta rica en 

aceite de oliva se asociaría a una mayor formación de Cer-Rafts, en detrimento de los Chol-

Rafts, en los tumores mamarios. El aumento de estas plataformas pro-apotóticas estaría de 

acuerdo con el efecto estimulador de la apoptosis de esta dieta que previamente demostró el 

grupo investigador ([6879]). El aumento de la formación de plataformas de Cer sugerido por 

los resultados de este trabajo indicaría que la inducción de la apoptosis por la dieta de aceite 

de oliva en los tumores mamarios podría producirse, al menos en parte, a través de la vía 

extrínseca, mediante receptores de muerte anclados a dichas plataformas. La tendencia al 

incremento de los niveles de la proteína CD95 detectada en membrana total en los tumores de 
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los animales alimentados con dicha dieta estaría de acuerdo con esta hipótesis. Resultaría 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 estímulo estresante activan los 

mecanismos necesarios para crear un mayor número de plataformas de Cer, lo cual 

conllevaría una mayor agrupación de receptores CD95 con la finalidad de promover la muerte 

celular por apoptosis ([8389]). Además, estudios recientes han demostrado que la formación 

de plataformas que promueven la apoptosis se asocia a una menor activación de la vía 

PI3K/Akt ([7431]), e interesantemente el grupo investigador demostró anteriormente que el 

efecto pro-apoptótico de la dieta rica en aceite de oliva virgen se asociaba a una down-

regulation de la vía Akt ([6879]). Finalmente, la tendencia a la diminución de PE en LR por 

efecto de la dieta de aceite de oliva también apoyaría tales cambios en las plataformas de 

señalización celular, dado que se ha descrito que dicho fosfolípido juega un papel importante 

en el mantenimiento de la curvatura apropiada de la membrana y en la estabilización de 

proteínas para optimizar su conformación ([8446]). En la figura 51 se esquematizan los 

resultados y la hipótesis elaborada a partir de éstos. 

 El estudio de caveolas prácticamente no reveló diferencias por efecto de los lípidos de 

la dieta. Por tratarse de un subtipo de LR, cabía esperar que las caveolas presentaran un 

contenido lipídico similar al de éstos, pero con un enriquecimiento en ciertas proteínas, como 

Cav1. La ausencia de diferencias halladas en este trabajo en caveolas podría deberse a que se 

trata de una única fracción de la membrana, a diferencia de los LR, analizados a través de un 

pool de fracciones. Únicamente se halló una disminución de los niveles de PS asociada a la 

dieta de aceite de maíz. El hecho de que se trate de un lípido minoritario implica que esta 

diferencia debe ser considerada con precaución. Aún y así, resulta interesante destacar que PS 

se considera una señal 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 maíz (B) sobre la formación de 
diferentes tipos de Rafts y sobre las vías de señalización celular asociadas. El aceite de oliva virgen extra 
promovería la formación de Cer-Rafts y, consecuentemente, una mayor agrupación de la proteína CD95, 
asociada a una mayor apoptosis y a una disminución de la vía de supervivencia PI3K/Akt. El aceite de maíz, en 
cambio, promovería una mayor formación de Chol-Rafts, lo cual se asociaría a una estimulación de vías de 
proliferación en las células tumorales.  

 

 Finalmente, cabe mencionar las diferencias halladas en el contenido en TAG por 

efecto de los lípidos de la dieta. Tal como se ha discutido en el apartado de caracterización de 

los dominios de membrana de los tumores mamarios experimentales, los inesperados elevados 

niveles de TAG detectados en este trabajo podrían estar relacionados con la formación de LD 

en las células tumorales, y no estrictamente con cambios en la composición de la membrana. 

Sin embargo, el hecho de que dichos niveles estuvieran aumentados en el grupo de dieta de 

aceite de maíz, tanto en MS como en LR, resultó de interés. Además, previamente se había 

descrito un aumento del llamado fenotipo secretor en los tumores de este grupo, haciendo 

referencia al aumento de gotitas lipídicas en el citoplasma celular en comparación a los otros 



Discusión 

203 

 

grupos (datos no mostrados). Estos hallazgos permiten hipotetizar que el aumento de LD por 

efecto de la dieta de aceite de maíz podría estar relacionado con el efecto estimulador de este 

tipo de dietas, ricas en PUFA n-6, en cáncer de mama experimental. En este sentido, 

numerosos estudios han puesto de manifiesto que un mayor contenido en estas gotitas 

lipídicas se asocia a un aumento de la malignidad y supervivencia en células tumorales frente 

al estrés ([8393]). Esta interesante hipótesis deberá ser contrastada en el futuro.  

2.2. Cambios en la composición de ácidos grasos 

 A diferencia de lo ocurrido con el tipo de lípidos presentes en la membrana, los lípidos 

de la dieta modificaron el contenido en ácidos grasos tanto de membrana total como de 

membrana soluble en los adenocarcinomas mamarios experimentales.  

 La dieta rica en aceite de maíz se asoció a un aumento en el contenido total de PUFA y 

a una disminución en el de MUFA y no modificó los niveles de SFA en membrana total. En 

cambio, la dieta rica en aceite de oliva aumentó los niveles totales de MUFA, disminuyó los 

de SFA y no modificó los niveles de PUFA. Cabe destacar que los niveles del ácido palmítico 

(C16:0), el SFA mayoritario, disminuyeron con las dos dietas hiperlipídicas, pero tal y como 

muestran los resultados de la caracterización de la membrana de las células tumorales, en el 

grupo alimentado con aceite de maíz éste siguió siendo el ácido graso mayoritario de la 

membrana. En cambio, en el grupo de aceite de oliva el ácido palmítico pasó a ser el segundo 

ácido graso más abundante en la membrana, por detrás del ácido oleico, indicando así una 

mayor disminución de ácido palmítico en este grupo. Además, mientras la dieta de aceite de 

maíz disminuyó también algunos SFA minoritarios, como el ácido mirístico y el margárico, la 

dieta de aceite de oliva ejerció sus efectos sobre los ácidos grasos mayoritarios (ácidos 

palmítico y esteárico). Por otra parte, la mayoría de MUFA analizados disminuyeron por 

efecto de la dieta rica en aceite de maíz, a excepción del ácido eicosenoico (C20:1 n-9) que no 

se modificó. En cambio, la dieta de aceite de oliva aumentó los niveles de ácido oleico, hasta 

el punto de coronarse como ácido graso mayoritario de las membranas de los tumores de este 

grupo, así como los de palmitoleico (C18:1). En cuanto a los PUFA, la dieta rica en aceite de 

maíz aumentó la mayoría de ellos, especialmente el ácido linoleico, mientras la dieta de aceite 

de oliva no los modificó. 

 En membrana soluble las dos dietas hiperlipídicas produjeron efectos similares en 

cuanto a contenido total en SFA, MUFA y PUFA. Así, 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 ácido palmítico. Sin 

embargo, nuevamente la dieta de aceite de oliva fue la que mostró la mayor disminución de 

este ácido graso, de manera que en MS el ácido palmítico pasó a ser el tercer ácido graso más 

abundante, por detrás del araquidónico y del oleico, mientras que en el grupo del aceite de 

maíz se mantuvo en segundo lugar, igual que en el control, por detrás del araquidónico. En 

cuanto a los MUFA, las dos dietas experimentales se asociaron a una disminución en los 

niveles de ácido oleico, sobre todo la dieta de aceite de maíz. En cambio, los PUFA  

aumentaron de manera generalizada con la dieta de aceite de maíz, mientras que con la dieta 

rica en aceite de oliva solamente se hallaron mayores niveles de los ácidos linoleico y 

araquidónico. 

 Los resultados obtenidos sugieren que el efecto modulador diferencial de las dietas 

ricas en aceite de maíz y aceite de oliva virgen se ejerce, al menos, en parte, mediante la 

incorporación de sus ácidos grasos mayoritarios en la membrana, modificando así la 

composición de ésta. Mientras la dieta de aceite de oliva provoca un enriquecimiento de la 

membrana de las células tumorales en MUFA y  especialmente en ácido oleico, la dieta rica 

en PUFA n-6 la enriquece en este tipo de ácidos grasos, sobre todo en ácido linoleico. Este 

hecho también se demuestra en el aumento de la ratio ácido linoleico:ácido oleico asociado a 

la dieta de aceite de maíz. Este mismo tipo de mecanismo de acción ha sido descrito por otros 

autores para explicar los efectos protectores de los PUFA n-3 en diversos cánceres, en 

comparación con los PUFA n-6 ([6339]). Sin embargo, con la información disponible, no se 

han encontrado trabajos en la literatura internacional que demuestren este tipo de cambios 

para el aceite de oliva. La incorporación de ácidos grasos procedentes de la dieta a la 

membrana celular modificaría las características estructurales y de fluidez de ésta, además de 

crear una segregación espacial tanto en lípidos como en proteínas. Se ha descrito que las 

cadenas de ácidos grasos que forman la membrana plasmática son fundamentales para 

mantener íntegra su estructura, así como la fluidez y el correcto funcionamiento de ésta 

([7424],[8401]). Asimismo, los ácidos grasos incorporados exógenamente por parte de la 

célula modifican las propiedades físicas y bioquímicas de la membrana ([8391]). De esta 

manera, los cambios en la fluidez de la membrana provocados por los aceites de maíz y de 

oliva podrían inducir modificaciones en la difusión de las proteínas que se hallan en cada uno 

de los diferentes dominios de membrana, llegando así a alterar el contenido proteico de ésta. 

Como resultado de estos cambios, se producirían modificaciones esenciales para la 



Discusión 

205 

 

Lipid Rafts

Membrana soluble Caveolas Membrana soluble

LipidRafts

Caveolas

funcionalidad de la célula. Así, por ejemplo, tal y como se ha citado anteriormente, la mayor 

incorporación de ácido oleico a la membrana debida a la dieta de aceite de oliva podría llegar 

a suprimir la actividad Δ6-desaturasa, hecho que estaría de acuerdo con la menor progresión 

de los tumores del grupo alimentado con esta dieta, puesto que ello conllevaría una menor 

formación de eicosanoides derivados del ácido linoleico, caracterizados por su efecto 

proinflamatorio y asociados a un aumento del crecimiento tumoral y metástasis  ([3421]).  

 Por otra parte, los resultados de este trabajo sugieren que los lípidos de la dieta no sólo 

modifican la composición de la membrana, sino que, además, lo hacen de forma específica y 

selectiva, mediante la incorporación de determinados ácidos grasos en diferentes dominios de 

la membrana. Así, el enriquecimiento de la membrana en ácido linoleico causado por la dieta 

de aceite de maíz se vio reflejado en MS, mientras que el enriquecimiento en ácido oleico 

asociado a la dieta de aceite de oliva no se tradujo en ese mismo cambio a nivel de MS. Ello 

sugeriría que dicho ácido oleico se habría incorporado en otros dominios de la membrana 

distintos a la MS, como por ejemplo LR. Paralelamente, la dieta de aceite de oliva provocó 

una disminución de SFA en membrana total pero no en MS, lo que nuevamente sugiere que la  

disminución de estos ácidos grasos podría suceder en LR. Por tanto, ambas dietas parecen 

modificar la composición en ácidos grasos de la membrana actuando sobre distintos 

dominios. Los resultados sugieren que la dieta de aceite de maíz, rica en PUFA n-6, actuaría a 

nivel de MS, mientras que la dieta de aceite de oliva, rica en MUFA n-9, podría modificar la 

composición en ácidos grasos de microdominios tipo LR (Figura 52). Otros autores han 

demostrado en cáncer 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) 

 

 

 

Figura 52: Incorporación de MUFA n-9 y PUFA n-6 por efecto del aceite de oliva virgen extra (A) y del 
aceite de maíz (B), respectivamente, en diferentes dominios de la membrana. Los MUFA n-9 del aceite de 
oliva virgen extra se incorporarían mayoritariamente en LR, mientras que los PUFA n-6 del aceite de maíz lo 
harían fundamentalmente en MS. 
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El efecto diferencial de los lípidos de la dieta sobre los diferentes dominios de la 

membrana tendrá, sin duda, distintas consecuencias para las células tumorales. En este 

sentido,  la disminución del contenido de Cav1 en LR por efecto de la dieta de aceite de oliva 

observada en este trabajo podría ser una de las consecuencias inmediatas del enriquecimiento 

de estos microdominios en ácido oleico y la consecuente disminución en SFA, en concreto de 

ácido palmítico. Es bien conocido que Cav1 requiere un ambiente rico en SFA para poder 

anclarse a LR. En concreto, debe sufrir una modificación postraducccional que implica su 

palmitoilación en el dominio C-ter de la proteína ([5734],[7593]). Cambios en el ambiente 

lipídico de LR dificultarán dicha modificación y, por tanto, la localización de Cav1 en este 

microdominio, así como su función. Por otra parte, resultados previos del grupo investigador 

también demostraron que la dieta de aceite de oliva disminuía la actividad de la proteína 

p21Ras y modificaba la vía de señalización mediada por Akt ([6879]). p21Ras es una 

importante proteína transductora de señales que debe sufrir palmitoilación, entre otros 

cambios post-traduccionales, para su activación (ref???). Por tanto, los resultados obtenidos 

en este trabajo también apoyarían  que dicha disminución de la actividad de p21Ras podría  

deberse a cambios en la composición en ácidos grasos en determinados dominios de la 

membrana de las células tumorales. Dichas cambios también podrían afectar a los activadores 

de la propia p21Ras, como GAP (GTPase activating protein), que también interaccionan con 

LR ([4307]), de manera que éstos podrían ser incapaces de llevar a cabo su función de activar 

dicha proteína. Estudios realizados con PUFA n-3 en cáncer de colon han demostrado 

translocación de proteínas residentes en caveolas, como óxido nítrico sintasa o EGFR, tras la 

modificación de la composición en ácidos grasos de dichos microdominios 

([5453],[7155],[7156],[7374]). Seo et. al  también han descrito que los PUFA n-3 pueden 

modular el trafficking de proteínas lipidadas que se dirigen a la membrana mediante cambios 

en la composición de ésta ([5437]).  

Las consecuencias de los cambios en la composición en ácidos grasos de la membrana 

vendrían dados, en parte, por la estructura de sus cadenas, como han demostrado diferentes 

estudios ([6297],[6298]). Así, los impedimentos estéricos entre las cadenas alquílicas 

conllevan una segregación lateral en dominios de membrana con composiciones en lípidos y 

proteínas características. Los LR son microdominios de membrana importantes para la célula, 

por lo que es previsible que su composición 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, explicaría que la incorporación de cadenas poliinsaturadas creara una 
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desestructuración de estas balsas lipídicas, de manera que este tipo de ácidos grasos serían 

más fácilmente incorporados por la célula en dominios con una composición más variable y 

menos conservada, como la MS. Asimismo, tal y como se ha mencionado anteriormente, el 

cambio en la composición en ácidos grasos de la membrana y sus dominios, comportaría un 

cambio de fluidez y de función en la célula. De este modo, los microdominios LR, por su 

riqueza en SFA son zonas con poca fluidez en comparación con MS ([5198]). La 

incorporación de los MUFA en estos microdominios distorsionaría el gran empaquetamiento 

que existe entre las cadenas hidrocarbonadas, provocando así un aumento de fluidez. En 

cambio, la incorporación de PUFA en MS no conllevaría, en principio, cambios tan drásticos 

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 ácidos grasos 

insaturados ([7799]). Este podría ser uno de los mecanismos por los que el aceite de oliva 

ejerciera cierta lipotoxicidad sobre la célula tumoral, mediante la desestabilización de LR. 

Dicho efecto sería perjudicial para la célula tumoral pero beneficioso para el organismo 

huésped. Sin duda, el análisis de ácidos grasos en LR debería ser realizado en el futuro para 

contrastar las hipótesis. 

Los cambios en la composición en ácidos grasos que modifican el ambiente de la 

membrana podrían haber tenido su efecto no solamente en la composición de proteínas, sino 

también de los lípidos estructurales de la membrana. Existen estudios que demuestran que 

dichos lípidos tienen afinidad por ciertos ácidos grasos presentes en la bicapa y que debido al 

enriquecimiento diferencial en ácidos grasos en los distintos dominios de membrana, los 

lípidos tienden a segregarse, participando de esta forma en la formación de dichos dominios 

([7799]). Así, las moléculas de Col y SM tendrían preferencia por las cadenas de ácidos 

grasos saturadas ([6298]), motivo por el que los microdominios LR estarían enriquecidos en 

estos dos lípidos. Además las moléculas de Col, por su función de "relleno" de los huecos 

existentes entre las colas de ácidos grasos, contribuirían al empaquetamiento y cohesión de 

LR ([5198]). Los resultados de este trabajo no muestran grandes modificaciones en la 

composición de lípidos estructurales de la membrana, pero sí apuntan ciertos cambios, 

sobretodo en LR. Cabe destacar que otros autores han descrito cambios de ácidos grasos de 

membrana en células de cáncer de mama cuando son sometidas a ciertos tratamientos sin que 

se produzcan modificaciones en los diferentes tipos de lípidos ([8407]). En este trabajo el 

aumento de Col observado en LR debido a la dieta rica en aceite de maíz podría 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 haría que las moléculas de 

Col perdieran afinidad por este dominio de membrana. Dichas moléculas se podrían 

redistribuir por la membrana, formándose mayores depósitos de este lípido en LR, lo cual 

favorecería ciertas vías de transducción de señales asociadas a proliferación o supervivencia 

celular, como la vía Akt, ya que se ha demostrado que la activación de dicha proteína en LR 

requiere de adecuados niveles de Col en este tipo de microdominios ([7505]). Así, en células 

de cáncer de próstata el enriquecimiento en Col en LR promovió una mayor activación de la 

vía Akt y, consecuentemente, mayor supervivencia de las células tumorales ([5453]). 

Asimismo, en células HeLa se ha demostrado que la incorporación de PUFA en la membrana 

celular altera el tamaño y la distribución 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 lípidos de la dieta ([7155],[7156]). También se 

ha descrito que la incorporación 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 incorporación de MUFA en LR debido a la dieta de aceite de oliva no 

pareció 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 algún modo habría constituido un estímulo para modificar los 

Chol-Rafts por plataformas de Cer. Además de desplazar las moléculas de Col, Cer también 

desplazaría proteínas de unión a éste, como sería el caso de Cav1, lo cual también está de 

acuerdo con la disminución de dicha proteína 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 proteínas 

residentes en LR, como Cav1 ([7425],[7434]). Las distintas características bioquímicas de 

PUFA i MUFA explicarían la segregación de estos ácidos grasos en diferentes dominios de la 

membrana, formando así plataformas diferenciadas tanto por su composición como por su 

función. Así, tales microdominios pasarían de ejercer un papel estimulador de la 

carcinogénesis a un papel inhibidor, ya que se enriquecerían en moléculas pro-apoptóticas. 

Diversos trabajos han descrito que un leve estímulo puede activar la formación de Cer-Rafts y 

provocar un aumento de la vía apoptótica extrínseca ([7433],[7439],[7443]). Existen 

numerosos estudios, fundamentalmente realizados con PUFA n-3, que demuestran que estos 

lípidos 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 hipótesis de que la inducción de la apoptosis en los 

tumores mamarios por efecto de la dieta rica en aceite de oliva, demostrada previamente por 

el grupo investigador ([6879]), podría deberse, al menos en parte, a los cambios que esta dieta 

induciría en la composición lipídica de la membrana. El leve aumento de la expresión de 

receptores apoptóticos CD95 observado en este trabajo va en este mismo sentido. El aumento 

de la formación de Cer y de la localización de CD95 en LR se ha asociado a una disminución 

en la activación de Akt ([7431],[7505],[7506]), resultado también obtenido previamente, tal 

como ya se citó. Gajate et al. han demostrado que Edelfosina, una molécula de origen lipídico 

con potencial actividad antitumoral, se incorpora en la bicapa lipídica modificando su 

composición y estructura y creando plataformas de Cer que desencadenan una señal por parte 

de CD95, independientemente de su ligando (CD95L) ([8267]). CD95 podría tener además 

implicación en el inicio de la necrosis celular, actuando a través de una vía de señalización no 

apoptótica ([8382]). Diversos compuestos dietéticos parecen actuar sobre la vía extrínseca de 

la apoptosis, a través de CD95. Recientemente se ha postulado que catequinas, isoflavonas y 

resveratrol podrían ejercer un papel preventivo en el tratamiento del cáncer de próstata a 

través de la estimulación de la vía apoptótica iniciada por CD95 ([7502]). Otros estudios 

recientes demuestran que la ingestión de ciertos tipos de lípidos, concretamente PUFA n-3, 

durante tratamientos con quimioterapia mejoran la respuesta al tratamiento debido a su 

incorporación a membrana, la modificación en la composición y estructura de LR, y el 

consecuente cambio en vías de señalización asociadas ([6016],[8238],[8239],[8267]). 

 

3. ASOCIACIÓN ENTRE PARÁMETROS CLÍNICOS, BIOQUÍMICOS Y MOLECULARES 

Para profundizar en el significado de los resultados obtenidos e integrarlos, se decidió 

correlacionar los diferentes parámetros clínicos, bioquímicos y moleculares estudiados a lo 

largo del trabajo. De las 38 correlaciones lógicas que se establecieron en el presente trabajo, 

aproximadamente el 46% de ellas resultaron estadísticamente significativas en la dieta rica en 

aceite de oliva. 

En primer lugar, cabe destacar las asociaciones entre parámetros relacionados con la 

formación de los diferentes tipos de Rafts. Ambas dietas hiperlipídicas mostraron una 

correlación positiva entre los lípidos formadores de Chol-Rafts, Col y SM, y el lípido 

formador de Cer-Rafts, Cer. Dicha correlación también se halló en el grupo de dieta 
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normolipídica, pudiendo asociarse así a una característica propia de la enfermedad cancerosa 

y no al efecto de la dieta. Mientras que la dieta de aceite de maíz no mostró ninguna otra 

correlación, el aceite de oliva mostró correlaciones positivas entre los niveles de lípidos 

formadores de Chol-Rafts y Cav1, así como entre los niveles de SFA y Col, y entre los niveles 

de SFA y Cav1. Dicha dieta también presentó correlaciones negativas entre los niveles de 

MUFA y Col, y entre los niveles de MUFA y Cav1. Estas asociaciones están de acuerdo con 

los resultados hallados en el presente trabajo en los que la dieta rica en aceite de oliva 

enriqueció la membrana en MUFA en detrimento de los SFA y de este modo produciría una 

disminución tanto en la formación de Chol-Rafts como en los niveles de Cav1. A pesar de 

ello, no se halló ninguna correlación entre la formación de Cer-Rafts, representada por la ratio 

Cer/SM, y los niveles de Cav1, ni entre la formación de estos Rafts y alguno de los tipos de 

ácidos grasos estudiados. 

También se analizaron las posibles correlaciones entre los niveles de la proteína pro-

apoptótica CD95 y los demás parámetros estudiados. En este caso, cabe destacar que los 

niveles de CD95 no correlacionaron con los niveles de formación de Cer-Rafts y que 

solamente se halló una correlación negativa entre los niveles de CD95 y SFA, y CD95 y 

PUFA asociada a la dieta rica en aceite de maíz, hecho inesperado a la vista de los resultados 

obtenidos anteriormente. Sin descartar otras posibles causas, la falta de asociación de CD95 

con otros parámetros e incluso la falta de sentido en las asociaciones halladas podría deberse a 

que el análisis de los niveles de CD95 no pudo realizarse en LR sino en membrana total 

debido a cuestiones metodológicas. 

Seguidamente se asoció el grado de malignidad tumoral con diferentes parámetros 

bioquímicos y moleculares. En este caso, la dieta rica en aceite de oliva mostró correlaciones 

positivas entre el grado en la escala SBR11 y los niveles de Cav1, y entre dicho grado y los 

niveles de SFA. Asimismo, se halló una asociación negativa con dicha dieta entre el grado de 

malignidad tumoral y los niveles de MUFA. Dichas asociaciones, como ya ha sucedido 

anteriormente, están 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 ejercería, 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 Cav1. 

Finalmente, se analizó la posible correlación entre el grado de activación de p21Ras y 

los diferentes parámetros analizados en el presente trabajo. Ninguna de las correlaciones 
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obtenidas estuvo de acuerdo con los resultados obtenidos previamente. Este hecho podría ser 

debido al tipo de metodología que se empleó para determinar la actividad de p21Ras ([6789]). 

 

E. BALANCE INTEGRADO DE LOS RESULTADOS 

Los lípidos de la dieta constituyen los nutrientes que se han relacionado más 

directamente con el cáncer de mama. Sus efectos moduladores no sólo dependen de la 

cantidad, sino también del tipo de grasas y del periodo de administración. Las dietas ricas en 

PUFA n-6, como las basadas en aceites de semillas como el aceite de maíz, 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 además contiene multitud de compuestos minoritarios, es más 

controvertido. A pesar de que existen abundantes evidencias epidemiológicas 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 disminución de la actividad de 

p21Ras, la down-regulation de la vía mediada por Akt y el aumento de la muerte celular por 

apoptosis. En cambio, el aceite de maíz no ejerció ningún efecto a este nivel, sugiriendo que 

los distintos tipos de lípidos de la dieta actuarían sobre vías diferentes para ejercer sus efectos 

moduladores diferenciales en el cáncer de mama ([6789]). Los cambios producidos en algunas 

de las vías de señalización celular podrían ser debidos a alteraciones en las plataformas de 

anclaje de la membrana de algunas de las proteínas implicadas en dichas vías. Estas 

plataformas, conocidas como LR, son sensibles al efecto de diferentes lípidos administrados 

tanto in vivo como in vitro, de manera que su composición puede verse afectada causando un 

cambio tanto estructural como funcional. En el presente trabajo se han obtenido datos a favor 

de que los lípidos de la dieta podrían actuar mediante este mecanismo al modificar la 

composición en ácidos grasos de determinados dominios de la membrana, lo cual se asociaría 

a modificaciones estructurales y funcionales de las proteínas y lípidos de dichos dominios.    

En primer lugar, y en relación al análisis de la evolución ponderal de los animales del 

estudio, cabe destacar que el crecimiento homogéneo en los diferentes grupos experimentales 

a lo largo del tiempo reflejó la idoneidad de las tres dietas experimentales para producir el 

crecimiento normal de dichos animales. En segundo lugar, el estudio de la histopatología 
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tumoral mamaria indicó que los tumores del grupo alimentado con la dieta rica en aceite de 

maíz presentaban características de mayor agresividad, como mayor grado arquitectural y 

nuclear, aumento de la actividad mitótica y mayor número de efectivos de alto grado, a 

diferencia del grupo de dieta de aceite de oliva virgen donde dichos parámetros, excepto la 

actividad mitótica, presentaron los valores más bajos. En cuanto al análisis de los parámetros 

de la carcinogénesis, la dieta rica en aceite de maíz ejerció un efecto estimulador de la 

carcinogénesis mamaria experimental que se manifestó en un comportamiento clínico más 

maligno de los adenocarcinomas (menor tiempo de latencia, mayores incidencia, contenido y 

volumen tumorales), mientras que la dieta rica en aceite de oliva se asoció 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 lípidos 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 continuación, se caracterizó el perfil lipídico de la membrana 

y sus dominios de las células tumorales mamarias, tanto en tipo de lípidos como de ácidos 

grasos. Los resultados de dicha caracterización mostraron que la membrana celular de los 

tumores mamarios experimentales presentaba un alto contenido en Col y Cer, y un bajo 

contenido en fosfolípidos. Dicho enriquecimiento en Cer y Col podría ser un reflejo del 

balance proliferación-apoptosis propio de las células tumorales, ya que el elevado contenido 

en Col indicaría una elevada presencia de Chol-Rafts, implicados en vías de proliferación 

celular ([6289],[8382]), y la riqueza en Cer indicaría la formación de Cer-Rafts, asociados a 

apoptosis ([8390]). Por otro lado, se observó que los ácidos grasos mayoritarios en las 

membranas de las células tumorales mamarias fueron SFA, seguidos de MUFA y, finalmente, 

PUFA.  

Los lípidos de la dieta modificaron la composición de la membrana a distintos niveles. 

Así, las dietas ricas en aceite de oliva y aceite de maíz enriquecieron la membrana celular en 

ácido oleico y linoleico, respectivamente, a expensas de disminuir los niveles de ácido 

palmítico, sobretodo en el caso de la dieta de aceite de oliva virgen. Además, estos cambios 

en la membrana se produjeron de forma específica y selectiva mediante la incorporación de 

dichos ácidos grasos en diferentes dominios de la membrana. Los resultados obtenidos 

sugieren que la dieta rica en aceite de maíz modificaría fundamentalmente la composición en 
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ácidos grasos de la MS (Figura 53). Ello provocaría la movilización del Col presente en este 

dominio hacia LR, de manera que la formación de Chol-Rafts se vería aumentada y, 

consecuentemente, también podrían estimularse vías de señalización intracelular asociadas a 

proliferación y supervivencia, como la via Akt. Cabe destacar que los resultados también 

sugirieron que dicha dieta también promovería una mayor formación de LD, lo cual podría 

constituir una ventaja para la célula tumoral en términos de supervivencia celular. Todos estos 

cambios estuvieron asociados  a una mayor malignidad, clínica e histopatológica, de los 

tumores mamarios, lo que permite suponer que el efecto promotor de la dieta rica en aceite de 

maíz en la carcinogénesis mamaria experimental podría haberse efectuado, al menos en parte, 

mediante los cambios producidos en la composición de la membrana. En cambio, los 

resultados obtenidos sugieren que la dieta rica en aceite de oliva virgen extra modificaría el 

contenido en ácidos grasos de los microdominios LR (Figura 54). El enriquecimiento en ácido 

oleico y la disminución en ácido palmítico en LR impediría o dificultaría la presencia de 

proteínas, tanto estructurales como asociadas a vías de señalización, que requieren un 

determinado ambiente lipídico para anclarse y/o ser funcionales. Éste sería el caso de las 

proteínas Cav1 y p21Ras. La pérdida de Cav1 se asociaría a una menor formación de 

caveolas. Además, la diferente composición en ácidos grasos también habría desencadenado 

cambios en la composición de lípidos estructurales de estos microdominios. En este sentido, 

los resultados apuntan a un aumento en la conversión de SM a Cer lo cual podría propiciar la 

formación de Cer-Rafts en detrimento de los Chol-Rafts. Dicho cambio conduciría a la 

estimulación de la apoptosis por la vía extrínseca mediada por CD95, como sugiere la 

tendencia a los mayores niveles de esta proteína en la membrana de los tumores del grupo de 

aceite de oliva. Las asociaciones halladas entre algunos de los parámetros analizados apoyan 

estos resultados. Todos estos cambios bioquímicos 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 podría haberse realizado, al menos en parte, mediante tales cambios en la 

composición, estructura y función de la membrana celular.  
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1. Del estudio del efecto de los lípidos de la dieta sobre la evolución ponderal: 

1.1. Las dietas experimentales normal e hiperlipídicas fueron idóneas para el crecimiento 

normal de la rata Sprague-Dawley, a partir de la normalidad y la baja variabilidad 

entre individuos en la evolución ponderal, y la ausencia de patologías por 

desequilibrios nutricionales. 

2. Del estudio del efecto de los lípidos de la dieta sobre la histopatología mamaria: 

2.1. El tipo de patología que desarrollaron los animales del estudio fueron afecciones 

mamarias, y en su mayor parte tumores malignos, concretamente adenocarcinomas. 

2.2. Los tumores del grupo alimentado con dieta rica en aceite de maíz fueron los que 

presentaron unas características morfológicas de mayor agresividad: mayor grado 

arquitectural y nuclear, aumento de la actividad mitótica, mayor porcentaje de 

tumores de alto grado en la escala SBR11, y mayor grado de necrosis e infiltrado 

inflamatorio. 

2.3.  Los tumores del grupo alimentado con dieta rica en aceite de oliva virgen extra 

fueron los que presentaron características 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 número de mitosis que fue intermedio entre este grupo y 

el de dieta de aceite de maíz. 

3. De la determinación de los parámetros clínicos de la carcinogénesis y el efecto 

modulador de los lípidos de la dieta sobre el desarrollo del cáncer: 

3.1. La dieta rica en aceite de maíz ejerció un efecto estimulador de la carcinogénesis 

mamaria experimental, que se manifiestó en un comportamiento clínico más 

maligno de los adenocarcinomas (aparición más temprana de los tumores, mayor 

número de animales afectados y mayores contenido y volumen tumorales). 

3.2. La dieta rica en aceite de oliva se asoció a un efecto potencialmente protector de la 

carcinogénesis mamaria experimental, manifestado a través de un tiempo de latencia 

y una incidencia de afectación similares a los del grupo control, y un contenido y 

volumen tumorales menores incluso que los de este grupo. 

4. De la estandarización de un método de aislamiento de dominios de membrana en 

hígado de rata y su validación en adenocarcinomas mamarios experimentales: 

4.1. A partir de la distribución de proteínas totales y la presencia de Col y proteínas 

específicas, se consiguió estandarizar un método de aislamiento de DRMs basado en 

la ultracentrifugación en gradiente de sacarosa y la utilización del detergente no 
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iónico Tritón X-100 a +4ºC en tejido hepático. Posteriormente se comprobó su 

validez en adenocarcinomas mamarios experimentales. 

4.2. La cromatografía en capa fina resultó ser un buen mejor método para cuantificar los 

niveles de Col en tejidos de rata, en contraposición a los kits comerciales. 

Asimismo, constituyó un buen método para el estudio de la composición lipídica de 

la membrana y sus dominios.  

4.3. En tejido hepático, las fracciones 2, 3, 4 y 5 se caracterizaron como LR, por su 

enriquecimiento en Flot1; la fracción 3 correspondió a caveolas, por su contenido en 

Cav1; 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 Flot1; en la mayoría de los 

casos, la fracción 2 correspondió a caveolas, tanto por su contenido en Col y SM 

como por su enriquecimiento en Cav1; y el resto de fracciones de membrana se 

consideraron MS, por su bajo contenido en Col y SM, y la presencia de rTf. 

5. De la caracterización de la composición lipídica de la membrana de los 

adenocarcinomas mamarios experimentales: 

5.1. Las membranas de las células tumorales mamarias mostraron un enriquecimiento en 

Col y Cer, lo cual podría relacionarse con el balance proliferación/apoptosis propio 

de las células cancerosas. En cambio, los fosfolípidos se hallaron en cantidades 

relativamente bajas, siendo PC el mayoritario. 

5.2. Las membranas de las células tumorales mamarias presentaron elevados niveles de 

SFA, seguidos de MUFA y, finalmente, PUFA. Este perfil se modificó por efecto de 

los lípidos de la dieta.  

5.3. Tanto en membrana total como en los dominios aislados se detectaron altos niveles 

de TAG. Dado que estos lípidos neutros no son propios de la membrana celular, 

dichos TAG podrían proceder de LD (o gotitas lipídicas) presentes en las células 

tumorales. Por tanto, el método de aislamiento de DRMs estandarizado permitió 

aislar también dichos lípidos.   

6. Del análisis del efecto de los lípidos de la dieta sobre la composición de la membrana 

de los adenocarcinomas mamarios experimentales: 

6.1. Las dietas ricas en aceite de maíz y aceite de oliva modificaron diferencialmente la 

composición de proteínas de la membrana de las células tumorales. Mientras los 

niveles de Flot1 en LR no mostraron cambios por efecto de la dieta, los niveles de 

Cav1 disminuyeron con la dieta rica en aceite de oliva, promoviendo así una menor 
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formación de caveolas. La disminución de Cav1 estaría de acuerdo con la mayor 

benignidad de los tumores de este grupo dado el papel promotor de la tumorogénesis 

mamaria que tiene Cav1 en el tumor ya establecido. 

6.2. Los lípidos de la dieta no modificaron sustancialmente el contenido de los distintos 

tipos de lípidos de la membrana a nivel de membrana total, MS y caveolas.  

6.3. La mayor influencia de los lípidos de la dieta se observó en LR. Así, la dieta rica en 

aceite de maíz aumentó significativamente el contenido en Col y SM, lo cual se 

asociaría a una mayor formación de Chol-Rafts, relacionados con vías de 

proliferación y supervivencia celular. Dicha dieta también se asoció 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 formación de  Cer-Rafts, implicados en muerte 

celular por apoptosis. En concordancia con este resultado, los niveles de la proteína 

pro-apoptótica CD95 tendieron a aumentar por efecto de esta dieta. La dieta de 

aceite de oliva también se asoció a una disminución de PE. 

6.4. La dieta rica en aceite de maíz aumentó 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 había identificado en estos tumores. Este aumento de 

LD podría asociarse con el efecto estimulador de esta dieta dada la relación existente 

entre estas estructuras  lipídicas y el aumento de malignidad y supervivencia en 

células tumorales frente al estrés. 

6.5. Los lípidos de la dieta modificaron diferencialmente el contenido en ácidos grasos 

de la membrana total. Mientras la dieta rica en aceite de maíz enriqueció la 

membrana en PUFA n-6, fundamentalmente en ácido linoleico (C18:2 n-6), la dieta 

rica en aceite de oliva aumentó el contenido en MUFA n-9, mayoritariamente en 

ácido oleico (C18:1 n-9). Ambas dietas disminuyeron los niveles de ácido palmítico 

(C16:0), especialmente la dieta de aceite de oliva.  

6.6. Los lípidos de la dieta también modificaron el contenido en ácidos grasos de la MS. 

Tanto la dieta de aceite de maíz como la de aceite de oliva aumentaron los niveles de 

PUFA n-6, concretamente de ácido araquidónico (C20:4 n-6). 

6.7. El enriquecimiento en determinados ácidos grasos por efecto de las dietas 

hiperlipídicas se ejerció de manera diferencial y selectiva. Así, los PUFA n-6, 

mayoritarios en el aceite de maíz, 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. Los cambios en la composición proteica y lipídica de la membrana promovidos por 

la dieta de aceite de maíz en los tumores mamarios estuvieron de acuerdo con  

efectos descritos previamente como la estimulación de la vía de supervivencia Akt. 

En cambio, los cambios inducidos a nivel de membrana por la dieta rica en aceite de 

oliva estuvieron en línea con la disminución de la actividad de p21Ras, la down-

regulation de Akt y la estimulación de la apoptosis.  

6.9. Los efectos moduladores diferenciales de las dietas ricas en aceite de maíz y en 

aceite de oliva en la promoción de la carcinogénesis mamaria, estimulador y 

protector respectivamente, se ejercerían, al menos en parte, mediante cambios en la 

composición de la membrana de las células tumorales. 
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I: Correlación entre los niveles de colesterol y los niveles de Cav1.  
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II: Correlación entre los niveles de colesterol y esfingomielina y los niveles de Cav1. 
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III: Correlación entre los niveles colesterol y los niveles de ceramida. 

  C            M                O   

     

  

 

 

  

 

 

 

y=0.0001x+58.6 
R2=1.902E-4 

y=-0.017x+93.02 
R2=0.018 

y=0.198x+62.53 
R2=0.311 

y=0.009x+66.68 
R2=0.013 

y=0.029x+109.9 
R2=0.030 

y=0.211x+68.04 
R2=0.308 

y=0.236x+25.45 
R2=0.505 

y=0.219x+44.92 
R2=0.417 

y=0.061x+59.6 
R2=0.139 



Anexo 

256 

 

C
e
ra

m
id

a
(L
ip
id
R
a
ft
s
)

Col y SM (Lipid Rafts)

C
e
ra

m
id

a
(L
ip
id
R
a
ft
s
)

Col y SM (Lipid Rafts)

C
e
ra

m
id

a
(L
ip
id
R
a
ft
s
)

Col y SM (Lipid Rafts)

Col (Lipid Rafts)

T
o

ta
l S

F
A

  
(m

e
m

b
ra

n
a
 t

o
ta

l)

Col (Lipid Rafts)

T
o

ta
l S

F
A

  
(m

e
m

b
ra

n
a
 t

o
ta

l)

Col (Lipid Rafts)

T
o

ta
l S

F
A

  
(m

e
m

b
ra

n
a
 t

o
ta

l)

T
o

ta
l S

F
A

  
(m

e
m

b
ra

n
a
 t

o
ta

l)

Col y SM (Lipid Rafts)

T
o

ta
l S

F
A

  
(m

e
m

b
ra

n
a
 t

o
ta

l)

Col y SM (Lipid Rafts)

T
o

ta
l S

F
A

  
(m

e
m

b
ra

n
a
 t

o
ta

l)

Col y SM (Lipid Rafts)

IV: Correlación entre los niveles de colesterol y esfingomielina y los niveles de ceramida. 
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V: Correlación entre los niveles de SFA de membrana total y colesterol. 
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VI: Correlación entre los niveles de SFA de membrana total y colesterol y esfingomielina. 
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VII: Correlación entre los niveles de SFA de membrana total y Caveolina1. 
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VIII: Correlación entre los niveles de SFA de membrana total y colesterol. 
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IX: Correlación entre los niveles de SFA de membrana total y colesterol y esfingomielina. 
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X: Correlación entre los niveles de MUFA de membrana total y Cav1. 
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XI: Correlación entre los niveles de PUFA de membrana total y colesterol. 
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XII: Correlación entre los niveles de PUFA de membrana total y colesterol y esfingomielina. 
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XIII: Correlación entre los niveles de PUFA de membrana total y Cav1. 
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XIV: Correlación entre los niveles de CD95 en membrana total y ceramida. 
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XV: Correlación entre los niveles de CD95 en membrana toal y la ratio Cer/MS. 
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XVI: Correlación entre los niveles de CD95 en membrana total y SFA de membrana total. 
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XVII: Correlación entre los nieles de CD95 en membrana total y MUFA de membrana total.  
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XVIII: Correlación entre los niveles de CD95 en membrana total y PUFA de membrana total. 
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XIX: Correlación entre la ratio Cer/SM en LR y Cav1. 
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XX: Correlación entre la ratio Cer/SM en LR y SFA de membrana total. 
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XXI: Correlación entre la ratio Cer/SM en LR y MUFA de membrana total . 
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XXII: Correlación entre la ratio Cer/SM en LR y PUFA de membrana total. 
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XXIII: Correlación entre el grado tumoral (SBR11) y Cav1. 
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XXIV: Correlación entre el grado tumoral (SBR11) y SFA de membrana total. 
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XXV: Correlación entre el grado tumoral (SBR11) y MUFA de membrana total 
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XXVI: Correlación entre el grado tumoral (SBR11) y PUFA de membrana total 
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XXVII: Correlación entre los niveles de p21Ras-GTP y colesterol. 
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XXVIII: Correlación entre el índice de activación de p21Ras y colesterol. 
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XXIX: Correlación entre los niveles de p21Ras-GTP Cav1.  
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XXX: Correlación entre el índice de activación de p21Ras y Cav1. 

  C           M                   O 

   

   

 

 

 

 

 

 

y=3.346x+215.9 
R2=0.002 

y=-19.08x+232.2 
R2=0.044 

y=-25.65x+119.2 
R2=0.174 

y=0.00002x+3 
R2=7.09E-6 

y=-0.002x+1.918 
R2=0.119 

y=-0.004x+1.716 
R2=0.217 

y=-1.06x+75.49 
R2=0.018 

y=1.726x+87.93 
R2=0.011 

y=-22.69x+101.7 
R2=0.018 



Anexo 

265 

 

SFA (Membrana total)

R
a
s
-G

T
P

/R
a
s
-t

o
ta

l 
(M

e
m

b
ra

n
a
)

SFA (Membrana total)

R
a
s
-G

T
P

/R
a
s
-t

o
ta

l 
(M

e
m

b
ra

n
a
)

SFA (Membrana total)

R
a
s
-G

T
P

/R
a
s
-t

o
ta

l 
(M

e
m

b
ra

n
a
)

SFA (Membrana total)

p
2

1
R

a
s
-G

T
P

  
(M

e
m

b
ra

n
a

)

SFA (Membrana total)

p
2

1
R

a
s
-G

T
P

  
(M

e
m

b
ra

n
a

)

SFA (Membrana total)

p
2

1
R

a
s
-G

T
P

  
(M

e
m

b
ra

n
a

)

C16:0 (Membrana total)

p
2
1

R
a

s
-G

T
P

 (
M

e
m

b
ra

n
a

)

C16:0 (Membrana total)

p
2
1

R
a

s
-G

T
P

 (
M

e
m

b
ra

n
a

)

C16:0 (Membrana total)

p
2

1
R

a
s
-G

T
P

 (
M

e
m

b
ra

n
a
)

XXXI: Correlación entre los niveles de p21Ras-GTP y SFA de membrana total. 
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XXXII: Correlación entre el índice de activación de p21Ras SFA de membrana total. 
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XXXIII: Correlación entre los niveles de p21Ras-GTP  y  ácido palmítico de membrana total. 
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XXXII: Correlación entre el índice de activación de p21Ras y ácido palmítico de membrana total. 
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XXXIII: Correlación entre los niveles de p21Ras-GTP y MUFA de membrana total. 
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XXXIV: Correlación entre el índice de activación de p21Ras y MUFA de membrana total. 
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XXXV: Correlación entre los niveles de p21Ras-GTP y PUFA de membrana total. 
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XXXVI: Correlación entre el índice de activación de p21Ras y PUFA de membrana total. 
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Anexo Figura 1: Asociación entre parámetros clínicos, bioquímcos y moleculares  
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Anexo Figura 2: Imagen representativa del cromatograma obtenido en el análisis del contenido en ácidos grasos en 
LR. 
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