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BRCA2: breast cancer-2. 
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C 

C:G: citosina:guanina. 

CABC1: ABC1 activity of bc1 complex 

homolog (S. pombe). 

CAR11: carbonic anhydrase 11. 

CCNL2: cyclin L2. 

CDC25B: cell division cycle 25 homolog 

B (S. pombe).  

CDC42: cell division cycle 42. 

CDH1: cadherin-1.  

CDK: cyclin-dependent kinase. 

CDK: quinasas dependientes de ciclinas.  

c-fos: c-fos oncogene. 

CG/EM: cromatografía gaseosa-

espectrometría de masas. 

CGA: campo de gran aumento.  

CHE: Colesterol esterasa. 

CHEK2: checkpoint-like protein CHK2. 

CHO: colina oxidasa.  

CHOD: Colesterol oxidasa.  

CIMA: centro de investigación médica 

aplicada.   

c-jun: jun oncogene. 

CMA1: chymase 1, mast cell. 

c-Myc: v-myc myelocytomatosis viral 

oncogene homolog. 

CNKSR1: connector enhancer of kinase 

suppressor of Ras 1. 

CO: colesterol.  

COMT: catecol-O-metiltransferasa. 

CoQ10: coenzima Q10.  

COX-2: ciclooxigenasa-2.  

CpG: dinucleótidos de citosina-fosfato 

de guanina. 

CQ: creatina quinasa.  

CREB: cAMP Response element 

binding protein. 

CRYAB: αBCrystallin.  

CT: threshold cycle (umbral del ciclo).  

CTSD: cathepsin D.   

CYP19: aromatasa. 

CK: creatinina kinasa. 

Cdkn1a: p21waf. 

CPT1A: carnitine palmitoyltransferase 

1A. 

CDKN2A: cyclin-dependent kinase 

inhibitor 2A.  

C4.4a: GPI-anchored metastasis-

associated protein homolog. 

 

D 

DAP: dihidroxiacetona fosfato.  

DHA: ácido docosahexanoico.  

DHPA: ácido dihidroxifenilacético. 

DMBA: dimetilbenzo(α)antraceno. 

DO: densidad óptica. 
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DOc: densidad óptica corregida. 

DTD: DT-diaforasa. 

 

E 

E2F: E2F transcription factor. 

EGF: epidermal growth factor. 

EGFR: epidermal growth factor 

receptor.  

EGR3: early growth response 3. 

EPA: ácido eicosapentanoico. 

ERK: extracellular regulated MAP 

kinase. 

ERN: especies reactivas del nitrógeno. 

ERO: especies reactivas del oxígeno. 

ERα: estrogen receptor alpha. 

 

F 

FADS1: fatty acid desaturase 1. 

FapyAde: 4,6-diamino-5-formamino-

piridina. 

FAS: fatty acid synthase. 

FASL: ligando de unión al receptor de 

muerte Fas/CD95. 

FBX4: -box protein 4. 

FC: fold change entre condiciones.  

FGF: fibroblast growth factor.  

FGFR1: fibroblast growth factor 

receptor 1. 

FGFR2: fibroblast growth factor 

receptor 2. 

FISH: fluoresce in situ hibridation. 

FosB: Fos-B oncogene. 

FRA: fos-like antigen. 

FTL4: FMS-like tyrosine kinase 4. 

 

G 

G3P: glicerol-3-fosfato. 

G6P-DH: glucosa-6-fosfato 

deshidrogenasa.   

GABA: gamma-aminobutyric acid. 

GABBR1: gamma-aminobutyric acid 

(GABA) B receptor, 1. 

GATA: transcription factor GATA. 

GCLC: glutamate-cysteine ligase, 

catalytic subunit. 

GGT: γ-glutamiltranspeptidasa.  

GIT2: G protein-coupled receptor 

kinase-interactor 2. 

GLOA: globin alpha. 

GMPc: guanosín monofosfato cíclico. 

GOD: glucosa oxidasa.  

GOT: transaminasa glutamato 

oxalacética.  

GPO: glicerol-3-oxidasa. 

GPT: transaminasa glutámico pirúvica. 

GQ: glicerol quinasa.   

GSK-3β: glycogen synthase kinase 3 beta. 

GST: glutatión-S-transferasa.  

 

H 

H2O2: peróxido de hidrógeno. 

HBA-A1: hemoglobin alpha, adult chain 

1. 

HBB: hemoglobin, beta. 
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HB-EGF: heparin-binding epidermal -

growth factor. 

HDL: lipoproteína de alta densidad. 

HIF-1: hypoxia inducible factor-1. 

HMG-CoA: hidroxi-metilglutaril-CoA 

reductasa. 

HNE: 4-hidroxi-2-nonenal.  

HO•: radical hidroxilo. 

HO2
•: radical hidroperóxido. 

HPLC: cromatografía líquida de alta 

presión. 

HQ: hexoquinasa.  

H-ras-1: harvey rat sarcoma virus 

oncogene 1. 

Hsp27: heat shock protein 27. 

HT: hidroxitirosol.  

 

I 

i.g: vía intragástrica.  

i.p: vía intraperitoneal. 

IARC: international agency for research 

on cancer. 

ICAM-1: intercellular adhesion 

molecule-1. 

ID1: inhibitor of DNA binding 1. 

IER3: immediate early response 3. 

IFNγ: interferon gamma. 

IGF: insulin-like growth factor. 

IGFBP: insulin-like growth factor 

binding protein.  

IL-1: interleukin 1. 

IL10: interleukin 10. 

IL-2: interleukin 2.  

IL3: interleukin 3. 

IL6: interleukin 6. 

IL6R: interleukin 6 receptor. 

IL6Rs: soluble/secreted IL6R. 

IL6ST: interleukine 6 signal transducer. 

IMIM: Instituto Municipal de 

Investigación Médica. 

iNOS: óxido nítrico sintasa inducible.  

Ire1: endoplasmic reticulum to nucleus 

signaling 1. 

IRF-1: interferon regulatory factor-1. 

IRS1: insulin receptor substrate 1. 

 

J 

JNK: c-jun N-terminal kinase. 

JunB: Jun-B oncogene. 

JunD: Jun D proto-oncogene. 

 

K 

KITL: kit ligand. 

Kng1: kininogen 1. 

 

L 

LDH: lactato deshidrogenasa.  

LDL: lipoproteína de baja densidad. 

LGMD-2C: limb-girdle muscular 

distrophy. 

LHRH: Luteinizing hormone-releasing 

hormone. 

LIMK2: LIM domain kinase 2. 

LO: lactato oxidasa.  
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LPO: lipoprotein lipasa.  

LTC4S: leukotriene C4 synthase. 

 

M 

MAPK: mitogen activated protein 

kinase. 

MAX: myc associated factor X. 

MCA: 3-metilcolantreno. 

MCA32: mast cell antigen 32. 

MDA: malondialdehído. 

MDA-7: melanoma differentiation 

association protein 7. 

MDH: malato deshidrogenasa.  

Mdm-2: Mdm2 p53 binding protein 

homolog (mouse). 

MDR-1: Multidrug resistance-1.  

MeIQx: 2-amino-3,8-

dimethilimidazo[4,5-f]quinoxalina.  

Met/Met: metionina/metionina. 

MMP: matrix metalloproteinase.  

MMTV: mouse mammary tumors virus. 

MNT: max binding protein. 

MNU: N-metil-nitrosourea. 

monoHER: 7-monohidroxietilrutósido.  

MRP: multidrug resistance protein.  

MYH9: myosin, heavy polypeptide 9, 

non-muscle. 

 

N 

NBS1: Nijmegen breakage síndrome-1. 

NCBI: national center for biotechnology 

information.   

NEXN: nexilin. 

NFkβ: nuclear factor kappa beta. 

NHN1: conserved nuclear protein 

Nhn1. 

NK: natural killer. 

NKG2D: NK cell receptor D. 

NMI: N-myc (and STAT) interactor. 

NNAT: neuronatin. 

NOS: Not Otherwise Specified. 

NOTCH4: Notch homolog 4. 

Nox-4: NADPH oxidase 4. 

NPY: neuropeptide Y. 

NUSE: error estándar no escalado 

normalizado.  

 

O 

O/g: vía oral/gavage. 

O: vía oral. 

O2
-•: anión superóxido.  

ONOO-: peroxinitrito. 

ONOOCO2
-: nitroperoxicarbonato. 

 

P 

p,p’-DDE: diclorofenildicloroetileno. 

p,p’-DDT: 1,1,1-tricloro-2,2-bis (4-

clorofenil) etano. 

p14: CDKN2A (ARF). 

p16: CDKN2A (INK4A). 

p21waf: cyclin-dependent kinase inhibitor 

1A. 

p27: cyclin-dependent kinase inhibitor 

1B. 
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p38: p38 MAP kinase. 

p53: p53 tumor suppressor. 

PALB2: partner and localizer of 

BRCA2. 

PARP1: poly (ADP-ribose) polymerase 

family, member 1. 

PCA: análisis de componentes 

principales.  

PCDHA4: protocadherin alpha 4. 

PCNA: proliferating cell nuclear 

antigen. 

PCR: reacción en cadena de la 

polimerasa.   

PDGF: platelet derived growth factor. 

PDGFA: platelet derived growth factor 

alpha. 

PDGFRA: platelet derived growth factor 

receptor alpha. 

PEA-3: polyomavirus enhancer activator-

3. 

PER2: period homolog 2 (Drosophila). 

PGE2: prostaglandina E2. 

PGR: progesterone receptor. 

PhIP: 2-amino-1-metil-6-

fenilimidazol[4,5-b]piridina. 

PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase. 

PKC: proteína quinasa C. 

PL: fosfolípidos  

POD: peroxidasa.  

PPAR: peroxisome proliferator activated 

receptor. 

PTEN: phosphatase and tensin 

homolog.  

 

R 

Rac-1: ras-related C3 botulinum toxin 

substrate-1. 

RAD50: DNA repair protein Rad50. 

Ras: Ras oncogene. 

Rb: retinoblastoma. 

RMA: robust multichip average.   

RNPS1: ribonucleic acid binding 

protein S1. 

RTPCR: reacción en cadena de la 

polimerasa a tiempo real. 

 

S 

S100A9: S100 calcium binding protein 

A9 (calgranulin B). 

SD: Sprague-Dawley. 

SFRP4: secreted frizzled related protein 

4. 

SGCG: sarcoglycan, gamma (dystrophin-

associated glycoprotein). 

SLC6A4: solute carrier family 6 

(neurotransmitter transporter, 

serotonin), member 4). 

SNF1LK: SNF1-like kinase. 

SQLE: squalene epoxidase. 

Src: Src oncogene. 

STAT-1α: signal transducer and 

activator of transcription-1 alpha. 

STK11: serine/threonine kinase 11. 
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SULT1A1: sulfotransferase family, 

cytosolic, 1A, phenol-preferring, 

member-1. 

SV40: simian virus 40. 

 

T 

TAC: capacidad antioxidante total 

plasmática. 

TBARS: especies reactivas del ácido 

tiobarbitúrico. 

TCDD: tetraclorodioxina. 

TEF: thyrotroph embryonic factor. 

TG: triglicéridos. 

TGFβ: transforming growth factor beta. 

TGF-β: transforming growth factor beta. 

THRSP: thyroid hormone responsive 

protein. 

TNFRSF6/FAS/CD95: TNF receptor 

superfamily, member 6.  

TNFα: tumor necrosis factor alpha. 

TOP2A: topoisomerase 2a.  

TP53: tumor protein p53. 

TPSAB1: tryptase alpha/beta 1. 

TRAIL: tumor necrosis factor (ligand) 

superfamily, member 10. 

TSHB: thyroid stimulating hormone, 

beta. 

TUBA1: α1tubulina. 

 

U 

U/L: unidades internacionales por litro. 

uPA: plasminogen activator, urokinase. 

V 

VCAM-1: vascular cell adhesion 

molecule-1. 

VDUP1: vitamin D3-upregulated 

protein. 

VEGF: vascular endothelial growth 

factor. 

VEGFD: vascular endothelial growth 

factor D. 

VLDL: liproproteína de muy baja 

densidad. 

 

W 

WAP: whey acidic protein. 

WHO: world health organisation. 

Wnt: wingless-type MMTV integration 

site family. 

 

X 

XRCC3: DNA repair protein XRCC3. 
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1 JUSTIFICACION Y OBJETIVOS 

 
 

 

I.- JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO. 

 

El aceite de oliva virgen contiene en su fracción minoritaria diversas sustancias 

algunas de las cuales presentan una alta actividad biológica, entre las que se incluye su 

capacidad antioxidante. Nuestro grupo de investigación ha descrito que entre otros, uno 

de los mecanismos de actuación de dichas sustancias es la inhibición en la producción de 

radicales libres en situaciones de estrés oxidativo, tales como las que se presentan en las 

enfermedades cardiovasculares, cáncer o diversas situaciones fisiológicas (al nacimiento, 

durante la práctica deportiva así como en el proceso de envejecimiento). 

 

La adriamicina, agente empleado en la quimioterapia del cáncer y objeto del presente 

estudio, cuenta entre sus mecanismos de acción la generación de radicales libres y 

especies reactivas del oxígeno, la potenciación de los procesos apoptóticos y otros. Estos 

procesos conforman una herramienta eficaz para la eliminación de las células malignas, 

pero como parte de sus efectos secundarios se genera una alta toxicidad debido al daño 

producido a células sanas. Esta toxicidad es en sí misma un factor que condiciona de 

forma severa la dosis y tiempo de aplicación de la misma. 

 

En base a lo anterior, pensamos que existe la posibilidad de que el hidroxitirosol, un 

potente antioxidante procedente del aceite de oliva virgen, ejerza alguna acción sobre los 

efectos secundarios de la adriamicina en el tratamiento del cáncer de mama. Tales 

acciones podrían estar relacionadas con una reducción de los efectos tóxicos de la 

adriamicina, con modificaciones en su capacidad antitumoral, o bien con una 

combinación de ambos efectos. La anterior, se trata de una idea que está comenzando a 

extenderse entre la comunidad científica no sin controversia. Las dudas surgen del hecho 

de que ciertas sustancias reducen los efectos tóxicos derivados de la quimioterapia a veces 

en detrimento de su potencial antitumoral. Tal aspecto poco deseable se achaca en  

numerosas ocasiones a la reducción del estrés oxidativo que genera los fármacos 

empleados en la terapia anticancerígena, si bien este punto de vista hay que tomarlo con 

reservas puesto que la acción antitumoral de estos fármacos no es debido sólo y 

exclusivamente a la producción de radicales libres. 
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Por otra parte, todos los estudios realizados hasta la fecha sobre la capacidad 

antiproliferativa del hidroxitirosol han sido llevados a cabo in vitro en múltiples líneas 

celulares, demostrando que este antioxidante disminuye la proliferación de varios tipos de 

células tumorales promoviendo la apoptosis y la detención del ciclo celular, alterando la 

expresión transcripcional de los genes que controlan dichos procesos y alcanzando 

notable importancia como agente quimiopreventivo frente al cáncer, fundamentalmente 

en el contexto del aceite de oliva virgen. 

 

Con estas premisas, el objetivo del presente trabajo es conocer si el hidroxitirosol 

ejerce alguna acción sobre los efectos secundarios de la adriamicina en el tratamiento del 

cáncer de mama. Es decir, si reduce o no los efectos tóxicos propios del citostático y/o su 

capacidad antitumoral. Para tal fin se aplicó un tratamiento con adriamicina, sola o 

combinada con hidroxitirosol, en ratas con cáncer de mama químicamente inducido con 

DMBA (7,12-dimetilbenzo(α)antraceno). Además se pretendió constatar por primera vez 

en un modelo in vivo si el hidroxitirosol presenta per se características antiproliferativas 

similares a las descritas in vitro, en cuyo caso tratando de diseñar un posible mecanismo 

de acción atribuible a dicho antioxidante.  
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I.- TEORÍA DEL CÁNCER. 

 

El cáncer es una enfermedad compleja, multifactorial, en la que el componente 

genético tiene un papel fundamental. Aparece como consecuencia de una serie de 

alteraciones somáticas del ADN acumuladas, y que culminan en una proliferación celular 

desmedida. Estas transformaciones acumuladas en el material genético o mutaciones, 

mediadas en su mayoría por cambios en la secuencia de ácidos nucleicos, son el resultado 

de errores aleatorios de réplica, exposición a agentes carcinógenos o deficiencias de los 

procesos de reparación del ADN, y van a determinar los procesos de activación de 

oncogenes o la represión de funciones supresoras de la proliferación celular. 

 

Por otra parte, se pueden generar alteraciones en los mecanismos de transcripción 

génica de las células, llevando a la destrucción del remodelamiento de la cromatina y por 

tanto, a una expresión aberrante de los genes, con lo que se puede inducir la proliferación 

de células indiferenciadas, lo que culmina en el cáncer. Estas alteraciones configuran los 

cambios epigenéticos; la epigenética se define como un conjunto de cambios que alteran el 

patrón de expresión génica y que persisten a través de por lo menos una división celular, 

pero que no están causados por cambios en el código del ADN. Los cambios epigenéticos 

incluyen alteraciones de la estructura de la cromatina, mediadas por la metilación de 

residuos de citosina en los dinucleótidos de citosina-fosfato de guanina (islas de CpG), la 

modificación de histonas por acetilación o metilación, y cambios en la estructura 

cromosómica. Muchos genes importantes, como los supresores tumorales, presentan en 

sus regiones promotoras con asiduidad dichas islas CpG, con lo cual, si sufren 

hipermetilaciones, la expresión de estos genes se verá afectada, y por tanto, las 

transformaciones malignas sucederán con mayor facilidad (Fenton y Longo, 2006). 

 

Un genoma oncogénico presenta numerosas alteraciones a nivel de cromosomas, 

cromatina y nucleótidos. Las alteraciones pueden ser aberraciones irreversibles en la 

secuencia o estructura del ADN y en el número de secuencias, genes o cromosomas. O 

bien, ser cambios potencialmente reversibles (modificaciones epigenéticas del ADN o de 

las histonas). Estos cambios reversibles e irreversibles afectan a miles de genes, teniendo 

como consecuencia la activación o inhibición de procesos biológicos, afectando aspectos 
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relacionados con el cáncer, como la angiogénesis, evasión inmune, metástasis, alteración 

del crecimiento celular, muerte e incluso el propio metabolismo (Chin y Gray, 2008). 

 

Un aspecto importante a tener en cuenta, es que la génesis de la mayoría de los tipos 

de cáncer se realiza a partir de una única célula, es decir, el resto de células alteradas son 

clones de una célula original. Sin embargo, se necesitan innumerables fenómenos de 

mutación, que se acumulan para que un fenotipo normal evolucione y se transforme en 

otro totalmente canceroso. Se trataría de un proceso escalonado en el que, en cada fase 

sucesiva, las células mutadas adquieren alguna ventaja proliferativa que culmina en una 

representación mayor, en comparación con sus vecinas. Se creen necesarias de 5 a 10 

mutaciones acumuladas para que una célula evolucione de su fenotipo normal a otro 

totalmente maligno (Morin y col., 2006). 

 

En los últimos años se han identificado hasta seis marcas distintivas que son 

características del fenotipo de las células cancerígenas: autosuficiencia en las señales del 

crecimiento, desacato de las señales de finalización de la proliferación y de diferenciación, 

capacidad de proliferación sostenida, evasión de la apoptosis, invasión tisular y 

angiogénesis. No obstante, estas firmas características no se cumplen en todos los tipos de 

cánceres (Ponder, 2001; Entschladen y col., 2004). Estas características del fenotipo hacen 

posible la invasividad, capacidad de generar neoangiogénesis y la metastatización a otros 

tejidos más o menos cercanos al origen.  

 

Así, podemos definir neoplasia como un desorden en el crecimiento celular, 

caracterizado por una proliferación excesiva, alterada e incontrolada de las células que no 

guarda relación alguna con las demandas fisiológicas del órgano implicado, dando como 

resultado una masa anormal, comúnmente llamada tumor, procedente de los tejidos 

originales. La neoplasia puede ser benigna o maligna, siendo ésta última la que se conoce 

como cáncer, caracterizado por un rápido crecimiento, invasión y destrucción de los 

tejidos adyacentes, así como una posterior diseminación por todo el organismo, 

denominada metástasis y que es la responsable en la mayoría de los casos de la muerte del 

individuo afectado (Granados y col., 2006). 
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El término invasión indica la penetración y ocupación de los tejidos y estructuras 

adyacentes. Las células tumorales son capaces de invadir tejidos vecinos escapando de los 

mecanismos restrictivos del tejido al que pertenece, permitiéndoles penetrar en la 

circulación (sanguínea o linfática), pudiendo alcanzar órganos distantes y ocasionar 

tumores secundarios con crecimiento autónomo, proceso conocido como metástasis 

(Mareel y Leroy, 2003). Por último, la angiogénesis es necesaria para el aporte de 

nutrientes fundamentales en el crecimiento del tumor primario, así como para la 

diseminación de las células tumorales a órganos distantes, formando sitios metastásicos. 

Para que esto se pueda llevar a cabo, es necesario que el tumor sea capaz de favorecer la 

formación de nuevos capilares a partir de los vasos preexistentes, es decir, se requiere una 

activación angiogénica (Fenton y Longo, 2006). 

 

En conclusión, la enfermedad cancerosa es una patología multifactorial 

desencadenada por una serie de eventos alterantes del material genético irreversibles 

(genotóxicos) y/o reversibles (epigenéticos), lo que ocasiona un desequilibrio en el 

balance entre la proliferación y la muerte celular existente en los tejidos, como 

consecuencia de una expresión exagerada de aquellos genes implicados en la proliferación 

celular, disminución de los factores pro apoptóticos y anti proliferativos, y aumento de las 

aberraciones en el material genético como consecuencia del fracaso de los mecanismos 

reparadores. Estos factores actuando en conjunto promueven la aparición de células con 

una carga mutacional elevada, capaces de escapar a los mecanismos de regulación 

fisiológica como la apoptosis, y con una gran habilidad proliferativa, dando lugar a la 

aparición de multitud de clones que se expanden, constituyendo una neoplasia, que si se 

acompaña de destrucción e invasión de tejidos adyacentes se considera maligna y recibe el 

nombre de cáncer. 

 

I.1.- ETAPAS DEL PROCESO CARCINOGÉNICO.  

 

El cáncer es una patología trifásica en la que hay múltiples factores implicados. No 

obstante, en la presente memoria de tesis se recoge el trabajo realizado en un modelo de 

carcinogénesis química en roedores. Por este motivo, resulta indispensable centrar toda 

nuestra atención en la participación sobre dichos estadíos de aquellos agentes químicos 
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con carácter pro tumoral, así como de los componentes que guardan relación con tales 

sustancias y su metabolismo, es decir, los radicales libres, y por tanto el estrés oxidativo. 

 

Las etapas de la carcinogénesis son: iniciación, promoción, y progresión 

 

I.1.1.- FASE DE INICIACIÓN. 

 

Es considerada como la primera de las etapas por las que discurre el desarrollo del 

cáncer. Tiene su inicio en la célula con transformaciones en el ADN, por causas 

hereditarias, o más comúnmente, por causas genéticas o epigenéticas inducidas por 

agentes carcinogénicos. 

 

Comienza con la alteración genética irreversible de una célula normal, dando lugar a 

una mutada, iniciada o preneoplásica; esta mutación, que puede ser esporádica o 

heredada, es inducida por numerosos agentes genotóxicos que activan o inactivan genes 

implicados en los procesos de proliferación, diferenciación o apoptosis, evento 

genotóxico que es dosis dependiente. Por otro lado, posiblemente también estén 

implicados cambios potencialmente reversibles o epigenéticos. Se necesita la acumulación 

de mutaciones para que se produzca el cáncer, además, para que la célula cancerosa 

adquiera un fenotipo maligno, se requieren mutaciones en varios genes diferentes que 

afecten a vías importantes, como aquellos del ciclo celular, reparación del daño y muerte 

celular. De este modo, la célula tumoral escapa a los mecanismos reguladores de la 

proliferación, diferenciación y apoptosis, asegurando que las mutaciones se conservan en 

los clones posteriores (Forman y col., 2004; Klaunig y Kamendulis, 2004; Escrich y col., 

2006; Chin y Gray, 2008). 

 

En esta etapa es donde entran en juego los daños genotóxicos ocasionados por el 

DMBA, no sólo a nivel de aductos de ADN, sino también por los radicales libres 

derivados de la activación metabólica de dicho agente (quinonas y epóxidos capaces de 

generar per se radicales como O2
-•, H2O2, HO• y 1O2), mediado por el citocromo P450 y 

b5, que ocasionan oxidación en lípidos y proteínas (Kumaraguruparan y col., 2007), daño 
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que es sustancial en órganos como la glándula mamaria y el hígado (Anbuselvam y col., 

2007). 

 

De forma genérica, los radicales libres se definen como aquellas especies químicas, en 

forma de moléculas o fragmentos de ellas, que contienen electrones desapareados, razón 

por la cual poseen una elevada reactividad química (Halliwell, 1994; Valko y col., 2007), y 

por tanto son capaces de interaccionar con moléculas de carácter biológico, como el 

ADN, lípidos (Cejas y col., 2004; Klaunig y Kamendulis, 2004; Hwang y Bowen, 2007), 

proteínas (Halliwell y Gutteridge, 1999; Dröge, 2002), o hidratos de carbono (Roy y col., 

2004). A la alteración del balance oxidativo (producción de radicales libres y sistema 

antioxidante del organismo) hacia las sustancias oxidantes se llama estrés oxidativo 

(Halliwell, 1994; Halliwell, 2007a). Las especies reactivas del oxígeno o ERO [radicales 

libres y otras especies con alta reactividad pero que químicamente no se pueden 

considerar radicales libres: anión superóxido (O2
-•), radical hidroperóxido (HO2

•), 

peróxido de hidrógeno (H2O2), radical hidroxilo (HO•), oxígeno singlete (1O2)] son las 

más generadas en los sistemas vivos (Miller y col., 1990), aunque también encontramos 

aquellas derivadas del nitrógeno [ERN: óxido nítrico (•NO), peroxinitrito (ONOO-), 

nitroperoxicarbonato (ONOOCO2
-), o el dióxido de nitrógeno (•NO2)], del cloro, etc. 

(Klaunig y Kamendulis, 2004; Valko y col., 2006; Halliwell, 2007a, Valko y col., 2007). 

 

La producción de aductos en el material genético confiere una alta carga de 

mutaciones a las células normales, transformándolas en preneoplásicas, como 

consecuencia de un déficit en los sistemas de reparación, como ocurre si no se eliminan 

los sitios apúricos que genera el DMBA (Todorovic y col., 1997), mientras que, por otra 

parte, los radicales libres generados provocan una serie de modificaciones mutagénicas 

que influyen en la iniciación del proceso oncogénico, fundamentalmente relacionados 

con alteraciones en moléculas biológicas como lípidos, proteínas, ADN, etc. 

 

Por su parte, los agentes no genotóxicos también pueden inducir la enfermedad 

cancerosa al incrementar la síntesis de ADN, y con ello también la mitosis, e induciendo 

una serie de mutaciones en las células en división, por la alteración de los sistemas de 

reparación (Klaunig y Kamendulis, 2004). 
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La formación de peróxidos lipídicos por parte de los radicales libres no sólo altera la 

fluidez de las membranas celulares, al oxidar los ácidos grasos poliinsaturados de los 

mismos, sino que además, los productos de tal oxidación tienen capacidad alterante. 

Como ejemplo destacado encontramos el malondialdehído (MDA), un producto final de 

la oxidación de lípidos que tiene una alta capacidad mutagénica en bacterias y células de 

mamíferos, y carcinogénica en ratas. Otro derivado aldehídico procedente de esta 

peroxidación es el 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), que aunque tiene un bajo poder 

mutagénico, tiene un gran efecto sobre las características fenotípicas de las células al 

interferir con las rutas de transducción de señales (Valko y col., 2006; Valko y col., 2007). 

 

La actividad biológica de las proteínas se puede ver alterada al sufrir un daño 

oxidativo, que ocasiona la fragmentación, agregación y un aumento de la susceptibilidad a 

la degradación, incrementándose la desnaturalización y reduciéndose la actividad (Dröge, 

2002). 

 

Estas alteraciones también afectan al material genético, de tal modo que se pueden 

originar trastornos tanto en el ADN mitocondrial como en el nuclear. 

 

A) Daño en el ADN mitocondrial. 

El ADN mitocondrial es más susceptible al daño oxidativo que el nuclear, 

susceptibilidad que está relacionada con tres factores fundamentalmente: se encuentra 

cerca de la cadena de transporte de electrones, no está protegido por histonas, y los 

sistemas de reparación son limitados. Esto parece explicar, al menos en parte, la razón de 

la mutaciones mitocondriales observadas en las células tumorales (Inoue y col., 2003; 

Klaunig y Kamendulis, 2004). 

 

B) Daño en el ADN nuclear. 

Como ya hemos comentado anteriormente, los metabolitos del DMBA se pueden 

unir al material genético, dando lugar a aductos de ADN. Sin embargo, otra faceta 

ejercida por este carcinógeno, tiene que ver con la producción de ERO al ser 

metabolizado, generando aductos oxidativos de ADN. Tanto las ERO como las ERN, son 

capaces de reaccionar con el ADN, causando roturas simples o de doble hebra, 
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modificaciones en las bases, en la cadena de desoxirribosa, o incluso entrecruzamientos. 

Si estas alteraciones afectan a zonas implicadas en el control del ciclo celular, 

proliferación y apoptosis, y además, los sistemas de reparación no funcionan 

correctamente, lo más probable es que la consecuencia sea la carcinogénesis (Klaunig y 

Kamendulis, 2004; Hwang y Bowen, 2007). 

 

El oxígeno singlete y el radical hidroxilo son los principales atacantes del ADN 

nuclear. De esos dos, el segundo es capaz de reaccionar con las moléculas que constituyen 

el ADN, dañando tanto las bases púricas como pirimidínicas, así como la cadena de 

desoxirribosa. Entre los aductos oxidativos, el más conocido es la formación de 8-hidroxi-

deoxiguanosina (8-OHdG), que presenta una capacidad potencialmente mutagénica, 

dado que ocasiona transversiones A:T → C:G, alterando la pauta de lectura de la doble 

hebra (Klaunig y Kamendulis, 2004; Halliwell, 2007b; Hwang y Bowen, 2007; Valko y 

col., 2007).  

 

Este tipo de lesiones en el material genético se han encontrado en multitud de 

tumores, implicando a tales daños en la etiología del cáncer, y predominantemente al 

proceso de iniciación (Valko y col., 2006). 

 

I.1.2.- FASE DE PROMOCIÓN. 

 

Es el proceso reversible por el cual, aquellas células transformadas anteriormente, 

aumentan su daño genético por la acción continuada del agente lesivo, así como por el 

incremento en la posibilidad de nuevas mutaciones derivadas de las sucesivas divisiones 

celulares (Forman y col., 2004; Escrich y col., 2006; Chin y Gray, 2008). Esta fase se 

caracteriza por la expansión clonal selectiva de las células iniciadas o preneoplásicas, como 

consecuencia de un aumento en la proliferación y/o disminución de la apoptosis, fase 

reversible que es dosis dependiente, y que desaparece si se elimina el estímulo promotor 

(Klaunig y Kamendulis, 2004). 

 

La influencia que presenta el DMBA sobre esta fase ha sido bien documentada con 

diversos estudios, relacionando la alta capacidad oxidante de este agente con la 
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promoción tumoral (Arulkumaran y col., 2007); además, estudios in vitro han mostrado 

que el DMBA origina una alta producción, dosis y tiempo dependiente, de H2O2 en 

microsomas de hígado de rata, y ha demostrado ser un oxidante altamente relacionado 

con esta etapa (Choi, 2008). 

 

Los radicales libres forman parte de los mecanismos de señalización celular asociada 

al crecimiento y diferenciación celular, y pueden promocionar la proliferación o la 

apoptosis dependiendo del tipo y concentración del radical implicado (Valko y col., 2006); 

algunos de los procesos y componentes celulares sobre los cuales estas especies reactivas 

pueden tener implicaciones son: interacción con receptores de factores de crecimiento y 

citoquinas, proteínas tirosina fosfatasas y quinasas, factores de transcripción, oncogenes y 

supresores tumorales, caspasas y uniones intercelulares. 

 

A) Interacción con receptores de factores de crecimiento y citoquinas. 

La señal mitogénica ejercida por las citoquinas e interferones (ej. TNFα, IL-1, IFNγ) y 

los  factores de crecimiento (ej. EGF, PDGF, VEGF), tiene lugar tras la unión específica 

con sus receptores, momento en el que se producen ERO, facilitando la autofosforilación 

del receptor y desencadenando la cascada de señalización intracelular (Dröge, 2002; 

Valko y col., 2007). 

 

B) Proteínas tirosina fosfatasas. 

Estas proteínas son las que contrarrestan el efecto de las proteínas tirosina quinasa, 

devolviendo a la conformación basal a los receptores transmembrana tras la unión con 

sus ligandos. La inhibición por fosforilación de dichas proteínas tirosina fosfatasa, 

promovida por altas concentraciones de H2O2, estimula la actividad de las proteínas 

tirosina quinasa, promoviéndose el crecimiento celular (Valko y col., 2006). 

 

C) Proteínas quinasas. 

Las proteínas quinasas citoplasmáticas (tirosina o serina/treonina quinasas) forman 

parte de las cascadas moleculares implicadas en la transducción de señales citoplasmáticas 

dirigidas al núcleo celular tras la activación de factores de transcripción, previa activación 

de receptores de factores de crecimiento, citoquinas y proteínas G heterodiméricas 
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acopladas a receptores, accionándose la expresión de genes implicados en la proliferación, 

diferenciación celular y apoptosis.  

 

Las ERO ejercen un importante papel mediador en la activación de las rutas de 

señalización intracelular en las que intervienen la familia de quinasas MAPK: ERK, JNK y 

p38 (Dröge, 2002; Laurent y col., 2005), así como la movilización de los depósitos de Ca+2 

intracelular o el influjo del Ca+2 extracelular que contribuye a la activación de quinasas 

como la proteína quinasa C (PKC) muy importante en la oncogénesis (Valko y col., 2006). 

 

D) Factores de transcripción. 

Los factores de transcripción controlan la expresión de genes implicados en la 

reparación del daño en el ADN, la respuesta inmune, la proliferación celular y la 

apoptosis. Entre aquellos cuya actividad se encuentra modulada por los radicales libres 

destacan proteínas esenciales para el control del crecimiento celular como AP-1, NFkβ, o 

HIF-1.  

 

AP-1 es un factor de transcripción involucrado en numerosas rutas de transducción 

de señales, implicadas en procesos como: proliferación celular, diferenciación, 

transformación inducida por oncogenes, invasividad y apoptosis, y que está formado por 

homodímeros de la familia Jun (c-jun, JunB, JunD) o heterodímeros de la familia Jun con 

otras familias como Fos (c-fos, FosB, FRA-1, FRA-2) y ATF (ATF-2, -3, -4, y ATFa) (Shen y 

Brown, 2003; Dorai y col., 2004; Licht y col., 2006; Zhang Y y col., 2007a; Zhang Y y col., 

2007b). La inducción de AP-1 mediada por los radicales libres se debe principalmente a la 

activación de las cascadas de señalización en las que intervienen las quinasas JNK y p38. 

La ciclina D1 es un gen muy implicado en la proliferación celular, y su expresión es 

regulada por AP-1, al mismo tiempo que proteínas como p21waf que detienen el ciclo 

celular (Klaunig y Kamendulis, 2004). 

 

NFkβ es un factor de transcripción que activa la expresión de genes (ciclina D1, 

proteínas anti apoptóticas como Bcl2 y Bcl-xL, proteínas implicadas en la metástasis y 

angiogénesis como las MMPs o VEGF). En este caso, las ERO actuarían como segundos 
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mensajeros mediando la activación de NFkβ vía TNFα e interleuquina-1 (IL-1)  (Valko y 

col., 2007). 

 

En los tumores sólidos como los de mama, se produce una situación de hipoxia 

como consecuencia de una vascularización insuficiente, condición adecuada para la 

activación de la proteína HIF-1, que promueve la supervivencia celular, resistencia a la 

apoptosis y a fármacos, proliferación, etc. (Lim y col., 2004; Kimbro y Simons, 2006). Esta 

hipoxia es muy típica en los tumores de mama inducidos con DMBA, lo que favorece la 

expresión de HIF-1 y la producción de radicales libres (Mathivadhani y col., 2007).  

 

E) Oncogenes y genes supresores de tumores. 

Los radicales libres también son capaces de mediar la expresión y actividad de genes 

supresores de tumores como el p53, de una manera dosis dependiente, ya que cuando los 

niveles de ERO son bajos, la expresión de p53 es moderada, y promueve la expresión de 

genes que codifican proteínas con capacidad antioxidante, sin embargo, cuando los 

niveles de ERO son mayores, también aumenta la expresión de p53, promoviendo la 

producción de más radicales libres, finalizando en la apoptosis celular. No obstante, si la 

concentración de radicales es demasiado elevada, se puede incluso inactivar la expresión 

de p53, facilitándose de este modo la inmortalización celular (Halliwell, 2007b; Valko y 

col., 2007). 

 

En cuanto a la activación de oncogenes, las ERO tienen la capacidad de activar al 

oncogén Ras (Valko y col., 2006). 

 

F) Caspasas. 

Se ha estudiado el efecto que los radicales libres tienen sobre otros componentes 

celulares implicados en la apoptosis, como es el caso de las caspasas. Estos radicales libres 

son capaces de generar productos secundarios responsables de inactivar a estas proteasas, 

así como al receptor FAS/CD95, y por tanto, bloquear la apoptosis (Shacter y col., 2000).  

 

 

 



 
13 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS 

 
 

 

G) Uniones intercelulares tipo GAP. 

La producción de radicales libres modula la formación de estructuras de 

comunicación intercelular, este bloqueo de las uniones de tipo GAP puede ser un 

mecanismo de las células tumorales adquirido para evitar el intercambio de moléculas 

reguladoras de la proliferación con las células vecinas sanas, escapando así de la 

homeostasis celular y favoreciendo la expansión clonal (Trosko y col., 2005; Valko y col., 

2007). 

 

I.1.3.- FASE DE PROGRESIÓN. 

 

Es una fase totalmente irreversible, en la cual, las células experimentan alteraciones 

genéticas adicionales, resultando en células anormales que expresan un fenotipo maligno 

y una alta inestabilidad genética. Es en este momento en el que aparece la capacidad 

invasora y metastásica de la célula (Forman y col., 2004; Escrich y col., 2006; Chin y Gray, 

2008). Es decir, se produce el paso de célula preneoplásica a neoplásica, debido a cambios 

moleculares y celulares, como consecuencia de una gran inestabilidad genética, ploidía 

nuclear y la destrucción de la integridad cromosómica (Klaunig y Kamendulis, 2004). 

 

En esta fase del proceso tumoral, la influencia de las ERO se centra en aquellos 

mecanismos que aumenten el potencial migratorio de las células transformadas, ya sea a 

través de la activación de proteínas de choque térmico (Hsp), como la Hsp27, o por la 

mediación del papel de Rac-1 en la reorganización del citoesqueleto (Brown y Bicknell, 

2001). 

 

II.- CÁNCER DE MAMA. 

 

II.1.- SITUACIÓN EPIDEMIOLÓGICA. 

 

El cáncer de mama es la neoplasia más común y la segunda causa de muerte entre la 

población femenina a nivel mundial, cuya incidencia se ha mantenido en alza desde la 

cuarta década del siglo pasado en muchos países industrializados, y es mayor en Europa 

occidental, Estados Unidos y Canadá, mientras que los niveles más bajos de incidencia 
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los encontramos en Asia (Salehi y col., 2008). Según estimaciones de la IARC 

(International Agency for Research on Cancer), durante el año 2006 se diagnosticaron 

unos 429.900 casos de cáncer de mama en Europa, y en la actualidad es el cáncer más 

comúnmente diagnosticado entre las mujeres americanas (Moulder y Hortobagyi, 2008).  

 

En el caso de España, los datos del año 2002 muestran que la incidencia es inferior 

en nuestro país en comparación con Europa (GLOBOCAN 2002; WHO, Organización 

Mundial de la Salud; Pollán y col., 2007), y encontramos diferencias geográficas entre las 

comunidades autónomas españolas. Valga como ejemplo la menor tasa de incidencia 

ajustada con la población europea de cáncer de mama que se encuentra en Granada 

(60.90) con respecto a Gerona (84.69) entre los años 1993 y 1997 (Ministerio de Sanidad 

y Consumo, 2005).  

 

En la actualidad, se han producido una serie de avances en los sistemas de detección 

precoz de esta enfermedad, como por ejemplo el uso de sistemas de imagen cada vez más 

sofisticados, no sólo para el diagnóstico, sino también en el ámbito de la investigación 

oncológica, constituyendo una herramienta de altísima utilidad en el campo de la 

oncología molecular (Weissleder y Pittet, 2008); esto hace que aumente la fiabilidad y 

facilidad del diagnóstico patológico, y por tanto, la calidad de los métodos de tratamiento 

subsiguientes (cirugía, radio y quimioterapia). Esto, junto a una mejora en los 

tratamientos neoplásicos, y la mayor, y mejor comprensión de la patología, tanto por 

parte de los clínicos, como de los investigadores, ha contribuido a un aumento de la 

supervivencia frente al cáncer de mama, y por ende, una disminución en la mortalidad 

asociada a tal patología (Moulder y Hortobagyi, 2008). En España, la tasa ajustada por 

edad de supervivencia media (82.8) se encuentra por encima de la media europea (79.0), 

siendo muy próxima a la de países como Holanda (83.1) o Italia (83.7) (Verdecchia y col., 

2007), unido a una disminución en la mortalidad en toda la Europa industrializada, 

tendencia que se aprecia en países desarrollados como Nueva Zelanda, Canadá y Estados 

Unidos (Parkin y Fernández, 2006; Moulder y Hortobagyi, 2008; Salehi y col., 2008). 
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II.2.- ETIOLOGÍA DE LA NEOPLASIA MAMARIA. 

 

Se cree que el cáncer de mama se origina como consecuencia de la pérdida de la 

heterocigosidad de uno de los alelos de aquellos genes implicados en la regulación del 

crecimiento y proliferación celular, como es el caso de los receptores de estrógenos y 

progesterona, TGF-β, p27, etc. Estos genes, en situaciones fisiológicas, mantienen 

perfectamente el estatus quo de las células mamarias, pero si en algún momento se pierde 

la heterocigosidad, se alteran sus pautas y aumenta la proliferación. En los tumores 

mamarios más comunes, se sugiere que esta pérdida de heterocigosidad comienza en las 

células epiteliales, donde es un proceso más común que en las células del estroma (Salehi 

y col., 2008). 

 

Además, esta enfermedad está profundamente afectada por las hormonas. Los 

estrógenos son hormonas esteroideas implicadas en la regulación del crecimiento normal 

y correcto desarrollo del tejido mamario, que interaccionan con sus receptores (α y β) 

para iniciar la transcripción de los genes destinados a promover la proliferación celular, y 

son importantes factores desencadenantes de carcinogénesis mamaria. Los estrógenos 

inducen la síntesis y posterior secreción de factores de crecimiento, entre los que 

encontramos VEGF, IGF, bFGF y, el anteriormente mencionado, TGF-β, tanto de células 

endoteliales como de fibroblastos, mecanismos carcinogénicos ejercidos por los 

estrógenos al interaccionar muy probablemente con el receptor de estrógenos α. Esto 

prueba la capacidad que tienen los estrógenos de regular de forma paracrina el 

crecimiento y supervivencia del tumor ya formado (Gupta y Kuperwasser, 2006; Russo y 

Russo, 2006; Salehi y col., 2008).  

 

Los mecanismos tumorogénicos que presentan los estrógenos incluyen las rutas de 

proliferación Src/RAS/ERK y PI3K/AKT, efectos genotóxicos al incrementar los niveles 

de mutaciones a través de la activación metabólica mediada por el citocromo P450, y la 

inducción de aneuploidía a través de la mutación génica o pérdida de heterocigosidad 

(Russo y Russo, 2006; Salehi y col., 2008). 
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La progesterona es otra hormona esteroidea que está implicada en los procesos de 

maduración de la mama, a través de la inducción de la transcripción de genes tras la 

interacción con sus receptores (A y B). Al igual que los estrógenos, la progesterona activa 

la proliferación celular al inducir las rutas de señalización Src/ERK1/2 y PI3K/AKT 

(Salehi y col., 2008). 

 

El conocimiento de los efectos de estas hormonas sobre la génesis del cáncer de 

mama sin duda es de gran ayuda a la hora de entender el riesgo asociado a la exposición a 

una serie de agentes químicos denominados disruptores endocrinos, que tienen la capacidad 

de alterar la síntesis, transporte y metabolismo hormonal, como por ejemplo, la 

ginesteína, dietilestilbestrol, y bisfenol A, que poseen acción estrogénica (Salehi y col., 

2008). 

 

II.3.- FACTORES DE RIESGO EN LA NEOPLASIA MAMARIA.  

 

Hay múltiples factores de riesgo implicados en el cáncer de mama. De forma 

esquemática, los factores que se verán a continuación son: 

1) Factores genéticos y familiares. 

2) Factores hormonales y reproductivos: 

- Factores reproductivos. 

- Hormonas endógenas. 

- Terapia hormonal. 

- Anticonceptivos orales. 

3) Altura. 

4) Estilo de vida:  

- Obesidad y sedentarismo. 

- Tabaco. 

- Alcohol. 

- Dieta. 

5) Factores ambientales. 

6) Factores clínicos. 
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II.3.1.- FACTORES GENÉTICOS Y FAMILIARES. 

 

Entre estos factores encontramos las mutaciones genéticas más conocidas en el 

cáncer de mama, BRCA1 y BRCA2, implicados en la regulación transcripcional y 

reparación del ADN. Pero también polimorfismos en H-ras-1, sulfotransferasa SULT1A1, 

o el genotipo XRCC3 Met/Met, relacionados con un aumento en la susceptibilidad 

(Salehi y col., 2008). Además, la mutación constitucional autosómica dominante de TP53 

en el síndrome de Li-Fraumeni predispone al cáncer de mama, al igual que la mutación 

de STK11 en el síndrome Peutz–Jeghers y la de CDH1 (E-caderina) en el cáncer gástrico 

difuso familiar.  La pérdida de heterocigosidad para el supresor tumoral PTEN también 

proporciona susceptibilidad al cáncer de mama, al igual que la pérdida de ATM. Por su 

parte, varias mutaciones en CHEK2 aumentan la susceptibilidad a la neoplasia mamaria. 

La mutación del gen NBS1 implicada en el síndrome de Nijmegen, así como la mutación 

687delT del gen RAD50 ocasionan carcinogénesis de la mama familiar. FGFR2, BRIP1 y 

PALB2 también aumentan el riesgo de cáncer mamario (Campeau y col., 2008). 

 

II.3.2.- FACTORES HORMONALES Y REPRODUCTIVOS. 

 

Los factores reproductivos son todos aquellos relacionados con un aumento en el 

periodo de exposición a los estrógenos: menarquia temprana, menopausia tardía, partos 

pre término, embarazo a una edad elevada, uso de anticonceptivos orales durante largos 

periodos, uso de terapia hormonal, y obesidad postmenopáusica (ya que se favorece la 

conversión de andrógenos a estrógenos en el tejido adiposo) (Ma y col., 2006). 

 

En cuanto a las hormonas endógenas, hay una relación entre los altos niveles de 

estrógenos endógenos, como estrona o estradiol, o sus precursores androgénicos, y el 

aumento del riesgo de cáncer de mama post y premenopáusico (Eliassen y Hankinson, 

2008). 

 

La terapia hormonal se usa para aumentar los niveles de estrógenos en la 

menopausia, momento en el cual, las mujeres tienen un menor contenido en estas 
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hormonas. Su uso continuado durante al menos 5 años aumenta el riesgo de padecer esta 

patología mamaria (Salehi y col., 2008). 

 

Por su parte, el uso de anticonceptivos orales aumenta el riesgo de cáncer de mama. 

Sin embargo, el riesgo vuelve a ser normal 10 años después de la suspensión del 

tratamiento (Casey y col., 2008; Salehi y col., 2008).  

 

II.3.3.- TALLA DE LAS MUJERES. 

 

Hay una asociación positiva entre la talla y el riesgo de cáncer de mama entre las 

mujeres post menopáusicas, muy probablemente relacionado con la ingesta energética y el 

estado nutricional en la infancia y adolescencia, así como el perfil hormonal durante la 

pubertad (Salehi y col., 2008). 

 

II.3.4.- ESTILO DE VIDA. 

 

La obesidad y el sedentarismo son dos importantes factores de riesgo sobre el cáncer 

de mama. El índice de masa corporal, peso en el nacimiento, crecimiento durante la 

infancia, aumento de peso a partir de los 45 años, y la obesidad post menopáusica, son 

factores de riesgo relacionados con el cáncer de mama. Del mismo modo que la actividad 

física genera un menor riesgo de sufrir esta neoplasia (Salehi y col., 2008). El tejido 

adiposo expresa enzimas del metabolismo esteroideo que promueven la síntesis de 

estrógenos desde sus precursores androgénicos. Por otra parte, la obesidad está 

relacionada con un descenso en los niveles de IGFBP-1 y -2, y por tanto un aumento de 

IGF-1 que tras su unión con la insulina origina un aumento en la proliferación celular e 

inhibición de la apoptosis, aunque los datos epidemiológicos son inconsistentes. Estudios 

más recientes evidencian que hormonas derivadas del tejido adiposo como la 

adiponectina y la leptina pueden estar directamente implicados en el desarrollo del cáncer 

de mama (Pischon y col., 2008). 

 

El consumo de tabaco también ha sido estudiado como posible factor de riesgo de 

cáncer de mama. El humo del tabaco causa una amplia variedad de tumores en humanos, 
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y contiene sustancias carcinogénicas mamarias demostradas en animales, no obstante, 

existe una amplia controversia en cuanto a su papel en la etiología de esta patología 

(Salehi y col., 2008). 

 

El consumo de alcohol se ha relacionado con el aumento en el riesgo de tener cáncer 

de mama, posiblemente relacionado con un mecanismo hormonal, ya que aumenta los 

niveles endógenos de estrógenos (Linos y Willett, 2007; Michels y col., 2007). 

 

Diversos componentes de la dieta han sido asociados en numerosos estudios con una 

mayor o menor disposición a sufrir cáncer de mama. Dada la relevancia de este factor, y la 

gran relación que guarda con la presente memoria de tesis, será tratado de forma 

individual en Antecedentes Bibliográficos. Apartado III. 

 

II.3.5.- FACTORES AMBIENTALES. 

 

Ciertas ocupaciones profesionales están relacionadas con un aumento en el riesgo de 

padecer cáncer de mama. Se trata por ejemplo de personas que están en contacto con 

radiaciones ionizantes (Doody y col., 2006), solventes orgánicos (Snedeker, 2006), campos 

electromagnéticos (Hardell y Sage, 2008), etc. No obstante, no todos los estudios apuntan 

en la misma dirección, así en un estudio de casos y controles realizado por Forssén y 

colaboradores, no se encontró relación alguna entre la exposición ocupacional a los 

campos electromagnéticos y el riesgo de neoplasia de la mama (Forssén y col., 2005). En 

cuanto a los contaminantes ambientales, tienen especial relevancia aquellos con actividad 

estrogénica (disruptores estrogénicos), bifenilos policlorados como los encontrados en 

pinturas, insecticidas como p,p’-DDE y p,p’-DDT, otros compuestos organoclorados como 

Mirex, hexaclorobenceno, dieldrín, clordán, TCDD, herbicidas con triazina, aldrín, 

lindano, etc., además de otros herbicidas y pesticidas. Otros contaminantes relacionados 

con la carcinogénesis mamaria son el cadmio y los compuestos aromáticos policíclicos 

como el benzo(a)pireno (ej. dimetilbenzo(α)antraceno o DMBA), benzo(b)fluoranteno, 

benzo(j)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e indeno (1,2,3-cd)pireno, presentes en diversos 

productos como los cigarrillos, combustibles fósiles, o alimentos ahumados o a la brasa 

(Salehi y col., 2008). 
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II.3.6.- FACTORES CLÍNICOS. 

 

Hay numerosas evidencias que muestran una relación entre la patología proliferativa 

benigna de la mama con hiperplasia atípica y un aumento en el riesgo de desarrollar un 

cáncer (Hartmann y col., 2005; Collins y col., 2007; Worsham y col., 2007). Además, una 

elevada densidad en la mamografía se ha relacionado con un incremento en el riesgo de 

tener una afección neoplásica mamaria (Martin y Boyd, 2008; Vachon y col., 2007). 

 

III.- PAPEL DE LA DIETA EN EL CÁNCER DE MAMA. 

 

La dieta se considera uno de los principales factores ambientales que contribuyen a la 

aparición de esta enfermedad, junto con factores metabólicos y genéticos (Willett, 2001; 

Forman y col., 2004).  

 

Las hipótesis actuales incluidas en los estudios experimentales, así como en los 

epidemiológicos, proponen la clasificación de alimentos, nutrientes y estilos de vida, en 

aquellos que incrementan el riesgo de cáncer de mama, y los que lo disminuyen. De este 

modo, la grasa, productos lácteos, alcohol, hidratos de carbono, o la carne, tienen una 

relación positiva con esta patología, mientras que otros como la fibra, frutas, verduras, 

vitaminas, antioxidantes o incluso una restricción calórica, presentan una asociación 

negativa. De los factores que parecen influir en mayor medida, la grasa procedente de la 

dieta es el componente cuya implicación en el aumento o disminución del riesgo de 

tumorogénesis mamaria, ha sido más ampliamente estudiada (Escrich y col., 2006; Escrich 

y col., 2007). 

 

Como veremos posteriormente, esa distinción entre positivamente o negativamente 

asociado con el riesgo de cáncer de mama, no tiene tanto que ver con la cantidad de 

lípidos ingeridos, como con el tipo de los mismos. Razón por la cual, dependiendo del 

lípido que estudiemos, dicha asociación estará o no a favor del riesgo antes comentado. 

De este modo, creemos indispensable tratar este factor a parte de la clasificación en 

función del tipo de asociación con el riesgo de neoplasia de mama. 
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Los factores dietéticos relacionados con la susceptibilidad a sufrir cáncer de mama se 

pueden presentar esquemáticamente como: 

1) Factores con asociación negativa: 

- Antioxidantes. 

- Fibra. 

- Fitoestrógenos. 

- Té verde. 

2) Factores con asociación positiva: 

- Productos lácteos. 

- Hidratos de carbono. 

- Carne y proteínas. 

3) Lípidos de la dieta y cáncer de mama. 

- Grasas saturadas. 

- Ácidos grasos poliinsaturados (AGPI) 

4) Aceite de oliva y cáncer de mama. 

 

III.1.- FACTORES CON ASOCIACIÓN NEGATIVA. 

 

Se refiere a aquellos cuya presencia no está asociada con el aumento del riesgo de 

cáncer de mama. Los antioxidantes podrían ser compuestos capaces de disminuir el 

riesgo al reducir el daño oxidativo que se produce en el ADN de las células epiteliales. Sin 

embargo, la mayor parte de los estudios de cohorte realizados sobre la ingesta de 

vitaminas A, C, E y β-caroteno en relación a la incidencia de cáncer de mama son 

inconsistentes (Michels y col., 2007).  

 

No obstante, y a pesar de la inconsistencia en los estudios es conveniente recordar 

que muchos carotenoides son potentes antioxidantes que defienden al ADN del daño 

producido por las ERO. Además, la vitamina A es capaz de regular la diferenciación 

celular y puede prevenir la carcinogénesis, observándose un efecto protector de éstos 

frente al cáncer de mama, reduciendo su riesgo de aparición. Por otro lado, la vitamina E 

inhibe tumores de mama en roedores, como se ha visto en múltiples experimentos. La 

vitamina C bloquea la formación de nitrosaminas carcinogénicas y el Selenio inhibe la 
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proliferación celular en estudios animales, aunque en cantidades de ingesta elevadas 

(Linos y Willett, 2007; Khan y col., 2008) 

 

La fibra también se considera un factor con asociación negativa sobre el cáncer de 

mama. Se ha especulado mucho sobre el efecto de las dietas ricas en fibra, y la protección 

que ofrecen frente al cáncer de mama, ya que son capaces de inhibir la reabsorción 

intestinal de los estrógenos excretados con la bilis. Sin embargo, no se han encontrado 

estudios que demuestren de forma concluyente este efecto protector, lo cual puede 

indicar que tal efecto quizás esté más relacionado con el tipo de fibra que con la cantidad 

total (Linos y Willett, 2007). Wayne y colaboradores describen que las dietas con elevado 

contenido en fibra son altamente beneficiosas para aquellas mujeres postmenopáusicas 

que ya han padecido cáncer de mama, puesto que esta fibra presenta influencias sobre 

hormonas sexuales, insulina, IGF-1 y péptido C (Wayne y col., 2007). 

 

Por otro lado, lo fitoestrógenos son compuestos naturales de las plantas clasificados 

en dos tipos: isoflavonas (presentes en la soja, como la ginesteína) y lignanos (en cereales, 

semillas, bayas, té, aceitunas, y algunas verduras). Cuando son metabolizados, sus 

metabolitos pueden mimetizar o modular la acción de los estrógenos endógenos, ya que 

se unen a sus receptores, e incluso pueden actuar como el tamoxifeno, reduciendo o 

incluso boqueando los efectos de estrógenos endógenos como el estradiol, aunque son 

menos potentes. También son capaces de alterar el metabolismo de los estrógenos, 

evitando la producción de metabolitos genotóxicos, reduciendo de este modo el riesgo de 

cáncer de mama. Sin embargo, altas dosis pueden incrementar la actividad de los 

estrógenos entre las mujeres postmenopáusicas, incluso, se ha visto un aumento de la 

densidad mamaria y de marcadores de proliferación celular en las mamas de las mujeres 

consumidoras de soja (Linos y Willett, 2007; Michels y col., 2007), razón por la cual, 

Salehi y colaboradores advierten que existe un riesgo asociado a la exposición a los 

llamados agentes disruptores, y entre ellos cita la ginesteína de la soja (Salehi y col., 2008). 

 

Los componentes del té verde, como el polifenol epigalocatequina galato, parecen 

tener efectos antiproliferativos sobre las células tumorales, aunque no hay una asociación 
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importante entre su consumo y la incidencia del cáncer de mama (Michels y col., 2007; 

Meeran y Katiyar, 2008). 

 

III.2.- FACTORES CON ASOCIACIÓN POSITIVA. 

 

Se refiere a aquellos cuya presencia está asociada con el aumento del riesgo de cáncer 

de mama. Entre estos encontramos los productos lácteos. Muy probablemente, esté 

relacionado con el contenido en grasas de este alimento. Además, el consumo de leche 

induce un aumento en los niveles de IGF-1, al menos a corto plazo, pudiendo afectar al 

riesgo de cáncer de mama. No obstante, los datos son inconsistentes, al igual que los 

obtenidos para la leche fortificada en vitamina D (Michels y col., 2007). 

 

En cuanto a los hidratos de carbono, los datos epidemiológicos son inconsistentes a 

la hora de relacionar a los carbohidratos con el riesgo de cáncer de mama, pero sí que 

parece existir una relación, ya que afecta a la resistencia a la insulina y a los niveles 

plasmáticos de dicha hormona y de glucosa, aunque también hay que tener en cuenta 

que, fundamentalmente en mujeres premenopáusicas, parece más importante la calidad 

que la cantidad absoluta de carbohidratos ingeridos (Key y Spencer, 2007; Michels y col., 

2007). 

 

Por su parte, el consumo de carne parece estar más relacionada con la grasa que 

tiene y con los productos genotóxicos derivados de su cocinado (aminas heterocíclicas) 

(Salehi y col., 2008). Sin embargo, puede ser que el riesgo aumente al incrementarse los 

niveles de IGF-1 tras el consumo de proteínas incluidas las de la carne, leche y huevos, ya 

que IGF-1 es un factor mitogénico que estimula el crecimiento celular (Michels y col., 

2007). 

 

III.3.- LÍPIDOS DE LA DIETA Y CÁNCER DE MAMA. 

 

Numerosos estudios epidemiológicos en humanos así como experimentos en 

animales de laboratorio, han implicado de forma directa a la grasa de la dieta como uno 

de los componentes de la misma relacionado con un aumento del riesgo de padecer 
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ciertos tipos de cánceres, especialmente de mama, colon y recto, próstata y ovarios. 

Ciertos estudios sugieren que no es la cantidad sino la calidad de la grasa lo realmente 

importante en el desarrollo de esta enfermedad. El hecho de que esta relación no exista 

en todos los cánceres sugiere una acción específica de los lípidos de la dieta mas allá de su 

aporte calórico (Granados y col., 2006). Los lípidos de la dieta se han asociado de forma 

particular con los cánceres de mama, colon-recto y próstata, y entre ellos, la 

tumurogénesis mamaria ha sido, hasta ahora, la más exhaustivamente estudiada (Perez-

Jimenez y col., 2005; Escrich y col., 2006). 

 

Desde hace muchos años se conoce la mayor incidencia de cáncer de mama en 

ratones alimentados con dietas ricas en grasas (Tannenbaum y col., 1942). Numerosos 

estudios ecológicos realizados en distintos países han establecido una relación positiva 

entre el consumo per cápita de grasa animal y la incidencia de cáncer de mama, sobre todo 

en mujeres postmenopáusicas (Granados y col., 2006) lo cual no ocurre cuando se 

consume aceite de oliva. Por el contrario, el grado de incidencia en los países 

mediterráneos es relativamente bajo comparado con la mayoría de los países occidentales. 

De este modo, los datos del año 1990 muestran que la tasa de incidencia ajustada por 

edad por cada 100.000 personas y año de cáncer de mama en los países mediterráneos es 

de 43, mientras que en otros países como Escandinavia, Reino Unido y Estados Unidos 

la misma tasa de incidencia es de 64, 70 y 90 respectivamente, con respecto a la población 

mundial (Trichopoulou y col., 2000). 

 

Han sido muchos los estudios de tipo caso-control que se han llevado a cabo con el 

fin de relacionar el consumo de grasa con el incremento del riesgo de padecer neoplasias 

mamarias. Sin embargo los resultados obtenidos son contradictorios (Kushi y 

Giovannucci, 2002; Duncan, 2004; Binukumar y Mathew, 2005).  

 

Si hacemos una revisión de los estudios ecológicos, podemos comprobar cómo hay 

unos que establecen una relación positiva entre el consumo de grasa total y el riesgo de 

padecer cáncer de mama (Bingham, 2003), otros describen una relación positiva no 

significativa (Cho, 2003) y otros no encuentran relación alguna (Byrne y col., 2002).  
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Estos resultados contradictorios en los estudios epidemiológicos se explican 

atendiendo a que en la relación entre el consumo de grasa y el riesgo de sufrir cáncer de 

mama es más importante el tipo de grasa que la cantidad total ingerida (Duncan, 2004). 

Por esta razón, nos centraremos en el efecto de las grasas saturadas, ácidos grasos 

poliinsaturados (AGPI) n-3 y n-6 sobre el riesgo de padecer esta patología.  

 

El elevado consumo de grasas saturadas se relaciona de forma positiva con un 

incremento en el riego de cáncer de mama, hecho que ha quedado patente mediante 

numerosos estudios y que son recogidos por otros autores como Do y colaboradores (Do y 

col., 2003). En el cáncer de mama experimental, las grasas saturadas ejercen un papel 

promotor de la carcinogénesis, aunque eso sí, menos potente que el ejercido por los 

AGPI n-6, efecto similar al que producen los ácidos grasos trans (Escrich y col., 2006). 

 

En cuanto a los ácidos grasos poliinsaturados (AGPI), varios estudios han analizado 

la posible relación del cociente de AGPI n-3/n-6 y el posible papel que pueden jugar en el 

riesgo del cáncer de mama, la mayoría de ellos han observado que un cociente de AGPI n-

3/n-6 más alto puede reducir el riesgo de neoplasia mamaria. Además, el consumo de 

pescado rico en AGPI n-3 está negativamente asociado con la incidencia de 

carcinogénesis de la mama. La relación existente entre los AGPI n-3 y n-6 con esta 

patología ha sido muy estudiada, y en muchas revisiones, queda patente la moderada 

asociación inversa entre la carcinogénesis mamaria y el consumo de AGPI n-3, al igual 

que la moderada asociación positiva entre los AGPI n-6 y el riesgo de este tipo de cáncer 

(Binukumar y Mathew, 2005; Escrich y col., 2007; Simopoulos, 2008). 

 

Los estudios experimentales llevados a cabo muestran que los AGPI de la serie n-6, 

fundamentalmente el ácido linoleico (18:2n-6), son los principales promotores de 

carcinogénesis (Escrich y col., 2007). Dicha promoción está asociada al hecho de que 

provocan el aumento en la expresión de COX-2. En relación a este aspecto se diferencian 

de los AGPI de la serie n-3, que sí disminuyen la expresión de dicha enzima (Escrich y col., 

2007). En relación a este hecho, Escrich y colaboradores comprobaron como una dieta 

con alto contenido en AGPI n-6 mostraba una alta capacidad estimulante de 

carcinogénesis mamaria experimental (Escrich y col., 2001), aspecto corroborado por otros 
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estudios (Solanas y col., 2002; Moral y col., 2003). Dentro de esta familia de AGPI, el ácido 

γ-linolénico (18:3n-6) es una excepción dado que se le han encontrado propiedades 

antiproliferativas (Kapoor y Huang, 2006). Además, el ácido linoleico conjugado podría 

tener un efecto inhibidor en el cáncer de mama (Kelley y col., 2007). 

 

En referencia a los AGPI de la serie n-3 (ácido α-linolénico, DHA o ácido 

docosahexanoico y EPA o ácido eicosapentanoico), los estudios llevados a cabo muestran 

un efecto inhibidor del crecimiento tumoral mamario y metástasis, tanto en modelos in 

vivo como in vitro. Los mecanismos biológicos de los AGPI n-3 en la carcinogénesis 

mamaria incluyen una inhibición de la producción de eicosanoides, disminución de la 

producción de COX-2, alteración de la respuesta de la proteína quinasa C al estímulo por 

hormonas y factores de crecimiento, cambio en la expresión de genes a través de rutas 

mediadas por PPAR, disminución de la expresión del factor nuclear NFkβ e inducción de 

la apoptosis celular (Escrich y col., 2006; Escrich y col., 2007). 

 

III.4.- ACEITE DE OLIVA Y CÁNCER DE MAMA. 

 

El aceite de oliva es un producto complejo formado por un número muy elevado de 

compuestos, desde ácidos grasos, pasando por una amplia fracción fenólica, hasta los 

pigmentos que le dan su color tan característico (Ramirez-Tortosa y col., 2006). Por 

supuesto, entre tanta cantidad y variedad de sustancias, hay algunas que presentan 

características especiales, lo que las hace poseedoras de actividades saludables, como por 

ejemplo, frente a enfermedades cardiovasculares, envejecimiento, Alzheimer, cáncer 

(mama, próstata, colon,…), etc., como quedó establecido en el primer documento 

consenso sobre el aceite de oliva virgen y sus efectos beneficiosos para la salud en Jaén 

(Perez-Jimenez y col., 2005). 

 

Una visión general de la capacidad antitumoral/quimiopreventiva del aceite de oliva 

virgen, nos indica que éste presenta un efecto protector en las distintas etapas del proceso 

carcinogénico, se podría decir que presenta una protección trifásica. Así, en la fase de 

iniciación, previene el daño oxidativo generado en el ADN, o bien la rotura de sus 

hebras. Por otra parte, los mecanismos por los cuales el aceite de oliva virgen ejerce sus 
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efectos protectores en la promoción y progresión del cáncer, se podrían deber a por 

cambios en las membranas celulares, alterando la biosíntesis tumoral de eicosanoides y las 

rutas de señalización, a la modulación de la expresión génica y a la prevención del daño 

en el ADN inducido por las ERO (Perez-Jimenez y col., 2005). 

 

Como es lógico, es imposible hacer un estudio de todos y cada uno de los 

componentes del aceite de oliva virgen, y su relación con el cáncer de mama. Por esta 

razón, a continuación se van a revisar los más representativos: ácido oleico, escualeno y 

esteroles, y compuestos fenólicos. 

 

III.4.1.- ÁCIDO OLEICO. 

 

Estudios de tipo casos-control realizados en España, Italia, y Grecia (Quiles y col., 

2001), afirmaron que el consumo de aceite de oliva está relacionado con una reducción 

significativa de entre el 14 y el 34% en el riesgo de cáncer de mama. El papel de los ácidos 

grasos monoinsaturados (AGMI) procedentes de aceite de oliva (ácido oleico) ha dado 

lugar una gran controversia en numerosos estudios. De este modo han sido relacionados 

directa o inversamente con el riesgo de cáncer de mama (Binukumar y Mathew, 2005; 

Granados y col., 2006).  

 

Los AGMI, fundamentalmente el ácido oleico (Figura 1), han dado resultados muy 

diferentes, desde un efecto no promotor, pasando por un efecto débilmente promotor 

hasta un cierto efecto protector (Escrich y col., 2006). Estudios como el de Costa y 

colaboradores han descrito cierta actividad mitótica por parte del ácido oleico, que podría 

ser debido al aumento de la ingesta calórica asociada al consumo de aceite de oliva (Costa 

y col., 2004). Ha quedado demostrado el papel modulador, posiblemente protector, del 

aceite de oliva virgen extra en la aparición y progresión de cáncer de mama experimental, 

mostrando un mayor tiempo de latencia, menor incidencia y menor multiplicidad 

tumoral. Sin embargo, sólo se ha observado una progresión más lenta y no una regresión 

tumoral (Escrich y col., 2006). Menéndez y colaboradores, describieron el efecto promotor 

de la apoptosis por parte del ácido oleico en líneas celulares humanas de cáncer de mama 

como consecuencia de la inhibición de la expresión del oncogén HER-2/neu (Menendez y 
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col., 2005). Anteriormente ya habían observado la capacidad del ácido oleico de potenciar 

la citotoxicidad del paclitaxel en células MDA-MB-231 (Menendez y col., 2001). Estos 

resultados sugieren que las dietas con alto contenido en aceite de oliva no presentan por 

ellas mismas capacidad terapéutica (Solanas y col., 2002). 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura molecular del ácido oleico. 

 

Los AGMI, en comparación con los AGPI, presentan un doble enlace, haciéndolos 

menos susceptibles a la oxidación, contribuyendo a la acción antioxidante y altamente 

estabilizadora dentro de la propia aceituna (Waterman y Lockwood, 2007). 

Concretamente, el alto contenido en ácido oleico del aceite de oliva, se ha relacionado 

con un efecto protector frente al daño oxidativo sobre el ADN, previniendo de este modo 

la iniciación tumoral (Escrich y col., 2007). No obstante, hay un estudio realizado por Yu y 

colaboradores, en el que se indica que el ácido oleico podría ser un potencial carcinógeno 

tras la epoxidación del 17β-estradiol (Yu y col., 2004). 

 

Como hemos visto en otras secciones de la presente memoria de tesis, el cáncer de 

mama tiene un gran componente hormonal, y concretamente, el ácido oleico se ha visto 

capacitado para inhibir la enzima ∆6-desaturasa, que se encuentra en las primeras fases 

del metabolismo de los AGPI, así como para probablemente reducir de la producción de 

PGE2 (prostaglandina E2). Además de su capacidad proangiogénica es protumorogénico y 

aumenta la síntesis de estrógenos al aumentar la expresión de la aromatasa (CYP19) 

(Escrich y col., 2007; Howe, 2007), lo que produce también una alteración de las rutas de 

transducción celular. También presenta propiedades moduladoras de la membrana y 

funciones celulares, como la modificación de las propiedades de la 

fosfatidilentanolamina, que posteriormente se incorpora a los fosfolípidos de las 

membranas y reduce la peroxidación lipídica, así como la regulación de la función y 

localización de proteínas G. Por último destacar que, junto a una propiedad supresora de 

la función inmune, el ácido oleico también es capaz de regular la expresión génica 
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(Escrich y col., 2007; Waterman y Lockwood, 2007). En este sentido, tiene la capacidad de 

reducir la expresión de HER-2/neu, tanto sólo como en combinación con trastuzumab 

(Herceptin®), en células de cáncer de mama, a través de un mecanismo que implica la 

sobre regulación de PEA-3 (Polyomavirus Enhancer Activator-3), que es capaz de reprimir 

la expresión de HER-2/neu (Menendez y col., 2005; Menendez y col., 2006). 

 

III.4.2.- ESCUALENO Y ESTEROLES. 

 

El escualeno es un hidrocarburo triterpénico (Figura 2) intermediario en la 

biosíntesis del colesterol, el cual de forma tradicional se ha sugerido como el responsable 

del menor riesgo de cáncer de mama atribuido al consumo de aceite de oliva (Newmark, 

1999; Sotiroudis y col., 2003; Sotiroudis y Kyrtopoulos, 2008). Debido a su estructura, 

parece probable que presente cierta capacidad antioxidante, más relacionada con la 

eliminación de oxígeno singlete que de radicales hidroxilo. No obstante, los estudios in 

vitro y en animales sugieren que el papel antitumoral del escualeno está relacionado con el 

efecto inhibidor de la actividad catalítica de la HMG-CoA (hidroxi-metilglutaril-CoA 

reductasa), lo que afecta a la activación de oncogenes como Ras (Waterman y Lockwood, 

2007; Sotiroudis y Kyrtopoulos, 2008). 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura molecular del escualeno. 

 

En cuanto a los esteroles presentes en el aceite de oliva, se trata de compuestos como 

el β-sitosterol o el campesterol, que presentan actividad anticarcinogénica in vitro, aunque 

dicho papel protector ocurre a elevadas concentraciones (Waterman y Lockwood, 2007; 

Sotiroudis y Kyrtopoulos, 2008). 
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III.4.3.- COMPUESTOS FENÓLICOS. 

 

En este apartado vamos a ver los mecanismos antitumorales/quimiopreventivos 

fundamentales de: lignanos, secoiridoides (oleuropeína) y alcoholes fenólicos 

(hidroxitirosol y tirosol). 

 

Como se ha revisado anteriormente, los lignanos, junto a las isoflavonas, completan 

un grupo de compuestos fitoquímicos que al ser metabolizados, dan lugar a compuestos 

de estructura similar a los estrógenos, y que reciben el nombre de fitoestrógenos. Los 

lignanos tienen actividad antiestrogénica, antiangiogénica, proapoptótica y antioxidante 

(Sotiroudis y Kyrtopoulos, 2008), y en células MCF-7 de carcinoma de mama han 

demostrado ser capaces de disminuir la proliferación inducida por el estradiol, así como 

la disminución de los niveles de estradiol libre (Owen y col., 2004). 

 

Entre los secoiridoides y alcoholes fenólicos encontramos al tirosol, hidroxitirosol y 

la oleuropeína (Figura 3). El principal mecanismo asociado a la capacidad 

anticancerígena atribuido al hidroxitirosol y oleuropeína, es el relacionado con su alta 

capacidad antioxidante (Owen y col., 2000; Visioli y col., 2002). Es de sobra conocido, que 

aquellos compuestos que presentan en su estructura el grupo catecol tienen una elevada 

potencia antioxidante. Concretamente, tanto el hidroxitirosol como la oleuropeína 

presentan ese grupo catecol en su estructura molecular, razón por la cual, tienen la 

facultad de eliminar de forma muy eficiente los radicales libre, incluso mejor que la 

vitamina E o el dimetilsulfóxido (DMSO), lo que implica una prevención del daño 

oxidativo en el ADN, previniendo así la mutagénesis y carcinogénesis (Owen y col., 2000; 

Visioli y col., 2002). Por su parte, el tirosol presenta mucha menos actividad antioxidante, 

razón por la cual, se necesitan cantidades elevadas de este compuesto para que dicha 

actividad sea adecuada (Waterman y Lockwood, 2007). Recientemente, otro compuesto 

secoiridoide, el oleocantal, ha sido estudiado como un inhibidor de la ciclooxigenasa y 

presentando una capacidad antiinflamatoria (Beauchamp y col., 2005). 
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Figura 3. Estructuras moleculares de los alcoholes fenólicos hidroxitirosol y tirosol, y del 

secoiridoide oleuropeína. 

 

Como se verá más adelante, el hidroxitirosol procede de la ruptura de la oleuropeína 

(Ramírez-Tortosa y col., 2006), razón por la cual comparten algunas acciones. Así por 

ejemplo, el hidroxitirosol es capaz de inhibir la expresión de HER2 en células de cáncer 

de mama resistentes a trastuzumab que sobreexpresan este oncogén (SKBR3), además de 

presentar actividad citotóxica sobre dichas células SKBR3, MCF7 (células de cáncer de 

mama con expresión natural de HER2) y MCF7/HER2 (células de cáncer de mama que 

sobreexpresan el oncogén) (Menendez y col., 2007). Sin embargo, los mejores resultados se 

han observado para la oleuropeína aglicona, que además de tener amplificados estos 

efectos, también produce apoptosis en dichas células (Menendez y col., 2007). Además, 

tanto el hidroxitirosol como la oleuropeína se han mostrado como potentes inhibidores 

de la enzima ácido graso sintasa, enzima clave de la conversión de hidratos de carbono en 

grasas y que tiene una gran implicación en la carcinogénesis, en células SKBR3 y MCF7 

que sobreexpresan el receptor HER2, lo que le confiere un alto poder quimiopreventivo 

(Menendez y col., 2008). 
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Dada la importancia del hidroxitirosol en el trabajo que aquí se presenta, éste será 

tratado de forma individual a continuación. No obstante, de forma somera se pueden 

adelantar algunos de los mecanismos propuestos a la hora de explicar su potencial efecto 

antitumoral. Y es que, junto a su alta capacidad antioxidante, reduce la actividad de las 

enzimas ciclooxigenasas, NAD(P)H oxidasa y lipooxigenasas, además de disminuir la 

agregación plaquetaria (Escrich y col., 2007; Waterman y Lockwood, 2007). 

 

IV.- HIDROXITIROSOL (HT). 

 

El hidroxitirosol es un compuesto fenólico hidrofílico (concretamente un alcohol 

fenólico) de la fracción minoritaria del aceite de oliva. Procede de la hidrólisis de la 

oleuropeína que se origina durante el proceso de maduración de las olivas, 

almacenamiento del aceite y elaboración de las aceitunas de mesa. A lo largo de estos 

procesos se da lugar a oleuropeína aglicona, HT y ácido elenólico, responsables en parte 

de ese gusto tan complejo y variado del aceite de oliva (Visioli y col., 2006) (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Procedencia del hidroxitirosol a partir de oleuropeína. 
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Como consecuencia del carácter polar de los compuestos fenólicos, entre los que se 

incluye el HT, se van a encontrar en grandes cantidades en los residuos procedentes del 

proceso de elaboración del aceite como el orujo, alpechín o las aguas de lavado. Por tal 

motivo, estos subproductos de la producción del aceite de oliva constituyen una fuente 

muy importante de HT. No obstante, el HT también tiene un comportamiento 

anfipático, razón por la cual esta molécula se encuentra en el aceite de oliva, donde su 

contenido oscila entre 113.7 y 381.2 mg/kg (Brenes y col., 2000; Fernández-Bolaños y col., 

2002). Además de encontrarse en la oliva, el HT también se localiza en la hoja del olivo, 

aunque se ve acompañado de otros compuestos fenólicos como la oleuropeína (Briante y 

col., 2002). 

 

España, junto a otros países mediterráneos como Italia o Grecia, tiene una gran 

tradición en el cultivo de la aceituna y en la elaboración y consumo del aceite de oliva, 

presentes ambos en nuestra dieta de forma habitual. La ingesta media de hidroxitirosol 

aportado por la dieta en España y publicado para el año 2002 es de aproximadamente 8 

mg/día (Ministerio de Sanidad y Consumo. Encuesta nacional de salud de España, 1989-

1999). 

 

IV.1.- FARMACOCINÉTICA DEL HIDROXITIROSOL. 

 

De forma general, se puede decir que los compuestos fenólicos del aceite de oliva 

tienen una absorción dosis-dependiente en animales y humanos, siendo excretados por 

orina, principalmente como glucurono-conjugados (Visioli y col., 2006). 

 

La absorción del hidroxitirosol se produce en el intestino delgado y colon (Vissers y 

col., 2002) y se ha sugerido que el transporte a través del epitelio intestinal se puede 

producir mediante difusión pasiva bidireccional (Manna y col., 2000). La absorción de 

este compuesto se produce de forma rápida, alcanzando una concentración plasmática 

máxima a los 5-10 minutos tras su ingesta, seguido de una rápida disminución (Bai y col., 

1998). La absorción del HT en ratas es diferente en función del vehículo que se utilice. 

Así por ejemplo, Tuck y colaboradores demostraron que se absorbe un 75% de HT 

cuando se administra en solución acuosa, y un 90% cuando se administra en vehículo 
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oleoso (Tuck y col., 2001). En un estudio similar pero en humanos, Visioli y 

colaboradores (Visioli y col., 2003), observaron que la eliminación de HT por orina es 

mayor cuando se administra en forma de aceite de oliva que cuando se hace con yogurt 

bajo en grasa o cuando dicho aceite está enriquecido en compuestos fenólicos. No 

obstante, hay que mencionar que debido a diferencias existentes entre ratas y humanos, 

tanto la absorción como la posterior excreción del HT y sus metabolitos difieren entre 

ambas especies (Visioli y col., 2003). 

 

Por último, tras la absorción postprandial se produce la unión del HT (así como de 

otros fenoles del aceite de oliva) a las lipoproteínas humanas circulantes (Bonanome y col., 

2000). Tanto en plasma, como excretados en orina encontramos: HT sólo, sus derivados 

orto-metílicos (alcohol homovanílico), glucurono-derivados (Miro-Casas y col., 2003), y sus 

glutationil-conjugados (Corona y col., 2006). 

 

Un estudio de distribución tisular tras administración intravenosa de HT marcado 

con radiactividad en ratas (D’Angelo y col., 2001), ha demostrado que su vida media en 

sangre es de 1-2 minutos, y que a los 5 minutos tras la inyección la mayor parte del HT 

marcado se encuentra en el riñón, lugar donde se acumuló hasta diez veces más HT 

radiactivo que otros órganos como músculo esquelético, hígado, pulmones, y corazón, los 

cuales presentaron niveles muy similares entre sí. Se ha demostrado que el HT es capaz de 

atravesar la barrera hematoencefálica, apareciendo en el cerebro, aunque hay que tener en 

cuenta que el HT puede ser generado endógenamente a partir de la dopamina (Edwards y 

Rizk, 1981) y del ácido dihidroxifenilacético a través de la dihidroxifenilacético reductasa 

del cerebro (Xu y Sim, 1995). A las 5 horas tras la inyección sólo permanece en el 

organismo de los animales un 0.1% del HT marcado. 

 

El HT se metaboliza rápidamente, primero en los enterocitos y después en el hígado, 

encontrándose sus metabolitos en sangre 5 minutos después de la inyección intravenosa 

(D’Angelo y col., 2001). Como ya se ha indicado anteriormente, en plasma se encuentran 

HT sólo, derivados orto-metílicos (alcohol homovanílico), glucurono-derivados, y sus 

glutationil-conjugados, estableciéndose que quizás, los derivados del ácido glucurónico y 

glutationil-conjugados se obtienen en los enterocitos e hígado, mientras que el alcohol 
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homovanílico aparece tras el metabolismo del HT en el hígado (Corona y col., 2006). 

D’Angelo y colaboradores proponen tres vías de metabolismo para el HT: 

 

1) Oxidación: a través de las enzimas alcohol-deshidrogenasa y aldehído-

deshidrogenasa, dando lugar al ácido dihidroxifenilacético (DHPA). 

 

2) Metilación: a través de la enzima catecol-O-metiltransferasa (COMT), dando lugar 

al alcohol homovanílico (AH). 

 

3) Metilación-Oxidación: reacción que se produce para formar el ácido homovanílico 

(AcH). 

 

También se generan un elevado número de conjugados con glucurónido y sulfato a 

partir del HT y de los metabolitos antes mencionados, siendo detectables tanto en plasma 

como en orina (Tuck y col., 2002). 

 

El tiempo que tardan el HT y sus metabolitos en ser eliminados por la orina oscila 

entre 5 horas para ratas (D’Angelo y col., 2001) y 4 horas para humanos (Miro-Casas y col., 

2001). Con anterioridad, ya se han mencionado las diferencias existentes entre humanos 

y ratas tanto en absorción como en eliminación de HT y sus metabolitos, principalmente 

debido a la ausencia de vesícula biliar en estos roedores. Este hecho supone que en ratas 

la absorción y eliminación sea menor que en humanos, lo cual debe ser tenido en cuenta 

a la hora de extrapolar los resultados de absorción/excreción procedentes de 

experimentos con ratas (Visioli y col., 2003; Visioli y col., 2006). 

 

IV.2.- ESTUDIOS DE TOXICIDAD CON HIDROXITIROSOL. 

 

Con el fin de testar la posible toxicidad de altas dosis de HT, D’Angelo y 

colaboradores administraron una dosis única de 2 g/kg de peso corporal en ratas, 

encontrando una ausencia de efectos tóxicos o alteraciones macroscópicas en órganos; 

sólo se indicó la aparición de piloerección a las 2 horas de la administración que 

desapareció antes de 48 horas (D’Angelo y col., 2001). Más recientemente, se ha publicado 
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un trabajo en el que la ausencia de toxicidad aguda y crónica es la nota predominante, 

usando una dosis de 2000 mg/kg/día de HT, sin encontrar efectos teratogénicos ni 

mutagénicos (Christian y col., 2004). 

 

IV.3.- HIDOXITIROSOL Y SALUD. 

 

Desde hace años el aceite de oliva se ha considerado como un producto con 

abundantes propiedades saludables. Los primeros estudios llevados a cabo mostraban su 

capacidad bactericida (Stevens, 1936), antirraquítica (Kon y Booth, 1934), así como su 

posible contenido en vitamina E (Ruccia, 1953). A partir de este momento, las 

investigaciones posteriores comenzaron a centrarse en las modificaciones del perfil 

lipídico que el aceite de oliva origina en animales de experimentación (Wagner, 1957). 

Comenzaban a describirse los efectos beneficiosos de este aceite y compuestos como el 

ácido oleico y escualeno en la secreción gástrica y movilización del colesterol (Schneider, 

1958; Okey y col., 1959). 

 

En 1962, Gounelle y colaboradores comenzaron a dudar sobre qué compuesto 

procedente del aceite de oliva era el que disminuía los niveles de colesterol. Ya que no 

podía ser sólo consecuencia de los lípidos ingeridos a través de este aceite. La razón era 

que países no mediterráneos consumían iguales o mayores cantidades de ciertos ácidos 

grasos que aquellos con dieta mediterránea (Gounelle y col., 1962). A partir de este 

momento el ácido oleico comenzó a estudiarse por sus posibles efectos beneficiosos sobre 

procesos como la aterosclerosis (Novikova, 1968), la trombosis (Hornstra y Lussenburg, 

1975), y otros. 

 

La investigación realizada durante décadas sobre los efectos saludables del aceite de 

oliva se ha centrado fundamentalmente en la enfermedad cardiovascular. Así, el estudio 

de los Siete Países concluyó que el consumo de AGMI, y concretamente de este aceite, es 

un factor clave en la cardioprotección encontrada en los países mediterráneos (Keys, 

1970; Keys, 1980; Keys y col., 1986). En general, los estudios epidemiológicos realizados 

no son consistentes. Sin embargo, en combinación con estudios de tipo caso-control, así 

como con estudios metabólicos y bioquímicos, apuntaron hacia los efectos saludables del 
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consumo de aceite de oliva, fundamentalmente en asociación con la dieta mediterránea 

(Massaro y col., 2006). Esta capacidad del aceite de oliva se ha relacionado con su 

contenido en AGMI, hasta tal punto que la American Health Association (AHA) indicó 

que el consumo de una dieta moderadamente rica en AGMI (15% de la ingesta calorica), 

y relativamente baja en AGPI (8% de la ingesta calórica) proporciona efectos beneficiosos 

sobre la salud cardiovascular (Kris-Etherton, 1999).  

 

Hoy día no hay duda acerca de que el tipo de grasa ingerida a través de la dieta 

influye de forma significativa sobre diversos aspectos de la salud. De este modo, es 

conocido que los ácidos grasos saturados incrementan los niveles plasmáticos de LDL, 

mientras que el ácido oleico aumenta los de HDL a la vez que disminuye ligeramente los 

de LDL (Katan y col., 1994; Katan y col., 1995). Estas influencias también tienen lugar 

sobre parámetros bioquímicos a nivel de membranas biológicas como la mitocondrial 

(Mataix y col., 1998; Quiles y col., 1999a) o de eritrocitos (Ruiz-Gutierrez y col., 1996). En 

este sentido, se sabe que el perfil lipídico de la dieta es capaz de modificar la composición 

en ácidos grasos de las membranas biológicas, así como diversos aspectos estructurales y 

funcionales del sistema de transporte electrónico mitocondrial y la susceptibilidad de la 

membrana mitocondrial a la oxidación (Quiles y col., 1999b; Ochoa-Herrera y col., 2001). 

En el caso concreto del aceite de oliva, se ha demostrado que genera membranas más 

resistentes a la peroxidación lipídica y más funcionales en comparación con lo que ocurre 

con fuentes grasas poliinsaturadas como el aceite de girasol (Quiles y col., 2006).  

 

Los estudios concernientes a la capacidad antioxidante del aceite de oliva se 

extienden a varios campos. Por ejemplo, se ha descrito un incremento en la capacidad 

antioxidante de la sangre de voluntarios alimentados con aceite de oliva (Perona y Ruiz-

Gutierrez, 2006). En referencia a la oxidación de las LDL, se ha observado que los AGPI 

n-3 incrementan la susceptibilidad de las LDL a tal oxidación, en comparación con los 

AGPI n-6 y AGMI (Ramirez-Tortosa y col., 1998). Sin embargo, las alteraciones oxidativas 

de la LDL producidas por un alto porcentaje de AGPI n-3 se pueden reducir con la 

administración simultánea de aceite de oliva (Ramirez-Tortosa y col., 1999a). Estos efectos 

de los AGMI sobre los lípidos circulantes y lipoproteínas aún generan controversia, a 
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pesar de que el consumo predominante de ácido oleico se ha relacionado con efectos 

saludables (Visioli y col., 2006). 

 

El aceite de oliva presenta otras acciones beneficiosas sobre la salud, como por 

ejemplo la reducción de la hipertensión (Perona y Ruiz-Gutierrez, 2006), la mejora de las 

situaciones trombogénicas (Miranda y col., 2006; Ruano y col., 2007), la prevención y 

mejora de la diabetes (Wright, 2006), reducción de los procesos inflamatorios (Yaqoob, 

2006; Puertollano y col., 2007), mejora de la enfermedad inflamatoria intestinal (Llor y 

col., 2006), etc., efectos relacionados con el contenido en AGMI (ácido oleico) del aceite 

de oliva. Además, la ingesta de dietas con aceite de oliva supone un descenso en la 

actividad secretora pancreática exocrina en perros, lo que implica un incremento en la 

utilización de determinados nutrientes como las proteínas (Ballesta y col., 1990; Ballesta y 

col., 1991). Este efecto está relacionado con los efectos del ácido oleico sobre el balance 

estimulación-inhibición de la secreción pancreática (Yago y col., 1997), y otros beneficios a 

nivel gastrointestinal (Mañas y col., 2006). 

 

Como hemos podido observar, los efectos saludables del consumo de aceite de oliva 

se han relacionado tradicionalmente con su alto contenido en ácido oleico. Esto ha sido 

también así en el caso de la enfermedad cardiovascular. Sin embargo, en relación a esto 

último hay que tener en cuenta que otros alimentos como la carne de cerdo y pollo 

también son ricos en este ácido graso. La ingesta de estos alimentos es sólo algo superior 

en los países mediterráneos en comparación con EEUU, por lo que los niveles de ácido 

oleico son bastante parecidos. Además, se ha visto como la población femenina de Malmö 

(Suecia) presenta mayores niveles de ácido oleico con respecto a las mujeres de Granada 

(España). A pesar de estos niveles similares e incluso superiores, la población 

mediterránea presenta menos casos de enfermedades cardiovasculares. Esta 

argumentación induce a pensar que el ácido oleico no es el único responsable de la 

protección cardiovascular del aceite de oliva (Covas y col., 2006b; Visioli y col., 2006; 

Martínez-González y col., 2008).  

 

En el sentido de que algún otro componente del aceite de oliva, aparte del ácido 

oleico esté relacionado con sus propiedades beneficiosas, diversos estudios realizados en la 
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última década han sido llevados a cabo. Así, Ochoa y colaboradores han descrito la 

relativa importancia de las fracciones saponificable e insaponificable del aceite de oliva 

virgen sobre la peroxidación lipídica en mitocondrias de corazón de conejo (Ochoa y col., 

1999). En ese mismo año, Ramirez-Tortosa y colaboradores encontraron que el ácido 

oleico no ere el único compuesto responsable del efecto antioxidante del aceite de oliva. 

De este modo, otros compuestos, principalmente los fenólicos de la fracción 

insaponificable, debían de ser los responsables, al menos en parte, de los efectos 

saludables del aceite de oliva (Ramirez-Tortosa y col., 1999b). Otros estudios han 

redundado en los aspectos beneficiosos de los compuestos minoritarios del aceite de oliva 

virgen. Así, se ha visto que el aceite de oliva refinado (exento de dichos fenoles), no tenía 

los efectos antioxidantes que sí presentaba el de oliva virgen (Quiles y col., 1999b; Quiles y 

col., 2002a). Posteriormente, estos autores describieron que la fracción fenólica del aceite 

de oliva mejoraba considerablemente la peroxidación lipídica de las lipoproteínas LDL, 

relacionado con un aumento de la capacidad antioxidante (Ochoa-Herrera y col., 2001; 

Ochoa y col., 2002). 

 

En la actualidad, está bien establecido que los efectos saludables del aceite de oliva 

no se concentran únicamente en su contenido en ácidos grasos. La idea fundamental 

reside en la presencia de compuestos minoritarios bioactivos, fundamentalmente fenoles 

con alta capacidad antioxidante como el hidroxitirosol (Pérez-Jiménez y col., 2007).  

 

IV.3.1.- HIDROXITIROSOL Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR. 

 

El hidroxitirosol ha demostrado en numerosos estudios que posee capacidad 

antiaterogénica con una gran potencia antioxidante. Actúa como un potente eliminador 

de radicales libres como el anión superóxido, peróxido de hidrógeno, ácido hipocloroso, 

etc. Además presenta una fuerte acción quelante de metales como el hierro, con lo que 

disminuye la aparición de ERO derivadas de reacciones de dicho metal (Visioli y col., 

2006; Bovicelli, 2007). Esta característica es precisamente la principal responsable de tal 

efecto en la aterosclerosis, caracterizada por la entrada de partículas de LDL oxidadas en 

el interior de la íntima arterial. La oxidación es probablemente debida a la acción de los 

macrófagos, células endoteliales y de la musculatura lisa. El HT es capaz de prevenir la 
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oxidación de estas lipoproteínas por parte de los macrófagos, ya que incrementa la 

capacidad antioxidante de estas células relacionado con los niveles de glutatión reducido 

(Di Benedetto y col., 2007). 

 

Esta capacidad antioxidante de LDL por el HT es un efecto que ya se intuía desde 

hace unas décadas. De hecho, Salami y colaboradores encontraron la menor presencia de 

isoprostanos y TBARS, y por tanto peroxidación lipídica en LDL debido al hidroxitirosol 

(Salami y col., 1995). Estudios posteriores confirmaron el efecto protector de este 

antioxidante sobre las lipoproteínas LDL, presentando un papel modulador de la 

aterosclerosis, tanto en modelos in vitro como en animales (Wiseman y col., 1996; 

Marrugat y col., 2004; González-Santiago y col., 2006; Visioli y col., 2006; Di Benedetto y 

col., 2007; Rietjens y col., 2007b). Además, se ha constatado que la incubación de plasma 

con compuestos fenólicos del aceite de oliva (entre ellos el hidroxitirosol) reduce y 

previene la oxidación de LDL (Leenen y col., 2002). 

 

La lipemia postprandial es un factor de riesgo de aterosclerosis (Covas y col., 2006b) y 

en este sentido, se ha descrito cómo el HT posee una capacidad hipocolesterolemiante, 

disminuyendo los niveles plasmáticos de LDL y colesterol total en ratas alimentadas con 

dietas altas en contenido lipídico. Además, posibilita una disminución de triglicéridos y 

un aumento de los niveles de HDL y la capacidad antioxidante plasmática, reduciendo así 

la oxidación de LDL (Fki y col., 2007; Jemai y col., 2008a; Jemai y col., 2008b). 

 

El efecto antiaterogénico del HT no sólo parece estar relacionado con la disminución 

de la oxidación de las partículas LDL. Se ha descrito un descenso en la expresión de 

moléculas de adhesión VCAM-1, ICAM-1 en células endoteliales in vitro relacionado con 

la inactivación de NFkβ, AP-1, GATA y NAD(P)H oxidasa (Carluccio y col., 2003; 

Dell'Agli y col., 2006; Carluccio y col., 2007; Pérez-Jiménez y col., 2007). Además, este 

antioxidante mejora el estrés oxidativo que deteriora los niveles de óxido nítrico y por 

tanto la relajación aórtica, incrementando la protección del endotelio vascular (Rietjens y 

col., 2007a). Sin embargo, no se ha encontrado que el HT incremente la producción de 

óxido nítrico en células endoteliales, lo cual podría significar que no ejerce su acción  de 

forma directa sobre la óxido nítrico sintasa endotelial (Schmitt y col., 2007). Este aspecto 
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está en contraposición con lo descrito por González-Correa y colaboradores en ratas, los 

cuales han observado que el HT aumenta los niveles plasmáticos y aórticos de óxido 

nítrico (González-Correa y col., 2008b).  

 

A pesar de que todos estos estudios demuestran que el HT está relacionado con la 

disminución de la placa de ateroma, Acín y colaboradores describen como el 

hidroxitirosol favorece la lesión aterosclerótica en ratones deficientes de ApoE (Acín y 

col., 2006). 

 

IV.3.2.- EFECTOS ANTIINFLAMATORIOS Y ANTIAGREGANTES 

PLAQUETARIOS DEL HIDROXITIROSOL. 

 

Uno de los factores implicados en los procesos trombóticos es la agregación 

plaquetaria. El hidroxitirosol se podría considerar como antitrombótico, ya que reduce de 

forma significativa la agregación plaquetaria. Petroni y colaboradores describieron como 

el HT disminuye la síntesis de tromboxano B2 en un modelo in vitro de plasma rico en 

plaquetas. Este efecto se debe a una reducción en la producción de eicosanoides 

derivados del ácido araquidónico (como 12-hidroxieicosatetranoico o 12-HETE) (Petroni 

y col., 1995). Por su parte, González-Correa y colaboradores recientemente han observado 

una disminución en la síntesis de tromboxano A2 mediada por la reducción de su 

metabolito, el tromboxano B2. Dicho descenso se debió principalmente a la inhibición de 

la actividad de la enzima ciclooxigenasa (COX). Para estos autores, dichos efectos 

antritrombóticos serían ayudados por la disminución en la producción de prostaciclina 

vascular, efectos similares a los que presenta el ácido acetil salicílico (González-Correa y 

col., 2008a; González-Correa y col., 2008b).  

 

Otros autores han observado que el HT ocasiona una reducción en la producción de 

leucotrieno B4 de leucocitos (Petroni y col., 1997; De la Puerta y col., 1999). Por su parte, 

Dell’Agli y colaboradores han indicado que la reducción de la agregación plaquetaria se 

debe, además de a todo lo anterior, a la reducción que el hidroxitirosol ocasiona sobre la 

AMPc y GMPc fosfodiesterasa plaquetaria (Dell’Agli y col., 2008). Otro mecanismo 

relacionado con esta inhibición de la agregación de las plaquetas es la inhibición selectiva 
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de la síntesis de eicosanoides por parte de las enzimas 5- y 12-lipooxigenasa (5- y 12-LOX) 

en leucocitos  (De la Puerta y col., 1999; Visioli y col., 2005). 

 

La menor expresión de moléculas de adhesión como VCAM-1, ICAM-1 también está 

relacionada con las propiedades antiinflamatoria y antiagregante plaquetaria del 

hidroxitirosol (Carluccio y col., 2003; Dell'Agli y col., 2006). También ocasiona una 

reducción de la síntesis de prostaglandina E2 (PGE2) como consecuencia del bloqueo 

indirecto de las enzimas óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) y ciclooxigenasa-2 (COX-

2). Dicho efecto se produce por la prevención de la activación transcripcional de NF-kβ, 

IRF-1 y STAT-1α, previniendo la activación de macrófagos J774 de ratón (Maiuri y col., 

2005). Se sabe que el hidroxitirosol es capaz de originar aductos arilantes/alquilantes en 

los residuos de cisteína de NF-kβ. Esta acción del HT sobre dicho factor bloquea la 

transcripción de las enzimas COX-2 y 5-LOX, reduciendo la síntesis de PGE2 y por tanto 

la inflamación crónica asociada a enfermedades como el cáncer (Cornwell y Ma, 2008). 

  

La capacidad antiinflamatoria del HT también ha sido observada en un modelo de 

osteoporosis postmenopausica y senil en ratas causada por la deficiencia de estrógenos 

(Puel y col., 2008). En dicho modelo se observó una reducción de la inflamación asociada 

a estas patologías, previniendo además la osteopenia al aumentar la formación ósea. 

 

El HT también favorece la acción de las células del sistema inmune, protegiendo a los 

neutrófilos de la oxidación mediada por H2O2 gracias a su elevada capacidad antioxidante 

(O'Dowd y col., 2004). Además, también se ha observado que protege eficazmente el ADN 

de células mononucleares sanguíneas (Fabiani y col., 2008b) y monocitos periféricos de 

pacientes con Alzheimer (Young y col., 2008). En este sentido, se han realizado diversos 

estudios en los que se ha mostrado la protección que ejerce el HT frente al daño 

genotóxico que los radicales libres producen en el ADN en múltiples líneas celulares 

humanas (Quiles y col., 2002b; Nousis y col., 2005; Grasso y col., 2007; Fabiani y col., 

2008b). Por último, el HT aumenta los niveles citosólicos de Ca2+ activando a los 

linfocitos T y B (Palmerini y col., 2005). 
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De la Puerta y colaboradores realizaron un estudio en un modelo de ratón con 

inflamación inducida en la oreja mediante ácido araquidónico y/o ésteres del forbol. Se 

produjo una disminución en la hinchazón entre un 33-45%, relacionada con la menor 

infiltración de neutrófilos mediada por la inhibición de la mieloperoxidasa (De la Puerta 

y col., 2000). 

 

IV.3.3.- EL HIDROXITIROSOL COMO AGENTE ANTIMICROBIANO. 

 

Desde hace muchos años se ha testado la capacidad del aceite de oliva y del extracto 

procedente de las hojas del olivo como agentes antimicrobianos, siendo activos frente a 

Escherichia coli, Candida albicans, KluyVeromyces marxianus, Clostridium perfringens, 

Streptococcus mutans, Shigella sonnei, Salmonella enterica, etc. (Medina y col., 2006). Al 

parecer, los principales responsables del efecto antimicrobiano en las aceitunas serían las 

formas dialdehídicas y descarboximetílicas del ácido elenólico unidas al hidroxitirosol 

(Medina y col., 2007).  

 

Por su parte, el HT ha demostrado in vitro que también posee propiedades 

antimicrobianas frente a agentes infecciosos del tracto respiratorio y gastrointestinal como 

Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Salmonella typhi, Haemophilus influenzae, 

Staphylococcus aureus o Moraxella catarrhalis, a unas concentraciones inhibitorias bajas, 

incluso menores a las de ciertos antibióticos como la ampicilina (Bisignano y col., 1999), 

además de micoplasmas como Mycoplasma pneumoniae (Furneri y col., 2004). 

 

IV.3.4.- ACCIÓN ANTICANCERÍGENA DEL HIDROXITIROSOL. 

 

El efecto antitumoral del HT se ha estudiado como consecuencia de su capacidad 

para inhibir la proliferación y favorecer la apoptosis de varias líneas de células tumorales 

por diversos mecanismos, además de servir como quimiopreventivo por su alta actividad 

antioxidante. Della Ragione y colaboradores mostraron que el HT es capaz de detener el 

ciclo celular, reduciendo el crecimiento y proliferación, así como la inducción de la 

apoptosis en células HL60 (leucemia promielocítica) y HT29 (adenocarcinoma de colon). 

Se trata de un efecto dependiente de fenotipo, ya que según este estudio no afecta a las 
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células de colon Caco2 pero sí a los linfocitos (Della Ragione y col., 2000). Sin embargo 

estos estudios afirman que el HT no produce apoptosis en linfocitos no cancerígenos 

(Fabiani y col., 2002). Esta disparidad podría ser debida a los diferentes ensayos de 

apoptosis llevados a cabo por uno y otro grupo de investigación. Della Ragione indica que 

la apoptosis inducida por el HT es dependiente de la liberación de citocromo c, lo que 

activa la caspasa efectora 3, indicando dichos autores que esto excluye la vía de receptor 

muerte Fas, ya que la liberación de citocromo c precede a la activación de la caspasa 8 por 

parte del receptor Fas (Della Ragione y col., 2000). Que se produzca la liberación de 

citocromo c no excluye por completo a la activación de Fas, ya que se ha encontrado un 

nexo de unión entre la apoptosis vía receptores de muerte (FAS/CD95, TRAIL, TNF) y la 

vía mitocondrial, es decir, entre la vía extrínseca e intrínseca de la apoptosis (Jin y El-

Deiry, 2005). 

 

Más adelante, se elucidó que una de las posibles vías por la que el HT ocasiona 

apoptosis es la activación de c-jun por parte de JNK, que bajo ciertas circunstancias 

produce la muerte celular, y la inactivación por este antioxidante de la proteína 

antiapoptótica Bcl-2 (Della Ragione y col., 2002). 

 

Como ya se ha indicado, Fabiani y colaboradores también realizaron un estudio 

sobre células HL60 demostrando que el HT inhibe la proliferación celular bloqueando la 

fase G1 del ciclo, con un incremento proporcional de células en la fase G0/G1 y una 

disminución concomitante en las fases S y G2/M. Los mecanismos que propusieron son 

los que siguen: 1) bloqueo directo del HT sobre quinasas dependientes de ciclinas (CDK); 

2) inducción de los inhibidores de CDKs (Cdkn2a/p16); 3) bloqueo de mensajeros 

implicados en la proliferación celular como las ERO (Fabiani y col., 2002), produciendo 

apoptosis y favoreciendo la diferenciación de dichas células HL60 (Fabiani y col., 2006). 

Recientemente, los mismos autores han descrito que el hidroxitirosol (100 μM) causa un 

incremento de p21WAF/Cip1 y p27Kip1 (inhibidores de CDKs), así como una inhibición de 

CDK6 en el mismo tipo de células, generando una detención en las fases G2/M y 

G0/G1, y mostrando también que el HT causa apoptosis en células que están en la fase S 

(Fabiani y col., 2008a) (Figura 5). 
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Figura 5. Mecanismos moleculares implicados en el ciclo celular. 

 

Guichard y colaboradores indicaron que el HT produce en células HT29 una 

detención del ciclo celular en las fases S y G2/M, pero la concentración estudiada era 

mucho mayor que en el estudio anterior (400 μM) y las células usadas diferentes. Además, 

mostraron como el HT originaba una apoptosis dependiente de la inducción de estrés en 

el retículo endoplasmático. Esta situación conlleva la activación de la vía proapoptótica 

Ire1/JNK/c-jun/AP-1/Nox-4 (resultados que concuerdan, al menos en parte, con los 

obtenidos por Della Ragione y col., 2000). Además, se originaba una inhibición de la vía 
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pro-supervivencia PI3K/Akt/PKB (probablemente por la activación de la fosfatasa 

serina/treonina PP2A, que inactiva a Akt) y previniendo la activación de NFkβ 

dependiente de TNFα (Guichard y col., 2006). 

 

En células de adenocarcinoma de colon invasivas (HT115) el HT no ha demostrado 

tener una acción reductora significativa de la capacidad invasora de dichas células 

(Hashim y col., 2008). Según Corona y colaboradores, el hidroxitirosol ejerce su actividad 

antiproliferativa en células de cáncer de colon Caco2 al inhibir la actividad de p38 y 

CREB (cAMP Response Element Binding protein), y la subsiguiente reducción de la 

expresión de COX-2 (Corona y col., 2007). 

 

Además de estudiarse los posibles mecanismos por los cuales el HT ejerce sus 

características antiproliferativas, también se ha mostrado la acción inhibidora de los 

daños que la radiación ultravioleta ocasiona en células de melanoma (D'Angelo y col., 

2005), así como en células de hepatocarcinoma (Hepg2) sometidas a tert-

butilhidroperóxido (Goya y col., 2007). 

 

Como ya se ha comentado anteriormente, el hidroxitirosol es capaz de inhibir la 

expresión de HER2 en células de cáncer de mama resistentes a trastuzumab (Herceptin®, 

Roche) que sobreexpresan este oncogén (SKBR3), además de presentar actividad 

citotóxica sobre dichas células SKBR3, MCF7 (células de cáncer de mama con expresión 

natural de HER2) y MCF7/HER2 (células de cáncer de mama que sobreexpresan el 

oncogén). Sin embargo, los mejores resultados se han hallado en estos estudios para la 

oleuropeína aglicona, que además de tener amplificados estos efectos, también produce 

apoptosis en las mencionadas células (Menendez y col., 2007). Además, tanto el 

hidroxitirosol como la oleuropeína se han mostrado como potentes inhibidores de la 

enzima ácido graso sintasa, enzima clave de la conversión de hidratos de carbono en 

grasas y que tiene una gran implicación en la carcinogénesis, en células SKBR3 y MCF7 

que sobreexpresan el receptor HER2, lo que confiere un alto poder quimiopreventivo 

(Menendez y col., 2008). 
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Por último, un mecanismo descrito recientemente implica a las catecol quinonas 

procedentes del metabolismo del hidroxitirosol y de la reacción con H2O2. Se trata de 

especies reactivas electrofílicas arilantes que producen aductos de Michael con nucleófilos 

tiol en glutatión y proteínas. De este modo ejercen sus propiedades citotóxicas, 

antiinflamatorias y anticancerígenas, muy probablemente debido a la inhibición de NFkβ 

por estas quinonas. Éstas se unen a los residuos de cisteína formando aductos 

arilantes/alquilantes e imposibilitando la unión del factor de transcripción con el ADN, 

que impide de este modo el inicio de la transcripción de COX-2 y 5-LOX, reduciendo la 

síntesis de PGE2 y por tanto la inflamación crónica. Además presenta actividad 

antitumoral (Cornwell y Ma, 2008). 

 

A la vista de los estudios revisados se puede concluir que todo lo que se sabe 

proviene de estudios in vitro, ya que no hay ninguno realizado in vivo que demuestre que 

el HT es capaz de bloquear o disminuir la proliferación y crecimiento tumoral. 

 

V.- MODELOS DE CARCINOGÉNESIS MAMARIA EN ROEDORES.  

 

Los modelos tanto de ratas como de ratones, han proporcionado una información 

fundamental para el correcto entendimiento de las alteraciones biológicas, celulares y 

moleculares implicadas en el desarrollo neoplásico de la glándula mamaria. Los modelos 

animales presentan características relevantes, así por ejemplo, aquellos químicos 

desarrollados en ratas son fáciles y reproducibles. Mientras que aquellos que usan ratones 

presentan la ventaja de poder introducir alteraciones genéticas en la célula epitelial de la 

mama (Medina, 2007). Hay que destacar que los modelos de carcinogénesis de la mama 

desarrollada en ratas presentan características que se asemejan al cáncer de mama que se 

desarrolla en humanos (Shull, 2007). 

 

La importancia de los modelos animales en el campo del cáncer abarca disciplinas 

variadas como la actividad física. Así por ejemplo, este tipo de modelos han sido muy 

importantes, ya que los estudios epidemiológicos no aportan información detallada sobre 

esta asociación causal (Hoffman-Goetz, 2003). 
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Uno de los aspectos más importantes que deben cumplir los modelos animales in vivo 

es que sean capaces de reproducir, de la forma más exacta posible, la enfermedad 

humana. Este hecho es imprescindible para elucidar los procesos carcinogénicos 

mamarios, así como la influencia de factores externos y los propios del huésped sobre el 

desarrollo neoplásico (Escrich, 1987).  

 

La siguiente sección se resume brevemente en los siguientes epígrafes:  

1) Modelos obtenidos por ingeniería genética: 

a) Nulos o deficientes en algún gen. 

 

 

b) Transgénicos. 

2) Modelos no generados por ingeniería genética: 

a) Tumorogénesis espontánea. 

b) Radiación.

c) Modelos de implantes/transplantes.

d) Modelos químicamente inducidos:  

o PhIP. 

o  MNU. 

o  DMBA: farmacocinética del DMBA y características histopatológicas 

del modelo. 

o Estudios de expresión génica en ratas con cáncer de mama 

químicamente inducido. 

 

V.1.- MODELOS OBTENIDOS POR INGENIERÍA GENÉTICA. 

 

En las últimas dos décadas, se han creado modelos de cáncer de mama por ingeniería 

genética para estudiar los mecanismos de formación, invasión y metástasis. Encontramos 

dos tipos: modelos nulos o deficientes en algún gen y los modelos transgénicos. Los 

primeros se obtienen tras someter a los animales a mutaciones o delecciones alélicas 

específicas, constituyendo la herramienta adecuada para estudiar la tumorogénesis en 

ausencia de supresores tumorales específicos; mientras que los segundos se obtienen al 

introducir un ADN extraño en el genoma del animal, promoviendo la sobreexpresión 

tejido-específica de un oncogén para determinar los efectos en la tumorogénesis. Es muy 
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común la combinación de ambos modelos, lo que ayuda a observar las interacciones que 

se producen entre múltiples genes, como por ejemplo los modelos bitransgénicos o los 

que combinan los transgénicos con los nulos o deficientes en algún gen (Blackshear, 

2001; Kwon y col., 2007; Shoushtari y col., 2007; Vargo-Gogola y Rosen, 2007). 

 

En este tipo de modelos hay que tener en cuenta la influencia de la cepa del animal 

usada (llamada cepa de fondo), ya que contribuye a la aparición de diferencias en la 

morfología y latencia tumoral. Otro factor a tener en cuenta en los modelos transgénicos 

es el promotor usado para dirigir la expresión de los transgenes a la glándula mamaria, ya 

que puede alterar la morfología y fenotipo del modelo. Los promotores usados para 

dirigir la expresión específica del tejido son predominantemente virus (MMTV, Mouse 

Mammary Tumors Virus), proteínas (Whey acidic protein o WAP y beta lactoglobulina), 

metalotionina y C3 (Blackshear, 2001; Kwon y col., 2007; Shoushtari y col., 2007; Vargo-

Gogola y Rosen, 2007). 

 

Los modelos nulos o deficientes en algún gen se fundamentan básicamente en la 

generación de una mutación o una delección de un alelo específico en un gen supresor, lo 

que produce la pérdida de heterocigosidad tan común en el cáncer de mama humano. Es 

en este grupo en el que encontramos los ratones knockout (en los que el gen en concreto 

se ha eliminado) y los knockdown (aquellos en los que un gen específico presenta una 

expresión reducida). Las alteraciones más comúnmente introducidas son aquellas que 

afectan a los supresores tumorales BRCA1, BRCA2 y p53 (Blackshear, 2001; Kwon y col., 

2007; Shoushtari y col., 2007; Vargo-Gogola y Rosen, 2007). 

 

Los modelos transgénicos y su combinación con otros (bitransgénicos, nulos o 

deficientes en algún gen) se usan para explorar el papel que tienen los factores de 

crecimiento y sus receptores, proteínas transductoras de señales, ciclo celular y 

metaloproteasas de la matriz. Las características principales de estos modelos son: 1) la 

sobreexpresión del transgen, junto con otras alteraciones son las que conducen a la 

aparición de tumores; 2) la latencia y el fenotipo tumoral dependen de la genética de la 

cepa de fondo, del promotor y del nivel de expresión que alcanza el transgen; y 3) los 

modelos transgénicos desarrollan una variedad de fenotipos tumorales cuya morfología 
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no se adapta a los esquemas clásicos (Blackshear, 2001; Kwon y col., 2007; Shoushtari y 

col., 2007; Vargo-Gogola y Rosen, 2007). 

 

Se usan diferentes tipos de retrovirus y virus ADN para crear modelos tumorales 

mamarios transgénicos. Entre estos encontramos el virus MMTV, que induce mutaciones 

en los genes relacionados con Wnt (Wnt1, Wnt3, Wnt10b), Notch (NOTCH4/int-3) y 

factor de crecimiento de fibroblastos; el virus Polyoma Middle T, que afecta las señales de 

transducción de Src, fosfatidil inositol 3 kinasa (PI3K) y Ras, y el virus SV40 (simian virus 

40), que inactiva p53 y proteínas de la familia Rb (retinoblastoma). En ratas existe la 

posibilidad de inyectar adenovirus de tipo 9 (AD9) en la glándula mamaria (Thompson y 

Singh, 2000).  

 

Se pueden introducir oncogenes relacionados con proteínas de la matriz extracelular 

(metaloproteasas de la matriz como la matrisilina), factores de crecimiento y sus 

receptores (HER-2/neu, IGF-1), proteínas transductoras de señales (Wnt1, Src, Ras, Akt1) 

o reguladores del ciclo celular (ciclina D1, c-Myc) (Blackshear, 2001; Kwon y col., 2007; 

Shoushtari y col., 2007; Vargo-Gogola y Rosen, 2007). 

 

V.2.- MODELOS NO GENERADOS POR INGENIERÍA GENÉTICA. 

 

V.2.1.- TUMOROGÉNESIS ESPONTÁNEA. 

 

Los tumores espontáneos en roedores suceden con una extensión variable y suelen 

encontrarse en estudios a largo término (Russo y Russo, 1996), como por ejemplo los 

destinados a la observación de los efectos del envejecimiento. No sólo tienen una baja 

incidencia tanto en ratones como en ratas, sino que además, hay una alta variabilidad en 

la incidencia de los tumores espontáneos que más comúnmente aparecen en estos 

animales (Hoffman-Goetz, 2003).  

En el caso de los ratones, la aparición espontánea de tumores mamarios, está 

relacionada con la infección previa de las hembras con el virus del tumor mamario de 

ratones (MMTV, Mouse Mammary Tumors Virus) o por provirus endógenos menos 

virulentos, y no debido a la inyección intencionada de tales virus, razón por la cual, se 
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encuadran dentro de esta categoría. El tipo de tumores que se desarrollan más 

comúnmente (muchos de los cuales son hormonodependientes) son los 

adenocarcinomas, y la respuesta tumorogénica es superior en hembras multíparas que en 

aquellas estériles (Russo y Russo, 1996). La incidencia de aparición de lesiones en la 

mama, no sólo varía en función de la capacidad reproductora de las hembras o del 

estímulo con sustancias exógenas, sino que también influye el tipo de cepa en cuestión. 

Así por ejemplo, se ha observado una mayor incidencia en ratones C3H que en BALB/c 

(Hoffman-Goetz, 2003). 

 

La aparición espontánea de tumores mamarios en ratas depende de la cepa, edad y de 

las influencias endocrinas. Así pues, la incidencia en ratas de edad superior es más alta 

que en las más jóvenes, en las multíparas que en las estériles, y la suplementación crónica 

con hormonas, como los estrógenos, incrementa la incidencia de fibroadenomas, como 

también la administración de hormona del crecimiento o de prolactina, que aumentan la 

aparición de otro tipo de tumores benignos. Este tipo de modelo es más usual en las 

hembras de las cepas August, Albany-Hooded, Copenhagen, Fisher, Lewis, Osborne-

Mendel, Sprague-Dawley, Wistar y Wistar Furth; sin embargo, el periodo de latencia de 

este modelo es tan sumamente alto (2 años), que la utilidad en estudios experimentales es 

muy limitada (Russo y Russo, 1996). 

 

V.2.2.- RADIACIÓN. 

 

La glándula mamaria de la rata es extremadamente sensible a la carcinogénesis 

inducida mediante radiación. Esta se puede dirigir localmente hacia la mama o bien 

aplicarse a todo el cuerpo (Thompson y Singh, 2000). El tipo de radiación más 

ampliamente usado es la ionizante (rayos X o γ), siendo las cepas de ratas Sprague-Dawley 

y Lewis las más susceptibles, dando lugar a adenocarcinomas o fibroadenomas 

hormonodependientes (Russo y Russo, 1996). 
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V.2.3.- MODELOS DE IMPLANTES/TRASPLANTES. 

 

Dentro de este modelos encontramos los siguientes métodos de inducción de cáncer 

de mama: ortotópico/xenotrasplante y trasplante singénico.  

 

La implantación ortotópica consiste en la implantación de células tumorales 

humanas en ratones inmunodeprimidos, ya que estos animales no rechazan los 

trasplantes ortotópicos de células tumorales xenogénicas (cultivos de líneas celulares 

humanas o bien células procedentes de tumores humanos) o alogénicas (otras cepas de 

ratones), siendo muy útiles para estudiar el comportamiento metastásico de las células 

cancerosas (especialmente de origen humano) in vivo. El principal problema que tiene el 

uso de este tipo de animales es que al estar comprometido el sistema inmune se puede 

afectar el desarrollo y progresión de los tumores, ya que la inmunidad no ejerce ningún 

efecto sobre la neoplasia como sí ocurre en los humanos. Otra limitación del modelo es el 

lugar de implantación, así pues, el xenotrasplante se suele hacer en el lateral del ratón, y 

su microambiente puede alterar el crecimiento y potencial metastásico de las células, 

mientras que el implante ortotópico se hace en la glándula mamaria, que aunque no 

afecta el microambiente, hay otros factores como el estroma que la hacen diferente a la 

humana. 

 

Entre las líneas celulares humanas de cáncer de mama que se usan en los trasplantes 

encontramos: MCF-7 (estrógeno dependiente), MCF-7/ADR (estrógeno dependiente, 

resistente a múltiples fármacos), MDA-MB-231 (estrógeno independiente, metastásica), 

MDA-MB-435 (estrógeno independiente, metastásica), BT-549 (estrógeno independiente), 

HS578T (estrógeno independiente, metastásica), T47D (estrógeno dependiente), etc. 

(Clarke, 1997b; Vargo-Gogola y Rosen, 2007). 

 

Por último, hacer mención a los animales singénicos, obtenidos por sucesivos 

apareamientos de muchas generaciones, tanto que los descendientes son genéticamente 

idénticos. El ratón (o rata) huésped singénico tolera los trasplantes tumorales que tienen 

la misma genética de fondo y no tienen limitaciones añadidas a las deficiencias inmunes 

que presentan (Hoffman-Goetz, 2003). 
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V.2.4.- MODELOS TUMORALES QUÍMICAMENTE INDUCIDOS. 

 

A lo largo de los años, este tipo de modelos han sido empleados con múltiples 

propósitos entre los científicos, como en estudios sobre la relación entre el cáncer de 

mama y la actividad física (Hoffman-Goetz, 2003), grasa de la dieta (Costa y col., 2004), 

restricción calórica, quimioprevención, (Clarke, 1997a; Shull, 2007), exposición a tóxicos 

químicos (Russo y Russo, 1996), etc.  

 

El modelo de inducción química cuenta con la posibilidad de ejecutarlo en ratas o 

ratones. En el caso de los ratones, los agentes químicos usualmente empleados son: 3,4-

benzopireno, 3-metilcolantreno (MCA), 7,12-dimetilbenzo(α)antraceno (DMBA) y 

uretano; mientras que en ratas, las sustancias usadas son: DMBA, MCA, N-metil-N-

nitrosourea (MNU), 2-amino-1-metil-6-fenilimidazol[4,5-b]piridina (PhIP), etc., sin 

embargo, los más ampliamente estudiados son aquellos que se basan en la administración 

de DMBA o MNU (Russo y Russo, 1996; Shull, 2007). El primer problema surge a la 

hora de la elección del modelo químico, ¿en ratas o en ratones?. Como sugiere Medina, lo 

primero que hay que tener en cuenta, es que este tipo de modelos usan agentes químicos 

con escasa evidencia en la etiología del cáncer de mama en humanos, teniendo en cuenta 

esto, y salvando las diferencias y similitudes entre unos y otros, parece que el empleo de 

ratas es más sencillo y muy reproducible, con respecto a los ratones, que tienen la ventaja 

de que permiten estudiar los efectos de los carcinógenos sobre genes específicos (Medina, 

2007). 

 

Una vez decidido el uso de un modelo químico en ratas, sigue existiendo un aspecto 

que genera controversia, y es la elección de uno u otro agente químico. Como ya se ha 

comentado unas líneas más arriba, los carcinógenos más empleados son el DMBA y el 

MNU. Ambos compuestos generan tumores muy similares, de hecho, ambos comparten 

la misma diana estructural dentro de la mama (yema terminal distal o “Terminal End 

Bud”), y los mismos requerimientos de tamaño en el compartimento proliferativo. 

Además producen tumores hormono dependientes, generan un nivel similar de daño 

inducido al ADN, y una similar habilidad de las células para reparar ese daño (Russo y 

Russo, 1997). Sin embargo, hay diferencias farmacológicas que hay que tener en cuenta 
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en función del tipo y fin del estudio que se vaya a realizar, como las relacionadas con la 

necesidad del DMBA de ser previamente activado metabólicamente, mientras que el 

MNU es de acción directa (Clarke, 1997a).  

 

V.2.4.1.- INDUCCIÓN DE CÁNCER MAMARIO CON PhIP. 

 

Se trata de una amina heterocíclica que se genera durante el proceso de cocinado de 

las carnes, y se consume a través de la dieta humana hasta niveles que podrían desarrollar 

cáncer de mama. El PhIP induce neoplasias mamarias en ratas Fisher 344 cuando lo 

ingieren en la dieta durante un periodo de un año, así como en ratas Sprague-Dawley tras 

la administración por inoculación intragástrica (gavage) de una dosis de 75 mg/kg/día 

durante 10 días, entre los 43 y 54 días de edad, y una dieta rica en grasas durante 25 

semanas (Shull, 2007). 

 

V.2.4.2.- INDUCCIÓN DE NEOPLASIA EN MAMA CON MNU. 

 

Este compuesto es una nitrosourea capaz de inducir de forma reproducible y 

específica carcinomas mamarios con una elevada incidencia a una dosis simple, ya sea por 

vía intravenosa o intraperitoneal. Gullino y colaboradores fueron los primeros en 

demostrar que el MNU administrado por vía intravenosa a ratas Sprague-Dawley, es muy 

eficaz para inducir tumores de mama (Gullino y col., 1975). Posteriormente, se ha 

comprobado que la administración intraperitoneal es también muy eficaz en la misma 

cepa de ratas (Shull, 2007). 

 

Las características de los tumores que genera son muy similares a los inducidos por el 

DMBA, sin embargo, la incidencia de tumores más agresivos es mayor en el caso del 

MNU, aunque raramente metastatizan, característica que comparte con el DMBA 

(Thompson y Singh, 2000). Como se ha indicado anteriormente, ambos generan lesiones 

dependientes de hormonas, no obstante, las neoplasias obtenidas tras el tratamiento con 

MNU son más estrógenos dependientes. Sin embargo, la principal diferencia entre un 

modelo y otro radica en que el MNU es un compuesto cancerígeno de acción directa, al 

contrario que el DMBA (Thompson y Singh, 2000). Por último, este modelo favorece la 



 
55 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS 

 
 

 

aparición de Ras activado, es decir, parece que MNU produce mutaciones en Ras para 

contribuir al proceso carcinogénico ya que aparece en el 80-100% de los tumores, siendo 

en el codón 12 la mutación más descrita. Por el contrario, en el caso del DMBA, esta 

activación se da en menor cuantía (25%), pareciendo cada vez más claro que esta 

mutación no es necesaria para el proceso carcinogénico del DMBA (Clarke, 1997a; 

Samuelson y col., 2008). 

 

V.2.4.3.- MODELO DE DESARROLLO TUMORAL MAMARIO CON 

DMBA. 

 

El estudio pionero realizado en 1961 por Huggins y colaboradores demostró que el 

DMBA induce, con potencia y especificidad en ratas Sprague-Dawley hembra, carcinomas 

mamarios con una única dosis administrada por vía intragástrica (Huggins y col., 1961). 

 

Este compuesto se caracteriza, a diferencia del MNU, porque él no es el responsable 

directo de las lesiones que llevan a la transformación neoplásica, sino que necesita ser 

metabolizado para dar lugar a metabolitos que son los carcinógenos finales. Además, 

presenta una “ventana de susceptibilidad”, es decir, hay un margen de situaciones y 

factores en los que la administración de este compuesto genera tumores mamarios con 

mayor eficacia (Medina, 2007). 

 

En esta dirección, es muy importante el estado de la glándula mamaria, y es que se ha 

visto que el momento de mayor susceptibilidad es cuando las yemas terminales distales 

(estructura diana del DMBA) están en desarrollo, momento en el que hay más síntesis de 

ADN al que unirse y los mecanismos reparadores aún son bajos, como ocurre cuando las 

ratas son vírgenes (Russo y Russo, 1996; Kubatka y col., 2002; Russo y col., 2005; Medina, 

2007). Además de esto, para la correcta génesis de tumores mamarios, se necesita la 

presencia de factores hormonales tales como hormonas esteroideas y factores del 

crecimiento, procedentes de los ovarios y placenta (estrógenos, gonadotropina coriónica), 

hipofisarias (prolactina), insulina, andrógenos, y hormonas tiroideas. Esto prueba que se 

trata de un modelo dependiente de hormonas, entre ellas estrógenos y prolactina, cuyos 

receptores se encuentran sobreexpresados en este modelo (Marxfeld y col., 2006a). 



 
56 SERGIO GRANADOS PRINCIPAL 

 
 

 

Evidentemente, hay factores no hormonales que también tienen importancia, como 

por ejemplo la diferenciación del tejido mamario, que es un potente inhibidor de la 

iniciación del cáncer, factores genéticos, dieta, etc., (Russo y Russo, 1996; Russo y col., 

2005). En cuanto a la dieta, por ejemplo, Costa y colaboradores evidenciaron que una 

dieta rica en grasas (concretamente aceite de maíz al 20% en peso) produce un aumento 

en la agresividad de los adenocarcinomas generados por una dosis de 5 mg DMBA en 

ratas de 53 días de edad (Costa y col., 2004). 

 

Como hemos anotado anteriormente, la susceptibilidad genética del animal también 

es influyente, y por supuesto, esto hará que haya cepas más o menos susceptibles. Así 

pues, las ratas de las cepas no endogámicas de Sprague-Dawley y las endogámicas de 

Wistar-Furth son más susceptibles que las no endogámicas de Long-Evans y Fisher 344 

(Shull, 2007), mientras que las Copenhagen son ratas completamente resistentes (Russo y 

Russo, 1996). Los animales más ampliamente usados en este modelo son ratas de la cepa 

Sprague-Dawley, las cuales han demostrado en varios estudios una alta susceptibilidad a 

dosis simples y repetidas del carcinógeno. Otro factor a tener en cuenta para este modelo 

y con esa cepa de ratas, es la diferencia en la incidencia de carcinogénesis mamaria en 

función de la estación, encontrándose más incidencia tumoral durante las estaciones con 

días largos que en aquellos meses de invierno con días cortos (Kubatka y col., 2002).  

 

Otro aspecto importante a tener en cuenta es la edad a la que se administra el 

carcinógeno. Huggins y colaboradores (Huggins y col., 1959) definieron como periodo de 

máxima sensibilidad al DMBA la pubertad temprana, entre los días 40-60 después del 

nacimiento. Sin embargo, se ha determinado que los mejores resultados se obtienen 

cuando se interviene alrededor del día 43 tras el nacimiento, que es el momento en el que 

hay una mayor densidad de yemas terminales distales (Kubatka y col., 2002).  

 

V.2.4.3.1.- FARMACOCINÉTICA DEL DMBA. 

 

El DMBA es un hidrocarburo aromático policíclico de carácter lipofílico, que tras su 

administración intragástrica (gavage), tendrá su zona preferente de absorción en el 

intestino, donde además, se ve favorecida por la presencia de ácidos biliares, y cuyo 



 
57 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS 

 
 

 

máximo de absorción está entre las 3 y las 6 horas tras su administración. Las 

concentraciones tisulares mayores de DMBA se encuentran en hígado, riñón, y glándula 

adrenal (siendo a las 4 horas incluso tres veces superiores a las encontradas en las 

glándulas mamarias). Sin embargo, es en la mama donde se alcanza el pico, por un lado, a 

las 6 horas en las células parenquimales, y por otro, a las 16 horas en los componentes 

grasos de la mama de donde se puede ir liberando poco a poco (Clarke, 1997a). 

 

Su metabolización se produce principalmente en el hígado, aunque también en 

tejido mamario. Cabe destacar que para que la respuesta carcinogénica sea completa, se 

necesita que la activación metabólica se produzca tanto en hígado como en el resto de los 

órganos diana tales como la mama (Clarke, 1997a). 

 

De forma general, el DMBA es metabolizado en dos fases, y en cada una de éstas, 

están implicadas diferentes enzimas detoxificantes de xenobióticos. En la fase I 

encontramos el citocromo P450 y b5, y en la fase II las enzimas glutatión-S-transferasa 

(GST), γ-glutamiltranspeptidasa (GGT) y la DT-diaforasa (DTD) (Kumaraguruparan y col., 

2007). 

 

Los pasos fundamentales en la ruta de metabolización del DMBA son (Figura 6): 1) 

formación de diol epóxidos por sucesivas epoxidaciones por las monooxigenasas 

citocromo P450, concretamente P4501A1 y P4501B1 (Kleiner y col., 2004), y un paso 

intermedio de hidrólisis catalizado por una epóxido hidrolasa microsomal; 2) oxidación 

enzimática con la pérdida de un electrón que conduce a intermediarios tipo radical catión 

mediado por peroxidasas citocromo P450; 3) formación de dihidrodioles que concluye en 

la obtención de o-quinonas redox altamente reactivas por acción de la enzima dihidrodiol-

deshidrogenasa, metabolitos todos ellos capaces de reaccionar con el ADN, ARN y 

proteínas (Russo y col., 1982; Cavalieri y Rogan, 1992; Penning y col., 1999; Melendez-

Colon y col., 2000). 
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Figura 6. Esquema simplificado que representa las principales vías de metabolismo del DMBA. 

I (DMBA-3,4-diol); II (DMBA-3,4-diol-1,2-oxido); III (7-OHM-12-MBA); IV (3,4-dihidrodiol-7-

OHM-12-MBA); V (3,4-dihidrodiol-1,2-oxido-7-OHM-12-MBA); VI (ésteres reactivos). R puede 

ser un éster de sulfato o de fosfato). (Adaptado de Russo y col., 1982). 

 

Uno de los órganos diana de metabolismo así como de acción carcinogénica es la 

mama. En este tejido, al igual que en hígado, el DMBA se metaboliza fundamentalmente 

a 7-hidroximetil-12-metilbenzo(α)antraceno (7-OHM-12-MBA) y 12-hidroximetil-7-

metilbenzo(α)antraceno (12-OHM-7-MBA) (Clarke, 1997a; Russo y col., 1982). El primero 

es un potente carcinógeno de la glándula mamaria en ratas, y un intermediario que sufre 

las anteriormente nombradas etapas metabólicas, dando lugar a metabolitos altamente 

cancerígenos (diol epóxidos, radicales catiónicos y quinonas reductoras). 
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Una vez que se han generado los metabolitos, éstos son distribuidos por el organismo 

encontrándonos metabolitos polares que, 2.5-3 horas tras la administración constituyen el 

60% del total en suero. Este hecho da la idea de que los niveles séricos de DMBA 

disminuyen rápidamente, pasando de ese 60% a tan sólo el 5% de metabolitos polares a 

las 6 horas tras la administración. 

 

La excreción se realiza fundamentalmente a través de la ruta biliar, donde se pueden 

encontrar entre un 96-97% de DMBA en forma de metabolitos (Clarke, 1997a), con lo 

cual, la eliminación a través de las heces será la vía mayoritaria. 

 

V.2.4.3.2.- HISTOPATOLOGÍA DE LOS TUMORES DE MAMA 

OBTENIDOS CON DMBA. 

 

Hasta ahora se han revisado una serie de aspectos que presentan los modelos 

químicos en ratas que se asemejan a los humanos, como por ejemplo la dependencia del 

estado hormonal, edad, dieta, vida reproductiva, la probable existencia tanto de lesiones 

benignas como malignas, mutaciones en ras, etc. Sin embargo, existen algunos aspectos 

diferentes entre ratas y humanos, y es que los tumores inducidos en la rata presentan más 

frecuentemente un patrón cribiforme y/o papilar, son no-invasivos o microinvasivos y no 

suelen dar origen a metástasis. Este último concepto es controvertido ya que si 

aumentamos el tiempo de seguimiento de las ratas con el carcinógeno, la frecuencia de 

enfermedad metastásica aumenta. Por último, anotar que no desarrollan la enfermedad 

de Paget, ni carcinomas medulares ni lobulares (Russo y col., 1990; Costa y col., 2002). 

 

En cuanto al sistema de clasificación de las lesiones de mama, en ratas se utiliza la 

Clasificación de Consenso definida en la reunión de Hanover, Alemania en 1987 (Russo 

y col., 1990; Costa y col., 2002). 

 

Las similitudes entre las características morfológicas del modelo de carcinogénesis en 

mama de ratas inducido por el DMBA y las lesiones propias de la mama humana vienen 

resumidas en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Clasificación de las lesiones mamarias de ratas y su correlación con las lesiones humanas 
(Adaptado de Costa y col., 2002). 
 Lesiones mamarias humanas Lesiones mamarias de rata 
Tumores epiteliales 

Benignos 
 
 
 
 
 
 
Malignos 

No invasivos 
 
 
 
Invasivos 
 
 
 

 
Adenoma: 

Tubular 
Lactante 
Apocrino 

Papiloma 
Papilomatosis florida 
Otros  
 
Carcinoma intraductal, con o sin enfermedad 
de Paget 
Carcinoma lobular in situ 
 
Carcinoma ductal invasivo, con o sin 

enfermedad de Paget 
Carcinoma lobular invasivo 
Carcinoma medular 
Carcinoma mucinoso 
Carcinoma tubular 
Carcinoma papilar invasivo 
Carcinoma cribiforme invasivo 
Carcinoma con metaplasia 
Otros 

 
Adenoma: 

Papilar (papiloma) 
Tubular 
Lactante 

Tumores de glándulas salivares 
 
 
 
Carcinoma in situ 
 
 
 
Adenocarcinoma 
Carcinoma con metaplasia 

escamosa 
Tumores de glándulas salivares 
 
 
 

Tumores 
fibroepiteliales 

Benignos 
 
 
 
 
Malignos 

 

 
 
Fibroadenoma: 

NOS (Not Oterwise Specified) 
Juvenil 

Tumor filodes  
 
Tumor filodes 

 
 
Fibroadenoma 
 
 
 
 
Carcinosarcoma 
 

 

 

Costa y colaboradores (Costa y col., 2002) concluyen en su trabajo sobre la 

caracterización histopatológica de las lesiones inducidas por el DMBA en ratas que, la 

mayor parte de las lesiones encontradas son tumorales, y de ellas la gran mayoría son 

malignas, caracterizadas por ser de bajo grado (I y II) con escasa necrosis, 

microcalcificaciones e infiltrado inflamatorio acompañante del tipo linfoplasmocitario. 

Cuanto mayor grado presentan los tumores, mayor índice mitósico, necrosis e infiltrado 

inflamatorio, patrón cribiforme y marcada reacción desmoplásica. En raras ocasiones el 

carcinoma se puede presentar dentro de una lesión previa benigna no acompañada de 

reacción estromal o como múltiples nódulos microscópicos malignos sobre estroma 

fibrótico no tumoral. El patrón predominante es el mixto con mayor cantidad de 

componente cribiforme. Por su parte, el carcinoma cribiforme de la mama humana, no 
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debe compararse con los carcinomas de patrón cribiforme de la rata, ya que el primero 

corresponde a una neoplasia de bajo grado que debe cumplir unos requisitos estrictos 

diagnósticos que no tiene que ver con la forma habitual de malignización de mama de la 

rata. Por último, indicar que el diagnóstico diferencial entre la categoría de adenoma, a 

veces con hiperplasia papilomatosa compleja y quistificación o con proliferación acinar 

con escaso estroma, y el patrón microcribiforme o el adenocarcinoma convencional es a 

menudo muy difícil. Esta es la razón por la que para distinguirlos se recomienda aplicar 

los criterios de malignidad descritos previamente por Young y Hallowes (Young y 

Hallowes, 1973) y adoptados por Russo y colaboradores (Russo y col., 1990; Russo y 

Russo, 2000). 

 

V.2.4.4.- ESTUDIOS DE EXPRESIÓN GÉNICA EN RATAS CON CÁNCER 

DE MAMA QUÍMICAMENTE INDUCIDO. 

 

Puesto que en la presente memoria de tesis una parte muy importante de ella gira en 

torno al perfil genético de los animales del estudio, se hace indispensable dedicar unas 

líneas a aquellos trabajos que han llevado a cabo determinaciones genéticas en animales 

con tumores mamarios inducidos mediante compuestos químicos. De éstos, los modelos 

más ampliamente estudiados desde el punto de vista de perfil genético son los de DMBA, 

MNU y PhIP. 

 

Hay una gran cantidad de estudios destinados al mapeo genómico de aquellos loci de 

susceptibilidad, asociados al cáncer de mama experimental en ratas, además de la 

determinación, mediante técnicas genómicas, de aquellas aberraciones genético-somáticas 

inducidas por compuestos químicos como el DMBA, MNU o PhIP (Shull, 2007). Sin 

embargo, el tema que nos ocupa está más relacionado con los perfiles de expresión génica 

realizados en los modelos DMBA, MNU y PhIP, así como estudios comparativos entre 

ellos u otros. 

 

En el año 2004, Escrich y colaboradores realizaron un experimento con el fin de 

encontrar aquellos genes modulados por una dieta con alto contenido en lípidos. Para 

ello, desarrollaron un modelo de carcinogénesis mamaria inducida por DMBA (5 mg) en 
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ratas Sprague-Dawley de 40 días de edad alimentadas con una dieta rica en lípidos de la 

serie n-6 (20% en peso de aceite de maíz). El ensayo de perfil génico realizado con 

microarrays de ADNc (ADN complementario) y la posterior validación de los resultados 

mediante RTPCR, mostraron la sobreexpresión del antígeno L6, transferrina y L27a, 

mientras que como genes con expresión inhibida encontraron la globulina α-2u, VDUP1 

(vitamin D3-upregulated protein), H19, así como una secuencia de función desconocida, 

descubriéndose una serie de genes potencialmente implicados en la proliferación y 

diferenciación celular (Escrich y col., 2004). 

 

Más recientemente, se publicó un estudio relacionado con el efecto que tiene el 

DMBA sobre el tejido mamario antes de que se desarrollen los tumores usando 

microarrays de ADNc y posterior validación con RTPCR cuantitativa. La dosis usada de 

DMBA era de 75 mg/kg sobre ratas Sprague-Dawley de 45 días de edad y alimentadas con 

una dieta rica en grasas (23.5% de aceite de maíz). Este trabajo mostró una serie de genes 

sobreexpresados relacionados con el crecimiento, diferenciación de la glándula mamaria y 

adhesión celular, incluyendo Igf1, Igfbp2, PCNA, ligando Kit, chaperonas moleculares 

(Hsp70, Hsp27, etc.), ciclina D1, α1tubulina, etc. La mayor parte de los genes inhibidos 

estaban relacionados con el tejido muscular (troponina, tropomiosina, miosina, etc.), así 

como con la diferenciación celular (Cryab o crystallin, alphaB; Transferrina y β-caseína) 

(Papaconstantinou y col., 2006). 

 

Marxfeld y colaboradores también han estudiado el modelo de DMBA, pero en un 

estudio lo comparan con adenocarcinomas espontáneos y en otro estudio lo comparan 

con un modelo diferente basado en la inyección de células MTLn3. Estos autores 

indujeron carcinomas mamarios en ratas Sprague-Dawley de entre 48 y 52 días de edad, 

con 20 mg de DMBA. A continuación realizaron un estudio de microarrays de ADNc con 

la plataforma GeneChip® de Affymetrix® y una posterior validación de los resultados 

mediante RTPCR cuantitativa (comparan con un modelo u otro). Los resultados de este 

estudio mostraron que el modelo de DMBA presenta fundamentalmente una expresión 

alterada de los genes que codifican para factores de crecimiento, proliferación, invasión, 

desarrollo mamario y marcadores tumorales. En concreto, como genes sobreexpresados se 

hallaron: GATA3, Fgf1 (fibroblast growth factor 1), Fgf13, ampirregulina, ciclina D1, 
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Cdkn2a (cyclin-dependent kinase inhibitor 2a), varias metaloproteasas de la matriz, C4.4a 

(GPI-anchored metastasis-associated protein homolog), Wnt4 y 5a (Wingless-type MMTV 

integration site family, member 4-5a), Wap (Whey acidic protein), receptores de 

estrógenos, progesterona y prolactina, y a nivel mucho más bajo β-caseína. Por otra parte, 

entre los genes inhibidos de mayor relevancia se halló la diana terapéutica de compuestos 

como la adriamicina, la Top2a (topoisomerase 2a) (Marxfeld y col., 2006a; Marxfeld y col., 

2006b). 

 

Shan y colaboradores identificaron una serie de genes que se expresaban 

diferencialmente en tumores mamarios inducidos en ratas Sprague-Dawley con una dosis 

de DMBA (50 mg/kg) y 10 dosis de PhIP (75 mg/kg/día) en ratas (F344xSD)F1, preñadas 

y lactantes, en comparación con glándulas mamarias normales. Entre los genes con una 

expresión incrementada encontrados en dicho estudio se encontraron Pdgfa (platelet 

derived growth factor alpha), ciclina D1 y Stat5a (signal transducer and activator of 

transcription 5A) (Shan y col., 2002). Un estudio posterior llevado a cabo por los mismos 

autores identificó un conjunto de 86 genes diferencialmente expresados entre los 

cánceres de mama inducidos por los siguientes carcinógenos:  PhIP, 2-amino-3,8-

dimethilimidazo[4,5-f]quinoxalina (MeIQx), DMBA, MNU, y 4-aminobiphenyl (4ABP). 

Entre ellos volvieron a identificar a Pdgfa, ciclina D1 y Stat5a, aunque también 

encontraron genes implicados en el crecimiento y diferenciación como el receptor de 

prolactina, Anxa1 (annexin A1), Kitl (kit ligand), Stat3, además de un menor nivel de 

expresión de β-caseína, transferrina, Irs1 (insulin receptor substrate 1) y Wap (Shan y col., 

2005b). El siguiente estudio con estas características se llevó a cabo para encontrar la 

diferente expresión génica exhibida entre las lesiones malignas y benignas, demostrando 

perfiles de expresión génica diferentes, como queda representado con el grupo de 38 

genes que se identificaron diferencialmente en aquellos tumores de carcinomas poco 

diferenciados en comparación con aquellos bien diferenciados (Shan y col., 2005a). 

 

Un año antes del anterior estudio, Shan y colaboradores se interesaron por la 

susceptibilidad de individuos de la misma especie pero de diferente edad a la 

carcinogénesis de la mama inducida con 10 dosis orales de 75 mg/kg de PhIP, en ratas 

Sprague-Dawley adolescentes (43 días) y maduras (150 días). El análisis de microarray de 
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ADNc y la posterior validación de los resultados con RTPCR semicuantitativa mostraron 

cambios opuestos en la expresión de genes, asociados fundamentalmente con la 

diferenciación celular. En concreto, se sobreexpresaron en los animales maduros y se 

inhibieron en los adolescentes los genes α-, β-, κ-caseína y Wap. En cuanto al perfil de 

expresión diferencial en adolescentes respecto al momento tras la administración del 

carcinógeno (3 horas vs 6 semanas), a las 6 semanas aparecieron genes que codifican 

proteínas ribosomales, genes del proteosoma, chaperonas moleculares de choque térmico, 

PCNA, y miembros de la superfamilia Ras (Shan y col., 2004). 

 

Kuramoto y colaboradores realizaron un estudio comparativo entre un modelo 

basado en el DMBA y otro en PhIP, de características similares a los trabajos de Shan. El 

resultado fue la presencia de PCNA en el modelo de PhIP, y de Tuba1 (α1tubulina) y 

Ctsd (cathepsin D) en el de DMBA (Kuramoto y col., 2002). 

 

En cuanto a estudios de perfil génico realizados en modelos de ratas con cáncer de 

mama inducido con MNU, hay que destacar los llevados a cabo por Chan y 

colaboradores. El primero de ellos fue realizado en ratas Wistar-Furth de 50 días de edad, 

y una dosis intraperitoneal de 35 mg/kg en unos individuos o de 50 mg/kg en otros. Los 

resultados de los microarrays de ADNc mostraron que las muestras eran muy 

homogéneas entre sí, y que un cuarto de éstas presentaban mutaciones en el codón 12 del 

gen H-ras. También se observó que al comparar el perfil de expresión génica con muestras 

humanas, éste se asemeja al cáncer de mama de grado II receptor de estrógeno positivo de 

humanos (Chan y col., 2005). Más recientemente, el mismo grupo de investigadores han 

realizado un estudio para ver aquellos genes que se expresan diferencialmente entre 

tumores in situ y aquellos con invasión. Para ello, partieron del mismo modelo que el 

anterior trabajo de MNU, pero luego trasplantaron esos tumores en ratas singénicas 

hembra. Los datos derivados del microarray de ANDc mostraron diferencias en la 

expresión de genes relacionados con el citoesqueleto, adhesión celular e invasión (Chan y 

col., 2007). 

 

 El modelo de carcinogénesis mamaria usando DMBA ha sido empleado en 

numerosos estudios con diferentes tipos de citostáticos como el tamoxifeno (Arumugam y 
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col., 2006; Malejka-Giganti y col., 2007), 5-fluorouracilo (Raa y col., 2007; Stuhr y col., 

2008), ciclofosfamida (Ben-Hur y col., 2002; Samy y col., 2006), etc. Sin embargo, con 

respecto a la adriamicina, los estudios llevados a cabo en este modelo son de hace varios 

años (Yoshida y col., 1996; Isogai y col., 1998). 

 

VI.- TRATAMIENTO DEL CÁNCER DE MAMA. 

 

Antes de comenzar cualquier tipo de tratamiento, es imprescindible definir dos 

importantes aspectos: el objetivo que pretende alcanzarse y la secuencia que hay que 

seguir para la consecución de dichos objetivos. 

 

El objetivo primario que ha de seguir el tratamiento es la completa erradicación de la 

enfermedad, si ésta es inalcanzable, la prioridad pasa por la paliación y/o disminución de 

los síntomas, y la prolongación de la supervivencia así como la conservación de la calidad 

de vida. Si hay posibilidad de curación, el cáncer se trata lo más intensamente posible, a 

sabiendas de que en la mayoría de los casos los efectos tóxicos derivados del tratamiento 

son realmente muy importantes (Sausville y Longo, 2006). 

 

La secuencia de administración en oncología clasifica la terapia en: 

 

1) Terapia adyuvante: consiste en la eliminación local del tumor primario 

(normalmente con cirugía) y el posterior tratamiento de orden sistémico con 

fármacos, con el fin de eliminar los restos microscópicos de la enfermedad 

(Newman y Singletary, 2007). 

 

2) Terapia neoadyuvante: consiste en el tratamiento sistémico previo a la eliminación 

local mediante cirugía o radioterapia, con el fin de eliminar primero las posibles 

micrometástasis y disminuir la masa tumoral primaria (Waljee y Newman, 2007). 

 

Los avances en los sistemas de detección precoz como los sofisticados dispositivos de 

imagen, ayudan en gran medida a un correcto diagnóstico patológico (Weissleder y Pittet, 

2008) aumentando su fiabilidad y facilidad de obtención de muestra, y por tanto, la 
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calidad de los métodos de tratamiento subsiguientes (cirugía, radio y quimioterapia) 

(Moulder y Hortobagyi, 2008). 

 

VI.1.- CIRUGÍA. 

 

Esta modalidad tiene una serie de aplicaciones que van más allá del simple 

tratamiento del cáncer de mama. Así pues, la cirugía se aplica en la prevención 

(eliminando lesiones premalignas). También se aplica al diagnóstico, recogiendo biopsias 

de tejido tumoral, principalmente mediante Biopsia con Aguja Gruesa (BAG) que han de 

ser lo más representativas posibles de la lesión, de modo que permita el diagnóstico por 

parte del anatomopatólogo, el cual determina el tipo de actuación médica, el pronóstico y 

la posible respuesta al tratamiento. Es de utilidad en la estadificación tumoral mediante 

linfadenoctomía axilar por niveles a través de la Biopsia Selectiva del Ganglio Centinela 

(BSGC). Esta técnica permite la conservación de los linfáticos axilares, con la 

consiguiente disminución de la morbilidad asociada a la linfadenoctomía (linfedema). 

Finalmente puede aplicarse con fines paliativos, por ejemplo insertando catéteres venosos 

centrales. Pero sin duda alguna, el objetivo principal de la cirugía es el tratamiento 

propiamente dicho del cáncer (Sausville y Longo, 2006; Ely y col., 2007). 

 

Existen varios procedimientos aplicados de forma habitual en cirugía (Ely y col., 2007): 

 

1) Cuadrantectomía, tumorectomía parcial o lumpectomía (Tratamiento conservador): se 

elimina el tumor acompañado de un borde de tejido normal (borde quirúrgico 

libre). Este tratamiento se sigue de 6 semanas de radioterapia para evitar 

recurrencias. Se trata de una herramienta tan eficaz como la mastectomía radical 

modificada (Sausville y Longo, 2006) y es el que se realiza en la mayoría de las 

pacientes con cáncer de mama en estadios I y II (Veronesi y col., 2002). 

 

2) Mastectomía total o simple: elimina la mama al completo exceptuando los ganglios 

linfáticos y músculo. 
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3) Mastectomía radical modificada: implica la eliminación total de la mama, excepto el 

músculo, y de los dos primeros niveles de gánglios linfáticos axilares. Este tipo de 

intervenciones se realizan en aquellas pacientes con tumores de gran tamaño en 

las que la lumpectomía no garantiza un buen resultado estético o el tratamiento 

quimioterápico no ha conseguido reducir su tamaño, carcinomas de mama 

multicéntricos, carcinoma inflamatorio, o en pacientes que no toleran bien la 

radioterapia (Schwartz y col., 2006). 

 

4) Mastectomía radical: consiste en la eliminación de mama, ganglios y músculo. Este 

tipo de intervenciones ya casi no se practican puesto que la anterior tiene una 

efectividad similar y es menos desfigurante. 

 

Para concluir, aquellas pacientes con cáncer de mama avanzado son objeto de 

tratamientos quirúrgicos paliativos encaminados a disminuir el dolor, sangrado, 

infecciones, conservación de estructuras neurovasculares, etc., disminuyendo de este 

modo la morbilidad de la paciente. Además, se llevan a cabo intervenciones 

reconstructivas en pacientes sometidas a mastectomías (Alvarado y col., 2007). 

 

VI.2.- QUIMIOTERAPIA. 

 

La quimioterapia se basa en el uso sistémico de fármacos con actividad citotóxica 

sobre células con una elevada tasa proliferativa, con la esperanza de provocar una 

regresión o bien enlentecer la progresión o velocidad de crecimiento de la masa tumoral 

primaria o distal (metastásica). El mayor problema que presentan las drogas que se usan 

en la quimioterapia es que sus dianas no sólo se encuentran en el tumor, sino que 

también están en el resto de células del organismo, causando el mismo daño que originan 

en las células anormales. Así pues, su uso se limita a aquellos casos en los que el resto de 

modalidades, como la cirugía o radioterapia primaria han fracasado o no son aplicables, o 

simplemente se emplean como complemento a las anteriores.  

 

El ciclo celular comprende una serie de eventos altamente controlados que conducen 

a la replicación del ADN y a la división celular. Fases: G1 (preparación para la síntesis o 
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replicación de ADN), S (ejecución de la síntesis de ADN o duplicación genómica), G2, M 

(mitosis) y G0 (quiescencia, en el que la célula puede volver a entrar en el ciclo) (Caldon y 

col., 2006). Las fases G1 y G2 (fases “gap”) son las que se encargan de regular 

temporalmente el ciclo para el crecimiento celular, monitorización y control del entorno 

intra y extracelular. La fase G1 es muy importante y su duración dependerá de los factores 

externos, así, si las condiciones extracelulares son adversas, se retrasa esta fase, pudiendo 

entrar en la G0, hasta que llega el momento en el que las condiciones mejoran y la fase 

G1 avanza hasta su paso a la S (Alberts y col., 2002). Hay fármacos denominados 

específicos de fase, activos sobre el ciclo celular, que eliminan a la célula en una fase 

determinada del ciclo, pero no dañan a las células en reposo proliferativo (como en las 

fases G1 o G0). Además hay agentes inespecíficos de fase (como las antraciclinas), que 

pueden dañar el DNA en cualquier fase del ciclo pero que parecen bloquear la célula en 

G2/S, antes de la división celular (Sausville y Longo, 2006; Schwartz y Shah, 2005).  

 

Los agentes quimioterápicos que se utilizan para el tratamiento del cáncer se pueden 

agrupar en tres categorías generales: los que afectan al ADN, los que afectan a los 

microtúbulos y los agentes con acción específica a nivel molecular. En función del modo 

de actuación encontramos: agentes de interacción directa con el ADN (formación de 

aductos de ADN covalente) o agentes alquilantes (ciclofosfamida, cisplatino,…), 

antibióticos antineoplásicos y tóxicos de la topoisomerasa (actinomicina D o antraciclinas 

como la adriamicina), efectores indirectos de la función del ADN o antimetabolitos (5-

Fluorouracilo, metotrexato, etc.), inhibidores del huso mitótico o agentes antimitóticos 

(taxanos como el paclitaxel) y agentes orientados a dianas moleculares. 

 

A diferencia de otros tipos de tumores malignos de origen epitelial, el cáncer de 

mama responde a varios agentes quimioterápicos como son los agentes alquilantes, 

antraciclinas, taxanos y los antimetabolitos. En el tratamiento de la neoplasia de mama, 

los oncólogos suelen comenzar con una combinación de fármacos, y posteriormente, si 

progresa, se continúa con monoterapia. Ante un fracaso de la pauta inicial, la mayoría de 

los oncólogos utilizan una antraciclina o paclitaxel. De las antraciclinas, la doxorrubicina 

o adriamicina es la que da los resultados más ventajosos (Sausville y Longo, 2006). 
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Para finalizar, hay que destacar que de los distintos regímenes quimioterápicos que 

existen, los más eficaces son aquellos que contienen en su formulación antraciclinas, y 

que la eficacia es mayor aún cuando tras la quimioterapia se trata con tamoxifeno (Early 

Breast Cancer Trialists' Collaborative Group, 2005). 

 

VI.3.- RADIOTERAPIA. 

 

Esta modalidad de terapia se basa en el empleo de radiaciones ionizantes de elevada 

energía con el fin de destruir cualquier vestigio de un tumor. En algunos casos se tratan 

incluso las áreas en las que están los ganglios linfáticos, y la extensión va a depender de la 

cirugía realizada con anterioridad. Entre los diferentes tipos de técnicas de radioterapia 

encontramos la clásica, que consiste en la aplicación de una radiación de una fuente 

externa al organismo; también tenemos otras como la braquiterapia, en la que se 

depositan “pellets” o aglomerados radiactivos en el tejido mamario, cerca del tumor; una 

variante de ésta última es el conocido como MammoSite®, que de forma básica consiste 

en un pequeño tubo fijado a la zona a tratar con un globo, a través del cual se inyecta 

material radiactivo. (Figura 7) (Ely y col., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Sistema de radioterapia MammoSite®. 

 

VI.4.- TERAPIA HORMONAL. 

 

La terapia endocrina se basa en que hay un número extenso de tumores mamarios 

que son dependientes de hormonas, y precisamente este tratamiento intenta bloquear los 
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efectos o disminuir los niveles de tales hormonas. Las opciones de esta terapia dependen 

del estado hormonal de la paciente, ya que la fuente de estrógenos varía en función de si 

es pre o postmenopáusica, y por tanto también en función de esto podrá modificarse el 

tratamiento. Así pues, en pacientes premenopáusicas, los estrógenos provienen 

fundamentalmente de los ovarios, mientras que en aquellas postmenopáusicas los 

estrógenos proceden de la aromatización de andrógenos en tejidos periféricos como grasa, 

músculo e hígado (Boughey y col., 2008). 

 

Encontramos varios métodos destinados a bloquear los efectos pro-crecimiento de los 

estrógenos o para disminuir sus niveles con el fin de tratar el cáncer de mama. Entre los 

ejemplos destacamos al tamoxifeno, inhibidores de la aromatasa y los agonistas de la 

hormona liberadora de la hormona luteineizante (LHRH o Luteinizing hormone-

releasing hormone). Como se ha visto más arriba, el tratamiento dependerá del estado 

hormonal de la paciente. En este sentido, los inhibidores de la aromatasa en tumores 

receptores de estrógeno positivos de mujeres postmenopáusicas han proporcionado un 

incremento en las tasas de respuesta, un mayor control de la enfermedad y menos efectos 

adversos en comparación con el tamoxifeno. Sin embargo, su uso se limita a pacientes 

postmenopáusicas. Por su parte, tanto el tamoxifeno como los agonistas de LHRH se 

usan como terapia inicial en mujeres premenopáusicas (Boughey y col., 2008). 

 

VI.5.- TRATAMIENTO BIOLÓGICO. 

 

El objetivo de la terapia biológica o inmunoterapia es la manipulación de la 

interacción entre el tumor y el hospedador a favor del último, a través de la alteración de 

las vías de transducción de señales y todo mecanismo implicado en la proliferación, 

muerte celular, migración, invasión y metástasis. Como ya sabemos, los tumores son 

capaces de eludir la regulación por parte del sistema inmune. Los mecanismos a través de 

los cuales lo logra son: 1) presentando diferencias mínimas con su homólogo normal; 2) 

regulando negativamente sus antígenos del complejo mayor de histocompatibilidad; 3) no 

presentando antígenos de superficie al sistema inmune; 4) recubriéndose con una capa 

protectora de fibrina reduciendo el contacto con los mecanismos de vigilancia y 5) 
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mediante la capacidad de producir moléculas solubles que distraen al sistema inmune 

para que no reconozca la célula tumoral  

 

Existen tratamientos basados en una serie de mediadores biológicos inmunitarios 

como por ejemplo el aumento de las células inmunes (concretamente linfocitos T) 

mediante la transferencia de células alogénicas, o bien mediante el uso de vacunas para 

estimular la inmunidad de las células T. También se puede realizar a través de la 

eliminación de dichas células inmunes del paciente y la posterior transferencia de estas 

células previamente reforzadas mediante su cultivo. También está disponible el 

tratamiento con anticuerpos monoclonales humanizados como el trastuzumab 

(Herceptin®) que actúa frente al receptor HER-2/neu y que parece potenciar los efectos de 

la quimioterapia. Otros ejemplos de este tipo son el anticuerpo bevacizumab para el 

tratamiento del cáncer de mama metastásico; citoquinas como los interferones y las 

interleuquinas (IL-2) que han sido sistemáticamente usados en la práctica clínica; una 

serie de inhibidores y antagonistas de factores de crecimiento implicados en la 

angiogénesis y metástasis; e inhibidores de tirosinas quinasas (Reang y col., 2006; Sausville 

y Longo, 2006; Ely y col., 2007). 

 

VI.6.- TERAPIA GÉNICA. 

 

Se trata de una modalidad terapéutica fundamentada básicamente en la integración 

en el genoma de la paciente de un gen funcional, con el fin de corregir un defecto o 

proveer a las células de nuevas funciones. Las estrategias seguidas en los protocolos 

clínicos se pueden dividir en cuatro grupos: 

 

A) Supresión de la expresión de oncogenes o transferencia de un gen supresor tumoral: las 

opciones de esta modalidad consisten en la transferencia del gen p53 normal, 

supresión del gen HER-2/neu, supresión de los oncogenes c-myc y c-fos o 

transferencia del supresor tumoral MDA-7. 

 

B) Aumento de la respuesta inmune dirigida a las células tumorales: para ello se transfieren 

al hospedador citoquinas (IL-2, TNF, etc.), moléculas co-estimuladoras (como el 
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CD80, estimulador de células T) o genes que cumplen una función antigénica en 

forma de vacunas, como por ejemplo ocurre con HER-2. 

 

C) Terapia génica suicida: se transfieren al tumor genes de enzimas que activan los 

profármacos quimioterápicos hasta su forma activa, aumentando su 

concentración en el tejido tumoral y propiciando una mayor apoptosis de las 

células malignas. 

 

D) Protección de la médula ósea usando genes de resistencia a fármacos: de este modo se 

induce la expresión de proteínas (MDR-1 o “Multidrug resistance 1”) que 

confieren resistencia a la quimioterapia, alejando a las células sanas de estos 

fármacos (Takahashi y col., 2006). 

 

VII.- ADRIAMICINA: MECANISMOS, TOXICIDAD Y TERAPIA 

PREVENTIVA. 

 

La adriamicina (ADR), también conocida como doxorrubicina, es una antraciclina 

antibiótica obtenida a comienzos de la década de los 60 a partir del pigmento producido 

por Streptomyces peucetius, aunque en la actualidad se sintetiza químicamente. Ha sido 

empleada desde hace más de 30 años en la lucha de una amplia variedad de cánceres, y es 

un componente esencial del tratamiento de carcinomas de mama y esófago, tumores 

sólidos de la infancia, osteosarcomas, sarcoma de Kaposi, sarcomas de tejidos blandos, y 

linfomas de Hodgkin y no-Hodgkin (Minotti y col., 2004; Quiles y col., 2006).  

 

Las antraciclinas pertenecen a la familia de fármacos antineoplásicos más efectivos de 

uso clínico. Concretamente la adriamicina es muy importante en el tratamiento de 

pacientes con cáncer, aunque su uso se ve limitado como consecuencia de la aparición de 

efectos tóxicos de carácter agudo y crónico. Los efectos adversos agudos derivados de la 

administración intravenosa de la doxorrubicina aparecen en cuestión de minutos tras la 

infusión, y entre ellos encontramos náuseas, vómitos, mielosupresión y arritmia. Por otro 

lado, los efectos crónicos se desarrollan varias semanas o incluso meses después de la 

administración repetida del fármaco, y entre ellos encontramos daño a corazón, hígado, 
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cerebro y riñón. Puesto que tanto los cardiomiocitos como las neuronas son células 

postmitóticas, la mayor parte de las alteraciones que se generan en ellas son irreversibles, 

afectando de forma irrevocable las funciones de corazón y cerebro. Además, la afectación 

que se produce en el corazón es mayor ya que es muy sensible al daño ocasionado por los 

radicales libres, como consecuencia del elevado metabolismo oxidativo y la menor 

cantidad de defensas antioxidantes que posee. Concretamente, la cardiotoxicidad 

asociada al tratamiento con ADR puede ocasionar el desarrollo dosis dependiente de 

cardiomiopatía e insuficiencia cardíaca congestiva; mientras que a nivel de cerebro, se 

producen cambios persistentes en la función cognitiva, incluyendo pérdida de memoria y 

concentración, y dificultad para llevar a cabo múltiples tareas (Quiles y col., 2006; Chen y 

col., 2007).  

 

La cardiomiopatía crónica dosis dependiente asociada a la administración de ADR 

cursa con una marcada hipotensión, taquicardia, cardiomegalia y fallo ventricular. A nivel 

sérico se produce un aumento en la actividad de las enzimas GOT (transaminasa 

glutamato oxalacética), lactato deshidrogenasa y creatinina fosfoquinasa; mientras que a 

nivel ultraestructural se observa una pérdida de miofibrillas, vacuolización citoplasmática, 

dilatación mitocondrial y un aumento en el número de lisosomas (Quiles y col., 2002c; 

Bertinchant y col., 2003). 

 

La toxicidad que la ADR ocasiona en el cerebro tiene que ver con su acción indirecta 

ya que de por sí, ésta no es capaz de atravesar la barrera hemato-encefálica. La ADR 

produce un aumento en los niveles circulantes de TNFα, que sí es capaz de atravesar 

dicha barrera, alcanzando y activando a las células de la glía para iniciar la producción 

local de más TNFα, que a su vez induce a la enzima óxido nítrico sintasa para producir 

ERN, dando lugar a una situación de estrés oxidativo responsable del daño cerebral 

(Chen y col., 2007). 

 

VII.1.- MECANISMOS DE ACCIÓN DE LA ADRIAMICINA.  

 

En este apartado se estudian varios mecanismos propuestos para explicar tanto los 

efectos anticancerígenos como tóxicos de la ADR, que no sólo valen para el corazón sino 
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también para otros órganos. La adriamicina actúa a dos niveles: alterando el ADN y 

generando radicales libres. 

 

VII.1.1.- ALTERACIONES DEL ADN. 

 

Las antraciclinas (entre ellas la adriamicina) se conocen por actuar como tóxicos de la 

topoisomerasa II (TOP2). Se ha demostrado que la ADR bloquea la síntesis de ADN por 

que se intercala en la hebra de ADN e inhibe la topoisomerasa II. Esta enzima modifica la 

topología del ADN sin modificar la estructura ni secuencia de los desoxinucleótidos, 

causando roturas transitorias de doble hebra para modificar el grado de enrrollamiento, y 

alcanzar así el estado idóneo que necesita el material genético en las distintas fases del 

ciclo celular y actividad transcripcional. 

 

Para que esta antraciclina ejerza su efecto a nivel de ADN, es estrictamente necesario 

que alcance el interior del núcleo celular; para ello, tras atravesar la membrana 

citoplasmática por difusión simple, se une en el citoplasma al proteosoma que lo trasloca 

hasta el núcleo, donde se une al ADN. La ADR es capaz de unirse a la topoisomerasa II y 

estabilizar la reacción intermedia en la que las hebras de ADN se cortan y se unen 

covalentemente a los residuos de tirosina de la topoisomerasa II, creando un complejo 

ternario ADR-ADN-TOP2 que altera la estructura del ADN e impide su síntesis (Quiles y 

col., 2002c; Minotti y col., 2004; Quiles y col., 2006; Chen y col., 2007; Ozben, 2007). 

 

Por otra parte, también se ha descrito que la adriamicina activa a p53, causando 

apoptosis. Es posible que este efecto alterante del ADN desencadene una serie de eventos 

de señalización relacionados con la detención del crecimiento y la activación de p53. De 

hecho, la activación de este supresor tumoral por parte de la ADR conduce a la célula a la 

apoptosis, aunque hay que matizar que tal efecto va a depender del tipo de tumor que se 

trate, ya que hay más cantidad de daño en una célula que presente p53 competente que 

en una que no. No obstante, el daño genotóxico es muy similar en ambos tipos celulares, 

y es debido a que las células deficientes en p53 tienen más cantidad de topoisomerasa 2 

alfa (que se expresa en la fase S del ciclo), con lo cual hay más intercalaciones de ADR. En 

el caso de las células que contienen p53, además de la inhibición de TOP2, ese supresor 
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tumoral bloquea la capacidad ligasa de TOP2 y se aumenta la formación de roturas 

irreversibles en el ADN.  

 

La apoptosis celular inducida por la ADR se debe a alteraciones genéticas, a la 

activación de p53, y a otros mecanismos adicionales. Entre estos mecanismos adicionales 

está la formación de ceramida (que ejerce su efecto apoptótico a través de p53 o de otras 

rutas corriente abajo como JNK), la degradación de Akt por las proteasas serina-treonina e 

inhibición de la ruta de señalización pro-supervivencia ejercida por Akt, la liberación 

mitocondrial de citocromo c, o el incremento de la expresión de ARNm (ARN 

mensajero) de FasL (ligando de unión al receptor de muerte Fas/CD95). En relación a lo 

que se está comentando, hay que destacar que la formación de radicales libres por parte 

de la doxorrubicina tiene un papel fundamental, ya que como dijimos anteriormente, los 

radicales libres pueden favorecer la proliferación o la apoptosis en función del tipo y 

concentración (Quiles y col., 2002c; Minotti y col., 2004; Quiles y col., 2006; Chen y col., 

2007; Ozben, 2007). 

 

Otro mecanismo de acción por el cual la ADR ocasiona genotoxicidad es el 

relacionado con la formación de aductos de ADN. Al igual que en el proceso de 

apoptosis, ejercen un papel muy importante los radicales libres generados por el fármaco. 

Entre dichos radicales libres se encuentran los aductos oxidativos procedentes de la 

peroxidación lipídica, concretamente por la acción del malondialdehído (MDA). 

También se dan lesiones oxidativas en bases nitrogenadas como 4,6-diamino-5-

formamino-piridina (FapyAde) o 5-hidroximetil-uracilo (5-OH-MeUra), que han 

demostrado ser mutagénicas, al bloquear la replicación del ADN o incrementar la 

frecuencia de errores de la ADN polimerasa. 

 

Además de este tipo de aductos, hay otros que se producen cuando la ADR genera 

complejos con el formaldehido por la acción de sistemas con NAD(P)H oxidorreductasas 

y metales de transición. Dichos complejos forman uniones covalentes con el ADN y, en 

función de la zona en la que interaccione, se crean intercalaciones menos estables o 

uniones cruzadas del ADN que son más estables. Una consecuencia probablemente 

relacionada con tales uniones cruzadas es la imposibilidad por parte de las helicasas de 
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separar las hebras de ADN, interfiriendo en su desenrollo, aunque tal efecto puede 

también deberse a una acción directa de la ADR sobre dichas helicasas (Quiles y col., 

2002c; Minotti y col., 2004; Quiles y col., 2006; Chen y col., 2007; Ozben, 2007). 

 

VII.1.2.- MECANISMOS RELACIONADOS CON LOS RADICALES LIBRES. 

 

La generación de radicales libres y el estrés oxidativo está íntimamente implicado en 

la acción de la ADR, tanto en relación con el efecto antitumoral como en lo relativo a la 

toxicidad. Como ya se ha comentado anteriormente, la doxorrubicina es capaz de 

producir daños en el ADN a través de los productos relacionados con el estrés oxidativo, 

que junto con otros mecanismos llevan a la apoptosis tanto de las células tumorales como 

de las sanas existentes en resto del organismo. 

 

Hay tres vías diferentes de formación de radicales libres por parte de la ADR (Figura 

8): 

 

1) Generación de Semiquinona: la ADR es transformada en un radical libre de tipo 

semiquinona vía reducción de un electrón por enzimas reductasas dependientes 

de NAD(P)H del complejo I de la cadena transportadora de electrones. La 

semiquinona formada reacciona con el oxígeno molecular para producir radical 

superóxido, que convierte a la ADR otra vez en quinona. Este ciclo quinona-

semiquinona genera grandes cantidades de O2
-•, que posteriormente influirá en la 

producción de ERO y ERN como H2O2, HO• y ONOO-. 

 

2) Mecanismo no enzimático: además de lo anterior, esta antraciclina interfiere con 

reacciones metabólicas no enzimáticas en las que interviene el hierro, 

conduciendo a la generación de ERO. Así, la ADR semiquinona, O2
-• y su 

subproducto H2O2, pueden promocionar la liberación de hierro de los depósitos 

de ferritina y de la aconitasa citoplasmática, alterando el metabolismo del hierro, y 

conduciendo a la reacción de este metal con la ADR, dando lugar a HO•.  
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3) Productos del metabolismo de ADR: este metabolismo lleva a la generación de ERO 

por sí mismo. Por un lado, las aldoceto reductasas convierten el grupo carbonilo 

del carbono 13 de la ADR en un grupo hidroxilo, dando lugar a un alcohol 

secundario (doxorrubicinol) que es capaz de liberar hierro de la aconitasa 

citoplasmática, alterando el metabolismo del hierro y por tanto, generando un 

estrés oxidativo a posteriori. Por otra parte, puede ser metabolizada a una aglicona 

lipofílica que difunde a través de la membrana mitocondrial, acumulándose en la 

interna; esta aglicona es el punto de partida de una serie de reacciones que liberan 

electrones, llevando a la generación de ERO y deteriorando la integridad 

funcional de la cadena transportadora de electrones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Mecanismos de producción de ERO/ERN inducidos por la adriamicina 

(Adaptado de Chen y col., 2007). 
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Estos mecanismos oxidativos descritos son los que la ADR ejerce tanto en su acción 

antitumoral sobre las células cancerosas, como sobre los cardiomiocitos. Además de ellos, 

hay que tener en cuenta que el corazón es un órgano muy rico en mitocondrias, las cuales 

contienen en la membrana interna un fosfolípido llamado cardiolipina, y sobre la que la 

ADR tiene una gran afinidad, acumulándose ésta en el interior de las mitocondrias 

cardiacas, razón por la cual aumentan enormemente los procesos oxidativos sobre la 

ADR. 

 

El tratamiento con ADR también ocasiona una serie de modificaciones que están 

relacionadas con la cardiotoxicidad, como por ejemplo la alteración del metabolismo del 

calcio. Estas alteraciones incluyen un incremento en el calcio intracelular, acumulación 

en el miocardio ventricular e inclusiones de calcio en las mitocondrias, transformaciones 

en el transporte y en la función liberadora de calcio del retículo sarcoplásmico, ya que 

afecta a los canales iónicos. Por último, un posible mecanismo descrito de toxicidad de la 

doxorrubicina es la alteración del metabolismo de las prostaglandinas (Quiles y col., 

2002c; Minotti y col., 2004; Quiles y col., 2006; Chen y col., 2007; Ozben, 2007). 

 

VII.2.- TERAPIA PREVENTIVA. 

 

Esta terapia se refiere al uso de sustancias u otras estrategias encaminadas a la 

prevención/protección de aquellos efectos tóxicos derivados del uso de la ADR en el 

tratamiento del cáncer. Entre ellas encontramos la optimización de las pautas de 

dosificación (dosis acumulada de 450-550mg/m2 mediante infusión continua) (Yeung y 

col., 2002), así como la síntesis y uso de análogos con actividad equivalente pero menos 

tóxicos, además de todos aquellos procedimientos destinados a la reducción de los 

radicales libre formados. Dentro de este último grupo encontramos algunos como el 

dexrazoxano, sustancia con la capacidad de quelar el hierro liberado por la ADR, 

disminuyendo de este modo todas aquellas reacciones en las que están implicados ambos 

factores y que conducen a la producción de ERO (Della Torre y col., 1999a; Della Torre y 

col., 1999b; Minotti y col., 2004; Chen y col., 2007; Xiang y col., 2008). 
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Por su importancia clínica y social creciente, nos centraremos en el uso de aquellos 

compuestos de origen alimentario que han demostrado ejercer efectos protectores ante la 

toxicidad de la doxorrubicina, debido a la alta capacidad antioxidante que presentan. 

Antes de continuar es necesario hacer una apreciación a este respecto, y es que, hay 

controversia en cuanto al uso de sustancias antioxidantes en conjunto o previa 

administración de la adriamicina. Se ha postulado que dichos antioxidantes pueden 

disminuir la acción antitumoral al eliminar el componente oxidativo relacionado tanto 

con la acción antineoplásica como con la tóxica, protegiendo de los efectos adversos pero 

disminuyendo la eficacia del fármaco. No obstante, cada vez son más los autores que 

opinan que como las antraciclinas ejercen algunas acciones por vías adicionales a la del 

estrés oxidativo, el uso de estos antioxidantes no debería disminuir su eficacia, 

reduciendo además los efectos tóxicos asociados. Esta afirmación ha de ser matizada, ya 

que ni todos los antioxidantes interfieren negativamente con la ADR, ni todos carecen de 

efectos adicionales, es decir, se encuentran sustancias que sinergizan con la acción de la 

doxorrubicina y además disminuyen la toxicidad (Ozben, 2007). 

 

VII.2.1.- ADRIAMICINA Y ANTIOXIDANTES. 

 

La vitamina E es un compuesto con una elevada actividad antioxidante y una 

importante función biológica, protegiendo a las células del daño oxidativo, 

fundamentalmente peroxidación lipídica en membranas y lipoproteínas. De forma 

general, los estudios preclínicos muestran que la vitamina E tiende a incrementar la 

acción antitumoral de la ADR, además de ofrecer protección frente a la toxicidad de ésta. 

Este compuesto aumenta la vida media de los animales y disminuye la pérdida de peso 

asociada a la quimioterapia, protege de la cardiotoxicidad tanto aguda como crónica, 

aumenta las defensas antioxidantes del corazón, disminuye la peroxidación lipídica, a 

elevadas dosis reduce las aberraciones cromosómicas, etc. También se ha visto que mejora 

la nefrotoxicidad derivada del uso de ADR, y tiene efectos positivos frente a las 

ulceraciones de la piel, disminuyendo la agresividad y acelerando su regeneración. En 

contraste, los estudios clínicos sugieren que la vitamina E no protege del desarrollo de 

cardiotoxicidad crónica inducida por la doxorrubicina (Conklin, 2000; Quiles y col., 

2002c; Quiles y col., 2006). 
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Por otra parte, la vitamina C es un buen antioxidante soluble en agua eficaz frente a 

la peroxidación lipídica, eliminando las ERO en la fracción acuosa antes de que se 

produzca la oxidación de los lípidos. Los estudios preclínicos presentan controversia ante 

este compuesto, aunque de forma general se desprende de ellos que el ácido ascórbico no 

incrementa la actividad antitumoral de la ADR, pero que sin embargo aumenta la vida de 

los animales tratados, y disminuye los efectos tóxicos. Probablemente, la variedad de 

resultados que se encuentran se deba a que la vitamina C a elevadas dosis presenta 

capacidad prooxidante (Conklin, 2000; Quiles y col., 2002c; Quiles y col., 2006). 

 

Los carotenoides como el β-caroteno es capaz de aumentar la acción antitumoral de 

la doxorrubicina y disminuir la peroxidación lipídica. El retinol también reduce 

significativamente los niveles de peroxidación lipídica, pero no potencia el efecto 

antitumoral de la ADR. La vitamina A por su parte, también tiene la capacidad de 

atenuar la peroxidación lipídica asociada al tratamiento (Conklin, 2000; Quiles y col., 

2002c; Quiles y col., 2006). 

 

La ubiquinona (Coenzima Q10) cumple un papel muy importante dentro de la 

mitocondria ya que tiene funciones en la cadena respiratoria mitocondrial, siendo un 

componente esencial en las cadenas redox extramitocondriales. La adriamicina origina 

cardiotoxicidad asociada a la lipoperoxidación en las células miocárdicas, además, reduce 

el contenido de CoQ10 de las membranas mitocondriales, inhibe las enzimas de la cadena 

de transporte de electrones dependientes de CoQ10, e inhibe la biosíntesis mitocondrial. 

Por estas razones, los estudios preclínicos han visto que tanto la suplementación como el 

tratamiento previo a la ADR con CoQ10 disminuyen la peroxidación lipídica y la 

toxicidad cardiaca en general, y no interfiere con la actividad antitumoral de la 

doxorrubicina. Los estudios clínicos muestran el efecto protector del CoQ10 frente a la 

cardiotoxicidad crónica asociada a la administración de antraciclinas (Conklin, 2000; 

Quiles y col., 2002c; Quiles y col., 2006). 

 

Los flavonoides se caracterizan por su alta capacidad antioxidante, y han sido 

considerados como protectores potenciales de la cardiotoxicidad crónica causada por la 

ADR. Estos flavonoides se caracterizan porque inhiben los efectos negativos de la 
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doxorrubicina sin afectar su capacidad antitumoral, como por ejemplo, el 7-

monohidroxietilrutósido (monoHER). Además, esta capacidad protectora tiene mucho 

que ver con sus propiedades antioxidantes y eliminadoras de radicales libres, y los 

mecanismos a través de los cuales ejercen tales efectos son muy variados. Así por ejemplo, 

la catequina tiene efecto cardioprotector a bajos niveles, concentración a la que presenta 

actividad quelante de hierro. Otros como la quercetina, además de su alta capacidad 

antioxidante, inhibe la TOP2 y se intercala en el ADN, incrementando este efecto (que 

también ejerce la ADR). También inhibe varias proteínas quinasas y aumenta la 

concentración de adriamicina en las células tumorales resistentes al bloquear las bombas 

de eflujo de fármacos como la glucoproteína-P. 

 

Hay dos mecanismos bioquímicos fundamentales de acción de estos compuestos que 

aumenta la capacidad antitumoral cuando se dan en conjunción. El primero es la 

inhibición del metabolismo intracelular del fármaco, y el segundo el bloqueo de los 

mecanismos encargados de eliminarlo de la célula. Así por ejemplo, polifenoles del té o 

del café como la cafeína o catequinas como la epigalocatequina galato producen un 

aumento intracelular del fármaco antitumoral al inhibir los mecanismos de eliminación 

del mismo. La suplementación oral con ajo disminuye el estrés oxidativo producido por la 

administración crónica de ADR, y protege a las células frente a los radicales libres que 

produce. 

 

Otros compuestos como la ginesteína, isoflavona presente en la soja con alta 

capacidad antioxidante, es capaz de aumentar los niveles de enzimas antioxidantes como 

glutatión o superóxido dismutasa, mitigando la producción de ERO. Además, es un 

inhibidor de la TOP2 e inhibe su unión al ADN, ejerciendo de este modo una acción 

antineoplásica adicional a la ADR, que unido a la inhibición de varias proteínas quinasa, 

nos muestra su capacidad apoptótica, además de aumentar la concentración de 

doxorrubicina en células resistentes. 

 

La curcumina es un compuesto fenólico que presenta una importante capacidad 

antioxidante a nivel de LDL, ácidos grasos poliinsaturados, etc., mostrando una gran 

prevención de los daños renales generados por la ADR, así como de la cardiotoxicidad 
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aguda, y la disminución de la peroxidación lipídica en corazón, aumentando los 

antioxidantes endógenos (Conklin, 2000; Quiles y col., 2002c; Quiles y col., 2006). 

 

El selenio ha demostrado en estudios in vitro que incrementa la apoptosis y 

disminuye la síntesis de ADN cuando se da en conjunción con ADR. No obstante, 

cuando hablamos de cardioprotección en estudios animales los resultados son 

contradictorios. Estudios en animales demuestran que la inyección intraperitoneal de 

glutatión reduce la toxicidad miocardica sin interferir en la actividad antineoplásica de la 

ADR. Por su parte, la glutamina administrada en los días 1 y 28 de la quimioterapia con 

doxorrubicina reduce significativamente la severidad de la estomatitis y diarrea, 

disminuyendo también su duración. Por último, la N-acetilcisteína reduce la 

cardiotoxicidad aguda en ratones probablemente asociado a su capacidad antioxidante o 

bien porque aumenta los niveles intracelulares de glutatión, sin embargo no protege 

frente a la toxicidad cardiaca crónica en perros (Conklin, 2000; Quiles y col., 2002c; 

Quiles y col., 2006). 
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I.- MATERIAL. 

 

I.1.- APARATOS DE USO GENERAL.  

 

• Agitador de microplacas Shaker PSU2T Plus. BOECO (Alemania). 

• Agitador magnético con calefactor AGIMATIC-E. JP-SELECTA, S.A (Barcelona, 

España). 

• Balanza digital GRAM PRECISION (Gram Precision, SL. Barcelona, España). 

• Balanza electrónica de precisión SARTORIUS BP110S (Sartorius AG, 

Göttingen, Alemania). 

• Baño seco digital (LABNET INTERNATIONAL, Inc. Woodbridge, NJ, EEUU). 

• Baño termostatizado de metacrilato P-SELECTA (JP-Selecta, SA. Barcelona, 

España). 

• Calibre electrónico pie de rey digital AFORA (Afora, S.A. Barcelona, España). 

• Cámara HITACHI (Standard Video with Meteor II). 

• Centrífuga refrigerada de mesa BECKMAN mod GS-6R (Beckman Coulter, Inc. 

Fullerton, CA, EEUU). 

• Columna capilar FUSED SILICA SP-2330 de 60 m de longitud, 0.32 mm de 

diámetro interno y 0.20 mm de espesor de fase estacionaria. 

• Congelador de -20ºC  LIEBHER (LIEBHER, Biberach, Alemania). 

• Congelador de -80ºC  REVCO (REVCO, Asheville, NC, EEUU). 

• Cubetas de electroforesis CONSORT (Belgium). 

• Detector de diodo array (System Gold Diode Array Detector Module 168) 

BECKMAN (Beckman Coulter Inc, Fullerton, CA, EEUU). 

• Detector electroquímico coulométrico ESA Coulochem III (ESA Biosciences, 

Inc. Chelmsford, MA, EEUU). 

• Estufa MEMMERT (Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Alemania). 

• Fuente de alimentación CONSORT E802 (300V-2000mA) (Bélgica).      

• Inyector automático WATERS™ 717 Plus (Waters Corporation, Milford, MA, 

EEUU).   
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• Lector de microplacas SYNERGY HT, Multi-Dection Microplate Reader, BIO-TEK 

(BioTek Instruments, Inc. Highland Park, Vermont, EEUU). 

• Máquina productora de hielo SCOTSMAN AF-10 (Scotsman Ice Systems, 

Vernon Hills, IL, EEUU). 

• Microcentrífuga para eppendorfs HETTICH EBA12 ZENTRIFUGEN 

(HettichLab GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Alemania).   

• Micropipetas electrónicas EPPENDORF RESEARCH® PRO. EPPENDORF AG 

(Hamburgo, Alemania).   

• Microscopio-UV Leica DMLS con filtro de excitación de 435nm, y amplificador 

de 400 (Leica Microsystems. Nusstoch, Alemania). 

• pH-metro GLP 21, CRISON (Barcelona, España). 

• Pipetas automáticas NICHIPET EX (Nichiryo, Tokio, Japón). 

• Vortex  VWR (VWR International Eurolab S.L. Barcelona, España). 

 

I.2.- SOFTWARE ESPECÍFICOS. 

 

• Gene Five para lector de microplacas SYNERGY HT, BIO-TEK (BioTek 

Instruments, Inc. Highland Park, Vermont, EEUU). 

• Kinetic Imaging Komet 5.5 (Kinetic Imaging Ltd, Liverpool, Reino Unido). 

• SPSS 15.0 para Windows. 

• System Gold® HPLC (Beckman Coulter Inc, Fullerton, CA, EEUU). 

 

I.3.- MATERIAL PARA EL ESTUDIO ANATOMOPATOLÓGICO. 

 

• Agua destilada estéril (Fresenius Kabi AG, Sevres, Francia). 

• Anticuerpo primario anti-Ki67 procedente de conejo, clon SP6 (Máster 

Diagnóstica S.L., Granada, España). 

• Baño histológico para inclusión en parafina Termofin (JP Selecta, Barcelona, 

España). 

• Cuchillas para microtomo de 250 μm de grosor (Feather Safety Razor Co, Ltd, 

Osaka, Japón). 
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• Equipo de inmunotinción automática Autostainer Plus Link (Dako Denmark 

A/S, Dinamarca). 

• Equipo de recuperación antigénica PT Link (Dako Denmark A/S, Dinamarca). 

• Equipo de tinción automática Leica Autostainer XL (Leica, Wetzlar, Alemania). 

• Estufa Incubat (JP Selecta, Barcelona, España). 

• Etanol 100% (Etanol absoluto parcialmente desnaturalizado QP, Panreac 

Química SA, Barcelona, España). 

• Hematoxilina para tinción inmunohistoquímica Dako Automation Hematoxylin 

Histological Staining Reagent (Dako Denmark A/S, Dinamarca). 

• Isoparafina H (Isoparafina H -Sustituto de Xileno- DC, Panreac Química SA, 

Barcelona, España). 

• Medio de montaje (Medio de Montaje para sustitutos de xileno DC, Panreac 

Química SA, Barcelona, España). 

• Microscopio óptico ECLIPSE E600 (Nikon Co., Tokio, Japón). 

• Microtomo Leica RM2235 (Leica, Wetzlar, Alemania) 

• Montador automático Leica CV5030 (Leica, Wetzlar, Alemania). 

• Placa fría Leica EG1150C (Leica, Wetzlar, Alemania) 

• Portaobjetos para inmunohistoquímica Dako REALTM Capillary Gap 

Microscope Slides (Dako Denmark A/S, Dinamarca). 

• Sistema de detección inmunohistoquímica Dako RealTM EnVision System, 

Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse (Dako Denmark A/S, Dinamarca). 

• Software para el equipo de inmunotinción automática DakoLink, versión 1.5.2.1 

(System Dynamics, New Jersey, USA) 

• Solución bloqueante de peroxidasa DakoCytomation Peroxidase Blocking 

Reagent (Dako Denmark A/S, Dinamarca). 

• Solución de lavado Dako Wash Buffer 10X (Dako Denmark A/S, Dinamarca). 

• Tampón de desenmascaramiento antigénico Dako Target Retrieval Solution, pH 

6 (Dako Denmark A/S, Dinamarca). 

• Tampón de desenmascaramiento antigénico Dako Target Retrieval Solution, pH 

9 (Dako Denmark A/S, Dinamarca). 
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I.4.- ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN. 

 

Se emplearon 44 ratas hembra (Rattus norvegicus) vírgenes de la raza Sprague-Dawley 

de 8 semanas de edad, con un peso medio de 170±20 g procedentes de Harlan Interfauna 

Ibérica S.L (Barcelona, España) enjauladas en grupos de cuatro y mantenidas en una 

habitación termorregulada (22±2ºC) con un periodo de luz/oscuridad de 12h:12h.  

 

Se les suministró agua y dieta comercial de mantenimiento para roedores 2014 de 

Harlan Interfauna Ibérica S.L (Barcelona, España) ad libitum. El peso de los animales fue 

controlado semanalmente desde su llegada hasta el momento del sacrificio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Imagen del mantenimiento de los animales. 

 

II.- MÉTODOS. 

 

II.1.- MODELO EXPERIMENTAL DE CARCINOGÉNESIS MAMARIA. 

 

Debido a la facilidad de manejo de los animales, a que no se necesitan unas 

condiciones de total asepsia, ni unas instalaciones determinadas para su mantenimiento, 

a la simplicidad para conseguir la enfermedad tumoral mamaria, a los buenos resultados 

que se obtienen, y porque no decirlo, al menor coste, el trabajo que aquí se presenta ha 
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sido desarrollado íntegramente mediante un modelo químico aplicado a ratas Sprague-

Dawley hembras.  

 

Los carcinógenos químicos de uso más común en este tipo de estudios son el DMBA 

y el MNU. Por razones obvias no podemos usar los dos, con lo que el problema que se 

presenta está en la toma de decisión de cuál de ellos utilizar para nuestro estudio.  

 

II.1.1.- ELECCIÓN DEL CARCINÓGENO QUÍMICO. 

 

En base a los datos obtenidos de la literatura, tal y como se resume en las Tablas 1 y 

2, se han establecido dos modelos de inducción de cáncer de mama: con DMBA (7,12-

Dimethylbenz[a]anthracene ≥95%, SIGMA®. Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU) 

(Figura 2) y con MNU (N-Nitroso-N-Methylurea, SIGMA®. Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, 

EEUU) (Figura 3).  

 

Tabla 1. Modelos de carcinogésis mamaria DMBA-inducidos: estudios en ratas.

Raza 

Tiempo 
comienzo 
tratamiento 
(días) 

Duración 
tratamiento 
(desde 
inicio)(semanas) 

Dosis Vía Tipo de lesión Referencia 

SD ¿? 
13 
13 
26 

20mg(4x5mg) 
8mg(2x4) 
10mg(1dosis) 

O/g 
O/g 
O/g 

Tumor 
Tumor 
Carcinoma 

National 
Toxicology 
Program, 
1999 

SD 53 29 
5mg /1ml 
aceite de maíz 

i.g Carcinoma 
Costa y col., 
2002 

SD 44-47 23 
10mg/1ml 
aceite sésamo 

i.g Tumor 
Fedrowitz y 
col., 2002 

SD 53 30 
5mg/1ml 
aceite de maíz 

O Adenocarcinoma 
Solanas y col., 
2002 

SD 55 16 
80 
mg/kg/día 

O Tumor 
Kaufmann y 
col., 2003 

SD 50 11 100 mg/kg O/g Tumor 
Todorova y 
col., 2003 

SD 47 17 10mg  O Adenocarcinoma 
Cabanes y 
col., 2004 

SD 49 9 
5 mg/0.2ml 
aceite de 
oliva 

O Tumor 
El-Bayoumy y 
Sinha, 2004 

SD. Sprague-Dawley; O. Vía Oral; O/g. Vía Oral/Gavage; i.g. Vía Intragástrica 
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Tabla 2. Modelos de carcinogénesis mamaria MNU-inducidos: estudios en ratas.

Raza 
Edad 
(días) 

Tº Comienzo 
Tratamiento 
(días) 

Duración 
Tratamiento 
(semanas) 

Dosis (mg/kg) Vehículo Vía 
Tipo de 
Lesiones 

Referencia 

SD 21 
33, 40, 47, 
54 y 61 

12 50x5 
NaCl 0.9% 
(pH 4) 

i.p 
Carcinoma 
(60-76%) 

Liska y 
col., 2000 

SD 50 50 5-7-9-12 50 

Solución 
salina 
acidificada 
(pH 5.0) 

i.v 
(yugular) 

Carcinoma 
Mehta y 
col., 2000 

SD 42 50 ¿? 50 
Solución 
salina (pH 
5.0) 

i.v 
(yugular) 

Carcinomas 
Shilkaitis 
y col., 
2000 

Zucker 35 50 29 
Delgadas:37.5 
 
Obesas: 20 

Salino 
normal 
(0.9% 
NaCl,p/v) 
0.05% ácido 
acético 

i.p 

Carcinoma 
 
Carcinoma 
muy 
invasivo y 
otros 

Lee y col., 
2001 

SD ¿? 43-50 6 a9 
50x2 (una 
semana entre 
cada dosis) 

Salino 
estéril 
acidificado 
(pH 5.0) 

i.p Carcinoma 
Christov 
y col., 
2003a 

SD 43 43-50 6 a 9 
50x2 (una 
semana entre 
cada dosis) 

Salino 
estéril 
acidificado 
(pH 5.0) 

i.p Tumor 
Christov 
y col., 
2003b 

SD 21 21 14, 2 50 

Salino 
(0.05% 
ácido 
acético) (pH 
4) 

i.p Tumor 
Lee y col., 
2003 

SD 20 21 13 75 

Salino 
fisiológico 
(0.05% 
ácido 
acético) 

¿? Carcinoma 
Allred y 
col., 2004 

Wistar ¿? 50, 80, 110 17 50x3 
Agua 
destilada 
(10mg/ml) 

i.p Tumor 
Carrera y 
col., 2004 

SD. Sprague-Dawley; i.p. Vía Intraperitoneal 
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Figura 2. Modelo de DMBA para la elección del carcinógeno químico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Modelo de MNU para la elección del carcinógeno químico. 

 

Tiempo 
(semanas)11 (n=5) 16 (n=5) 20 (n=5)0-1-2

Sacrificios
DMBA

Observación y palpación de tumores

15 15 15 10 5 0
Ratas existentes 
en ese periodo 
de tiempo

Modelo de inducción química de cáncer de mama con DMBA (7,12-dimetil benzantraceno)

Llegada de los animales (ratas Sprague-Dawley hembra de 7 semanas de edad)

Adaptación

Administración oral (gavage) de 100 mg/kg de DMBA en aceite de oliva

Sacrificio

Tiempo 
(semanas)

Sacrificios

Observación y palpación de tumores

10 (n=5) 20 (n=5)

Ratas existentes 
en ese periodo 
de tiempo

1

Llegada de los animales (ratas Sprague-Dawley hembra de 7 semanas de edad)
Adaptación
Inyección intraperitoneal de 50 mg/kg de MNU en suero salino estéril (1ª Dosis)

Sacrificio
Inyección intraperitoneal de 50 mg/kg de MNU en suero salino estéril (2ª Dosis)

0-1-2 6 (n=5)

MNU

15 15 15 5 015 10

Modelo de inducción química de cáncer de mama con MNU (N-Metil-N-Nitrosourea)
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Los resultados obtenidos en este experimento preliminar reflejados parcialmente en 

la tabla 3 (Tabla 3) sirvieron para seleccionar el agente cancerígeno a usar en el resto del 

estudio. 

 

Tabla 3. Volúmenes tumorales totales/rata del estudio de elección del carcinógeno: grupo DMBA 

Semana 
Rata  
(n 5) 

Nº de  
tumores 

Volumen tumoral  
total/rata (cm3) 

Volumen tumoral  
total/semana (cm3) 

11 
1 5 5.226 

6.822 2 3 0.481 
3 5 1.115 

16 

1 8 5.986 

14.433 
2 5 2.732 
3 5 4.498 
4 2 1.124 
5 2 0.093 

20 

1 2 0.249 

3.552 
2 4 2.134 
3 3 0.810 
4 3 0.359 

 

 Esta tabla demuestra que el momento ideal desde el punto de vista de los tumores 

coincide con la semana 16 tras la administración del DMBA, donde la incidencia, 

multiplicidad y volumen tumoral son mayores. 

  

Sin embargo, los resultados obtenidos con MNU fueron muy distintos, ya que en la 

semana 6 (n=5) solamente 1 rata de las 5 que había que sacrificar mostraba masas 

tumorales. En cuanto a la multiplicidad, el animal presentaba solamente 1 tumor. El 

volumen de ese tumor fue de 0.054 cm3. En la semana 10 cuando se cumplieron 9 

semanas desde la administración del carcinógeno, sólo había un animal que presentó un 

único tumor que superó el volumen umbral de 10cm3, con lo cual dicho animal tuvo que 

ser sacrificado. En la semana 20, sólo 2 ratas pudieron ser sacrificadas con presencia de 

tumores. Uno de los animales presentaba 2 tumores de volúmenes 0.906 y 2.646 cm3 y el 

otro sólo presentaba un tumor de volumen 0.233 cm3. 

 

A la luz de estos resultados, la elección del DMBA como carcinógeno más idóneo 

para la inducción de cáncer de mama en ratas fue evidente. En este modelo, surgen más 

animales con más tumores, y en menor tiempo, que con la otra sustancia estudiada 



 
91 MATERIAL Y METODOS 

 
 

 

(MNU), para las dosis establecidas en este trabajo. Costa y colaboradores (Costa y col., 

2002), usando una cantidad diferente de DMBA (5mg) encontraron resultados similares a 

los nuestros. Estos autores concluyen en su trabajo que además de ser un modelo con alta 

homogeneidad, reproducibilidad, y bajo tiempo de generación es altamente práctico para 

el estudio de la carcinogénesis mamaria humana desde un punto de vista histopatológico, 

convirtiéndose en una herramienta aceptada y adecuada para el entendimiento del cáncer 

de mama. 

 

II.1.2.- MODELO DE QUIMIOTERAPIA CON ADRIAMICINA E 

HIDROXITIROSOL EN RATAS AFECTAS DE CÁNCER DE MAMA 

QUÍMICAMENTE INDUCIDO CON DMBA. 

 

Para este estudio se utilizaron 44 ratas Sprague-Dawley hembra (Material y Métodos. 

Apartado I.3.) distribuidas de forma aleatoria en 5 grupos. Estableciéndose los siguientes: 

 

Grupo 1 (n=10): Control con enfermedad cancerosa sin tratamiento (DMBA). 

Grupo 2 (n=10): Hidroxitirosol (HT). 

Grupo 3 (n=8): Adriamicina (ADR). 

Grupo 4 (n=8): ADR+HT. 

Grupo 5 (n=8): Control sano (C). 

 

El motivo por el cual se empleó cada uno de los anteriores grupos fue el siguiente:  

 

Grupo DMBA: control positivo de carcinogénesis mamaria y sin ningún tipo de 

tratamiento, con el fin de contrastar los resultados obtenidos en los grupos tratados. 

 

Grupo HT: surge para comprobar los efectos antioxidantes, o tóxicos, a las dosis 

usadas. Constituye otro grupo control del ADR+HT. 

 

Grupo ADR: este grupo se considera control positivo de los efectos adversos 

generados por la ADR en el tratamiento del cáncer de mama, así como de su efecto 

antitumoral. 



 
92 SERGIO GRANADOS PRINCIPAL 

 
 

 

Grupo ADR+HT: su misión es comprobar si los efectos secundarios relacionados con 

la adriamicina se ven disminuidos de alguna manera por la sustancia natural con elevada 

capacidad antioxidante (HT). Por otra parte, se desea comprobar si los efectos 

antitumorales de la ADR se ven reducidos o potenciados por el HT. 

 

Grupo C: control negativo para cáncer de mama químicamente inducido. Este grupo 

será dedicado siempre a cotejar los resultados surgidos del resto de grupos. 

 

El diseño experimental llevado a cabo se puede estructurar de forma simplificada en 

dos periodos fundamentales: PRETRATAMIENTO y TRATAMIENTO. El primero va 

desde que se administra el DMBA hasta la toma de la biopsia Trucut e inserción del chip, 

mientras que el segundo se refiere al ciclo de tratamiento con adriamicina y/o 

hidroxotirosol. 

 

II.1.2.1.- PRETRATAMIENTO: ADMINISTRACIÓN DEL CARCINÓGENO 

QUÍMICO, DESARROLLO TUMORAL E IMPLANTACIÓN DE MICROCHIPS. 

 

ADMINISTRACIÓN DE DMBA. 

Tras la semana de adaptación y cuando los animales contaban con 8 semanas de 

edad y un peso aproximado de 170±20 g, se inició el modelo químico de cáncer de 

mama. Para ello, cada rata fue tratada con una única dosis intragástrica mediante gavage 

de 100mg/kg de DMBA (Huggins y col., 1959; Huggins y col., 1961; Johnson y col., 2003a, 

2003b; Todorova y col., 2003, 2004, 2006), usando como vehículo 1ml de aceite de oliva 

virgen extra (Perumal y col., 2005; Abbadessa y col., 2006; Veena y col., 2006; 

Arulkumaran y col., 2007). Las ratas pertenecientes al grupo C, recibieron sólo 1ml de 

aceite de oliva virgen extra siguiendo la misma técnica de inyección intragástrica. 

 

La administración del carcinógeno se llevó a cabo mediante el uso de unas agujas 

especiales denominadas agujas de “gavage” estériles, de acero y con punta de silicona, con 

un tamaño de 15Gx3 (Animal Feeding Needles. Popper and Sons, Inc. NY, EEUU). 

Existen varios tipos de agujas gavage: rígidas de acero y desechables con punta de silicona, 

rígidas de acero autoclavables con punta terminada en bolita de acero, y flexibles de 
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plástico; las agujas de acero pueden ser a su vez rectas, curvas, o maleables (Figura 4). 

Éstas, penetran fácilmente a través del esófago y hasta el estómago del roedor, asegurando 

que la sustancia llega a su destino gástrico, como nos muestra la imagen del cuerpo 

radiografiado de una rata con una aguja de gavage introducida, y en la que vemos que 

dicha aguja llega completamente al estómago (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Diferentes tipos de agujas de gavage. 

 

 

 

Figura 5.  Radiografía tomada a un roedor 

 con una aguja de gavage introducida. 

 

DESARROLLO TUMORAL. 

Los experimentos llevados a cabo anteriormente para la elección del carcinógeno 

químico, han demostrado que se necesitan entre 4 y 5 semanas para la aparición del 

primer tumor palpable. Por lo tanto, cuando se cumplieron 4 semanas desde la 

administración del DMBA, se comenzó a palpar 2 veces en semana cada animal, desde la 

zona del cuello hasta la inguinal, para evaluar la aparición de cualquier masa tumoral, 

registrando la posición, momento, y volumen de cada una. 

 

Cuando los tumores alcanzaron un tamaño suficiente se midieron con un calibre 

electrónico digital de pie de rey (Afora, S.A. Barcelona, España). Para la determinación de 
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los volúmenes tumorales se siguieron dos fórmulas matemáticas diferentes en función de 

que la morfología del tumor permitiese la toma de dos o tres medidas. Dichas fórmulas 

son las que siguen:  

 

V = 4/3π (d1/2) x (d2/2)2 

Donde d1 y d2 son los dos diámetros del tumor (d1>d2) (para aquellos tumores en los 

que resulta imposible tomar una tercera medida); cuando exista la posibilidad de tomar 

una tercera medida, la fórmula a usar será la siguiente:  

 

V = (d1/2) x (d2/2) x (d3/2) 

Donde d1 y d2 son los dos diámetros del tumor y d3 se corresponde con el grosor 

(d1>d2>d3) (Escrich y col., 2004).  

 

Una vez las ratas presentaron al menos un tumor con un volumen de 

aproximadamente 2 cm3 fueron incluidas al azar en el calendario de tratamientos. 

 

IMPLANTACIÓN DE MICROCHIP. 

Previa anestesia del animal con Ketamina HCl + Clorbutol o Clorobutanol 

(Imalgene®1000) a una dosis de 150mg/kg i.p., se procedió a la implantación subcutánea 

de un microchip (MUSICC Chip™ Identification System. AVID® Identification Systems, 

Inc. CA, EEUU). La inserción se realizó en la zona media dorsal y entre las escápulas del 

animal usando unas agujas y jeringas especiales (AVID® SUDS Monoject. AVID® 

Identification Systems, Inc. CA, EEUU), con el fin de tenerlo identificado en todo 

momento mediante un lector (MINITRACKER II. AVID®  Identification Systems, Inc. 

CA, EEUU).  

 

La inserción del microchip permitió el establecimiento de un modelo secuencial de 

ingreso de los animales en sus grupos experimentales justo en el momento adecuado 

desde el punto de vista del tumor, pero sin los problemas derivados de una mala 

identificación. 
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Tanto las agujas, como los microchips se desinfectaron previa aplicación y después de 

la misma con una solución bactericida, fungicida y virucida de uso clínico 

(LIMOSEPTIC® Concentrado. José Collado, SA. Barcelona, España) (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Sistema de implantación y lectura de microchips. 

 

Una vez terminada la implantación, la herida se desinfectó con povidona yodada y 

fue cerrada la herida usando apósito líquido (Compeed® Liquid Bandage™. 

Johnson&Johnson, Inc. NJ, EEUU). El uso de este apósito facilitaba el proceso debido a 

una serie de características: 

 

1) Hace las veces de sutura química.  

2) Facilita la cicatrización rápida, disminuyendo la probabilidad de infecciones. 

3) Tiene acción calmante. 

4) Mantiene la herida seca. 

5) Se desprende por sí mismo a los pocos días de la aplicación 

 

El siguiente paso en la secuencia temporal consistía en la toma de biopsias de tejido 

tumoral, momento tras el cual el animal está listo para entrar en la fase de tratamiento (si 

pertenece a un grupo que lo precise). 
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BIOPSIAS DE TEJIDO TUMORAL. 

Lo que se pretende con la realización de la biopsia es tener para cada animal con 

tumores un control interno de la progresión de las lesiones, pero no se hace en todas las 

masas que aparecen, sólo en uno de ellos (por motivos prácticos) seleccionado de la forma 

más aleatoria posible. 

 

Éste será aquel que alcance en primer lugar un volumen de 2cm3, usando la fórmula 

del cálculo de volumen: V = (d1/2) x (d2/2) x (d3/2). Si aparecen casualmente dos o más 

tumores con 2cm3 de volumen, se toma como tumor preferente para la biopsia aquel que 

apareció el primero, es decir, el que presentó menor tiempo de latencia. A este tumor se 

le denomina “Tumor Trucut” y es al que se le hace el seguimiento hasta el momento del 

sacrificio, así como el estudio de perfil génico mediante microarray.  

 

Acto seguido a la implantación del sistema de microchip, y con el animal aún bajo 

los efectos de la anestesia, se procedió a la toma de biopsias de tejido tumoral in vivo 

mediante un sistema Trucut Bard® Monopty® Biopsy Instrument de 14g x 10cm de 

longitud, con una profundidad de penetración de 11mm (Figura 7).  

 

Para ello, tras eliminar los pelos con ayuda de unas tijeras curvas y desinfectar la zona 

con povidona yodada, se realizó una pequeña incisión vertical de unos 2.5 mm de 

longitud y totalmente superficial (tan sólo se ha de atravesar la capa de piel), 

introduciendo posteriormente, a través de dicha incisión, el sistema de biopsia Trucut. 
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Figura 7. Sistema Trucut para toma de biopsias.  

 

Se tomaron dos trozos de tejido de aproximadamente 0.7 cm de longitud y 2.5 mm 

de diámetro de la misma masa tumoral evitando que la segunda pase por el mismo lugar 

de la primera. Acto seguido, uno de los cilindros se introdujo en formaldehído 3,9-4% 

tamponado a pH 7 (PANREAC. Panreac Química SA, Barcelona, España) para su 

posterior estudio histológico y morfológico. El segundo cilindro fue tratado durante 24h 

con líquido para preservar el ARN a 4ºC (RNA later™, RNA Stabilization Reagent, 

QIAGEN. Germantown, MD, EEUU), transcurrido este tiempo se eliminó el líquido y se 

procedió al congelado de las muestras a -80ºC hasta el momento de su uso.  

 

Una vez finalizada la pequeña intervención, se desinfectó la zona con povidona 

yodada, y se cerró la herida usando un líquido cicatrizante (Compeed® Liquid Bandage™. 

Johnson&Johnson, Inc. NJ, EEUU). El animal biopsiado y con el microchip implantado 

se recuperó durante los dos días siguientes en una jaula individual, alejada de otros 

individuos que pudieran atacar la herida. Durante esos dos días, las heridas se limpiaron y 

desinfectaron hasta cuatro veces al día. Si una vez desprendido el apósito la herida 

continuaba abierta se volvía a desinfectar la zona y se aplicaba de nuevo el apósito líquido, 

manteniendo al roedor otros dos días en aislamiento. 

 

 



 
98 SERGIO GRANADOS PRINCIPAL 

 
 

 

  II.1.2.2.- TRATAMIENTO: TRATAMIENTO CON ADRIAMICINA Y/O 

HIDROXITIROSOL. 

 

Obtenida la biopsia de los animales y tras el periodo de recuperación, estas fueron 

sometidas al tratamiento con ADR y/o HT. 

 

ADRIAMICINA (Grupo ADR). 

El agente antineoplásico aplicado a nuestro estudio ha sido la Adriamicina o 

Doxorubicina, por tratarse de uno de los fármacos más eficaces para el tratamiento del 

cáncer de mama (Sausville y Longo, 2006). 

 

Con el fin de asemejar lo máximo posible nuestro estudio a la administración real de 

quimioterapia que se da a las mujeres afectas de carcinogénesis mamaria, se siguió el 

protocolo clínico de dosis para este citostático. En concreto, se utilizó una dosis de 

1mg/kg de ADR (Farmiblastina® Pharmacia. Solución inyectable, 50mg/25ml) por vía 

intravenosa, que a pesar de la dificultad, y tras discutir las diferentes posibilidades (vena 

ilíaca, de la cola, yugular, etc.), se haría a través de la vena lateral de la cola (Lui y col., 

2002; Ueno y col., 2006; Xiang y col., 2008). 

 

A la luz de los hallazgos bibliográficos, se diseñó un protocolo basado en la 

administración de una dosis de 1mg/kg de doxorubicina durante 7 semanas (Dosis 

Acumulada (DA): 7mg/kg) (Della Torre y col., 1999a, 1999b). En un experimento previo 

al comienzo del estudio que se expone en la presente memoria de tesis, se concluyó que 

dicho protocolo no sólo es efectivo sino que en la sexta semana el volumen de los 

tumores disminuía de forma sustancial.  

 

Lo disentido en el párrafo anterior hizo modificar el calendario de tratamiento 

antitumoral, quedando resumido de la siguiente manera: Administración de 

1mg/kg/semana durante 6 semanas de Adriamicina a través de la vena lateral de la cola 

(DA: 6mg/kg). Alcanzada la semana 7 o bien cuando algún tumor hubo alcanzado el 

volumen máximo de 10cm3 (por motivos éticos) se procedió al sacrificio de los animales 

mediante exanguinación, siguiendo el protocolo del comité ético de la Universidad de 
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Granada para ensayos en animales de experimentación previa anestesia con Ketamina 

HCl + Clorbutol o Clorobutanol a una dosis de 150mg/kg i.p. (Figura 8). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.  Esquema simplificado del tratamiento con adriamicina. 

 

HIDROXITIROSOL (Grupo HT). 

Las ratas pertenecientes a este grupo de tratamiento recibieron por vía intragástrica 

mediante gavage cinco dosis semanales de HT de 0.5mg/kg/día (3,4-Dihydroxyphenyl 

Ethanol 50mg supplied in 1ml ethanol. CAYMAN CHEMICAL COMPANY) (Figura 9), 

durante 6 semanas en solución acuosa.  

 

Al no existir en la literatura trabajos con HT y ratas se administró una dosis de HT 

cinco veces superior a la ingesta estimada de un consumidor medio de 70 kg de peso 

corporal a través del aceite de oliva virgen. 

 

Una vez terminado el calendario de tratamiento y pasado la semana 7 o bien cuando 

algún tumor alcanzara el volumen máximo de 10cm3 (por motivos éticos) se procedió al 

sacrificio de los animales mediante exanguinación, siguiendo el protocolo del comité 

1ª Inyección i.v de 1 mg/kg de ADR en la vena de la cola

2ª Inyección i.v de 1 mg/kg de ADR en la vena de la cola

3ª Inyección i.v de 1 mg/kg de ADR en la vena de la cola

4ª Inyección i.v de 1 mg/kg de ADR en la vena de la cola

5ª Inyección i.v de 1 mg/kg de ADR en la vena de la cola

6ª Inyección i.v de 1 mg/kg de ADR en la vena de la cola

Fin de la Experiencia. Sacrificio de los animales

Tiempo en Semanas

Administración semanal de 1 mg/kg de ADR vía i.v

1 2 3 4 5 6 7

Semana de 
observación 
de las ratas
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ético de la Universidad de Granada para ensayos en animales de experimentación previa 

anestesia con Ketamina HCl + Clorbutol o Clorobutanol a una dosis de 150 mg/kg i.p. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.  Esquema simplificado del tratamiento semanal con hidroxitirosol. 

 

Los animales correspondientes al grupo DMBA siguieron el mismo protocolo llevado 

a cabo para los grupos ADR y HT, la única diferencia es que no fueron sometidos a 

ningún tipo de tratamiento. 

 

II.1.2.3.- SEGUIMIENTO DE LA EVOLUCIÓN DE LOS VOLÚMENES 

TUMORALES. 

 

Implantado el microchip y biopsiado el tumor se hizo un seguimiento exhaustivo de 

la evolución del volumen de todos los tumores. Para ello, se midieron dos veces en 

semana usando un calibre electrónico y calculando dicho volumen mediante la fórmula 

vista en el Apartado II.1.2.1. de esta sección (Desarrollo Tumoral): V = (d1/2) x (d2/2) x 

(d3/2). 

 

 

L M MX J V S D

0.5 mg/kg de HT mediante gavage

0.5 mg/kg de HT mediante gavage

0.5 mg/kg de HT mediante gavage

0.5 mg/kg de HT mediante gavage

0.5 mg/kg de HT mediante gavage

Descanso

Descanso

Tiempo en días
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II.1.2.4.- PARÁMETROS TUMORALES DETERMINADOS EN CADA 

ANIMAL. 

 

• Multiplicidad al Inicio (Basal): Número total de tumores que se desarrollan en la 

rata desde que se suministra el carcinógeno hasta que al menos un tumor mide 

unos 2cm3. 

• Multiplicidad al Sacrificio (Final): Número total de tumores que se desarrollan 

en la rata desde que al menos un tumor mide unos 2cm3 hasta el sacrificio. 

• Volumen del tumor de la biopsia o trucut al inicio del estudio (Basal). 

• Volumen del tumor trucut al momento del sacrificio (Final). 

• Volumen tumoral total. 

 

II.2.- OBTENCIÓN DE MUESTRAS. 

 

II.2.1.- TUMORES MAMARIOS. 

 

En este paso se extirpan todos y cada uno de las tumoraciones que presenta el 

animal, incluyendo la del Trucut.  

 

“TUMOR TRUCUT”. 

Anestesiado el animal se procedió a la extirpación del tumor trucut (Figura 10), la 

mitad del cual se incluyó en formaldehído 3,9-4% tamponado a pH 7 para su posterior 

estudio anatomopatológico. Una pequeña porción fue introducida en RNA Later™ 

durante 24 horas a 4ºC, que tras eliminar el líquido fue congelada a -80ºC. El resto se 

protegió del ambiente externo con una envoltura de papel de aluminio y se introdujo en 

nitrógeno líquido para luego ser almacenado a -80ºC hasta el momento de su análisis. 
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Figura 10. Fotografía tomada a un tumor mamario durante el sacrificio. Aparece el código del 

animal abajo a la derecha. 

 

RESTO DE TUMORACIONES. 

Los restantes tumores extirpados fueron pesados, medidos, incluidos al completo en 

formaldehido 3,9-4% tamponado a pH 7 y enviados al especialista en anatomía patológica 

(Figura 11). Aquellos tumores de muy pequeño tamaño que aparecieron durante la 

extirpación y que pasaron inadvertidas durante el seguimiento no se estudiaron desde el 

punto de vista anatomopatológico, sólo fueron incluidos en los datos de multiplicidad y 

volumen tumoral total. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Corte del tumor de la figura 10 tras su fijación en formaldehido. 
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II.2.2.- SANGRE Y PLASMA. 

 

SANGRE. 

La recolección de la sangre del animal se obtuvo mediante la canulación de la arteria 

aorta abdominal y siguiendo el protocolo del comité ético de la Universidad de Granada 

para ensayos en animales de experimentación. Previa anestesia, se coloca el animal en 

posición decúbito supino y tras laparotomía media [Figura 12. 1)] se localiza la aorta 

abdominal, hasta la bifurcación en las arterias ilíacas [Figura 12. 2)]. Con extremo 

cuidado se procede a la separación de la aorta y la vena cava usando un utensilio curvo y 

romo que no desgarre a ninguno de estos vasos y se pasa un hilo por el extremo inferior 

del vaso y se anuda próximo a las arterias ilíacas [Figura 12. 3)]. Se introduce un segundo 

hilo a cierta distancia del primero (sin anudar por el momento), con objeto de dejar 

suficiente espacio para introducir la cánula posteriormente [Figura 12. 4)]. Se interrumpe 

la circulación a través de la aorta con la ayuda de una pinza atraumática bulldog DeBakey, 

colocándolo por encima del segundo hilo, aún sin anudar [Figura 12. 5)] y a 

continuación se efectúa una pequeña incisión en el vaso, por debajo de la pinza, evitando 

la sección completa de la arteria [Figura 12. 6)]. Se introduce la cánula (previamente 

tratada con anticoagulante) en la aorta a través de la incisión realizada con anterioridad 

[Figura 12. 7)], intentando introducirla al máximo, para evitar su expulsión tras el 

restablecimiento de la circulación y se anuda el extremo de la cánula introducido en el 

vaso, usando el hilo que quedaba sin anudar próximo a la pinza [Figura 12. 8)]. Por 

último, se retira la pinza cuidadosamente [Figura 12. 9)] con el fin de restablecer la 

circulación y se procede a la recolección de la sangre en tubos previamente tratados con 

EDTA Na2 (BD Vacutainer™. K3E 15%, 0.12ml. BD Vacutainer Systems, Preanalytical 

Solutions. Plymouth, Reino Unido). 

 

Inconvenientes asociados: Esta técnica acoplada a la extirpación previa de los 

tumores presenta ciertos obstáculos relacionados con la disminución drástica de la 

temperatura del animal durante la intervención (que puede prolongarse durante unos 10 

minutos), y con la pérdida de sangre como consecuencia de la extracción de las masas 

mamarias anormales. Todo esto hace que en muchas ocasiones el animal no resista el 

tiempo suficiente como para dar un volumen sanguíneo adecuado, lo cual puede 
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condicionar la realización de un número menor de determinaciones analíticas posteriores 

en sangre. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Secuencia de imágenes de la canulación de la arteria aorta abdominal. 
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PLASMA. 

Cuando se hubo tomado la cantidad de sangre necesaria para realizar el ensayo de 

genotoxicidad “Comet”, el resto se centrifugó a 700xg durante 15 minutos y a una 

temperatura de 4ºC, usando una centrifuga refrigerada de mesa (BECKMAN GS-6R). 

Acabada la centrifugación se recogió el plasma y se alicuotó en tubos de congelación de 

2ml estériles con tapón de rosca (Micro tube 2ml, PP. SARSTEDT. Aktlengesellschaft & 

Co. Alemania). 

 

Por norma general, se tomaron alícuotas de 500μl, usando tantos tubos como fuese 

necesario, sin embargo, como ya se ha comentado en la recogida de la sangre hubo varios 

animales que no dieron suficiente muestra como para recolectar un volumen abundante 

de plasma, hecho que ha condicionado la realización de ciertas determinaciones 

posteriores. 

 

II.3.- MÉTODOS ANALÍTICOS. 

 

II.3.1.- PARÁMETROS BIOQUÍMICOS PLASMÁTICOS. 

 

Todas las determinaciones bioquímicas realizadas en las muestras de plasma, se 

llevaron a cabo mediante kits comerciales SPINREACT (SPINREACT, S.A., Girona, 

España); adaptados para la aplicación de un lector de microplacas SYNERGY HT, Multi-

Dection Microplate Reader, (BIO-TEK® Instruments Inc. Vermont, EEUU), utilizando 

microplacas estándares de 96 pocillos (Figura 13). Tanto las muestras, como los patrones 

y blancos, se prepararon por duplicado. 
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Figura 13. Microplaca estándar de 96 pocillos. 

 

II.3.1.1.- GLUCOSA. 

 

La glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidación de glucosa a ácido glucónico. El 

peróxido de hidrógeno (H2O2) producido se detecta mediante un aceptor cromogénico de 

oxígeno, fenol-ampirona en presencia de peroxidasa (POD). La intensidad de color 

formado es proporcional a la concentración de glucosa de la muestra. 

 

 

 

 

 

MÉTODO. 

Se añadieron 5μl de plasma en cada pocillo de una microplaca, y se mezclaron con 

100μl de reactivo (Tris 92 mM, Fenol 0.3 mM, GOD 15000 U/L, POD 1000 U/L y 4-

Aminofenazona 2.6 mM); el mismo proceso se siguió con el patrón primario acuoso 

(Glucosa 100mg/dl). A continuación, se agitó y se incubó durante 10 minutos a 37ºC, 

tras el cual se leyó la absorbancia o densidad óptica (DO) del patrón y de la muestra 

frente al blanco a 505 nm. 

 

CÁLCULOS Y EXPRESIÓN DE LOS RESULTADOS. 

Una vez restado el valor de DO del blanco al patrón y a la muestra (DO corregida, 

DOc), se siguió la siguiente fórmula: (DOc Muestra/DOc Patrón) x 100, dando como 
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resultado el valor de glucosa plasmática expresado en mg/dl. (Para obtener mmol/L, fue 

aplicado el factor de corrección: mg/dl x 0.0555). 

 

II.3.1.2.- PROTEÍNAS TOTALES. 

 

En medio alcalino, las proteínas dan un intenso color violeta azulado en presencia de 

sales de cobre. La intensidad del color formado es proporcional a la concentración de 

proteína total presente en la muestra. 

 

MÉTODO. 

Para esta determinación, se pipeteó 5μl de muestra en cada uno de los pocillos de la 

placa, acto seguido se adicionaron 200μl de reactivo Biuret (Potasio sodio tartrato 15 

mM, Yoduro sódico 100 mM, Yoduro de potasio 5 mM y Sulfato de cobre (II) 5 mM); del 

mismo modo se procedió con el patrón primario de albúmina bovina (7 g/dl). La mezcla 

obtenida fue agitada vigorosamente y se incubó durante 5 minutos a una temperatura de 

37ºC, transcurrido éste, se procedió a la lectura de DO del patrón y la muestra frente al 

blanco (Biuret) a una longitud de onda de 540 nm.  

 

CÁLCULOS Y EXPRESIÓN DE RESULTADOS. 

Para hallar la concentración de proteínas (expresada como g/dl) en la muestra de 

plasma se aplicó la fórmula: (DOc Muestra/DOc Patrón) x 7.   

 

II.3.1.3.- LÍPIDOS TOTALES. 

 

Los lípidos insaturados reaccionan con el ácido sulfúrico en caliente con la 

formación de iones carbonio. En una segunda etapa, éstos, en presencia de fosfovainillina 

dan una coloración rosada. La intensidad de color formado es proporcional a la 

concentración de lípidos totales presente en la muestra problema. 

 

MÉTODO. 

El desarrollo del método consistió en dispensar 5μl de cada muestra en sus 

correspondientes tubos de congelación de 2ml; en el caso del patrón primario acuoso 
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(750mg/dl de Lípidos totales) el procedimiento fue el mismo. A continuación se 

añadieron 125μl de ácido sulfúrico (Ácido Sulfúrico 98%, PANREAC. Panreac Química 

SA, Barcelona, España), y se agitó vigorosamente en vortex. Tras la agitación, se 

incubaron, tanto las muestras y el patrón, como el blanco (ácido sulfúrico) en un baño 

seco (LABNET INTERNATIONAL, Inc. Woodbridge, NJ, EEUU) a 100ºC durante 10 

minutos. Luego se enfriaron en un baño y se dispensaron 5μl del hidrolizado en una 

microplaca (muestra, patrón y blanco), y se adicionaron 100μl de Fosfovainillina 235 

mM. Tras una enérgica agitación, se incubó durante 15 minutos a 37ºC y se procedió a la 

lectura de la DO del calibrador y la muestra frente al blanco. 

 

CÁLCULOS Y EXPRESIÓN DE RESULTADOS. 

(DOc Muestra/DOc Patrón) x 750; resultando la concentración de lípidos totales en 

la muestra, expresada como mg/dl.    

 

Hubo ciertas muestras que presentaban unos niveles de lípidos tan elevados, que se 

superó el límite de linealidad del método; por esta razón, fue necesario partir de la mitad 

de muestra de plasma (2.5μl). 

 

II.3.1.4.- COLESTEROL. 

 

El colesterol presente en la muestra problema origina un compuesto coloreado según 

la reacción siguiente: 

 

 

 

 

 

(CHE: Colesterol esterasa; CHOD: Colesterol oxidasa; POD: Peroxidasa) 

 

La intensidad del color que se forma es proporcional a la concentración de colesterol 

que tenemos en el plasma a evaluar. 

 



 
109 MATERIAL Y METODOS 

 
 

 

MÉTODO. 

Se aplicaron 5μl de plasma en el pocillo correspondiente, al igual que el patrón 

primario acuoso de colesterol (200mg/dl), se añadieron 100μl de reactivo (Colesterol 

esterasa 300 U/L, Colesterol oxidasa 300 U/L, Peroxidasa 1250 U/L, 4-Aminofenazona 

0.4 mM, Fenol 26 mM y PIPES 90 mM pH 6.9) tanto a muestras como patrón y blanco 

(reactivo), la mezcla se agitó incubó a 37ºC durante 5 minutos; acto seguido, se leyó la 

absorbancia del patrón y la muestra frente al blanco a 505nm.  

 

CÁLCULOS Y EXPRESIÓN DE RESULTADOS. 

Fórmula empleada: (DOc Muestra/DOc Patrón) x 200. Obteniendo la concentración 

de colesterol plasmático expresada como mg/dl. (Para obtener mmol/L se aplicó el factor 

de corrección: mg/dl x 0.0258). 

 

II.3.1.5.- TRIGLICÉRIDOS. 

 

Los triglicéridos incubados con lipoprotein lipasa (LPO), liberan glicerol y ácidos 

grasos libres. El glicerol es fosforilado por glicerol-3-oxidasa (GPO) y ATP en presencia de 

glicerol quinasa (GQ), para producir glicerol-3-fosfato (G3P) y adenosina-5-difosfato 

(ADP). El G3P se convierte en dihidroxiacetona fosfato (DAP) y peróxido de hidrógeno 

por la GPO. Al final, el peróxido de hidrógeno reacciona con 4-Aminofenazona y p-

Clorofenol, reacción catalizada por la peroxidasa (POD) dando una coloración roja. 

 

 

 

 

 

 

 

 

La intensidad de color formado es proporcional a la concentración de triglicéridos de 

la muestra. 
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MÉTODO. 

Se pipetearon en la placa 5μl de cada muestra, 5μl de patrón primario acuoso de 

triglicéridos (200mg/dl), junto con 100μl de reactivo (GOOD pH 7.5 50 mM, p-

Clorofenol 2 mM, Lipoproteín lipasa 150000 U/L, Glicerol quinasa 500 U/L, Glicerol-3-

oxidasa 2500 U/L, Peroxidasa 440 U/L, 4-Aminofenazona 0.1 mM y ATP 0.1 mM) y 

100μl de blanco (reactivo). Se agitó la microplaca y se incubó durante 10 minutos a una 

temperatura de 37ºC, transcurrida la cual, se procedió a la lectura de DO del patrón y la 

muestra frente al blanco. 

 

CÁLCULOS Y EXPRESIÓN DE RESULTADOS. 

Con el fin de conocer la concentración (mg/dl) de triglicéridos de nuestra muestra, 

se aplicó la fórmula que sigue: (DOc Muestra/DOc Patrón) x 200. (Para obtener mmol/L 

se aplicó el factor de corrección: mg/dl x 0.0113). 

 

II.3.1.6.- FOSFOLÍPIDOS. 

 

Los fosfolípidos son hidrolizados por la fosfolipasa D y la colina liberada es 

secuencialmente oxidada por la colina oxidasa (CHO) a betaína, con la simultánea 

producción de peróxido de hidrógeno. En presencia de peroxidasa (POD) el peróxido de 

hidrógeno acopla oxidativamente a la 4-Aminofenazona y al diclorofenol, formando una 

quinonamina coloreada. 

 

 

 

 

 

 

La intensidad del color formado es proporcional a la concentración de fosfolípidos 

de la muestra ensayada. 
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MÉTODO. 

Se pipetearon 5μl de muestra y de patrón primario acuoso de fosfolípidos 

(300mg/dl) en la microplaca, se mezcló con 100μl de reactivo (Fosfolipasa D 400 U/L, 

Colina oxidasa 2200 U/L, Peroxidasa 3600 U/L, 4-Aminofenazona 1 mM, Diclorofenol 

2.1 mM y TRIS 50 mM pH 7.55), y tras la agitación correspondiente se incubó a 37ºC, 5 

minutos. Lectura a una absorbancia de 505nm. 

 

CÁLCULOS Y EXPRESIÓN DE RESULTADOS. 

Concentración fosfolipídica (mg/dl): (DOc Muestra/DOc Patrón) x 300. (Para 

obtener mmol/L se aplicó el factor de corrección: mg/dl x 0.0129).   

 

II.3.1.7.- LACTATO. 

 

El lactato es oxidado por la lactato oxidasa (LO) a piruvato y peróxido de hidrógeno, 

éste en presencia de peroxidasa (POD), 4-Aminofenazona y 4-Clorofenol forma un 

compuesto rojo de quinona, cuya intensidad será proporcional a la concentración de 

lactato en la muestra. 

 

 

 

 

 

MÉTODO. 

Se añadieron 2.5μl tanto de muestra como de patrón (patrón acuoso de lactato 

10mg/dl) a la placa, y se mezcló con 100μl de reactivo (PIPES 50 mM pH 7.5, 4-

Clorofenol, Lactato oxidasa 800 U/L, Peroxidasa 2000 U/L y 4-Aminofenazona 0.4 

mM). Tras agitación e incubación a 37ºC, 5 minutos, se leyó la absorbancia del patrón y 

la muestra frente al blanco (reactivo) a 505nm. 

 

CÁLCULOS Y EXPRESIÓN DE RESULTADOS. 

Concentración plasmática de lactato: (DOc Muestra/DOc Patrón) x 10. (Para 

obtener mmol/L se aplicó el factor de corrección: mg/dl x 0.111). 
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II.3.1.8.- FOSFATASA ALCALINA.  

 

La fosfatasa alcalina (ALP) cataliza la hidrólisis del p-nitrofenilfosfato a pH 10.4, 

liberando p-nitrofenol y fosfato, según la siguiente reacción: 

 

 

 

 

La velocidad de formación del p-nitrofenol, es proporcional a la concentración 

catalítica de fosfatasa alcalina en la muestra problema. 

 

MÉTODO. 

Se pipetearon 5μl de muestra en el pocillo correspondiente, y se mezcló con 120μl de 

reactivo (Dietanolamina 1 mM pH 10.4, Cloruro de magnesio 0.5 mM y p-

Nitrofenilfosfato 10 mM). Tras la agitación de la placa y un minuto de incubación a 

37ºC, se procedió a la lectura de DO al inicio y cada minuto durante 3 minutos (37ºC) a 

405nm. 

 

CÁLCULOS Y EXPRESIÓN DE RESULTADOS. 

Se calculó el promedio de incremento de absorbancia por minuto (∆DO/min), y el 

resultado se multiplicó por 3300, obteniendo U/L  de ALP en la muestra.  

 

II.3.1.9.- LACTATO DESHIDROGENASA. 

 

La lactato deshidrogenasa (LDH) cataliza la reducción del piruvato por el NADH, 

según la siguiente reacción: 

 

 

 

 

La velocidad de disminución de la concentración de NADH es proporcional a la 

concentración catalítica de LDH en la muestra ensayada. 
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MÉTODO. 

Se pipetearon en una microplaca 2.5μl de plasma y 150μl de reactivo (Fosfato 50 mM 

pH 7.8, Piruvato 0.6 mM y NADH 0.18 mM). Todo se agitó e incubó durante un minuto 

a 37ºC, transcurrido el cual se procedió a la lectura de la DO (340nm) de la muestra al 

inicio y cada minuto durante 3 minutos y a una temperatura constante de 37ºC. 

 

CÁLCULOS Y EXPRESIÓN DE RESULTADOS. 

Se calculó el promedio de incremento de absorbancia por minuto: ∆DO/min; el 

resultado fue multiplicado por 9690, resultando U/L de LDH de la muestra. 

 

II.3.1.10.- CREATINA QUINASA. 

  

La creatina quinasa (CQ) cataliza la transferencia reversible de un grupo fosfato de la 

fosfocreatina al ADP. Esta reacción se acopla con otras catalizadas por la hexoquinasa 

(HQ) y por la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6P-DH). La velocidad de formación de 

NADPH es proporcional a la concentración catalítica de CQ en la muestra problema. 

 

 

 

 

 

 

MÉTODO. 

Se añadieron a la placa 5μl de plasma junto con 100μl de reactivo (Imidazol 100 mM 

pH 7, Glucosa 20 mM, Acetato de magnesio 10 mM, EDTA 2 mM, ADP 2 mM, AMP 5 

mM, di-Adenosina-5.pentafosfato 10 mM, NADPH+ 2 mM, Hexoquinasa 2500 U/L, 

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 1500 U/L, N-acetilcisteína 20 mM y Fosfato de creatina 

30 mM).  Tras la correspondiente agitación, se incubó a 37ºc durante 2 minutos, y se leyó 

la absorbancia de la muestra al inicio y cada minuto durante 3 minutos (temperatura de 

la lectura de 37ºC) a una longitud de onda de 340nm. 
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CÁLCULOS Y EXPRESIÓN DE RESULTADOS. 

El promedio del incremento de absorbancia por minuto (∆DO/min) fue calculado; 

el resultado se multiplicó por 8095, resultando las U/L de Creatina Quinasa plasmática. 

 

II.3.1.11.- ALANINA AMINOTRANSFERASA GPT (ALT). 

 

La alanina aminotransferasa (ALT), inicialmente llamada transaminasa glutámico 

pirúvica (GPT), cataliza la transferencia reversible de un grupo amino de la alanina al α-

cetoglutarato  con formación de glutamato y piruvato. El piruvato producido es reducido 

a lactato en presencia de lactato deshidrogenasa (LDH) y NADPH. La velocidad de 

disminución de la concentración de NADH en el medio es proporcional a la 

concentración catalítica de ALT en la muestra.   

 

 

 

 

 

MÉTODO. 

Se pipetearon 10μl de muestra junto con 100μl de reactivo (TRIS 100 mM pH 7.8, L-

Alanina 500 mM, NADH 0.18 mM, Lactato deshidrogenasa 1200 U/L y α-Cetoglutarato 

15 mM); la mezcla se agitó e incubó (37ºC) durante 1 minuto, transcurrido el cual se leyó 

la DO (340nm) de la muestra al inicio y cada minuto durante 3 minutos (37ºC). 

 

CÁLCULOS Y EXPRESIÓN DE RESULTADOS. 

El promedio de ∆DO/min fue calculado y multiplicado por 1750, resultando las 

U/L de ALT de la muestra. 

 

II.3.1.12.- ASPARTATO AMINOTRANSFERASA GOT (AST). 

 

La aspartato aminotransferasa (AST), inicialmente llamada transaminasa glutamato 

oxaloacética (GOT), cataliza la transferencia reversible de un grupo amino del aspartato al 

α-cetoglutarato con formación de glutamato y oxalacetato. El oxalacetato producido es 
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reducido a malato en presencia de malato deshidrogenasa (MDH) y NADH. La velocidad 

de disminución de la concentración de NADH en el medio, es proporcional a la 

concentración catalítica de AST en la muestra problema. 

 

 

 

 

 

MÉTODO. 

Se añadieron a la placa 10μl de muestra y 100μl de reactivo (TRIS 80 mM pH7.8, L-

Aspartato 200 mM, NADH 0.18 mM, Lactato deshidrogenasa 800 U/L, Malato 

deshidrogenasa 600 U/L y α-Cetoglutarato 12 mM). Acto seguido se agitó e incubó 

durante 1 minuto (37ºC), y luego se procedió a la lectura de la absorbancia (340nm) 

inicial de la muestra y cada minuto durante 3 minutos. 

 

CÁLCULOS Y EXPRESIÓN DE RESULTADOS. 

Se calculó la ∆DO/min, y el resultado fue multiplicado por 1750; resultando las 

U/L de AST de la muestra. 

 

II.3.2.- PARÁMETROS INDICADORES DE ESTRÉS OXIDATIVO. 

 

II.3.2.1.- CUANTIFICACIÓN DE RETINOL, TOCOFEROL Y COENZIMAS 

Q10 Y Q9  MEDIANTE HPLC. 

 

REACTIVOS. 

- 1-propanol (MERCK. Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). 

- Ácido perclórico 70% (PANREAC. Panreac Química SA, Barcelona, España) 

- Coenzimas Q9 y Q10 (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU). 

- Etanol ultrapuro HPLC (Ethanol, gradient grade for liquid chromatography. 

LiChrosolv®. MERCK. Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). 

- Perclorato de litio 20mM (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU). 

- Retinol (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU). 
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- α-tocoferol (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU). 

 

MÉTODO. 

El coenzima Q fue analizado mediante HPLC acoplado a un detector electroquímico 

coulométrico (HPLC-EQ) siguiendo el método de Battino y colaboradores (Battino y col., 

2004). El sistema HPLC estaba compuesto por una bomba Beckman System Gold 125 

(Beckman Instruments. Fullerton, CA, EEUU), un sistema automático de inyección de 

muestras Water 717 plus (Milford, MA, EEUU), una columna de acero inoxidable de 

15cm de longitud y 4.6mm de diámetro interno relleno de una fase estacionaria ODS 

Supercosil de 3μm, un detector electroquímico ESA Coulochem III (ESA Biosciences, 

Inc. Chelmsford, MA, EEUU), una célula guarda modelo 5020 y una célula analítica 

modelo 5011 (ESA Biosciences, Inc. Chelmsford, MA, EEUU). La determinación se 

realizó manteniendo la columna a una temperatura constante de 22ºC mediante el uso de 

un horno Peltier JetStream Plus (Thermotechnic Products GMBH .Langenzersdorf, 

Austria). Los cromatogramas fueron integrados usando el sistema System Gold Beckman 

(Beckman Instruments. Fullerton, CA, EEUU). La fase móvil consistía en una disolución 

de perclorato de litio 20mM, ácido perclórico 10mM, etanol al 20%, metanol al 80%, 

cuyo flujo era de 1ml/min; el electrodo 1 fue ajustado a -0.5V, mientras que el electrodo 

2 lo estaba a +0.35V. De forma paralela, en la misma inyección y separación 

cromatográfica que para el coenzima Q, se analizaron retinol y α-tocoferol usando el 

mismo sistema de HPLC acoplado a un sistema de detección de diodo array (Beckman 

Diode array 168 (Beckman Coulter Inc, Fullerton, CA, EEUU). El retinol se detectó a 

325nm y el tocoferol a 292nm. La extracción se realizó a partir de 100μl de plasma 

diluido en 300μl de 1-propanol. Tras la agitación vigorosa con vortex durante 60 

segundos, se procedió a la centrifugación a 17870xg durante 5 minutos. Para la 

determinación cromatográfica se inyectaron 30μl de sobrenadante. El coenzima Q, retinol 

y tocoferol fueron identificados determinando los tiempos de retención de los estándares 

individuales y realizando una curva patrón. 
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II.3.2.2.- CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL DEL PLASMA (Adaptado 

a lector de microplacas). 

 

Para la determinación de la capacidad antioxidante total plasmática (TAC) se utilizó 

el método descrito por Re y colaboradores (Re y col., 1999). Se basa en la decoloración del 

catión radicalario ABTS•+ (formado a partir de ABTS) llevados a cabo por los compuestos 

antioxidantes del plasma. 

 

 

 

REACTIVOS. 

1) Solución madre de ABTS. 

- ABTS 7 mM (2,2’-Azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 

diammonium salt. BioChemika, purum, ≥ 99.0% (HPLC); Fluka) 

- Persulfato potásico 140 mM (Potassium persulphate, max. 0.001% N, GR. 

MERCK. E.Merck, Darmstadt, Alemania). 

 

La solución madre de radical ABTS•+ se preparó mezclando una solución acuosa de 

ABTS 7 mM, con 88μl de persulfato potásico 140 mM (concentración final 2.45 mM), y 

con incubación en oscuridad y temperatura ambiente durante 16 horas con una ligera 

agitación continua. El ABTS y el persulfato potásico reaccionan estequiométricamente en 

una proporción 1:0.5, resultando en una oxidación incompleta del ABTS, generándose el 

catión radicalario ABTS•+ de color verde azulado y que presenta un máximo de absorción 

a 734nm. 

 

2) Solución de trabajo de ABTS•+. 

Antes de la realización del ensayo, la disolución madre preparada anteriormente se 

diluye con PBS 1X (PBS 10X pH7.4 GIBCO® INVITROGEN™, CaCl2-MgCl2 free, 

EEUU), con el fin de ajustar la DO a 0.70±0.02 (734nm).  
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3) Estándares de TROLOX en solución etanólica. 

- TROLOX 1 mM ((±)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromase-2-carboxylic acid. 

Purum, ≥ 98.0% (HPLC); Fluka). 

- Etanol ultrapuro HPLC (Ethanol, gradient grade for liquid chromatography. 

LiChrosolv®. MERCK. Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). 

 

Para la posterior confección de una curva estándar, se prepararon los siguientes 

estándares de TROLOX en solución etanólica: 0, 125, 250, 500, 750 y 1000 μM, a partir 

del estándar concentrado de TROLOX 1 mM. 

 

MÉTODO. 

La determinación de TAC se llevó a cabo por duplicado, diluyendo la muestra de 

plasma en proporción 1:10 con PBS 1X (pH 7.4). A continuación, se pipetearon 4μl de 

plasma diluido y de cada uno de los estándares arriba mencionados, y se mezclaron con 

196μl de solución de trabajo de ABTS•+. La curva estándar resultante estaba formada por 

los siguientes puntos: 0, 2.5, 5, 10, 15 y 20 μM. La mezcla se agitó por espacio de 1 

minuto con ayuda de un agitador de placas. A continuación, se incubó a temperatura 

ambiente y oscuridad durante 10 minutos. Pasado este tiempo la absorbancia fue leída a 

una longitud de onda de 734nm.   

 

CÁLCULOS Y EXPRESIÓN DE LOS RESULTADOS. 

Para la cuantificación de TAC de las muestras plasmáticas, se extrapolaron las DO en 

la función de calibración obtenida con los patrones, usando para ello el software Slide 

Write® Plus para Windows y multiplicando los resultados por el factor de dilución. El 

resultado final vendrá expresado como μmol/l de Trolox. 

 

II.3.2.3.- VALORACIÓN DEL DAÑO OXIDATIVO EN EL ADN DE 

LINFOCITOS DE SANGRE PERIFÉRICA: ENSAYO COMET ALCALINO. 

 

El ensayo de electroforesis en gel de células individuales (single-cell gel 

electrophoresis assay) o “Ensayo Comet” es un método simple, rápido y sencillo para 

medir daño en el ADN de células eucariotas (animales y vegetales) individuales, así como 
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en pequeñas muestras de tejido (Duthie, 2003). Ha sido un método estándar para evaluar 

el daño a nivel de ADN en la pasada década, con aplicaciones en epidemiología 

molecular y biomonitorización humana, comprobación de genotoxicidad, 

ecogenotoxicología, así como en la investigación básica de daño y reparación del ADN 

(Collins, 2004). 

 

Se trata de un método adaptado de la técnica de electroforesis en microgel de Östling 

y Johanson (Östling y Johanson, 1984) quienes observaron que, el ADN de células de 

linfoma de ratones previamente irradiadas con radiación gamma, suspendidas en gel de 

agarosa en un portaobjetos, lisadas con un detergente neutro y expuesto a un campo 

eléctrico débil, migró más hacia el ánodo que el ADN de aquellas células no irradiadas. 

Estos autores propusieron que la radiación produce roturas en la cadena de ADN, 

permitiendo la relajación del ADN superenrollado y dando lugar a una migración más 

pronunciada de éste en el gel, obteniendo como resultado una imagen muy particular, 

semejante a un cometa. 

 

Las variantes más comunes de ensayo comet son: alcalino, neutro, y uso de enzimas 

lesión-especificas. La modalidad alcalina es el resultado de la modificación llevada a cabo 

por Singh y colaboradores (Singh y col., 1988), quienes optimizaron la desnaturalización 

alcalina del ADN y las condiciones de electroforesis, permitiendo la evaluación del daño 

de una de las cadenas de ADN y de los lugares sensibles a medio alcalino. Actualmente se 

usa el protocolo introducido por Singh pero simplificado (Duthie, 2003; Collins, 2004).  

 

Otras variantes menos comunes son: marcaje con bromodeoxiuridina para detectar 

ADN replicante, detección de intermediarios en la reparación de ADN, comets FISH 

(Fluoresce In Situ Hibridation) (Collins, 2004). 

 

Ensayo Comet Alcalino. 

La técnica usada en nuestro estudio es el Ensayo Comet Alcalino (Alkaline single-cell 

gel electrophoresis). De forma general, el ensayo comet alcalino cursa con varias fases 

comenzando con el aislamiento de las células, incorporación de la agarosa, lisis con 
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detergente y un alto contenido en sales, tratamiento alcalino para desenmarañar las 

hebras de ADN y electroforesis, neutralización, tinción y análisis.  

 

Cuando se embebe una célula en el gel de agarosa, se crea una cavidad. Tras la lisis, 

todas las proteínas se liberan y se diluyen en el gel, permaneciendo únicamente las 

proteínas de andamiaje nucleares o nuclear scaffold proteins, expandiéndose todo el ADN 

superenrollado o “nucleoide” por la cavidad (Östling y Johanson, 1984). El ADN queda 

negativamente cargado tras el desenmarañamiento alcalino, y en la electroforesis se dirige 

hacia el ánodo, excepto aquellos lazos del ADN que contienen fracturas, que son 

liberados de la estructura superenrollada y van quedando atrapados en la estructura 

reticular del gel. Estos lazos quedan extendidos desde la cabeza del nucleoide formando la 

cola del cometa (Duthie, 2003).  

 

Estas estructuras se marcan posteriormente con colorantes fluorescentes que se unen 

al ADN para poder ser visualizadas mediante microscopía de fluorescencia. El bromuro 

de etidio (BE) es probablemente el más usado, seguido del 4,6-diamino-2-fenil indol 

(DAPI) (Collins, 2004). También hay otros colorantes como el ioduro de propidio, 

naranja de acridina, Hoechst 33258 (Duthie, 2003), SYBR Green I y YOYO-I (Hartmann 

y col., 2003). 

 

La medida de los cometas se puede llevar a cabo mediante un recuento manual o 

bien haciendo un análisis de imagen. El recuento mediante análisis de imagen se hace a 

través de una serie de paquetes de software disponibles en el mercado. En nuestro estudio 

el análisis se realizó con una cámara Hitachi (Standard Video with Meteor II) empleando 

el software para imágenes Kinetic Imaging Komet 5.5 (Kinetic Imaging Ltd, Liverpool, 

Reino Unido). Estos programas proporcionan una gran variedad de parámetros relativos 

a los cometas. Los más usados son la longitud de la cola, intensidad relativa de 

fluorescencia (normalmente expresado como porcentaje de ADN en la cola), momento de 

la cola (producto del porcentaje del ADN en la cola y la longitud de la misma) y 

porcentaje de ADN en la cabeza. De ellos, el porcentaje de ADN en la cola representa el 

parámetro más útil, ya que guarda una relación lineal con la frecuencia de rotura, se 

afecta relativamente poco por los ajustes del umbral, y permite la discriminación del daño 
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por encima del rango más amplio posible (en teoría, desde 0 a 100 % de ADN en la cola). 

Se recomienda contar 50 cometas por muestra (Collins, 2004). 

 

Por otra parte, es posible calcular el daño del ADN usando únicamente nuestros 

ojos. Con un entrenamiento adecuado, los órganos visuales son totalmente capaces de 

discriminar diferentes grados de daño en función del aspecto que presente el cometa que 

se encuentre en ese momento en el campo de visión. De forma general, se establecen 

cinco clases de cometas, numerados del 0 al 4 (Duthie, 2003; Collins, 2004), en función 

de la ausencia de cola (0) y de la forma, tamaño, e intensidad de la cabeza y cola (1 al 4), 

como se nos muestra en la Figura 14. 

 

 

 

 

 

 

Figura 14.  Clasificación de los tipos de cometas en función del daño en el ADN. 

 

El valor 0 se le da a aquellos cometas que no presentan cola alguna y tienen una alta 

intensidad en la cabeza, donde el daño en el ADN es prácticamente nulo; el valor 1 se le 

da a aquellos cometas que presentan una cola tan pequeña que se asemeja a una aureola y 

una alta intensidad en la cabeza, el daño sigue siendo prácticamente nulo; el valor 2 se 

corresponde con cometas con una cola mayor, totalmente recta, y con una intensidad en 

la cabeza inferior a los anteriores, hay más daño en el ADN pero sin ser excesivo; el valor 

3 se asigna a aquellos cometas que tienen una cola aún mayor que los anteriores, no es 

recta, sino redondeada, y la cabeza es mucho más pequeña que en los anteriores y con 

una intensidad mucho menor, el daño a nivel de ADN es considerable; por último, el 

valor 4 se da a aquellos cometas de cola extensa, muy alargada, con una cabeza pequeña, 

de intensidad muy baja, se considera que el daño en el ADN es máximo. En este caso, es 

necesario contar un número de 100 cometas por muestra.   
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Con el fin de cuantificar el daño oxidativo presente en los linfocitos de sangre 

periférica de nuestros animales, se llevó a cabo el ensayo comet alcalino descrito por 

Collins (Collins y col., 1996), siguiendo las recomendaciones de un grupo de expertos 

reunido  en el 4th Internacional Assay Workshop (Ulm, Alemania, 22-25 de Julio de 

2001) y recogido todo por Hartmann (Hartmann y col., 2003). 

 

REACTIVOS. 

1) Tampón de Electroforesis/Tratamiento alcalino (pH≥13). 

- EDTA Na2 1 mM (Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate, 

99+% SIGMA®. Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU). 

- Hidróxido sódico 0.3 M (Sodium hydroxide, Sigma ultra, minimum 98%; 

SIGMA-ALDRICH®. Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU). 

 

2) Tampón de Neutralización (pH 7.5). 

- Ácido clorhídrico 37% (Ácido clorhídrico 37%, PA-ACS-ISO, PANREAC. 

Panreac Química SA, Barcelona, España) para ajustar pH. 

- Base 0.4 M (SIGMA 7-9® SIGMA®, BioChemika. Sigma-Aldrich, Inc. St. 

Louis, EEUU). 

Tris 

 

3) Tampón de Lisis (pH 10). 

- Cloruro sódico 2.75 M (Sodium Chloride, SIGMA®. Sigma-Aldrich, Inc. St. 

Louis, EEUU). 

- DMSO 10% (Dimethyl sulfoxide, minimum 99.5% GC, SIGMA®. Sigma-

Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU). 

- EDTA Na2 0.11 M.  

- Tris Base 11 mM. 

- Triton® X-100 1% v/v (Triton® X-100 Sigma Ultra. SIGMA-ALDRICH®. 

Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU). 

 

4) Agarosas. 

- Agarosa de bajo punto de fusión 1% (Agarose Low melting point. Invitrogen™. 

Invitrogen, Ltd. Paisley, Escocia, Reino Unido). 
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- Agarosa de grado electroforesis 1% (Agarose electrophoresis grade. 

Invitrogen™. Invitrogen, Ltd. Paisley, Escocia, Reino Unido). 

 

TÉCNICA. 

El ensayo discurre a través de ciertos pasos que se explican a continuación: 

 

1.- Aislamiento de linfocitos.  

Se tomaron 30μl de sangre que fueron introducidos en un tubo eppendorf con 1ml 

de una solución estéril de suero bovino fetal al 10% (Sigma-Aldrich) y medio modificado 

RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) en proporción 1:9 respectivamente. Se agitó suavemente y se 

mantuvo 30 minutos a 4ºC y oscuridad. Transcurrido este tiempo se depositó suavemente 

en el fondo del eppendorf 100μl de Histopaque®-1077 (SIGMA-ALDRICH®. Sigma-

Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU) y se centrifugó a 200xg durante 3 minutos a 4ºC y 

oscuridad. 

  

A continuación se lavaron las células recogiendo la interfase rosácea (células blancas) 

y mezclándolas con 500μl de PBS 1X (PBS 10X pH7.4, GIBCO®, Invitrogen™, EEUU) a 

pH 7.4, y se volvió a centrifugar a 200xg durante 3 minutos (4ºC y oscuridad).  

 

2.- Inclusión de los linfocitos en agarosa. 

Las células fueron mezcladas con 85μl de agarosa de bajo punto de fusión al 1% 

precalentada y atemperada a 37-40ºC, y depositadas en una capa de agarosa (1%) de 

punto de fusión normal previamente dispuesta en un portaobjetos. 

 

3.- Lisis de las células. 

El portaobjetos se introdujo en el tampón de lisis durante 1 hora (4ºC, oscuridad), 

para la ruptura de las estructuras celulares. 

 

4.- Tratamiento alcalino. 

Posteriormente se colocaron en una cubeta de electroforesis CONSORT (Consort, 

Bélgica) con el tampón correspondiente durante 40 minutos a 4ºC, con el fin de que se 

produzca el desenmarañamiento o separación de las cadenas de ADN. 
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5.- Electroforesis. 

Transcurridos los 40 minutos de tratamiento alcalino, se inició el proceso 

electroforético con un voltaje de entre 0.7 y 1.0 V/cm, con un amperaje no superior a 

300mA. El tiempo de electroforesis fue de 30 minutos (4ºC), se empleó como fuente de 

alimentación CONSORT E802 (Consort, Bélgica).  

 

6.- Neutralización. 

Una vez terminada la electroforesis, la muestras se neutralizaron del exceso de álcali 

mediante tres lavados de 5 minutos cada uno (4ºC).    

 

7.- Tinción del ADN y visualización de los cometas. 

La tinción de las muestras se realizó con DAPI 1mg/ml (4,6-diamidino-2-

phenylindole, SIGMA®. Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU), durante 15 minutos.  

  

Los cometas se examinaron bajo un microscopio-UV Leica DMLS con filtro de 

excitación de 435nm, y amplificador de 400 (Leica Microsystems. Nusstoch, Alemania). 

El análisis se realizó con una cámara Hitachi (Standard Video with Meteor II) empleando 

el software para imágenes Kinetic Imaging Komet 5.5 (Kinetic Imaging Ltd, Liverpool, 

Reino Unido).  

 

EXPRESIÓN DE LOS RESULTADOS. 

Se contaron un total de 50 cometas por muestra. El parámetro utilizado para la 

expresión de los resultados fue el % ADN en cola. 

 

II.3.3.- DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES DE HIDROXITIROSOL Y SU 

METABOLITO ALCOHOL HOMOVANÍLICO. 

 

La cuantificación de los niveles de HT y su metabolito alcohol homovanílico se 

realizó siguiendo el método descrito por Miro-Casas y colaboradores en muestras 

plasmáticas, usando para ello el tándem cromatografía gaseosa-espectrometría de masas 

(CG/EM) (Miro-Casas y col., 2003). Estas determinaciones fueron llevadas a cabo en la 
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unidad de lípidos y epidemiología cardiovascular del Instituto Municipal de Investigación 

Médica (IMIM) (Barcelona, España) por la Doctora María Isabel Covas. 

 

REACTIVOS. 

- 3-(4-hidroxifenil)-propanol (SIGMA®. Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU). 

- 4-hidroxi-3-metoxifeniletanol (alcohol homovanílico) (SIGMA®. Sigma-

Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU). 

- 4-metilcatecol (SIGMA®. Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU). 

- Acetato de etilo (SCHARLAU. Scharlau Chemie, SA. Barcelona, España). 

- Acetonitrilo, grado HPLC (SCHARLAU. Scharlau Chemie, SA. Barcelona, 

España). 

- Ácido clorhídrico 0.5 M (MERCK. Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) 

- Ácido perclórico 700g/L (SCHARLAU. Scharlau Chemie, SA. Barcelona, 

España). 

- Hidróxido sódico 1 M (MERCK. Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). 

- Hidroxitirosol (3,4-hidroxifeniletanol) sintetizado de acuerdo con el método 

descrito por Baraldi y colaboradores (Baraldi y col., 1983). 

- Metabisulfito sódico 1 M (SIGMA®. Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, EEUU). 

- Metanol (SCHARLAU. Scharlau Chemie, SA. Barcelona, España). 

- N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) (MACHEREY-NAGEL. 

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren, Alemania). 

- Yoduro de amonio (NH4I) (MERCK. Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). 

 

CURVAS DE CALIBRACIÓN Y MUESTRAS CONTROL. 

Se prepararon las soluciones de trabajo de hidroxitirosol (HT) (1.4μg/ml) y alcohol 

homovanílico (AH) (1μg/ml) en metanol.  

 

Para la elaboración de las curvas de calibración se añadió a 1ml de plasma (libres de 

las sustancias de referencia) la cantidad adecuada de cada una de las soluciones de trabajo 

de HT y AH, así como 15ng de estándar interno (solución metanólica de 10μg/ml de 3-

(4-hidroxifenil)-propanol), quedando la curva de calibrado para el HT en el rango de 

concentraciones 2.1-42ng/ml y 1.5-30ng/ml para el AH. Las muestras control se 
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prepararon en concentraciones 10.5, 21 y 35ng/ml para el HT, y 7, 15 y 25ng/ml para 

AH. 

 

HIDRÓLISIS ÁCIDA, EXTRACCIÓN Y DERIVATIZACIÓN DEL PLASMA. 

Para llevar a cabo la hidrólisis ácida se adicionaron 15ng de estándar interno y 100μl 

de una solución 1M de metabisulfito sódico a 1ml de plasma, 60μg de 4-metilcatecol para 

prevenir la unión de los compuestos fenólicos a las proteínas y ácido clorhídrico 0.5 M y 

se incubó la mezcla durante 20 minutos en una baño seco a 100ºC. Una vez a 

temperatura ambiente, se añadieron 75μl de ácido perclórico a una concentración de 700 

g/L con el fin de precipitar las proteínas, momento tras el cual se ajustó el pH de la 

mezcla entre 3 y 3.5 con hidróxido sódico 1 M. Se centrifugó a 300xg durante 5 minutos, 

siendo transferido el sobrenadante a tubos de cristal para su posterior extracción líquido-

líquido con 4ml de una mezcla de acetonitrilo/acetato de etilo (proporción volumétrica 

1:4). Una vez agitado durante 30 minutos y centrifugado a 300xg (5 minutos), la fase 

orgánica se evaporó y los residuos fueron derivatizados con 75μl de una mezcla de 

MSTFA/ NH4I/2-mercaptoetanol (2g de NH4I y 6ml de 2-mercaptoetanol por litro de 

MSTFA) durante 60 minutos a 60ºC.  

 

ANÁLISIS CROMATOGRÁFICO. 

La cuantificación de HT y AH se realizó en 2μl de la muestra derivatizada mediante 

un cromatógrafo de gases Hewlett-Packard (Palo Alto, CA, EEUU) acoplado a un 

espectrómetro de masas (CG/EM), equipado con un cromatógrafo de gases HP5980, un 

detector masa-selectivo HP5973 y un inyector HP7683 (Agilent Technologies, Santa 

Clara, CA, EEUU). La separación de los compuestos fue realizada con una columna 

capilar de fenilmetil silicona entrecruzada al 5% HP Ultra 2 (12.5m de longitud x 0.2mm 

de diámetro interno y 0.33μm de grosor de capa) (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, 

EEUU) (Covas y col., 2006a). 

 

Las condiciones del sistema fueron las que siguen: 

- Gas portador (Fase móvil): 1ml/min de helio a 180ºC. 

- Horno del CG: programado de 80 a 200ºC (15ºC/min) y de 200 a 280ºC 

(25ºC/min), siendo en este último el que se mantuvo durante 3 minutos. 
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- Tiempo total de paso 15 minutos. 

- Las muestras plasmáticas se inyectaron casi al completo (modo splitless) de 

modo que los analitos se acumularan en la cabeza de la columna, debido a la 

baja concentración de los analitos. 

- Detector: accionado en modo detección ión-simple, los compuestos fueron 

ionizados por impacto de electrones. 

 

Para las determinaciones cuantitativas se identificaron los iones del estándar interno, 

HT y AH en las m/z (razón masa/carga) 206, 370 y 312 respectivamente, tanto de las 

muestras como de la curva de calibración, expresándose los resultados como ng/ml. 

 

II.3.4.- ESTUDIO ANATOMOPATOLÓGICO: TINCIÓN HEMATOXILINA-

EOSINA Y TINCIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA (KI67). 

 

II.3.4.1.- TINCIÓN CON HEMATOXILINA-EOSINA. 

 

Tanto las muestras biopsiadas como los tumores extirpados tras el sacrificio fueron 

procesadas para su inclusión en bloques de parafina. Para ello, se incluyeron en el 

procesador de tejidos Leica ASP 300 (Leica, Wetzlar, Alemania) mediante el siguiente 

protocolo: 

 

1.- Formaldehído 3,9-4% (2 horas) 

2.- Etanol al 70% (2 horas) 

3.- Etanol al 96% (2 horas) 

4.- Etanol absoluto (3 pases de 1 hora: total 3 horas) (Panreac, Barcelona, España) 

5.- Sustituto del Xileno (3 pases de 1 hora: total 3 horas) (Neoclear:Isoparafina H, 

Panreac, Barcelona, España) 

6.- Parafina líquida (3 pases, los dos primeros de 1 hora y el último de 2 horas) 

(Histosec Pastillas, Merck. Damstadt, Alemania). 

 

Seguidamente los bloques fueron montados mediante el montador (Tissue-Tek, 

Sakura, Torrance, USA), depositados sobre la placa fría e incubado s20 minutos a 4ºC 
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con el objetivo de enfriar la superficie del bloque para facilitar el corte. A continuación, 

se ensambló cada bloque en el microtomo y se cortó su superficie hasta que ésta quedó 

igualada para obtener un corte representativo de la muestra. Tras programar el espesor 

del corte a 3 μm, se llevaron a cabo varios cortes seriados del bloque que, con ayuda de 

una aguja histológica, se depositaron en una baño de agua suplementado con etanol 

absoluto para extender los cortes y evitar pliegues. Una vez extendidos, se recogieron los 

cortes con un portaobjetos limpio y se dejaron secar portaobjetos de 76x26mm (Menzel-

Glaser®, Braunschweig, Alemania) en una estufa a 37ºC durante 1 hora. Acto seguido se 

tiñeron mediante el uso de la técnica de hematoxilina y eosina mediante teñidor 

automático (Autostainer XL, LEICA. Wetzlar, Alemania) aplicando el siguiente 

protocolo: 

 

1.- Desparafinar mediante microondas durante 5 minutos, dos pases de 5 minutos 

con Neoclear e hidratar con alcoholes decrecientes hasta agua. 

2.- Teñir con hematoxilina de Harris (Hx 747515, Merck, Damstadt, Alemania) 

durante 5 minutos. 

3.- Lavado con agua corriente. 

4.- Diferenciar en agua amoniacal (5%) durante varios segundos. 

5.- Azular con agua corriente durante 3 minutos. 

6.- Colorear con eosina (Eosina de Etilo, Carlo Erba Reagenti SpA. Rodano, Italia). 

7.- Deshidratar mediante alcoholes crecientes de 70% (2 minutos), 96% (2 minutos) 

y absoluto (2 minutos) y aclarar en dos neoclear durante segundos. 

9.- Montaje con cubre de 24x60mm (Hirschmann Laborgeräte. Eberstadt, Alemania) 

mediante montador automático CV 5030 (Leica, Wetzlar, Alemania).  

 

Tras esta tinción se procedió al estudio histopatológico de las muestras llevado a cabo 

por un patólogo experto siguiendo los criterios histopatológicos de malignidad que se 

detallan a continuación: 

 

a) Gradación de Bloom-Richardson en tres grados: I(3-5); II(6-7); III(8-9) según la 

siguiente baremación: 
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- Atipia nuclear (1 a 3) en base al tamaño y forma de los núcleos, su cromatina y la 

presencia de nucleolos. 

- Patrón arquitectural. Porcentaje de área sólida. 1= <25%; 2= 25-75%; 3 = >75%. 

- Número de mitosis. 1= 0-9/10CGA; 2= 10-19/10CGA; 3= >19/10CGA. 

b) Patrón arquitectural:  

- Cribiforme (>70 de este patrón). 

- Mixto (30-70% del patrón cribiforme y el resto del papilar). 

- Papilar (< 30% de patrón cribiforme). 

- Otros: Sólido, tubular. 

 

II.3.4.2.- DETERMINACIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA DE LA 

PROLIFERACIÓN CELULAR MEDIANTE EL ANTICUERPO KI67. 

 

El punto de partida para esta técnica es la muestra adherida al portaobjetos, acto 

seguido se procedió a la recuperación o desenmascaramiento antigénico. Para ello se 

utilizó un equipo automático de recuperación antigénica que constaba de dos tanques 

con tampón de desenmascaramiento diluido en agua destilada (dilución 1:10), a pH 6. A 

continuación, se dispusieron las muestras en una gradilla y se sumergieron en el tampón. 

Tras introducir los tanques en la cámara del equipo se programó el desenmascaramiento 

antigénico según los siguientes parámetros: 

- Pre-tratamiento: aumento gradual de la temperatura de 23ºC a 97ºC. 

- Desenmascaramiento: 97ºC durante 20 minutos. 

- Enfriamiento: disminución gradual de la temperatura de 97ºC a 65ºC. 

 

El tampón de desenmascaramiento fue sustituido por tampón de lavado diluido con 

agua destilada (dilución 1:10) donde se incubaron los portaobjetos durante 10 minutos a 

temperatura ambiente. 

 

Para la inmunotinción se empleó un equipo automático y software específico. En 

primer lugar se programó el equipo según el protocolo especificado para dicho 

anticuerpo. Una vez programado, el mismo equipo estableció los reactivos y el orden en el 

que éstos debían ser cargados en el reservorio. De forma general, la reacción de 
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inmunotinción se basa en la adicción a la muestra de un anticuerpo primario que 

reconoce un antígeno específico en la superficie del corte histológico.  

 

Una vez llevada a cabo la reacción antígeno-anticuerpo, se añade una solución 

bloqueante con el objetivo de neutralizar las peroxidasas endógenas contenidas en la 

muestra y minimizar la inmunotinción inespecífica, pues el sistema de inmunodetección 

se basa en la unión al complejo antígeno-anticuerpo de un polímero compuesto de un 

esqueleto de dextrano al que se acoplan hasta 100 moléculas de peroxidasa de rábano y 

hasta 20 moléculas de anticuerpo secundario anti-ratón/conejo (solución de detección).  

 

Por último se añadió el sustrato, consistente en una solución de 3,3’-

diaminobencidina tetrahidrocloruro (DAB) que fue previamente diluida en un tampón 

orgánico comercial (dilución 1:50), y una solución de hematoxilina específica para el 

equipo de inmunotinción. 

 

La peroxidasa acoplada al polímero cataliza la peroxidación de la DAB, que vira a un 

color marrón en el lugar de unión del antígeno con el anticuerpo. La hematoxilina tiñe el 

núcleo de las células (Tabla 4). 

 

Tabla 4. Resumen del protocolo de inmunotinción para Ki67. 

Reactivo Volumen (μl) Tiempo de incubación 
(minutos) 

Tampón de lavado Exceso (2-3ml) 0 
Solución bloqueante 200 5 
Tampón de lavado Exceso (2-3ml) 0 
Anticuerpo anti-ki67* 200 10 
Tampón de lavado Exceso (2-3ml) 0 
Solución de detección 200 20 
Tampón de lavado Exceso (2-3ml) 0 
Tampón de lavado Exceso (2-3ml) 0 
DAB+Cr 200 5 
DAB+Cr 200 5 
Tampón de lavado Exceso (2-3ml) 0 
Hematoxilina 200 7 
Tampón de lavado Exceso (2-3ml) 0 
Agua destilada Exceso (2-3ml) 0 
*Solución comercial de anticuerpo pre-diluida 
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Para finalizar, los portaobjetos fueron extraídos de la cámara del equipo automático 

de inmunotinción, ordenados en una gradilla e introducidos en un tanque con agua 

destilada.  El tanque con los portaobjetos se ensambló en la cámara de un equipo teñidor 

automático con el objetivo de deshidratar y parafinar las muestras, por lo que se 

programó para llevar a cabo exclusivamente estas dos tareas, que implicaron 3 lavados 

consecutivos en soluciones etanólicas al 70%, 80% y 100% y dos inmersiones en 

isoparafina. Los portaobjetos fueron transferidos a un equipo montador automático.  

 

En el estudio se incluyó un control externo positivo (carcinoma de mama humano) y 

un control negativo, consistente en no añadir el anticuerpo primario a una muestra de 

tumor murino. 

 

Tras la inmunotinción se procedió al análisis microscópico en el que las muestras 

fueron evaluadas por un patólogo experto que estableció la expresión de cada marcador 

en términos cuantitativos (porcentaje de células tumorales positivas por sección) y 

cualitativos (positivo/negativo). 

 

II.3.5.- ANÁLISIS  DE EXPRESIÓN GÉNICA CON LA PLATAFORMA 

GENECHIP® DE AFFIMETRIX® (RAT GENOME 230 2.0 ARRAY). 

 

La realización de los microarrays fue encargada a la empresa PROGENIKA 

BIOPHARMA, SA. (Vizcaya, España). El análisis de expresión génica se ha realizado 

utilizando la tecnología GeneChip® de Affymetrix®, usado como el sistema de array del 

genoma de rata Rat Genome 230 2.0, capaz de analizar hasta 30.000 tránscritos y 

variantes de más de 28.000 genes de rata. Tanto el procesamiento de las muestras como la 

hibridación, revelado, escaneado de los chips y análisis de los resultados se ha realizado 

siguiendo los protocolos y equipos oficialmente recomendados por Affymetrix Inc. (Santa 

Clara, CA, EEUU). A partir del ARN total obtenido se ha sintetizado ARNc con el que, 

después de fragmentar, se ha preparado la mezcla de hibridación con la que hibridar los 

chips correspondientes, según el estudio a realizar y el organismo del que proceda la 

muestra. El software utilizado para el procesamiento de los chips y de los resultados ha 

sido el Gene Chip Operating Software (GCOS 1.4, Affymetrix®). El software utilizado 



 
132 SERGIO GRANADOS PRINCIPAL 

 
 

 

para el análisis bioinformático incluye varios programas: GeneSpring GX v7.3 (Agilent), 

dChip (www.dchip.org) y los paquetes “Affy” y “affyPLM” del consorcio BioConductor 

(www.bioconductor.org). 

 

II.3.5.1.- SELECCIÓN DE LAS MUESTRAS. 

 

Para la selección de las muestras, se ha tenido en cuenta la gradación de Bloom-

Richardson, patrón histológico utilizado para la valoración de los carcinomas. Dicho 

patrón valora el carcinoma en función de los siguientes parámetros de baremación: atipia 

nuclear (valor asignado de 1 a 3) en base al tamaño y forma de los núcleos, su cromatina y 

la presencia de nucléolos; patrón arquitectural (valor asignado de 1 a 3 en base al 

porcentaje de área sólida: 1= <25%; 2= 25-75%; 3= >75%); número de mitosis (valor 

asignado de 1 a 3 en base a: 1= 0-9/10CGA o Campos de Gran Aumento; 2= 10-

19/10CGA; 3= > 19/10CGA). En base a estas premisas, una vez que se asigna a una 

muestra el valor correspondiente a cada uno de esos parámetros, tras el recuento final, se 

establece un grado de Bloom-Richardson de tres tipos: I (valor de recuento final de 3-5), II 

(6-7) y III (8-9). Así pues, tras la asignación del grado de Bloom-Richardson a cada uno de 

los animales de los grupos estudiados (DMBA, HT y ADR) se eligieron aquellos que 

presentaron el grado II. 

 

Con todo esto, las muestras seleccionadas para el estudio de perfil génico  fueron 

aquellas de grado II, con una n=5 para cada grupo, no obstante, como se analizaron los 

tumores al principio (antes de la inoculación de la adriamicina e hidroxitirosol) y al final, 

se obtuvo una n final de 30. 

 

II.3.5.2.- PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS: EXTRACCIÓN Y 

PURIFICACIÓN DEL ARN. 

 

Como paso previo a todas las purificaciones, el tejido se pulverizó en presencia de 

nitrógeno líquido. A partir del pulverizado se extrajo ARN total directamente con RNeasy 

Mini kit de Qiagen (Germantown, MD, EEUU), utilizando como método de 

homogeneización las columnas de QIAshredder (Qiagen). La cantidad y calidad del ARN 
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obtenido, estimados mediante chequeo de una alícuota en un gel de agarosa (Figura 15) y 

medida espectrofotométrica (Absorbancia 260/280), fue suficiente para los análisis de 

GeneChip. 

 

 

Figura 15. Comprobación de los ARN purificados por electroforesis en gel de agarosa. 

(Sobre el bandeado aparecen reflejados los códigos asignados a las muestras) 

 

II.3.5.3.- SÍNTESIS DE ARN COMPLEMENTARIO BIOTINILADO. 

 

A partir de 2μg de cada una de las muestras, se sintetizó ADNc (ADN 

complementario) con el One-Cycle ADNc Synthesis kit de Affymetrix, siguiendo el 

protocolo del Expression Analysis Technical Manual de Affymetrix. A partir de este 

ADNc se sintetizó ARNc (ARN complementario) siguiendo el protocolo del IVT Labeling 

kit de Affymetrix. El ARNc así sintetizado, se purificó con el GeneChip Sample Cleanup 

Module de Affymetrix, recuperándose en un volumen de 22μl de agua. Dichos ARNc 

purificados, fueron, posteriormente comprobados mediante electroforesis en gel de 

agarosa y medida espectrofotométrica (Absorbancia 260/280) (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Chequeo de los ARNc purificados por electroforesis en gel de agarosa. 

(Sobre el bandeado aparecen reflejados los códigos asignados a las muestras) 
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Una vez sintetizado y purificado, se fragmentó el ARNc (15μg de cada preparación) 

para preparar las mezclas de hibridación. Nuevamente, la comprobación mediante 

electroforesis en gel de agarosa es esencial (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Comprobación mediante electroforesis en gel de agarosa de los ARNc fragmentados. 

(Sobre el bandeado aparecen reflejados los códigos asignados a las muestras) 

 

II.3.5.4.- HIBRIDACIÓN Y ESCANEADO DEL RAT GENOME 230 2.0 

ARRAY. ANÁLISIS DE LOS CONTROLES.  

 

La hibridación se llevó a cabo incubando los ARN marcados con biotina obtenidos 

en las etapas anteriores con oligonucleótidos complementarios incluidos sobre el soporte 

sólido del microchip. 

 

La inspección visual de los arrays proporciona una idea general de la calidad del 

experimento. Puede considerarse como válida una imagen con fondos oscuros y señales 

de hibridación brillantes, mientras que una muestra problemática, mala hibridación o 

incorrecta adquisición por el scanner, puede resultar en elevadas señales de fondo y de 

ruido que ocultarían la señal real.  

 

Una vez observadas las imágenes de cada chip, existen dos parámetros fundamentales 

para valorar la calidad de las mezclas de hibridación: la presencia de los spike controls y la 

relación 3’/5’ de los genes housekeeping.  

 

Los spike controls son sondas control para secuencias que se incluyen en la mezcla de 

hibridación. La presencia de estos controles indica que los procesos de hibridación, 
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lavados, revelado y escaneado han resultado correctos. Los spike controls utilizados son 

BioB, BioC, BioD y Cre. El BioB es el control menos representado en la mezcla, por lo 

que es el principalmente utilizado para valorar la sensibilidad del experimento.  

 

Los housekeeping controls son sondas para genes expresados constitutivamente en todo 

tipo de tejidos. Se encuentran en el array sondas correspondientes a las zonas 3’, central y 

5’ de estos genes. La relación entre las señales de hibridación para las sondas 3’ respecto a 

la de las 5’ indica la integridad de los ARNc sintetizados, siendo ésta reflejo de la calidad 

del ARN original utilizado para la síntesis. Así, una relación 3’/5’ entre las señales de 

hibridación cercana a 1 indica integridad total del ARN y ARNc sintetizado. En función 

del órgano de procedencia de la muestra y del tratamiento aplicado, y dado que las 

condiciones no siempre son las ideales, es difícil obtener un ARNc totalmente íntegro, 

por lo que el criterio para considerar un experimento como satisfactorio (siguiendo las 

recomendaciones de Affymetrix), es que la relación 3’/5’ no debe superar el valor de 3. 

Por otra parte, el carácter constitutivo de los genes representados como housekeeping no 

siempre se cumple para todo tipo de tejidos o condiciones experimentales, tal y como está 

ampliamente reflejado en la literatura. Así, entre los genes representados en el array, el 

que más frecuentemente se comporta como verdadero housekeeping es GAPDH 

(gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa). 

 

Se llevó a cabo el escalado de los datos de cada array, con el fin de minimizar las 

discrepancias debidas a variables tales como la preparación de la muestra, la hibridación, 

etc. Usando el software de Affymetrix GCOS 1.4, todos los arrays se escalaron definiendo 

como la intensidad media el valor arbitrario de 200. GCOS calcula la intensidad media 

de todo el array promediando los valores de intensidad de todos los sets de sondas a 

excepción del 2% de los valores con mayor y menor intensidad. Esa intensidad media es 

multiplicada por un factor de escalado que la convertirá en el valor definido por el 

usuario (en este caso 200). El factor de escalado de los arrays del mismo experimento debe 

ser próximo entre ellos (sin que el factor de escalado de un array sea superior a tres veces 

el de cualquiera de los otros) y cercano a 1 en la medida de lo posible. 
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II.3.5.5.- ANÁLISIS FUNCIONAL DE LAS SECUENCIAS 

SIGNIFICATIVAS. 

 

El análisis funcional de los genes se realizó a los grupos de estudio DMBA, HT y 

ADR, usando las herramientas informáticas DAVID (DAVID Bioinformatics. 

http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp) y PANTHER (PANTHER Classification System. 

http://www.pantherdb.org/), realizando una clasificación ontológica según el proceso 

biológico en el que el gen está implicado.  

 

En el caso de la herramienta DAVID, ésta permite clasificar los genes según sus 

procesos biológicos con las anotaciones ontológicas procedentes de varias fuentes 

(EntrezGene, EMBL-EBI o UniProt). En cualquier caso, esta herramienta bioinformática 

nos da la oportunidad de escoger el nivel ontológico deseado. Gene Ontology (GO) 

(http://www.geneontology.org) es un proyecto que aúna un vocabulario establecido y 

controlado para describir genes y productos de genes de cualquier organismo. Los 

términos ontológicos son: componente celular, proceso biológico y función molecular; en 

el caso que nos ocupa, los procesos biológicos constituyen una serie de niveles que van 

desde el más general (1) al más específico (5). Para nuestro estudio usamos el nivel 3 de la 

clasificación por procesos biológicos de Gene Ontology. 

 

En el caso de la herramienta PANTHER, éste nos permite realizar una clasificación 

ontológica basándose en sus propios términos ontológicos para describir dichos procesos, 

usando como base de datos génica la suya propia, de NCBI, Celera, etc. En el trabajo 

aquí mostrado se realiza una clasificación usando como base de datos NCBI, y se 

seleccionan algunos de los procesos en los que están implicados los genes obtenidos en el 

microarray (apoptosis; ciclo celular; proliferación celular y diferenciación; estructura 

celular y movilidad; inmunidad, defensa y respuesta inflamatoria; metabolismo 

esteroideo, lipídico y de ácidos grasos; metabolismo de nucleósidos, nucleótidos y ácidos 

nucleicos, factores de transcripción; oncogénesis; metabolismo y modificación de 

proteínas; transducción de señales). 
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La selección de los genes para su posterior validación por RTPCR se llevó a cabo 

siguiendo un orden específico: elección prioritaria de las secuencias con un cambio de 

expresión ≥1.8 y ≤0.5, eliminando aquellas aún sin identificar, predicciones y la extensa 

mayoría de los LOCUS (dejando las que poseían sondas de hibridación para realizar la 

RTPCR). Puesto que el número superaba las 90 secuencias, se decidió usar dos placas, 

razón por la cual se incluyeron aquellos genes que no cumplían las restricciones iniciales 

de cambio de expresión hasta alcanzar un número de 185. Cumpliendo todas las 

secuencias, sin excepción, una significación estadística p<0.05. 

 

II.3.6.- VALIDACIÓN DE LOS GENES OBTENIDOS DEL ENSAYO 

MICROARRAY A TRAVÉS DE QRTPCR (REACCIÓN EN CADENA DE LA 

POLIMERASA A TIEMPO REAL CUANTITATIVA, QUANTITATIVE REAL 

TIME PCR). 

 

El análisis de expresión de genes por PCR cuantitativa se ha realizado utilizando la 

tecnología de Low Density Arrays (o Microfluidic Cards) 7900HT de Applied Biosystems 

(Applied Biosystems. CA, EEUU) (Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Imagen correspondiente a una tarjeta microfluídica de 384 pocillos de Applied 

Biosystems. 

 

El análisis de las muestras y de los resultados ha sido realizado en las instalaciones de 

PROGENIKA BIOPHARMA y el procesamiento de las placas en los laboratorios del 

Centro de Investigación Médica Aplicada (CIMA) (Universidad de Navarra. Pamplona, 

Navarra, España). 
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La tecnología de Low Density Arrays se basa en la tecnología TaqMan® (Applied 

Biosystems. CA, EEUU)  para la detección del producto amplificado por PCR mediante 

el método llamado nucleasa 5’ (AmpliTaq Gold® DNA Polymerase. Applied Biosystems. 

CA, EEUU). La detección con sondas TaqMan se basa en la utilización de un fragmento 

de ADN (sonda) complementario a una parte intermedia del ADN que queremos 

amplificar (Amplicon). Esta sonda lleva adherida una molécula fluorescente (Reporter) y 

otra molécula que inhibe esta fluorescencia (Quencher), de tal forma que sólo cuando la 

sonda es desplazada de su sitio por acción de la ADN polimerasa la molécula fluorescente 

se libera de la acción del "quencher" y emite fluorescencia al ser iluminada con un láser. 

La cuantificación de la fluorescencia emitida durante cada ciclo de la PCR será 

proporcional a la cantidad de ADN que se está amplificando (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Esquema que representa la reacción de la nucleasa 5’. 

 

II.3.6.1.- PLACAS MICROFLUÍDICAS O ARRAYS DE BAJA DENSIDAD 

DE TAQMAN®. 

 

Los experimentos basados en placas o tarjetas microfluídicas funcionan como un 

array, y usan un proceso de RT-PCR (Real Time PCR) de dos pasos. En el paso de 
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transcripción inversa (RT), el ADN complementario (ADNc) es retro transcrito de 

muestras de ARN total, usando prímeros o cebadores aleatorios. En el paso PCR 

(Polymerase Chain Reaction, Reacción en Cadena de la Polimerasa), se sintetizan los 

productos de la reacción PCR a partir de ADNc, empleando para ello el ensayo de la 

nucleasa 5’ (Material y Métodos. Apartado II.3.6.). Estas tarjetas permiten usar el sistema 

7900HT para determinar el perfil de expresión génica usando el método comparativo de 

cuantificación relativa CT (Threshold cycle, ciclo de la PCR en el que la fluorescencia tiene 

el valor umbral por encima del cual la fluorescencia es específica, que define el ciclo para 

el que cada muestra alcanza una expresión determinada, y que depende del número de 

copias de partida). 

 

Las placas microfluídicas contienen 8 reservorios (donde se aplica la muestra) y 384 

pocillos (Figura 20), cada uno de los cuales contienen ensayos (genes que se pueden 

estudiar con esta técnica) TaqMan validados por Applied (TaqMan® Gene Expression 

Assays. Applied Biosystems. CA, EEUU). Cada placa permite la amplificación y 

evaluación tanto de un control endógeno, como de uno a ocho muestras de ADNc 

generado durante la retro transcripción. El diseño de las placas elegido fue el de 95 genes 

+1 control (Housekeeping 18S) analizados por duplicado y con dos muestras estudiadas en 

cada placa. El número de placas del análisis fue de 20 por cada diseño lo que servió para 

analizar un total de 40 muestras.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Detalle de los reservorios y pocillos de una tarjeta microfluídica. 
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II.3.6.2.- SELECCIÓN DE LOS ENSAYOS TAQMAN. 

 

Los ensayos TaqMan® conforman una amplia colección de sondas y prímeros o 

cebadores prediseñados, para llevar a cabo de forma sencilla estudios de expresión génica 

en genes de humanos, ratones, ratas, Arabidopsis, y Drosophila. Estos ensayos se basan en la 

química de la nucleasa 5’ de Applied Biosystems, y consiste en dos cebadores PCR no 

unidos y una sonda MGB de TaqMan unida a un colorante fluorescente (FAM™. Applied 

Biosystems. CA, EEUU) en el extremo 5’, que actúa como Reporter, y en el extremo 3’ un 

Quencher (TAMRA™. Applied Biosystems. CA, EEUU). 

 

La elección de los genes para la RTPCR se llevó a cabo a partir de los genes con 

significación estadística P<0.05 obtenidos del microarray. Hay que tener en cuenta que 

para las placas sólo se pueden seleccionar aquellos ensayos que están inventariados y si 

existe más de una opción se seleccionarán aquellos en función de los siguientes criterios: 

 

- La distancia del conjunto de sondas de Affymetrix a la sonda de Applied será 

la mínima posible. 

- El ensayo no tendrá posibilidad de detectar ADN genómico y si no es posible 

se seguirá su elección en el siguiente orden:  

o La sonda se localiza entre las uniones de dos exones y no detectará 

ADN. 

o Los cebadores y las sondas están localizadas en un único exón, por lo 

que detectarán ADN genómico. 

o Aunque la sonda se localice en una unión entre exones, puede 

detectar ADN si está presente en la muestra. 

o Ensayos diseñados para detectar un tránscrito perteneciente a una 

familia de genes con alta homología de secuencia. Están diseñados de 

forma que la diferencia en el valor CT entre el gen a estudiar y el que 

tenga la secuencia más homóloga debe situarse entre 10 y 15 veces. 

- Se seleccionarán un número de housekeeping (sondas de genes constitutivos) 

para el proceso de normalización y cuyo número será como mínimo de cuatro.  
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Los housekeeping seleccionados en nuestro estudio fueron los siguientes: Actb (actin, 

beta), Akr1a1 (aldo-keto reductase family 1, member A1), Gapdh (glyceraldehyde-3-

phosphatase dehydrogenase); Rpl10 (Similar to ribosomal protein L10), Rps6 (ribosomal 

protein S6) y 18S (control seleccionado por defecto por Applied). 

 

II.3.6.3.- GENERACIÓN DE ADNc POR TRANSCRIPCIÓN INVERSA A 

PARTIR DE ARN TOTAL. 

 

La síntesis de ADNc se llevó a cabo usando el High Capacity cDNA Archive Kit de 

Applied Biosystems (Applied Biosystems. CA, EEUU), a partir de muestras de 1μg de 

ARN total procedente de las muestras seleccionadas anteriormente. Este kit contiene 

reactivos suficientes para realizar 200 reacciones de retro transcripción con un volumen 

de reacción de 100μl.  

 

Para realizar la retro transcripción (RT) se usó el TaqMan® Universal PCR Master 

Mix (Applied Biosystems. CA, EEUU) con una concentración 2X. Se pipetaron 50μl de 

la mezcla de RT 2X [Tampón de Transcripción Reversa 10X, deoxiNTPs 25X, mezcla 

aleatoria de cebadores 10X (para ARN total será una mezcla de hexámeros), Retro 

Transcriptasa MultiScribe™ 50 U/μl (Applied Biosystems. CA, EEUU), agua libre de 

RNasas, Cloruro de magnesio 25mM, inhibidores de RNasas] en cada uno de los 96 

pocillos de una placa de reacción (MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate. Applied 

Biosystems. CA, EEUU). Acto seguido, se adicionan 50μl de la muestra de ARN 

correspondiente a la mezcla maestra, se mezcla cuidadosamente usando la propia pipeta, y 

se cubre la placa. Tras una breve centrifugación, se introduce la placa de reacción en un 

termociclador 7900HT con las siguientes condiciones: Paso 1: 25ºC durante 10 minutos; 

Paso 2: 37ºC durante 120 minutos. 

 

II.3.6.4.- AMPLIFICACIÓN DEL ADNc MEDIANTE PCR. 

 

La amplificación del ADNc es el segundo paso del experimento de RT-PCR de dos 

pasos. Aquí, se carga la mezcla PCR de muestra en un Array TaqMan®, precargado con 
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ensayos TaqMan, llevado a cabo en un sistema 7900HT para análisis RT-PCR 

cuantitativa. 

 

Para realizar este proceso, se mezclaron 50μl de muestra de ADNc (100ng) y agua 

libre de RNasa, con 50μl de TaqMan® Universal PCR Master Mix No AmpErase® (2X) 

(AmpliTaq Gold® DNA polymerase, dNTP con dUTP, Passive Reference, y componentes 

de tampón optimizado) (Applied Biosystems. CA, EEUU). Obteniendo de este modo, la 

mezcla de reacción PCR. 

 

Tras la agitación y centrifugación, se pipetearon 100μl de la misma en el reservorio 

correspondiente de la placa microfluídica (Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Detalle de la carga de mezcla de reacción PCR con ADNc en su correspondiente 

reservorio de una tarjeta microfluídica. 

 

Una vez llenos los reservorios, se centrifuga la placa dos veces consecutivas en una 

centrífuga Haraeus® Multifuge® 3L-R (DJB Labcare Ltd. Buckinghamshire, Reino Unido) 

con rotor de brazos basculantes y adaptadores de Applied adecuados a los arrays de baja 

densidad (1200rpm, 1 minuto), se selló y se recortaron los reservorios. 

 

Una vez preparado el TaqMan Array, se creó un archivo de cuantificación relativa 

con el software Sequence Detection Software (SDS) v2.2 (Applied Biosystems. CA, 

EEUU), y se procedió al análisis en un sistema 7900HT. Las condiciones del 

termociclador fueron las que siguen:  

 

 



 
143 MATERIAL Y METODOS 

 
 

 

PCR usando un 
TaqMan Universal 
PCR Master Mix 2X 

Pasos iniciales PCR (40 ciclos) 
Activación de 
AmpErase® 

UNG 

Activación de 
AmpliTaq Gold® 
DNA Polymerase 

Calentar Atemperar 

Continuo Continuo Ciclo 

2 min, 50ºC 10 min, 95ºC 
5seg, 
95ºC 

1min, 
60ºC 

 

II.4.- ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS. 

 

El análisis estadístico de los resultados ha sido dividido en tres categorías 

fundamentales: 

1) Análisis estadístico de los parámetros analíticos. 

2) Análisis bioinformático del perfil genómico con microarray. 

3) Análisis bioinformático de la validación mediante RTPCR. 

 

II.4.1- ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS PARÁMETROS ANALÍTICOS. 

 

Todos los valores han sido expresados como la media y el error estándar de la media. 

Se ha realizado para conocer las diferencias significativas entre los grupos, un análisis de 

la varianza de una vía (ANOVA) tras comprobar que los datos cumplen los criterios de 

homogeneidad de las varianzas (mediante el Test de Levene), distribución normal 

(mediante el test de Kolmogorov-Smirnov). Cuando no se han cumplido los dos 

requisitos anteriores, se procedió a transformar las variables (1/x) ó se llevó a cabo el Test 

de Tamhane a posteriori para varianzas no homogéneas. Para conocer entre que grupos hay 

diferencias significativas se realiza un “post hoc” de Bonferroni o Tukey. Aquellas 

variables que con la transformación continuaron sin ser normales, y para todas las 

variables anatomopatológicas, se realizaron test no paramétricos. En concreto, se ha 

empleado el Test de la H de Kruskal-Wallis para ver si existían diferencias entre los 

tratamientos y el Test de la U de Mann-Whitney para conocer entre que grupos había 

diferencias. Para detectar las significaciones para un mismo grupo al inicio y final del 

estudio se aplicó la T de Student para muestras relacionadas. Se han considerado 

diferencias significativas para un valor P<0.05. Todo el análisis estadístico ha sido 

realizado con el programa SPSS 15.0 para Windows. 
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II.4.2- ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DEL PERFIL GENÓMICO CON 

MICROARRAY. 

 

Con el fin de determinar si existían diferencias entre las condiciones experimentales 

dentro de los grupos INICIO y FINAL de tratamiento, así como la obtención de 

secuencias diferencialmente expresadas para cada tratamiento entre el INICIO y el 

FINAL del mismo, se han llevado a cabo los siguientes pasos:  

a) Control de calidad de los arrays. 

b) Pre-procesamiento de los datos por el método RMA. 

c) Normalización de los arrays para realizar comparaciones entre muestras. 

d) Filtrado de los datos para eliminar transcritos no informativos. 

e) Agrupación no supervisada de los arrays 

f) Aplicación de herramientas estadísticas para obtener genes expresados 

diferencialmente. 

g) Aplicación de correcciones para obtener listas con número reducido de falsos 

positivos.  

 

Para determinar la calidad de los arrays se estudió el porcentaje de transcritos 

detectados como presentes en un array (P call %), que en condiciones de procesamiento 

adecuadas sirve para evaluar la calidad de la muestra. Además, se compruebó el 

porcentaje de transcritos cuyos niveles en un array eran inconsistentes con los niveles en 

el resto de arrays del experimento (Array Outlier), el programa de análisis utilizado, 

dChip (www.dchip.org), recomienda tomar con precaución aquellas muestras que 

superen el valor de 5%, y eliminar aquellas que superen el 15%. Un valor superior 

indicaría una imagen potencialmente contaminada, principalmente por rastros de 

burbujas, arañazos o un problema a nivel de preparación o hibridación de la muestra. Por 

último, para comprobar la consistencia de los arrays en el experimento se usó el paquete 

de BioConductor “affyPLM”, para obtener valores de error estándar no escalados 

normalizados (valores NUSE) para cada set de sondas a partir de los valores de intensidad 

de cada sonda en el set.  
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Con el propósito de eliminar los sesgos experimentales (debido a las muestras) y 

sistemáticos (debido al procesado), los valores de intensidad de cada sonda en el array 

fueron procesados y normalizados por el método RMA (Robust Multichip Average) para 

obtener un valor de intensidad individual para cada set de sondas. Tras el cual se filtraron 

los datos normalizados de los arrays GeneChip para eliminar las secuencias control (57) y 

aquellas con señal de hibridación cercana al fondo (background). 

 

El siguiente paso constituye la normalización de los datos de los arrays usando el 

programa de análisis GeneSpring GX v7.3.1 (Agilent). Dado que el experimento incluye 

un conjunto de muestras pareadas, en la normalización, cada pareja de muestras 

apareadas se normaliza respecto de la muestra basal, que tendrá por tanto un valor de 1. 

Con esto se pretende definir mejor la variabilidad intermuestral que permite este tipo de 

diseño, no sesgando los resultados debido a factores no relacionados con el tratamiento y 

por tanto la calidad de los genes significativos que se obtendrá será mayor. Por otro lado, 

para el estudio no supervisado de las muestras y la obtención de listas de genes expresados 

diferencialmente entre las muestras a tiempo INICIO se aplica una normalización global 

a la mediana de cada set. Por último, en las listas de genes expresados diferencialmente se 

muestran los datos normalizados como valores de cambio en expresión (Fold Change, 

FC) entre condiciones. Para ello, los datos de las condiciones experimentales que se 

comparan se normalizan frente a la mediana de los arrays de la linea base considerada en 

cada caso y que será la que se encuentra en segundo lugar en la comparación (Ej: A vs. B 

Se normaliza A y B respecto de B). Los valores de FC para los arrays de la condición línea 

base (B en el ejemplo) serán por tanto cercanos a 1. 

 

Para eliminar aquellas sondas que no presentan ningún cambio de expresión entre 

las distintas condiciones experimentales, se realiza un segundo filtrado basándose en los 

datos de intensidad normalizados. En concreto, se eliminan aquellas secuencias que no 

hubiesen disminuido o aumentado la expresión en 1,6 veces. Estos son valores utilizados 

como límite de cambio de expresión entre condiciones y permiten eliminar secuencias 

que no varían en ninguna muestra del experimento y por lo tanto no son informativas. 
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Las diferencias existentes entre cada una de las condiciones así como la variabilidad 

dentro de cada condición se comprueban con la elaboración de un clúster o árbol 

jerárquico no supervisado (los genes no son el resultado de la aplicación de un test 

estadístico). Para llevar a cabo este procedimiento se calculó la correlación de cada gen 

con todos los demás, y se agruparon los dos genes que presentaban la correlación más 

alta. A continuación se calculó la media del perfil de expresión de esos dos genes y con 

ese gen “sintético” se repite el cálculo de la correlación para todos los demás genes. 

Proceso que se repite hasta que todos los genes han sido agrupados por parejas. 

Posteriormente, se calcularon los ratios de separación y la medida de similitud que 

organizarán el árbol formando grupos discretos y ramificaciones, respectivamente. El 

clúster jerárquico realizado en el presente estudio se ha efectuado utilizando el software 

GeneSpring GX, aplicando como medida de distancia la correlación Pearson. Además, se 

realizaron dos agrupaciones no supervisadas separando las muestras tomadas al INICIO 

del tratamiento y las muestras tomadas al FINAL del tratamiento. 

Para la identificación de cambios en expresión estadísticamente significativos entre 

los grupos de muestras se han realizado varios análisis en función de la comparación 

estudiada (test paramétrico ANOVA para las comparaciones de 3 o más grupos ó t de 

Student para muestras pareadas) utilizando el software GeneSpring GX 7.3 (Agilent). La 

aplicación del test estadístico para muestras pareadas lleva implícita una normalización 

específica para muestras de estas características. Un test pareado utiliza el valor medio de 

las diferencias entre los pares de muestras apareadas para detectar diferencias 

significativas. Se han realizado las comparaciones HT Final vs Inicio, DMBA Final vs 

Inicio y ADR Final vs Inicio, tomando como valor significativo aquellas secuencias con 

un valor de P<0.05. Un valor de FC por encima de 1 indica sobreexpresión respecto de la 

línea base mientras que valores por debajo de 1 indican represión. 

 

Por último, para comprobar que las secuencias seleccionadas y comparadas 

diferencian las condiciones INICIO y FINAL, se realizó un clúster supervisado utilizando 

los valores de intensidad normalizada y seleccionando la correlación Pearson como la 

medida de distancia. 
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II.4.3.- ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DE LA VALIDACIÓN MEDIANTE 

RTPCR. 

 

Para tratar de encontrar diferencias significativas en la expresión de los genes 

seleccionados a partir de experimentos de PCR cuantitativa se siguieron los siguientes 

pasos: 

a) Filtrado y procesamiento. 

b) Normalización global de las placas para la obtención de la lista de trabajo. 

c) Aplicación de herramientas bioinformáticas para detectar diferencias en la 

expresión génica. 

 

Como primer paso del análisis se hizo un filtrado en el que aquellos valores de CT 

presenten una desviación estándar entre réplicas de la misma sonda de PCR mayor a lo 

esperado entre las réplicas o un valor nulo fueron descartadas. A continuación, para 

calcular los valores de expresión de cada gen se aplicó la fórmula 2exp(CTmin–CTsample), 

donde CTmin es el valor mínimo de CT de cada gen en todas las muestras, y CTsample es el 

valor de CT de ese gen en esa muestra. 

 

Para la normalización de los datos se calculó el factor de normalización de cada 

muestra, tomando los valores de expresión de los 6 housekeeping o controles internos 

seleccionados, mediante el programa geNorm 

(http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/) que calcula la media geométrica del valor 

de expresión del total de genes housekeeping. Una vez obtenido el factor de normalización 

de cada muestra se normalizanron los datos de cada gen en cada muestra respecto a este 

factor de normalización obtenido para dicha muestra del programa geNorm. Para la 

obtención de los valores de expresión de cada uno de los genes los datos de las dos 

condiciones experimentales que se comparan están normalizadas frente a la media de los 

genes pertenecientes a la línea base considerada en cada caso. Un valor de expresión por 

encima de 1 indica sobreexpresión respecto de la línea base mientras que valores por 

debajo de 1 indican represión. 
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Con el propósito de reducir al máximo el alto número de datos de expresión génica 

obtenidos perdiendo la menor cantidad de información posible, y representarlos en un 

espacio reducido para analizarlos visualmente, se realizó el Análisis de Componentes 

Principales (PCA), de tal forma que sea posible percibir relaciones que de otra manera 

permanecerían ocultas en dimensiones superiores. La imagen resultante se compara con 

los factores experimentales conocidos con el fin de asociar la variabilidad observada (o lo 

que es lo mismo, diferencias) a alguno de ellos.  

 

Para comprobar si los perfiles de expresión se agrupan en conjuntos o clústers por 

similitud entre ellos, se realizó un clúster jerárquico no supervisado (los genes no son el 

resultado de la aplicación de un test estadístico) utilizando el software Partek Genomics 

Suite, aplicando como medida de similitud la distancia euclidea y como método de 

agrupación el método de “Average linkage”.  

 

Para la identificación de cambios en expresión estadísticamente significativos entre 

los grupos de muestras se realizaron varios análisis en función de la comparación 

estudiada (test paramétrico ANOVA para las comparaciones de 3 o más grupos ó t de 

Student para muestras pareadas). Aquellos genes con valores de P<0.05 en la 

comparación realizada presentan diferencias de expresión estadísticamente significativas. 

Cuanto menor es el valor de P, más significativa es la diferencia de expresión entre las 

condiciones a efectos estadísticos.  

 

Por último se realizó un análisis PCA y clúster jerárquico comparando los diferentes 

grupos de estudio entre sí en los momentos INICIO y FINAL del tratamiento, con el fin 

de comprobar que estas secuencias seleccionadas se agruparon conforme a su condición 

en los momentos nombrados.  
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I.- PARÁMETROS BIOQUÍMICOS PLASMÁTICOS. 

 

Todos aquellos parámetros analíticos relacionados con la bioquímica del plasma que 

han sido estudiados en el presente trabajo se recogen en la Tabla 1. Se observa que no 

hay diferencias estadísticas con significación alguna entre los grupos CONTROL, DMBA, 

HT, ADR y ADR+HT para ninguno de los parámetros determinados, exceptuando 

aquellos relacionados con el perfil lipídico. Tanto los lípidos totales, como triglicéridos 

(TG), fosfolípidos (PL) y colesterol (CO) presentaron mayor concentración en los grupos 

ADR y ADR+HT. Sin embargo, no se encontraron divergencias con significación 

estadística entre estas dos agrupaciones, pero sí que el grupo ADR era significativamente 

distinto con respecto a los animales HT, DMBA y CONTROL para los cuatro parámetros 

lipídicos. No ocurrió lo mismo para ADR+HT, que aunque presentó valores superiores 

de lípidos totales, TG, PL y CO solamente fueron significativos los de TG cuando se 

compararon con los grupos exentos de adriamicina y aquellos controles sanos. 

 

Tabla 1. Parámetros bioquímicos en plasma de ratas con cáncer de mama experimental tratadas con 
doxorrubicina y/o hidroxitirosol. 

Parámetros  CONTROL DMBA HT ADR ADR+HT 

Glucosa (mg/dl) 165± 12 184± 20 204± 15 251±31 302±52 

Proteína Total 
(g/dl) 

5.1± 0.2 4.4± 0.4 4.3± 0.3 8.7± 2.6 18.0± 6.7 

Lactato (mg/dl) 38.3± 4.3 33.9± 4.1 29.4± 4.2 45.7± 8.0 63.7± 18 

CK (U/L) 267± 86 103± 17 64±19 164± 45 151± 77 

LDH (U/L) 501± 105 376± 66 323± 68 304± 33 327± 91 

ALP (U/L) 48.3± 12 57.2± 16 37.0± 16 28.1± 4.4 21.0± 9.1 

GPT (U/L) 12.1± 2.1 21.9± 8.5 10.7± 3.5 11.3± 3.9 15.0± 3.8 

GOT (U/L) 19.9± 2.2 33.6± 8.9 18.9± 2.8 14.9± 2.7 17.7± 2.9 

Lípidos  
Totales (mg/dl) 234± 51a 217± 33 a 278±44 a 1249± 218 b 1480± 325 ab 

TG (mg/dl) 64± 13 a 65± 9 a 69± 8 a 450± 100 b 676± 169 b 

PL (mg/dl) 142± 9 a 106± 10 a 112± 4 a 279± 27 b 467± 144 ab 

CO (mg/dl) 91± 6.8 a 70± 8.3 a 78± 4.7 a 290± 43 b 462± 138 ab 

Los valores se expresan como media ± eem. CONTROL: grupo control sano sin cáncer de mama, DMBA: 
grupo control de cáncer de mama, HT: grupo tratado con hidroxitirosol, ADR: grupo tratado con 
adriamicina, y ADR+HT: grupo tratado con adriamicina e hidroxitirosol. Valores con diferente letra en la 
misma fila son estadísticamente significativos entre tratamientos, P<0.05. 
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II.- PARÁMETROS INDICADORES DE ESTRÉS OXIDATIVO. 

 

II.1.- CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL PLASMÁTICA. 

 

No se observaron diferencias significativas entre ninguno de los grupos 

experimentales para este parámetro, como queda reflejado en la Figura 1. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Capacidad antioxidante total en plasma. Los valores se expresan como media ± eem. 

CONTROL: grupo control sano sin cáncer de mama, DMBA: grupo control de cáncer de mama, 

HT: grupo tratado con hidroxitirosol, ADR: grupo tratado con adriamicina, y ADR+HT: grupo 

tratado con adriamicina e hidroxitirosol.  

 

II.2.- DETERMINACIÓN DE LA GENOTOXICIDAD. 

 

El ensayo comet para determinar el daño oxidativo a nivel de ADN realizado en 

linfocitos de sangre periférica, expresado como % de ADN en la cola de los cometas 

visualizados, reveló que el grupo control sano fue el menos dañado. Además, éste fue 

estadísticamente significativo cuando se compara con el resto de agrupaciones con cáncer 

de mama, no existiendo entre estas últimas significación alguna. No obstante, se observó 

una tendencia a la baja en aquellos grupos en los que el HT estaba presente (Figura 2). 

 

0

50

100

150

200

250

CONTROL DMBA HT ADR ADR+HT

μM
 T

ro
lo

x

Grupos de estudio

Capacidad antioxidante total en plasma



 
151 RESULTADOS 

 
 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Daño en el ADN de linfocitos de sangre periférica. Los valores se expresan como media 

± eem. CONTROL: grupo control sano sin cáncer de mama, DMBA: grupo control de cáncer de 

mama, HT: grupo tratado con hidroxitirosol, ADR: grupo tratado con adriamicina, y ADR+HT: 

grupo tratado con adriamicina e hidroxitirosol. Barras con letras distintas indican diferencias 

estadísticamente significativas entre tratamientos, P<0.05. 

 

II.3.- ANTIOXIDANTES PLASMÁTICOS. 

 

Los valores de los compuestos antioxidantes determinados en plasma quedan 

recogidos en la Tabla 2. En relación al retinol, no se hallaron diferencias entre los grupos. 

Se observa que el tocoferol expresado en μM está aumentado de forma significativa en los 

grupos ADR y ADR+HT con respecto al resto de grupos, que no presentaron diferencias 

estadísticamente significativas. Sin embargo, cuando este parámetro se expresa en función 

de los lípidos circulantes la situación cambia. Así pues, el grupo HT presentó los niveles 

más bajos aunque no fueron estadísticamente significativos al ser comparados con los 

grupos CONTROL, DMBA y ADR+HT. Esto no ocurre cuando se compara con ADR, 

que aunque presenta los mayores niveles no son estadísticamente significativos con 

respecto a CONTROL, DMBA y ADR+HT. 
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Tabla 2. Antioxidantes en plasma de ratas con cáncer de mama experimental con adriamicina y/o hidroxitirosol. 

 CONTROL DMBA HT ADR ADR+HT 

Retinol (μM) 3.4± 0.1 15.1± 3.2 7.2± 1.6 12.3±3.3 9.2±2.1 

Retinol  
(pmoles/mg lípidos) 

1.5± 0.4 5.4 ± 1.3 3.3± 0.9 1.1± 0.3 0.9± 0.2 

Tocoferol (μM) 12.7± 0.8 a 9.7± 1.4 a 9.1± 0.8 a 92.3± 17 b 95.0± 27 b 
Tocoferol  
(pmoles/mg lípidos) 5.6± 0.5 ab 5.3± 0.6 ab 3.9± 0.6 a 7.6± 0. 7 b 6.3± 0.5 ab 

Coenzima Q9 (μM) 0.14±0.02 a 0.19± 0.03 a 0.20±0.02 a 0.51± 0.06 b 0.58± 0.11 b 
Coenzima Q9  

(pmoles/mg lípidos) 
0.08± 0.01 0.11± 0.02 0.092±0.01 0.05± 0.006 0.063± 0.01 

Coenzima Q10 (μM) 0.042± 0.004 0.042± 0.004  0.047± 0.003 0.056± 0.009  0.092± 0.02 

Coenzima Q10  
(pmoles/mg lípidos) 0.02± 0.003 b 0.03± 0.006 b 0.02± 0.003 b 0.006± 0.002 a 0.009± 0.002 ab 

Coenzima Q total 
(μM) 0.18± 0.02 a 0.23± 0.03 a 0.25± 0.02 a 0.57± 0.06 b 0.67± 0.12 ab 

Coenzima Q total  
(pmoles/mg lípidos) 0.08± 0.01 b  0.14±0.02 b  0.11± 0.02 b 0.05± 0.01 a 0.06± 0.01 a  

Los valores se expresan como media ± eem. CONTROL: grupo control sano sin cáncer de mama, DMBA: grupo 
control de cáncer de mama, HT: grupo tratado con hidroxitirosol, ADR: grupo tratado con adriamicina, y 
ADR+HT: grupo tratado con adriamicina e hidroxitirosol. Valores con diferente letra en la misma fila indican 
diferencias estadísticamente significativas entre tratamientos, p<0.05. 

 

En cuanto al coenzima Q9, el grupo CONTROL es el que presentó la menor 

cantidad, aunque no mostró significación estadística con respecto a los grupos HT y 

DMBA. A diferencia de lo que sucede con aquellos animales tratados con la antraciclina, 

sola o en combinación con el antioxidante, los cuales mostraron niveles 

significativamente más elevados que los tres grupos anteriores, pero sin diferencias entre 

ellos dos. Estas diferencias se pierden al expresar el coenzima Q9 en función del 

contenido en lípidos del plasma. 

 

Los niveles encontrados de coenzima Q10 fueron muy bajos para todos los grupos 

experimentales. No se observa significación estadística alguna para los distintos valores 

encontrados entre las agrupaciones estudiadas cuando se expresa en μM. Si se expresa en 

función de los lípidos se comprueba como el grupo ADR es el que presentó menor 

cantidad de este coenzima que es significativa con respecto a CONTROL, HT y DMBA, 

no así cuando se comparó con ADR+HT. Los niveles de este último también son bajos 

pero sin ser significativamente distintos a CONTROL, HT y DMBA, cuyos niveles no 

mostraban diferencias significativas.  
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Esta situación encontrada para el coenzima Q10 expresado en función de los lípidos 

es la misma que se observa al estudiar los niveles totales de coenzima Q. La única 

diferencia radica en que los grupos CONTROL, HT y DMBA presentaron menor 

cantidad total. En concreto, el grupo sano sin cáncer es el que mostró los niveles más 

bajos, al contrario de lo que sucedió con ADR y ADR+HT que presentaron más 

coenzima Q total. La situación anterior cambia radicalmente al expresar los niveles de 

coenzima Q total parámetro en función de los lípidos totales. En este caso, los grupos 

ADR y ADR+HT mostraron menor cantidad y dentro de éstos el primero contiene los 

niveles más bajos, aunque no son estadísticamente significativos con respecto a ADR+HT. 

Por último, los grupos CONTROL, HT y DMBA tuvieron mayor cantidad total de 

coenzima Q. 

 

III.- NIVELES PLASMÁTICOS DE HIDROXITIROSOL Y ALCOHOL 

HOMOVANÍLICO. 

 

Como queda reflejado en la Figura 3 el hidroxitirosol fue el compuesto hallado de 

forma mayoritaria, seguido de alcohol homovanílico. El grupo HT es el que más cantidad 

de hidroxitirosol conservó, siendo significativa con respecto a ADR+HT. Por otra parte, 

no se encontraron diferencias significativas entre los de tratamiento en relación al alcohol 

homovanílico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
154 SERGIO GRANADOS PRINCIPAL 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 3. Concentración de hidroxitirosol y alcohol homovanílico en plasma. Los valores se 

expresan como media ± eem. HT: hidroxitirosol, ADR+HT: grupo tratado con adriamicina e 

hidroxitirosol. Los símbolos indican diferencias significativas entre grupos de tratamiento para el 

compuesto estudiado (* P<0.05). 

 

IV.- PARÁMETROS TUMORALES Y PESOS DE LOS ANIMALES. 

 

Los pesos de los animales de experimentación (Figura 4) en el momento de inicio de 

los tratamientos (Basal) fueron muy similares entre los diferentes grupos, de tal manera 

que no se han encontrado diferencias significativas entre ellos. Al momento del sacrificio 

(Final) el peso de los animales del grupo DMBA fue significativamente mayor con 

respecto a ADR y ADR+HT. Los dos únicos grupos que presentaron un mayor peso 

corporal al sacrificio fueron DMBA y HT. 
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Figura 4. Peso de los animales. Los valores se expresan como media ± eem. DMBA: grupo control 

de cáncer de mama, HT: grupo tratado con hidroxitirosol, ADR: grupo tratado con adriamicina, y 

ADR+HT: grupo tratado con adriamicina e hidroxitirosol. Para cada momento experimental 

(basal y final), barras con letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas entre 

tratamientos, P<0.05. Los símbolos indican diferencias significativas entre momento Basal y Final 

dentro de un mismo grupo de tratamiento (* P<0.05; £ P<0.01). 

 

El modelo de carcinogénesis mamaria inducida con DMBA muestra que todos los 

animales con cáncer en el momento basal presentaron valores de multiplicidad tumoral 

similares entre grupos (Figura 5). La misma descripción sirve para los resultados de 

multiplicidad final, aunque éstos sean superiores a los basales. Los grupos ADR y DMBA 

son los únicos que mostraron valores significativamente mayores cuando se compara el 

momento basal y final. 
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Figura 5. Multiplicidad tumoral. Los valores se expresan como media ± eem. DMBA: grupo 

control de cáncer de mama, HT: grupo tratado con hidroxitirosol, ADR: grupo tratado con 

adriamicina, y ADR+HT: grupo tratado con adriamicina e hidroxitirosol. Los símbolos indican 

diferencias significativas entre momento Basal y Final dentro de un mismo grupo de tratamiento 

(* P<0.05). 

 

Como ya se ha explicado, el estudio que se muestra en la presente memoria de tesis 

doctoral se caracteriza, entre otros, porque de forma aleatoria se seleccionó un tumor 

cuya evolución fue seguida y comparada con su momento pretratamiento (tumor trucut). 

Es importante anotar que para todos los grupos de experimentación con cáncer de mama, 

el volumen de partida (Basal) del tumor trucut fue prácticamente el mismo (2cm3), de 

hecho, no hubo diferencias significativas entre grupos con respecto a este parámetro 

(Figura 6). Sin embargo, la situación cambia una vez finalizado el estudio. Se observa 

como el volumen del tumor biopsiado aumentó significativamente en el grupo control 

DMBA respecto al resto de grupos tratados, de entre los cuales, aquellos que contienen 

en la terapia la antraciclina son los que menos incrementaron su tamaño. El antioxidante 

per se ha logrado mantener el volumen de este tumor en unos niveles inferiores 

estadísticamente significativos con respecto al grupo DMBA, aunque el volumen del 

tumor trucut al final fue superior al obtenido para ADR y ADR+HT. No se observa que 

la combinación de adriamicina e hidroxitirosol sea inefectiva, ya que aunque el volumen 

sea ligeramente superior para ADR+HT, éste no es estadísticamente significativo con 
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respecto a ADR. Por último, los grupos HT y DMBA mostraron diferencias significativas 

en la comparación basal vs final. 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Volumen del tumor trucut. Los valores se expresan como media ± eem. DMBA: grupo 

control de cáncer de mama, HT: grupo tratado con hidroxitirosol, ADR: grupo tratado con 

adriamicina, y ADR+HT: grupo tratado con adriamicina e hidroxitirosol. Barras con letras 

distintas indican diferencias estadísticamente significativas entre tratamientos, P<0.05. Los 

símbolos indican diferencias significativas entre momento Basal y Final dentro de un mismo 

grupo de tratamiento (* P<0.05; † P<0.001). 

 

Por otro lado, el volumen tumoral total (Figura 7) muestra que aquellos grupos 

sometidos a tratamiento (HT, ADR, y ADR+HT) presentaron un menor volumen 

estadísticamente significativo en comparación con el no tratado (DMBA), pero no entre 

ellos. Las medidas tumorales antes de iniciarse el tratamiento no presentaron variaciones 

significativas. Respecto a la comparación intragrupos basal vs final, tanto el grupo control 

DMBA como HT y ADR presentaron diferencias estadísticamente significativas, no así 

para ADR+HT. 
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Figura 7. Volumen tumoral total. Los valores se expresan como media ± eem. DMBA: grupo 

control de cáncer de mama, HT: grupo tratado con hidroxitirosol, ADR: grupo tratado con 

adriamicina, y ADR+HT: grupo tratado con adriamicina e hidroxitirosol. Para cada momento 

experimental (basal y final), barras con letras distintas indican diferencias estadísticamente 

significativas entre tratamientos, P<0.05. Los símbolos indican diferencias significativas entre 

momento Basal y Final dentro de un mismo grupo de tratamiento (* P<0.05; £ P<0.01; † 

P<0.001). 

 

V.- ANATOMÍA PATOLÓGICA DE LOS TUMORES. ÍNDICE 

PROLIFERATIVO (KI67). 

 

El estudio anatomopatológico de las muestras tumorales constó del análisis del 

patrón arquitectural y atipia nuclear. En la Tabla 3 se observan estos parámetros, 

mostrando que no hubo diferencias significativas para ninguno de éstos entre los grupos 

de estudio. Sin embargo, cuando se compara dentro de cada grupo entre el momento 

basal y el final, se observaron diferencias significativas en el grupo DMBA para el patrón 

arquitectural. En el resto no hubo variaciones significativas. 

 

En cuanto a la atipia nuclear, aumentó en todos los grupos con respecto al momento 

basal, pero no fue significativa en ningún caso. 
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Tabla 3. Estudio anatomopatológico de los tumores de ratas con cáncer de mama experimental tratadas con 
doxorrubicina y/o hidroxitirosol. 

 DMBA HT ADR ADR+HT 

 Basal Final Basal Final Basal Final Basal Final 

Patrón 
Arquitectural 

1.1±0.1 1.78±0.2* 1.11±0.1 1.7±0.2 1.14±0.1 1.5±0.2 1.12±0.1 1.25±0.2 

Atipia 1.22±0.1 1.78±0.2 1.1±0.1 1.3±0.2 1.00±0.0 1.3±0.2 1.12±0.1 1.6±0.2 

Los valores se expresan como media ± eem. DMBA: grupo control de cáncer de mama, HT: grupo tratado 
con hidroxitirosol, ADR: grupo tratado con adriamicina, y ADR+HT: grupo tratado con adriamicina e 
hidroxitirosol. El asterisco indica diferencia significativa (test de Wilcoxon) entre el estado inicial y final  
(* P<0.05). 

 

El análisis porcentual del Grado de Bloom-Richardson (Tabla 4) indica que en los 

tumores trucut de todos los grupos al inicio predominó el grado I. Como cabía esperar, el 

grupo con cáncer no tratado progresó en mayor medida hacia el grado II y fue el único 

que se malignizó aún más hacia el III. Por su parte, de los grupos tratados, el de ADR es 

el que más permitió la progresión hacia el grado II, seguido del grupo HT (aunque éste ya 

parte desde el momento basal con 10% de casos grado II) y ADR+HT. Si estas tres 

agrupaciones experimentales hubiesen partido de mismo punto basal (100% grado I), el 

HT sería el que menos habría progresado a grado II. Por último, indicar que en ninguno 

de estos tres grupos tratados se progresó hasta el grado superior de malignidad (grado III). 

 

Tabla 4. Grado de Bloom-Richardson del tumor Trucut de ratas con cáncer de mama 
experimental tratadas con adriamicina  y/o hidroxitirosol.  

 DMBA HT ADR ADR+HT 

GRADO Basal Final Basal Final Basal Final Basal Final 

I 90 22 90 60 100 50 100 63 

II 10 67 10 40 0 50 0 37 

III 0 11 0 0 0 0 0 0 

Los valores se expresan como porcentaje. HT: grupo tratado con hidroxitirosol, ADR: grupo 
tratado con adriamicina, y ADR+HT: grupo tratado con adriamicina e hidroxitirosol. 

 

Por último, la clasificación morfológica de los tumores trucut (Tabla 5) indica que la 

histología predominante tanto en el momento basal como final fue la cribiforme. Si bien, 

en el estadío basal sólo el grupo HT presentó mayor variación al mostrar algunos de tipo 

mixto y papilar, ya que el resto de grupos partieron todos del 100% cribiforme. Diferente 

lectura es la que hay con respecto al momento final, ya que todos modificaron la 
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morfología siendo aún el predominante el cribiforme seguido del mixto y papilar. Es 

curioso como el grupo ADR+HT modificó en mayor proporción la morfología hacia 

mixto y papilar. Además, merece la pena observar como el grupo HT solamente ha 

cambiado un 20% de cribiformes hasta mixtos y ha permanecido invariable el 10% de 

papilares. Esto se asemeja a la variación experimentada por el grupo ADR, que sólo ha 

transferido un 11% al estado mixto. El DMBA es el único que alcanzó al final un 

porcentaje de muestras con otro tipo de patrón. 

 

Tabla 5. Clasificación morfológica del tumor Trucut de ratas con cáncer de mama experimental tratadas 
con doxorrubicina y/o hidroxitirosol. 

 DMBA HT ADR ADR+HT 

MORFOLOGIA Basal Final Basal Final Basal Final Basal Final 

Cribiforme 100 67 80 60 100 89 100 50 

Mixto 0 22 10 30 0 11 0 37 

Papilar 0 0 10 10 0 0 0 13 

Otros 0 11 0 0 0 0 0 0 

Cribiforme (>70% de este patrón). 
Mixto (30-70% del patrón cribiforme y el resto del papilar). 
Papilar (< 30% de patrón cribiforme). 
Otros: Sólido, tubular, no especificado. 
Los valores se expresan como porcentaje. HT: grupo tratado con hidroxitirosol, ADR: grupo tratado con 
adriamicina, y ADR+HT: grupo tratado con adriamicina e hidroxitirosol. 

 

La Figura 8 se corresponde con las imágenes obtenidas tras la tinción con 

hematoxilina-eosina con patrón cribiforme (10X) (A), papilar (10X) (B) y sólido (40X) 

(C). 
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Figura 8. Morfologías cribiforme (A), papilar (B) y sólido (C), vistas a 10, 10 y 40 aumentos, 

respectivamente. Tinción de hematoxilina-eosina. 

 

El estudio inmunohistoquímico para la evaluación de la proliferación de las células 

tumorales mediante la detección de Ki67 se representa en la Figura 9. Ésta revela que los 

grupos HT, ADR y ADR+HT presentaron una proliferación celular significativamente 

inferior a la del grupo de cáncer de mama no tratado (DMBA). Las diferencias entre los 

tres grupos tratados no fueron estadísticamente significativas. 
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Figura 9. Proliferación celular. Los valores se expresan como media ± eem. DMBA: grupo control 

de cáncer de mama, HT: grupo tratado con hidroxitirosol, ADR: grupo tratado con adriamicina, y 

ADR+HT: grupo tratado con adriamicina e hidroxitirosol. Barras con letras distintas indican 

diferencias estadísticamente significativas entre tratamientos, P<0.05. 

 

La Figura 10 se corresponde con la inmunotinción para Ki67 a 40 aumentos, 

reflejado por la tinción nuclear de color marrón. La imagen (A) presenta un alto índice 

proliferativo, mientras que la imagen (B) muestra un índice proliferativo medio. 

 

(A)                 (B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Inmunotinción para Ki67 (40X). Intensa tinción nuclear (marrón) de las 

células neoplásicas. (A) Área de alto índice proliferativo. (B) Área de índice proliferativo 

medio. 
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VI.- PERFIL GENÉTICO MEDIANTE MICROARRAY. 

 

En este apartado se van a tratar los siguientes puntos: 

1) Concentración y pureza del ARN y ARNc obtenidos. Control de calidad de la 

hibridación. 

2) Análisis bioinformático de los arrays. 

3) Análisis funcional de las secuencias significativas: 

- Grupo HT. 

- Grupo DMBA. 

- Grupo ADR. 

4) Genes seleccionados para su validación por RTPCR. 

 

VI.1.- CONCENTRACIÓN Y PUREZA DEL ARN Y ARNc OBTENIDOS. 

CONTROL DE CALIDAD DE LA HIBRIDACIÓN. 

 

Para la elaboración del microarray es imprescindible la obtención de suficiente 

cantidad de ARN de las muestras tumorales, así como la correcta pureza del mismo 

determinada espectrofotométricamente a una absorbancia de 260/280nm. Esta premisa 

es exactamente igual para el ARNc que se sintetiza a partir del ARN de origen. En este 

estudio genético se obtuvo suficiente cantidad tanto de ARN como de ARNc, 

presentando ambos unos niveles adecuados de pureza, como queda reflejado en las 

Tablas 6 y 7. 
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Tabla 6. Medida de la concentración y pureza del ARN extraído. 

Muestra (μg/μl) 
Pureza 
(A260/280) 

μg 
totales 

Muestra (μg/μl) 
Pureza 
(A260/280) 

μg 
totales 

07SE115 0.570 2.13 17.1 07SE130 0.967 2.10 29.01 
07SE116 0.880 2.18 26.4 07SE131 1.018 2.11 30.54 
07SE117 0.580 2.13 17.4 07SE132 0.335 2.08 10.05 
07SE118 0.836 2.14 25.08 07SE133 1.453 2.13 43.59 
07SE119 0.482 2.01 14.46 07SE134 1.434 2.11 43.02 
07SE120 0.803 2.15 24.09 07SE135 1.323 2.12 39.69 
07SE121 0.410 2.12 12.3 07SE136 0.665 2.17 19.95 
07SE122 0.269 2.11 8.07 07SE137 1.590 2.15 47.7 
07SE123 0.754 2.14 22.62 07SE138 0.981 2.07 29.43 
07SE124 0.500 2.07 15 07SE139 0.843 2.14 25.29 
07SE125 0.239 2.10 7.17 07SE140 0.132 2.04 3.96 
07SE126 0.317 2.09 9.51 07SE141 1.256 2.12 37.68 
07SE127 0.165 2.10 4.95 07SE142 1.149 2.11 34.47 
07SE128 0.417 2.18 12.51 07SE143 0.981 2.14 29.43 
07SE129 0.489 2.07 14.67 07SE144 1.106 2.17 33.18 
A. Absorbancia. 

 

 

Tabla 7. Medida de la concentración y pureza de los ARNc sintetizados. 

Muestra (μg/μl) 
Pureza 
(A260/280) 

μg 
totales 

Muestra (μg/μl) 
Pureza 
(A260/280) 

μg 
totales 

07SE115 5.496 2.04 91.4 07SE130 2.872 2.06 49.7 
07SE116 4.699 2.05 82.6 07SE131 3.971 2.04 69.5 
07SE117 4.705 2.01 78.0 07SE132 3.712 2.03 68.5 
07SE118 5.779 2.04 102.0 07SE133 4.302 2.04 79.7 
07SE119 5.102 2.04 84.7 07SE134 2.54 2.07 46.3 
07SE120 5.388 2.03 95.0 07SE135 3.362 2.06 61.9 
07SE121 4.298 2.06 75.4 07SE136 2.796 2.05 48.3 
07SE122 4.715 2.07 82.9 07SE137 2.898 2.05 53.1 
07SE123 3.557 2.03 62.0 07SE138 2.716 2.05 46.9 
07SE124 3.449 2.08 60.1 07SE139 3.314 2.03 64.3 
07SE125 5.1 2.06 89.8 07SE140 1.673 2.08 29.8 
07SE126 4.596 2.05 80.7 07SE141 3.631 2.03 63.4 
07SE127 5.04 2.04 88.7 07SE142 3.452 2.04 60.1 
07SE128 4.17 2.07 77.2 07SE143 3.302 2.06 57.4 
07SE129 4.028 2.04 66.5 07SE144 3.668 2.05 64.0 
A. Absorbancia.  

 

Para comprobar si los arrays hibridados superan los criterios de calidad establecidos, 

se representan en la Tabla 8 los valores de cada uno de los chips para el spike control 

BioB y la relación 3’/5’ para GAPDH (gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa).  
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Tabla 8. Valores de los parámetros de calidad para cada uno de los chips analizados. 

Código 
Muestra 

BioB 
GAPDH 

(3’/5’) 
FE 

(200) 
Código 
Muestra 

Spike 
control 

GAPDH 
(3’/5’) 

FE 
(200) 

07SE115 Presente 1.03 0.916 07SE129 Presente 1.09 1.096 
07SE116 Presente 1.09 1.012 07SE130 Presente 1.21 1.124 
07SE117 Presente 1.06 0.948 07SE131 Presente 1.09 0.959 
07SE118 Presente 1.05 1.042 07SE132 Presente 1.12 0.916 
07SE119 Presente 1.05 1.015 07SE133 Presente 1.06 1.260 
07SE120 Presente 1.08 1.288 07SE134 Presente 1.08 1.199 
07SE121 Presente 1.18 0.970 07SE135 Presente 1.18 1.092 
07SE122 Presente 1.24 1.149 07SE136 Presente 1.15 1.014 
07SE123 Presente 1.06 1.098 07SE137 Presente 1.11 0.857 
07SE124 Presente 1.15 1.561 07SE138 Presente 1.14 1.264 
07SE125 Presente 1.09 0.947 07SE139 Presente 1.13 1.175 
07SE126 Presente 1.08 1.040 07SE140 Presente 2.51 2.057 
07SE127 Presente 1.08 0.977 07SE141 Presente 1.06 0.971 
07SE128 Presente 1.08 1.161 07SE142 Presente 1.08 0.910 
07SE129 Presente 1.09 1.096 07SE143 Presente 1.03 1.256 

BioB. Spike control seleccionado; GAPDH. Houskeeping seleccionado; FE. Factor de Escalado seleccionado 
de 200. 

 

Todos los arrays hibridados superaron los criterios de calidad establecidos, ya que hay 

controles spike y relaciones  3’/5’ de los genes housekeeping no superiores a 3. Además, 

el factor de escalado fue próximo entre los distintos arrays. 

 

VI.2.- ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DE LOS ARRAYS. 

 

Para comprobar el control de calidad de los arrays se hace el análisis de outlier, que 

consta de el valor % P call y el % Array outlier. La Tabla 9 pone de manifiesto que todas 

las muestras presentan buena calidad ya que los valores de % P call son aceptables. 

Además, los bajos porcentajes que muestra el % Array outlier nos indica que los ARNc y 

los datos son de buena calidad y consistentes, exceptuando la muestra 07SE140 que 

sobrepasa el límite del 5%. 
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Tabla 9. Valores en porcentaje de los parámetros indicadores de la calidad de los datos en los arrays. 

Muestra % P call % Array outlier Muestra % P call % Array outlier 
07SE115 65.1 0.466 07SE130 62.3 0.572 
07SE116 63.8 0.1 07SE131 61.2 0.183 
07SE117 61.9 0.424 07SE132 63.7 0.82 
07SE118 65.4 0.135 07SE133 62.1 0.125 
07SE119 65.9 0.318 07SE134 61.9 0.051 
07SE120 60.0 0.817 07SE135 61.4 1.222 
07SE121 64.4 0.135 07SE136 64.9 1.402 
07SE122 63.9 0.122 07SE137 62.4 0.466 
07SE123 63.9 0.103 07SE138 63.7 0.145 
07SE124 61.0 0.068 07SE139 63.8 0.264 
07SE125 62.9 1.196 07SE140 53.9 8.335 
07SE126 62.9 0.315 07SE141 63.2 0.18 
07SE127 62.3 1 07SE142 64.2 0.064 
07SE128 64.3 0.244 07SE143 61.7 0.08 
07SE129 64.4 0.177 07SE144 61.0 0.158 

 

Estos resultados se suman a los valores de error estándar no escalados normalizados 

(valores NUSE) para cada set de sondas (Figura 11). Fueron adecuados en todos las 

muestras, indicando una buena consistencia de los arrays, excepto la muestra 07SE140 

que se encuentra fuera del límite establecido 5-95%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Gráfica NUSE representando el error estándar de cada sonda en cada chip. 
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Tras el preprocesamiento y primer filtrado de los resultados se obtuvo un número de 

secuencias para cada condición y tiempo recogidas en la Tabla 10. 

 

Tabla 10. Número de secuencias seleccionadas en cada condición y tiempo experimental. 

TIEMPO Condición 
Nº secuencias 

Seleccionadas en 
cada condición 

Nº secuencias 
seleccionadas en 

cada tiempo 

INICIO 
DMBA 13639 

14154 HT 13523 
ADR 13491 

FINAL 
DMBA 13441 

14057 HT 13541 
ADR 13554 

 

Tras la normalización y segundo filtrado de las secuencias de la tabla anterior, se 

obtuvo la lista definitiva de secuencias que conforman las listas de trabajo GENERAL, 

INICIO y FINAL (Tabla 11). 

 

Tabla 11. Número de secuencias de las listas de trabajo. 

Lista de Trabajo Nº secuencias seleccionadas 
GENERAL 8214 

INICIO 4444 
FINAL 7127 

 

Con el fin de comprobar si las secuencias correspondientes a la lista de trabajo 

GENERAL (8214 secuencias) se agruparon en conjuntos por condición experimental 

(por grupo: DMBA, HT, ADR; por tiempo: INICIO, FINAL). Se realizó un clúster 

jerárquico no supervisado (Figura 12) que mostró la ausencia de agrupación, y por tanto 

la presencia de variabilidad intragrupal.  
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Figura 12. Clúster jerárquico bidimensional de muestras realizado a partir de la lista de trabajo 

GENERAL. Ensayo de microarray. Cada secuencia está representada por un color que oscila 

entre rojo y verde. Verde indica gen reprimido respecto a la mediana de todas las muestras, y rojo 

gen sobreexpresado. Sobre el nombre de la muestra se añaden dos códigos de color. Cada muestra 

está marcada en la fila superior por un color que representa la condición experimental (Amarillo: 

DMBA; Azul: HT; Verde claro: ADR. En la fila inferior, en morado se codifican las muestras 

tomadas al INICIO del tratamiento y en verde pálido las muestras tomadas al FINAL del 

tratamiento). 

 

Del mismo modo se realizó otro clúster jerárquico no supervisado para las secuencias 

de las listas de trabajo INICIO (4444 secuencias) (A) y FINAL (7127 secuencias) (B) 

(Figura 13). Claramente se observa como en este caso las muestras tampoco tendieron a 

agruparse por condición de grupo experimental (DMBA, HT, ADR) dentro de sus 

correspondientes condiciones de tiempo (INICIO, FINAL). Este hecho muestra otra vez 

la variabilidad existente entre las muestras. 

 

 

 

 



 
169 RESULTADOS 

 
 

 

(A)                                               (B) 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Clúster jerárquico bidimensional de muestras a tiempo INICIO (A) y FINAL (B) 

realizado a partir de las respectivas lista de trabajo (4444 y 7127 sondas respectivamente). Ensayo 

de microarray. Cada muestra está marcada por un color que representa la condición experimental 

(Amarillo: DMBA; Azul: HT; Verde claro: ADR). 

 

Por último, el clúster jerárquico realizado sobre las secuencias de cada muestra 

procedentes de las comparaciones ADR vs HT vs DMBA Inicio (A) (88 secuencias) y ADR 

vs HT vs DMBA Final (B) (110 secuencias), indicó que en esta comparación las muestras 

sí representan adecuadamente la condición a la que pertenecen (INICIO, FINAL) (Figura 

14).  

 

 

 

 

 

 

 



 
170 SERGIO GRANADOS PRINCIPAL 

 
 

 

(A)                                                                          (B) 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Clúster jerárquico bidimensional de muestras a tiempo INICIO (A) y FINAL (B) 

realizado a partir de las secuencias significativas (88 y 110 sondas respectivamente). Ensayo de 

microarray. Cada muestra está marcada por un color que representa la condición experimental 

(Amarillo: DMBA; Azul: HT; Verde claro: ADR). 

 

VI.3.- ANÁLISIS FUNCIONAL DE LAS SECUENCIAS SIGNIFICATIVAS. 

 

Las secuencias seleccionadas para el análisis funcional se corresponden con aquellas 

obtenidas tras la comparación Final vs Inicio, para cada grupo estudiado (HT, DMBA y 

ADR). 

 

VI.3.1.- GRUPO HT. 

 

Tras la eliminación de las secuencias no conocidas, predicciones, LOCUS, etc. de la 

lista de secuencias significativas del grupo HT (595), se obtuvo una lista reducida de 229 

genes a la que se le realizó el análisis funcional. La herramienta DAVID clasifica los 

principales procesos biológicos (siguiendo el nivel 3 de Gene Ontology-GO-) en los que 
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están implicados los genes estudiados en función de lo significativa que sea la relación del 

gen con el proceso en cuestión P<0.05). Se puede comprobar que los genes seleccionados 

en el grupo HT están implicados en procesos importantes como la muerte celular y su 

regulación. Además de la diferenciación celular, procesos metabólicos de biomoléculas, 

como nucleótidos, ácidos nucleicos, lípidos, etc., (Tabla 12).  

 

Tabla 12. Análisis funcional de los genes del grupo hidroxitirosol procedentes del microarray según su proceso 
biológico (DAVID). 

Proceso Biológico  Número Genes % Genes P<0.05 

Regulación de procesos celulares 64 28 0.0001 

Biogénesis y organización de organelas 26 11 0.0006 

Proceso metabólico de lípidos 20 9 0.0008 

Respuesta a fármacos 8 4 0.0019 

Biogéneis y organización de membranas 11 5 0.0029 

Diferenciación celular 35 15 0.0031 

Proceso metabólico de lípidos celulares 16 7 0.0044 

Regulación negativa de procesos celulares 23 10 0.0068 

Biogénesis y ensamblaje de complejos de ribonucleoproteínas 7 3 0.0094 

Regulación de procesos metabólicos 37 16 0.0120 

Muerte celular 18 8 0.0140 

Transporte de lípidos 5 2 0.0140 

Regulación negativa de procesos biológicos 23 10 0.0150 

Transporte intracelular 17 7 0.0150 

Regulación de procesos metabólicos celulares 35 15 0.0170 

Proceso biosintético de lípidos 9 4 0.0180 

Proceso metabólico de nucleobases, nucleósidos, 
nucleótidos y ácidos nucleicos 

48 21 0.0190 

Proceso metabólico de biomoléculas 63 27 0.0200 

Regulación negativa de procesos metabólicos 11 5 0.0210 

Regulación de la muerte celular programada 14 6 0.0260 

Desarrollo de órganos 26 11 0.0270 

Proceso metabólico del alcohol 10 4 0.0310 

Regulación de expresion génica 32 14 0.0320 

Transcripción ADN dependiente 29 13 0.0360 

Transporte mediado por vesículas 12 5 0.0360 

Lactancia 2 1 0.0390 

Biogénesis y organización de estructuras extracelulares 5 2 0.0420 

 

Un estudio detallado de algunos de los procesos usando la herramienta PANTHER, 

permite comprobar cómo hay importantes rutas que podrían estar siendo modificadas 
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por el hidroxitirosol (Figura 15). Así por ejemplo, hay genes implicados en la apoptosis 

como el receptor FAS) (6.7%), oncogenes (como c-jun, JunB, Wisp2), aquellos 

relacionados con el ciclo celular (7.2%), proliferación (como el supresor tumoral Cdkn2a) 

(10.5%), etc. Resulta curioso comprobar cómo no hay un elevado número de genes 

implicados en los procesos inflamatorios (6.7%) en comparación con los otros grupos 

(Tabla 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Esquema simplificado de los procesos biológicos (según PANTHER) en que se 

clasifican los genes seleccionados para el grupo hidroxitirosol. 

 

Las secuencias se muestran ordenadas según su nivel de significación estadística 

obtenido en el análisis bioinformático de los arrays (P<0.05), además de mostrarse su 

cambio de expresión. 
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Tabla 13. Genes del grupo hidroxitirosol implicados en algunos procesos biológicos (PANTHER). 

Procesos Biológicos Símbolo del Gen FC P<0.05 

APOPTOSIS (6.7%) 
TNF receptor superfamily, member 6 (FAS) Tnfrsf6 1.62 0.0018 

apoptotic chromatin condensation inducer 1 Acin1 0.85 0.0069 

secreted frizzled-related protein 4 Sfrp4 6.54 0.0085 

testis enhanced gene transcript Tegt 1.12 0.0088 

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha Cebpa 1.20 0.0088 

deoxyribonuclease II Dnase2 1.19 0.0161 

phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic, alpha polypeptide Pik3ca 1.07 0.0224 

epithelial membrane protein 2 Emp2 1.35 0.0227 

thymoma viral proto-oncogene 2 Akt2 1.19 0.0241 

activating transcription factor 3 Atf3 0.39 0.0293 

mast cell protease 10 Mcpt10 0.64 0.0395 

mast cell protease 9 Mcpt9 0.64 0.0395 

mast cell protease 8 Mcpt8 0.64 0.0395 

caspase 4 Casp4 0.76 0.0452 

CICLO CELULAR (7.2%)  
epidermal growth factor receptor Egfr 1.17 0.0030 

ubiquitin-conjugating enzyme E2B Ube2b 0.48 0.0033 

Jun oncogene Jun 0.60 0.0047 

cyclin L2 Ccnl2 0.68 0.0048 

high mobility group nucleosomal binding domain 2 Hmgn2 0.63 0.0050 

coilin Coil 1.10 0.0152 

ARP2 actin-related protein 2 homolog (yeast) Actr2 1.10 0.0179 

c-mer proto-oncogene tyrosine kinase Mertk 1.40 0.0186 

thymoma viral proto-oncogene 2 Akt2 1.19 0.0241 

cyclin L1 Ccnl1 0.63 0.0270 

Jun-B oncogene Junb 0.77 0.0308 

casein kinase 1, alpha 1 Csnk1a1 0.64 0.0319 

minichromosome maintenance deficient 7 (S. cerevisiae) Mcm7 0.78 0.0340 

tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan  
5-monooxygenase activation protein, beta polypeptide (14-3-3) 

Ywhab 1.13 0.0440 

cyclin-dependent kinase inhibitor 2A Cdkn2a 2.39 0.0476 

PROLIFERACIÓN CELULAR Y DIFERENCIACIÓN (10.5%)  
myeloid differentiation primary response gene 116 Myd116 0.73 0.0015 

epidermal growth factor receptor Egfr 1.17 0.0030 

ubiquitin-conjugating enzyme E2B, RAD6 homolog (S. cerevisiae) Ube2b 0.48 0.0033 

v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma  
oncogene family, protein G (avian) 

Mafg 0.76 0.0039 

Jun oncogene Jun 0.60 0.0047 

cyclin L2 Ccnl2 0.68 0.0048 

solute carrier family 29 (nucleoside transporters), member 2 Slc29a2 0.76 0.0070 
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(Continuación Tabla 13). 

secreted frizzled-related protein 4 Sfrp4 6.54 0.0085 

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha Cebpa 1.20 0.0088 

chemokine (C-X-C motif) ligand 1 Cxcl1 0.46 0.0114 

basic helix-loop-helix domain containing, class B2 Bhlhb2 0.54 0.0117 

fibroblast growth factor receptor 2 Fgfr2 1.38 0.0180 

c-mer proto-oncogene tyrosine kinase Mertk 1.40 0.0186 

epithelial membrane protein 2 Emp2 1.35 0.0227 

RAS, dexamethasone-induced 1 Rasd1 0.56 0.0234 

thymoma viral proto-oncogene 2 Akt2 1.19 0.0241 

cyclin L1 Ccnl1 0.63 0.0270 

a disintegrin and metallopeptidase domain 15 (metargidin) Adam15 1.28 0.0296 

Jun-B oncogene Junb 0.77 0.0308 

casein kinase 1, alpha 1 Csnk1a1 0.64 0.0319 

FMS-like tyrosine kinase 1 Flt1 0.75 0.0405 

interleukin 13 receptor, alpha 1 Il13ra1 1.15 0.0486 

ESTRUCTURA CELULAR Y MOVILIDAD (6.7%)  
tropomyosin 1, alpha Tpm1 1.27 0.0035 

spectrin beta 2 Spnb2 1.45 0.0045 

cell division cycle 42 homolog (S. cerevisiae) Cdc42 1.11 0.0100 

ras homolog gene family, member V Rhov 1.32 0.0104 

chemokine (C-X-C motif) ligand 1 Cxcl1 0.46 0.0114 

PDZ and LIM domain 3 Pdlim3 3.38 0.0160 

ARP2 actin-related protein 2 homolog (yeast) Actr2 1.10 0.0179 

c-mer proto-oncogene tyrosine kinase Mertk 1.40 0.0186 

epithelial membrane protein 2 Emp2 1.35 0.0227 

ADP-ribosylation factor interacting protein 2 Arfip2 0.82 0.0299 

casein kinase 1, alpha 1 Csnk1a1 0.64 0.0319 

ras homolog gene family, member J Rhoj 1.29 0.0329 

adducin 3 (gamma) Add3 1.59 0.0438 

formin binding protein 4 Fnbp4 0.61 0.0464 

INMUNIDAD, DEFENSA, RESPUESTA INFLAMATORIA (6.7%) 
X-box binding protein 1 Xbp1 0.82 0.0048 

immediate early response 3 Ier3 0.53 0.0077 

peptidylprolyl isomerase F (cyclophilin F) Ppif 0.86 0.0104 

chemokine (C-X-C motif) ligand 1 Cxcl1 0.46 0.0114 

c-mer proto-oncogene tyrosine kinase Mertk 1.40 0.0186 

leucine-rich repeat-containing 8 Lrrc8 1.38 0.0211 

abhydrolase domain containing 14b Abhd14b 1.27 0.0230 

sequestosome 1 Sqstm1 0.47 0.0267 

glutathione S-transferase, mu 2 Gstm2 1.50 0.0392 

mast cell protease 10 Mcpt10 0.64 0.0395 
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(Continuación Tabla 13). 

mast cell protease 9 Mcpt9 0.64 0.0395 

mast cell protease 8 Mcpt8 0.64 0.0395 

interleukin 6 signal transducer Il6st 1.39 0.0485 

interleukin 13 receptor, alpha 1 Il13ra1 1.15 0.0486 

METABOLISMO ESTEROIDEO, LIPÍDICO Y DE ÁCIDOS GRASOS (6.7%)  
cytochrome b5 reductase 3 Cyb5r3 1.13 0.0025 

ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 1 Abca1 2.02 0.0109 

SEC14-like 2 (S. cerevisiae) Sec14l2 1.35 0.0150 

phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic, alpha polypeptide Pik3ca 1.07 0.0224 

synaptojanin 1 Synj1 1.28 0.0234 

apolipoprotein C-I Apoc1 0.83 0.0272 

synaptojanin 2 Synj2 1.10 0.0296 

prosaposin Psap 0.57 0.0326 

ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 1 Abcg1 1.35 0.0335 

phosphatidic acid phosphatase type 2B Ppap2b 1.53 0.0379 

cholesterol 25-hydroxylase Ch25h 0.55 0.0403 

adipose differentiation related protein Adfp 0.74 0.0406 

phosphate cytidylyltransferase 2, ethanolamine Pcyt2 0.85 0.0423 

carnitine palmitoyltransferase 1a, liver Cpt1a 1.18 0.0474 

METABOLISMO DE NUCLEÓSIDOS, NUCLEÓTIDOS Y ÁCIDOS NUCLEICOS. 
FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN (18.2%) 
period homolog 2 (Drosophila) Per2 0.48 0.0004 

survival of motor neuron protein interacting protein 1 Sip1 0.80 0.0014 

ribonucleic acid binding protein S1 Rnps1 0.46 0.0028 

v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma  
oncogene family, protein G (avian) 

Mafg 0.76 0.0039 

HpaII tiny fragments locus 9c Htf9c 0.74 0.0043 

Jun oncogene Jun 0.60 0.0047 

cyclin L2 Ccnl2 0.68 0.0048 

X-box binding protein 1 Xbp1 0.82 0.0048 

high mobility group nucleosomal binding domain 2 Hmgn2 0.63 0.0050 

period homolog 1 (Drosophila) Per1 0.61 0.0062 

solute carrier family 29 (nucleoside transporters), member 2 Slc29a2 0.76 0.0070 

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha Cebpa 1.20 0.0088 

basic helix-loop-helix domain containing, class B2 Bhlhb2 0.54 0.0117 

deoxyribonuclease II Dnase2 1.19 0.0161 

zinc finger protein 148 Zfp148 1.11 0.0169 

nucleolar protein 5A Nol5a 0.76 0.0174 

SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent  
regulator of chromatin, subfamily a, member 2 

Smarca2 1.40 0.0185 

nuclear receptor co-repressor 1 Ncor1 0.71 0.0187 

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 39 Ddx39 0.80 0.0192 
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(Continuación Tabla 13). 

RNA polymerase 1-2 Rpo1-2 0.82 0.0200 

cut-like 1 (Drosophila) Cutl1 1.14 0.0236 

cyclin L1 Ccnl1 0.63 0.0270 

peter pan homolog (Drosophila) Ppan 0.73 0.0274 

activating transcription factor 3 Atf3 0.39 0.0293 

Jun-B oncogene Junb 0.77 0.0308 

histone deacetylase 10 Hdac10 0.76 0.0308 

Werner helicase interacting protein 1 Wrnip1 0.88 0.0316 

casein kinase 1, alpha 1 Csnk1a1 0.64 0.0319 

minichromosome maintenance deficient 7 (S. cerevisiae) Mcm7 0.78 0.0340 

nuclear factor I/X Nfix 1.24 0.0369 

PRP18 pre-mRNA processing factor 18 homolog (yeast) Pprf18 0.84 0.0391 

Cbp/p300-interacting transactivator,  
with Glu/Asp-rich carboxy-terminal domain, 2 

Cited2 1.33 0.0405 

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial  
F1 complex, beta polypeptide 

Atp5b 0.46 0.0422 

RNA-binding region (RNP1, RRM) containing 2 Rnpc2 0.55 0.0454 

chromobox homolog 6 Cbx6 1.22 0.0459 

sirtuin 6  Sirt6 0.92 0.0470 

queuine tRNA-ribosyltransferase 1 Qtrt1 0.83 0.0489 

zinc finger protein 96 Zfp96 0.86 0.0492 

ONCOGENESIS (4.3%)  
epidermal growth factor receptor Egfr 1.17 0.0030 

Jun oncogene Jun 0.60 0.0047 

fibroblast growth factor receptor 2 Fgfr2 1.38 0.0180 

c-mer proto-oncogene tyrosine kinase Mertk 1.40 0.0186 

Jun-B oncogene Junb 0.77 0.0308 

WNT1 inducible signaling pathway protein 2 Wisp2 3.58 0.0365 

Cbp/p300-interacting transactivator,  
with Glu/Asp-rich carboxy-terminal domain, 2 

Cited2 1.33 0.0405 

cadherin 13 Cdh13 1.40 0.0411 

cyclin-dependent kinase inhibitor 2A Cdkn2a 2.39 0.0476 

METABOLISMO Y MODIFICACIÓN DE PROTEÍNAS (20.6%)  
xylosyltransferase II Xylt2 1.25 0.0017 

UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide  
N-acetylgalactosaminyltransferase 10 

Galnt10 0.65 0.0021 

epidermal growth factor receptor Egfr 1.17 0.0030 

ubiquitin-conjugating enzyme E2B Ube2b 0.48 0.0033 

receptor interacting protein kinase 5 Ripk5 1.22 0.0056 

nucleotide binding protein 1 Nubp1 0.88 0.0060 

mannosidase, beta A, lysosomal Manba 1.30 0.0077 

pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 2 Pdk2 1.21 0.0077 

quiescin Q6 Qscn6 1.57 0.0084 
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(Continuación Tabla 13). 

protein disulfide isomerase associated 3 Pdia3 0.40 0.0087 

SNF1-like kinase Snf1lk 0.73 0.0094 

ubiquitin-conjugating enzyme E2D 3  Ube2d3 1.21 0.0104 

peptidylprolyl isomerase F (cyclophilin F) Ppif 0.86 0.0104 

eukaryotic translation initiation factor 4A2 Eif4a2 0.44 0.0112 

SUMO/sentrin specific peptidase 3 Senp3 0.83 0.0136 

tripartite motif protein 2 Trim2 1.45 0.0137 

O-linked N-acetylglucosamine (GlcNAc) transferase  Ogt 0.86 0.0161 

fibroblast growth factor receptor 2 Fgfr2 1.38 0.0180 

c-mer proto-oncogene tyrosine kinase Mertk 1.40 0.0186 

eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 10 (theta) Eif3s10 0.87 0.0219 

phosphatidylinositol glycan, class L Pigl 0.83 0.0224 

thymoma viral proto-oncogene 2 Akt2 1.19 0.0241 

ribosomal protein S24 Rps24 0.47 0.0252 

serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade E, member 1 Serpine1 0.74 0.0258 

sequestosome 1 Sqstm1 0.47 0.0267 

neural precursor cell expressed, developmentally d 
own-regulated gene 4A 

Nedd4a 1.06 0.0268 

mannosidase 2, alpha 1 Man2a1 1.20 0.0281 

a disintegrin and metallopeptidase domain 15 (metargidin) Adam15 1.28 0.0296 

serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member 3N Serpina3n 3.16 0.0297 

casein kinase 1, alpha 1 Csnk1a1 0.64 0.0319 

phosphorylase kinase, gamma 2 (testis) Phkg2 0.87 0.0326 

nardilysin, N-arginine dibasic convertase 1 Nrd1 0.54 0.0368 

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 9 Dnajb9 0.83 0.0376 

mast cell protease 10 Mcpt10 0.64 0.0395 

mast cell protease 9 Mcpt9 0.64 0.0395 

mast cell protease 8 Mcpt8 0.64 0.0395 

FMS-like tyrosine kinase 1 Flt1 0.75 0.0405 

protein kinase inhibitor, gamma Pkig 0.82 0.0412 

protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 14A Ppp1r14a 1.36 0.0426 

adducin 3 (gamma) Add3 1.59 0.0438 

caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase Casp4 0.76 0.0452 

gamma-glutamyltransferase-like activity 1 Ggtla1 1.26 0.0473 

phosphatidylinositol glycan, class K Pigk 1.12 0.0490 

TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES (17.7%) 
glycosylphosphatidylinositol specific phospholipase D1 Gpld1 0.81 0.0000 

period homolog 2 (Drosophila) Per2 0.48 0.0004 

epidermal growth factor receptor Egfr 1.17 0.0030 

Jun oncogene Jun 0.60 0.0047 

period homolog 1 (Drosophila) Per1 0.61 0.0062 
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(Continuación Tabla 13). 

gamma-aminobutyric acid (GABA) B receptor 1 Gabbr1 1.19 0.0070 

cell division cycle 42 homolog (S. cerevisiae) Cdc42 1.11 0.0100 

ras homolog gene family, member V Rhov 1.32 0.0104 

A kinase (PRKA) anchor protein 1 Akap1 1.07 0.0113 

chemokine (C-X-C motif) ligand 1 Cxcl1 0.46 0.0114 

O-linked N-acetylglucosamine (GlcNAc) transferase  Ogt 0.86 0.0161 

fibroblast growth factor receptor 2 Fgfr2 1.38 0.0180 

c-mer proto-oncogene tyrosine kinase Mertk 1.40 0.0186 

phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic, alpha polypeptide Pik3ca 1.07 0.0224 

RAS, dexamethasone-induced 1 Rasd1 0.56 0.0234 

mitogen activated protein kinase 8 interacting protein Mapk8ip 0.95 0.0262 

membrane associated guanylate kinase,  
WW and PDZ domain containing 3 

Magi3 1.19 0.0290 

a disintegrin and metallopeptidase domain 15 (metargidin) Adam15 1.28 0.0296 

S100 calcium binding protein A1 S100a1 1.32 0.0297 

Jun-B oncogene Junb 0.77 0.0308 

casein kinase 1, alpha 1 Csnk1a1 0.64 0.0319 

progesterone receptor membrane component 2 Pgrmc2 1.09 0.0320 

epsin 3 Epn3 1.39 0.0322 

granulin Grn 1.13 0.0356 

WNT1 inducible signaling pathway protein 2 Wisp2 3.58 0.0365 

phosphatidic acid phosphatase type 2B Ppap2b 1.53 0.0379 

amyloid beta (A4) precursor protein App 1.90 0.0400 

FMS-like tyrosine kinase 1 Flt1 0.75 0.0405 

cadherin 13 Cdh13 1.40 0.0411 

protein kinase inhibitor, gamma Pkig 0.82 0.0412 

ras homolog gene family, member J Rhoj 0.82 0.0412 

RAB31, member RAS oncogene family Rab31 1.33 0.0419 

stanniocalcin 1 Stc1 0.67 0.0435 

tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan  
5-monooxygenase activation protein, beta polypeptide (14-3-3) 

Ywhab 1.13 0.0440 

prolactin receptor Prlr 1.50 0.0450 

interleukin 6 signal transducer Il6st 1.39 0.0485 

interleukin 13 receptor, alpha 1 Il13ra1 1.15 0.0486 

FC. Fold change o Cambio de expresión. 

 

VI.3.2.- GRUPO DMBA. 

 

Tras la eliminación de las secuencias no conocidas, predicciones, LOCUS, etc. de la 

lista de secuencias significativas del grupo DMBA (402), se obtuvo una lista reducida de 
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160 genes a la que se le realizó el análisis funcional. Tras la aplicación de la herramienta 

DAVID se pudo comprobar que los genes seleccionados en el grupo DMBA, están 

implicados en procesos importantes como la muerte celular y su regulación, o la 

diferenciación celular,  angiogénesis, desarrollo de órganos y expresión génica, etc., (Tabla 

14).  

 

Tabla 14. Análisis funcional de los genes del grupo DMBA procedentes del microarray según su proceso biológico 
(DAVID). 

Proceso Biológico  Número Genes % Genes P<0.05 

Proceso metabólico de nucleobases, nucleósidos,  
nucleótidos y ácidos nucleicos  

45 31 0.0001 

Proceso metabólico de biomoléculas 56 39 0.0002 

Diferenciación celular 29 20 0.0011 

Regulación de procesos celulares 45 31 0.0025 

Regulación de procesos metabólicos celulares 30 21 0.0031 

Regulación de procesos metabólicos  31 21 0.0031 

Transcripción ADN dependiente 26 18 0.0042 

Regulación de expresion génica 28 19 0.0047 

Desarrollo de órganos 23 16 0.0048 

Regulación de la muerte celular programada 13 9 0.0058 

Regulación de la transcripción 25 17 0.0130 

Biogénesis y organización de membranas 8 6 0.0150 

Procesado de ARNm 6 4 0.0170 

Formación de estructuras anatómicas 6 4 0.0200 

Muerte celular 14 10 0.0220 

Regulación negativa de procesos metabólicos 9 6 0.0230 

Comportamiento locomotor 6 4 0.0250 

Desarrollo embrionario 8 6 0.0310 

Angiogénesis 5 3 0.0350 

Regulación negativa de procesos biológicos 17 12 0.0360 

Desarrollo de sistemas 25 17 0.0390 

Regulación negativa de procesos celulares 16 11 0.0400 

Proceso metabólico del alcohol 8 6 0.0410 

 

Si se observan más detenidamente algunos de los procesos usando la herramienta 

PANTHER, se pueden comprobar aquellas rutas que están implicadas en el grupo DMBA 

(Figura 16). Así por ejemplo, hay genes que codifican factores de crecimiento (como 

Pdgfra, Fgfr1). Además, se oberva una mayor cantidad de genes relacionados con la 

respuesta inflamatoria (como Lct4s, Nmi, S100a8, S100a9, Kng1) (11.8%) y proliferación 
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celular (como Pdgfra, Btc, o incluso el supresor del ciclo Cdkn1a) (7.6%) con respecto al 

grupo HT. Lo contrario ocurre en aquellos relacionados con los procesos apoptóticos 

(4.2%) y ciclo celular (como Cdkn1a, Pola2) (4.8%) (Tabla 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Esquema simplificado de los procesos biológicos (según PANTHER) en que se 

clasifican los genes seleccionados para el grupo DMBA. 

 

Las secuencias se muestran ordenadas según su nivel de significación estadística 

obtenido en el análisis bioinformático de los arrays (P<0.05), además de mostrarse su 

cambio de expresión. 

 

Tabla 15. Genes del grupo DMBA implicados en algunos procesos biológicos (PANTHER). 

Procesos Biológicos Símbolo del Gen FC P<0.05 

APOPTOSIS (4.2%) 
chymase 1, mast cell Cma1 0.44 0.0095 

myeloid cell leukemia sequence 1 Mcl1 1.11 0.0211 
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(Continuación Tabla 15). 

ubiquitin-conjugating enzyme E2Z (putative) Ube2z 1.04 0.0263 

protein phosphatase 1, catalytic subunit, beta isoform Ppp1cb 0.46 0.0421 

neurotrophin receptor associated death domain Nradd 0.85 0.0438 

mast cell protease 1 Mcpt1 0.45 0.0482 

CICLO CELULAR (4.8%) 
caldesmon 1 Cald1 0.71 0.0042 

cyclin-dependent kinase inhibitor 1A Cdkn1a 1.37 0.0161 

cyclin L2 Ccnl2 0.70 0.0204 

polymerase (DNA directed), alpha 2 Pola2 0.71 0.0216 

coilin Coil 0.75 0.0364 

ubiquitin-conjugating enzyme E2B, RAD6 homolog (S. cerevisiae) Ube2b 0.50 0.0415 

forkhead box O1A Foxo1a 0.76 0.0473 

PROLIFERACIÓN CELULAR Y DIFERENCIACIÓN (7.6%) 
platelet derived growth factor receptor, alpha polypeptide Pdgfra 2.67 0.0096 

cyclin-dependent kinase inhibitor 1A Cdkn1a 1.37 0.0161 

KH domain containing, RNA binding, signal transduction associated 1 Khdrbs1 0.90 0.0173 

cyclin L2 Ccnl2 0.70 0.0204 

Fibroblast growth factor receptor 1 Fgfr1 0.53 0.0323 

ubiquitin-conjugating enzyme E2B, RAD6 homolog (S. cerevisiae) Ube2b 0.50 0.0415 

betacellulin Btc 0.43 0.0440 

transforming growth factor, beta 2 Tgfb2 2.11 0.0458 

solute carrier family 29 (nucleoside transporters), member 2 Slc29a2 0.84 0.0468 

forkhead box O1A Foxo1a 0.76 0.0473 

inhibin beta-B Inhbb 1.36 0.0474 

ESTRUCTURA CELULAR Y MOVILIDAD (9.7%) 
keratin complex 2, basic, gene 5 Krt2-5 2.99 0.0020 

caldesmon 1 Cald1 0.71 0.0042 

platelet derived growth factor receptor, alpha polypeptide Pdgfra 2.67 0.0096 

myosin, heavy polypeptide 9, non-muscle Myh9 0.74 0.0212 

TRIO and F-actin binding protein Triobp 0.81 0.0245 

3-phosphoinositide dependent protein kinase-1 Pdpk1 0.74 0.0276 

cortactin Cttn 1.15 0.0292 

lin-7 homolog C (C. elegans) Lin7c 0.84 0.0309 

dynamin 1 Dnm1 1.32 0.0321 

tropomyosin 1, alpha Tpm1 0.81 0.0350 

protein phosphatase 1, catalytic subunit, beta isoform Ppp1cb 0.46 0.0421 

S100 calcium binding protein A8 (calgranulin A) S100a8 2.88 0.0456 

forkhead box O1A Foxo1a 0.76 0.0473 

A kinase (PRKA) anchor protein (yotiao) 9 Akap9 0.69 0.0488 

INMUNIDAD, DEFENSA, RESPUESTA INFLAMATORIA (11.8%) 
N-myc (and STAT) interactor Nmi 1.24 0.0002 
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(Continuación Tabla 15). 

protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory subunit B (PR 52), beta 
isoform 

Ppp2r2b 2.39 0.0029 

SH2 domain containing 4A Sh2d4a 1.62 0.0065 

nuclear transcription factor-Y alpha Nfya 0.81 0.0068 

chymase 1, mast cell Cma1 0.44 0.0095 

platelet derived growth factor receptor, alpha polypeptide Pdgfra 2.67 0.0096 

mast cell antigen 32 Mca32 0.59 0.0251 

Cd200 antigen Cd200 0.36 0.0328 

S100 calcium binding protein A9 (calgranulin B) S100a9 3.03 0.0329 

leukotriene C4 synthase Ltc4s 1.78 0.0332 

coagulation factor VIII F8 0.76 0.0338 

kininogen 1 Kng1 3.05 0.0378 

prostaglandin D2 synthase 2 Ptgds2 0.69 0.0424 

TAP binding protein Tapbp 1.17 0.0445 

S100 calcium binding protein A8 (calgranulin A) S100a8 2.88 0.0456 

angiopoietin-like 4 Angptl4 2.17 0.0457 

mast cell protease 1 Mcpt1 0.45 0.0482 

METABOLISMO ESTEROIDEO, LIPÍDICO Y DE ÁCIDOS GRASOS (6.3%) 
elastase 1, pancreatic Ela1 1.59 0.0036 

ATP citrate lyase Acly 0.76 0.0063 

cellular retinoic acid binding protein 2 Crabp2 0.86 0.0170 

ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 5 St3gal5 1.29 0.0185 

phosphate cytidylyltransferase 2, ethanolamine Pcyt2 0.89 0.0239 

phospholipase D1 Pld1 1.14 0.0329 

leukotriene C4 synthase Ltc4s 1.78 0.0332 

prostaglandin D2 synthase 2 Ptgds2 0.69 0.0424 

peroxisomal delta3, delta2-enoyl-Coenzyme A isomerase Peci 1.29 0.0427 

METABOLISMO DE NUCLEÓSIDOS, NUCLEÓTIDOS Y ÁCIDOS NUCLEICOS. 
FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN (26.3%) 
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 17 Ddx17 0.68 0.0037 

myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia  
(trithorax homolog, Drosophila); translocated to, 10 

Mllt10 0.53 0.0065 

nuclear transcription factor-Y alpha Nfya 0.81 0.0068 

interferon stimulated exonuclease gene 20-like 2 Isg20l2 0.79 0.0075 

thyrotroph embryonic factor Tef 0.66 0.0078 

period homolog 2 (Drosophila) Per2 0.40 0.0079 

ROD1 regulator of differentiation 1 (S. pombe) Rod1 0.75 0.0079 

zinc finger, MYND domain containing 11 Zmynd11 0.45 0.0122 

D site albumin promoter binding protein Dbp 0.41 0.0155 

nuclear receptor co-repressor 1 Ncor1 0.57 0.0156 

progesterone receptor Pgr 0.37 0.0158 

splicing factor, arginine/serine-rich 15 Sfrs15 0.85 0.0167 
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(Continuación Tabla 15). 

inhibitor of DNA binding 1 Id1 2.08 0.0178 

cytotoxic granule-associated RNA binding protein 1 Tia1 0.48 0.0179 

cyclin L2 Ccnl2 0.70 0.0204 

SWI/SNF related, matrix associated,  
actin dependent regulator of chromatin, subfamily a, member 4 

Smarca4 0.74 0.0205 

RNA-binding region (RNP1, RRM) containing 2 Rnpc2 0.55 0.0206 

polymerase (DNA directed), alpha 2 Pola2 0.71 0.0216 

transforming growth factor beta 1 induced transcript 4 Tgfb1i4 1.11 0.0279 

ATPase, H+ transporting, V1 subunit C, isoform 2 Atp6v1c2 1.37 0.0286 

ribonucleic acid binding protein S1 Rnps1 0.51 0.0287 

cAMP responsive element binding protein 1 Creb1 0.84 0.0309 

Nipped-B homolog (Drosophila) NIPBL 0.78 0.0315 

RAD23a homolog (S. cerevisiae) Rad23a 1.09 0.0331 

synaptotagmin binding, cytoplasmic RNA interacting protein Syncrip 0.85 0.0354 

prostate tumor over expressed gene 1 Ptov1 0.90 0.0364 

nuclear transcription factor, X-box binding 1 Nfx1 0.88 0.0388 

activating transcription factor 2 Atf2 0.88 0.0396 

cut-like 1 (Drosophila) Cutl1 0.84 0.0407 

pre-mRNA processing factor 8 Prpf8 0.77 0.0409 

protein phosphatase 1, catalytic subunit, beta isoform Ppp1cb 0.46 0.0421 

zinc finger protein 91 Zfp91 0.85 0.0424 

nuclear protein localization 4 homolog (S. cerevisiae) Nploc4 0.90 0.0462 

solute carrier family 29 (nucleoside transporters), member 2 Slc29a2 0.84 0.0468 

Kruppel-like factor 10 Klf10 1.57 0.0473 

forkhead box O1A Foxo1a 0.76 0.0473 

REV3-like, catalytic subunit of DNA polymerase 
 zeta RAD54 like (S. cerevisiae) 

Rev3l 0.72 0.0479 

Max protein Max 0.71 0.0483 

ONCOGENESIS (5.6%) 
myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia  
(trithorax homolog, Drosophila); translocated to, 10 

Mllt10 0.53 0.0065 

platelet derived growth factor receptor, alpha polypeptide Pdgfra 2.67 0.0096 

myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 5 
 (trithorax homolog, Drosophila) 

Mll5 0.58 0.0104 

progesterone receptor Pgr 0.37 0.0158 

cyclin-dependent kinase inhibitor 1A Cdkn1a 1.37 0.0161 

tetraspanin 8 Tspan8 2.09 0.0168 

myeloid cell leukemia sequence 1 Mcl1 1.11 0.0211 

Fibroblast growth factor receptor 1 Fgfr1 0.53 0.0323 

METABOLISMO Y MODIFICACIÓN DE PROTEÍNAS (13.8%) 
protein phosphatase 2 (formerly 2A),  
regulatory subunit B (PR 52), beta isoform 

Ppp2r2b 2.39 0.0029 

elastase 1, pancreatic Ela1 1.59 0.0036 

ubiquitin-conjugating enzyme E2L 6 Ube2l6 1.36 0.0068 



 
184 SERGIO GRANADOS PRINCIPAL 

 
 

 

(Continuación Tabla 15). 

ubiquitously expressed transcript Uxt 1.10 0.0073 

chymase 1, mast cell Cma1 0.44 0.0095 

platelet derived growth factor receptor, alpha polypeptide Pdgfra 2.67 0.0096 

carboxypeptidase A3 Cpa3 0.56 0.0176 

ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 5 St3gal5 1.29 0.0185 

tryptase alpha/beta 1 Tpsab1 0.38 0.0188 

myosin light chain kinase 2, skeletal muscle Mylk2 1.14 0.0228 

CDC-like kinase 1 Clk1 0.63 0.0238 

ubiquitin-conjugating enzyme E2Z (putative) Ube2z 1.04 0.0263 

3-phosphoinositide dependent protein kinase-1 Pdpk1 0.74 0.0276 

ubiquitin specific peptidase 33 Usp33 0.55 0.0302 

Fibroblast growth factor receptor 1 Fgfr1 0.53 0.0323 

O-linked N-acetylglucosamine (GlcNAc) transferase  Ogt 0.61 0.0342 

ubiquitin-conjugating enzyme E2B, RAD6 homolog (S. cerevisiae) Ube2b 0.50 0.0415 

protein phosphatase 1, catalytic subunit, beta isoform Ppp1cb 0.46 0.0421 

mast cell protease 1 Mcpt1 0.45 0.0482 

eukaryotic translation initiation factor 4A2 Eif4a2 0.56 0.0495 

TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES (18.8%) 
N-myc (and STAT) interactor Nmi 1.24 0.0002 

lamimin, gamma 2 Lamc2 0.73 0.0055 

period homolog 2 (Drosophila) Per2 0.40 0.0079 

platelet derived growth factor receptor, alpha polypeptide Pdgfra 2.67 0.0096 

protocadherin alpha 4 Pcdha4 1.51 0.0156 

progesterone receptor Pgr 0.37 0.0158 

tetraspanin 8 Tspan8 2.09 0.0168 

cellular retinoic acid binding protein 2 Crabp2 0.86 0.0170 

TRIO and F-actin binding protein Triobp 0.81 0.0245 

mast cell antigen 32 Mca32 0.59 0.0251 

3-phosphoinositide dependent protein kinase-1 Pdpk1 0.74 0.0276 

cAMP responsive element binding protein 1 Creb1 0.84 0.0309 

protein kinase inhibitor beta, cAMP dependent, catalytic Pkib 1.36 0.0316 

Fibroblast growth factor receptor 1 Fgfr1 0.53 0.0323 

Cd200 antigen Cd200 0.36 0.0328 

phospholipase D1 Pld1 1.14 0.0329 

gamma-aminobutyric acid (GABA) B receptor 1 Gabbr1 0.63 0.0329 

S100 calcium binding protein A9 (calgranulin B) S100a9 3.03 0.0329 

coagulation factor VIII F8 0.76 0.0338 

O-linked N-acetylglucosamine (GlcNAc) transferase  Ogt 0.61 0.0342 

activating transcription factor 2 Atf2 0.88 0.0396 

angiopoietin 2 Angpt2 1.41 0.0430 

neurotrophin receptor associated death domain Nradd 0.85 0.0438 
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(Continuación Tabla 15). 

betacellulin Btc 0.43 0.0440 

transforming growth factor, beta 2 Tgfb2 2.11 0.0458 

forkhead box O1A Foxo1a 0.76 0.0473 

inhibin beta-B Inhbb 1.36 0.0474 

FC. Fold change o cambio de expresión. 

 

VI.3.3.- GRUPO ADR. 

 

Tras la eliminación de las secuencias no conocidas, predicciones, LOCUS, etc. de la 

lista de secuencias significativas del grupo adriamicina (285), se obtuvo una lista reducida 

de 116 genes a la que se le realizó el análisis funcional. Tras la aplicación de la 

herramienta DAVID sorprende la escasa información que obtenemos para este grupo. 

Apenas hay procesos biológicos en los que los genes se han clasificado, destacando la 

diferenciación celular, y el desarrollo de órganos y sistemas (Tabla 16).  

 

Tabla 16. Análisis funcional de los genes del grupo adriamicina procedentes del microarray según su proceso biológico 
(DAVID). 

Proceso Biológico Número Genes % Genes P<0.05 

Desarrollo de órganos 19 18 0.0021 

Desarrollo de sistemas 23 22 0.0023 

Movilidad celular 8 8 0.0180 

Regulación positiva de procesos biológicos 14 13 0.0270 

Biogénesis y organización de estructuras extracelulares 4 4 0.0300 

Diferenciación celular 18 17 0.0410 

 

Si se presta atención más detenidamente en algunos de los procesos usando la 

herramienta PANTHER, se pueden comprobar aquellas rutas que están implicadas en el 

grupo de adriamicina (Figura 17). Así por ejemplo, este sistema de clasificación nos 

muestra una menor cantidad de genes relacionados con la apoptosis (0.9%), proliferación 

(3.7%) y ciclo celular que el grupo HT. Sin embargo, es interesante como el metabolismo 

de lípidos está más aumentado para ADR (8.3%) que para HT (6.7%) y DMBA (6.3%). 

Con respecto a la respuesta inflamatoria, el grupo ADR tiene niveles intermedios (8.3%) 

con respecto a HT (6.7%) y DMBA (11.8%) (Tabla 17). 
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Figura 17. Esquema simplificado de los procesos biológicos (según PANTHER) en que se 

clasifican los genes seleccionados para el grupo ADR. 

 

Las secuencias se muestran ordenadas según su nivel de significación estadística 

obtenido en el análisis bioinformático de los arrays (P<0.05), además de mostrarse su 

cambio de expresión. 

 

Tabla 17. Genes del grupo de adriamicina implicados en algunos procesos biológicos (PANTHER). 

Procesos Biológicos Símbolo del Gen FC P<0.05 

APOPTOSIS (0.9%)  

unc-5 homolog B (C. elegans) Unc5b 0.71 0.0114 

CICLO CELULAR (4.6%)  

cell division cycle 25 homolog B (S. cerevisiae) Cdc25b 0.26 0.0008 

ubiquitin-conjugating enzyme E2B Ube2b 0.48 0.0240 

coilin Coil 0.74 0.0284 

polymerase (DNA directed), alpha 2 Pola2 0.47 0.0457 

cyclin L2 Ccnl2 0.67 0.0491 
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(Continuación Tabla 17). 

PROLIFERACIÓN CELULAR Y DIFERENCIACIÓN (3.7%)  

cell division cycle 25 homolog B (S. cerevisiae) Cdc25b 0.26 0.0008 

fms-related tyrosine kinase 4 Flt4 3.03 0.0077 

ubiquitin-conjugating enzyme E2B Ube2b 0.48 0.0240 

cyclin L2 Ccnl2 0.67 0.0491 

ESTRUCTURA CELULAR Y MOVILIDAD (2.8%)  

G protein-coupled receptor kinase-interactor 2 Git2 0.51 0.0083 

procollagen, type II, alpha 1 Col2a1 0.56 0.0191 

tropomyosin 1, alpha Tpm1 0.35 0.0313 

INMUNIDAD, DEFENSA, RESPUESTA INFLAMATORIA (8.3%)  

sequestosome 1 Sqstm1 0.39 0.0073 

RT1 class Ib, locus Aw2 RT1-Aw2 0.72 0.0163 

glutathione S-transferase A3 Gsta3 1.31 0.0232 

2'-5&apos; oligoadenylate synthetase-like 1 Oasl1 1.42 0.0301 

regulator of G-protein signaling 1 Rgs1 1.50 0.0306 

chemokine (C-C motif) ligand 11 Ccl11 9.23 0.0356 

CD69 antigen Cd69 2.20 0.0425 

immediate early response 3 Ier3 0.64 0.0437 

lipopolysaccharide binding protein Lbp 2.58 0.0469 

METABOLISMO ESTEROIDEO, LIPÍDICO Y DE ÁCIDOS GRASOS (8.3%)  

3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A reductase Hmgcr 0.78 0.0017 

pyridoxine 5'-phosphate oxidase Pnpo 1.14 0.0028 

peroxisomal delta3, delta2-enoyl-Coenzyme A isomerase Peci 1.26 0.0103 

dodecenoyl-coenzyme A delta isomerase Dci 1.34 0.0156 

glycerol-3-phosphate acyltransferase, mitochondrial Gpam 2.27 0.0210 

acyl-Coenzyme A binding domain containing 4 Acbd4 1.32 0.0268 

thyroid hormone responsive protein Thrsp 5.02 0.0301 

lipopolysaccharide binding protein Lbp 2.58 0.0469 

START domain containing 10 Stard10 1.25 0.0495 

METABOLISMO DE NUCLEÓSIDOS, NUCLEÓTIDOS Y ÁCIDOS NUCLEICOS. FACTORES DE 
TRANSCRIPCIÓN (19.4%) 
early growth response 2 Egr2 0.77 0.0019 

early growth response 1 Egr1 0.72 0.0025 

thyrotroph embryonic factor Tef 0.60 0.0112 

histone cluster 1, H4b Hist1h4b 1.39 0.0177 

Jun dimerization protein 1 Jdp1 1.59 0.0218 

RNA-binding region (RNP1, RRM) containing 2 Rnpc2 0.54 0.0227 

ATP synthase, H+ transporting,  
mitochondrial F1 complex, beta polypeptide 

Atp5b 0.48 0.0229 

LIM domain only 4 Lmo4 0.61 0.0233 

inhibitor of DNA binding 2 Id2 1.63 0.0258 

poly(A) binding protein, nuclear 1 Pabpn1 0.50 0.0288 
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FUS interacting protein (serine-arginine rich) 1 Fusip1 0.72 0.0294 

oligoadenylate synthetase-like 1 Oasl1 1.42 0.0301 

thyroid hormone responsive protein Thrsp 5.02 0.0301 

early growth response 3 Egr3 0.53 0.0312 

D site albumin promoter binding protein Dbp 0.45 0.0330 

RNA binding motif protein 5 Rbm5 0.49 0.0338 

splicing factor proline/glutamine rich  
(polypyrimidine tract binding protein associated) 

Sfpq 0.74 0.0382 

SWI/SNF related, matrix associated,  
actin dependent regulator of chromatin, subfamily a, member 2 

Smarca2 0.54 0.0415 

polymerase (DNA directed), alpha 2 Pola2 0.47 0.0457 

ribonucleic acid binding protein S1 Rnps1 0.56 0.0488 

cyclin L2 Ccnl2 0.67 0.0491 

ONCOGENESIS (2.8%) 

LIM domain only 4 Lmo4 0.61 0.0233 

myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 5  
(trithorax homolog, Drosophila) 

Mll5 0.65 0.0275 

opioid growth factor receptor-like 1 Ogfrl1 1.45 0.0384 

METABOLISMO Y MODIFICACIÓN DE PROTEÍNAS (13.9%)  

cell division cycle 25 homolog B (S. cerevisiae) Cdc25b 0.26 0.0008 

serine/threonine/tyrosine interacting-like 1 Styxl1 1.38 0.0039 

sequestosome 1 Sqstm1 0.39 0.0073 

fms-related tyrosine kinase 4 Flt4 3.03 0.0077 

nardilysin, N-arginine dibasic convertase 1 Nrd1 0.63 0.0148 

CDC-like kinase 1 Clk1 0.74 0.0186 

ubiquitin-conjugating enzyme E2B Ube2b 0.48 0.0240 

protein phosphatase 2 (formerly 2A),  
regulatory subunit B”, alpha 

Ppp2r3a 0.78 0.0254 

bone morphogenetic protein receptor, type 1A Bmpr1a 1.60 0.0271 

LIM motif-containing protein kinase 2 Limk2 0.45 0.0350 

nucleotide binding protein 2 Nubp2 0.24 0.0358 

whey acidic protein Wap 2.39 0.0361 

UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine: 
polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 10 

Galnt10 0.65 0.0431 

calpain 8 Capn8 0.81 0.0482 

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade E, member 2 Serpine2 0.72 0.0489 

TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES (17.6%)  

neuropeptide Y Npy 0.19 0.0033 

fms-related tyrosine kinase 4 Flt4 3.03 0.0077 

G protein-coupled receptor kinase-interactor 2 Git2 0.51 0.0083 

unc-5 homolog B (C. elegans) Unc5b 0.71 0.0114 

guanine nucleotide binding protein, alpha 14 Gna14 1.51 0.0135 

growth arrest specific 6 Gas6 1.57 0.0153 

growth hormone receptor Ghr 1.84 0.0157 
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Casitas B-lineage lymphoma c Cblc 1.29 0.0180 

stathmin-like 2 Stmn2 2.23 0.0229 

protein phosphatase 2 (formerly 2A),  
regulatory subunit B", alpha 

Ppp2r3a 0.78 0.0254 

bone morphogenetic protein receptor, type 1A Bmpr1a 1.60 0.0271 

regulator of G-protein signaling 1 Rgs1 1.50 0.0306 

LIM motif-containing protein kinase 2 Limk2 0.45 0.0350 

chemokine (C-C motif) ligand 11 Ccl11 9.23 0.0356 

adrenergic receptor, alpha 2a Adra2a 2.03 0.0361 

opioid growth factor receptor-like 1 Ogfrl1 1.45 0.0384 

insulin-like growth factor binding protein 6 Igfbp6 2.24 0.0441 

wingless-related MMTV integration site 5B Wnt5b 2.08 0.0445 

calpain 8 Capn8 0.81 0.0482 

FC. Fold change o cambio de expresión. 

 

VI.4.- GENES SELECCIONADOS PARA SU VALIDACIÓN. 

 

Siguiendo los criterios de selección previamente descritos (Material y Métodos. 

Apartado II.3.5.5) se obtuvo una lista de 185 genes para su confirmación por RTPCR 

(Tabla 18). 

 

Tabla 18. Genes procedentes del microarray seleccionados para su validación. 
Símbolo del Gen Nombre del Gen P<0.05 

Ccl11 chemokine (C-C motif) ligand 11 0.0356 
Sfrp4 secreted frizzled-related protein 4 0.0084 
Fhl1 four and a half LIM domains 1 0.0353 

Thrsp thyroid hormone responsive protein 0.0301 
Sgcg sarcoglycan, gamma  0.0104 
Ca3 carbonic anhydrase 3 0.0426 

Pdlim3 PDZ and LIM domain 3 0.016 
Wisp2 WNT1 inducible signaling pathway protein 2 0.0365 

Serpina3n 
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, 
member 3N 

0.0297 

Kng1 kininogen 1 0.0378 
Krt2-5 Keratin complex 2, basic, gene 5 0.0020 

Nhn1; Flt4 
Conserved nuclear protein Nhn1; Fms-related tyrosine 
kinase 4 

0.0178 

S100a9 S100 calcium binding protein A9 (calgranulin B) 0.0329 
Lbp lipopolysaccharide binding protein 0.0469 

Cdkn2a cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 0.0476 
LOC315883 similar to phospholipid scramblase 2 0.0373 

Ppp2r2b 
protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory 
subunit B (PR 52), beta isoform 

0.0028 

Wap whey acidic protein 0.0361 

Gpam 
Glycerol-3-phosphate acyltransferase, mitochondrial; 
(F344/Crj)rearranged mRNA for T-cell receptor 
gamma chain (1483bp) 

0.021 

Angptl4 angiopoietin-like 4 0.0457 
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Cd69 CD69 antigen 0.0425 
Igfbp6 insulin-like growth factor binding protein 6 0.0441 
Stmn2 stathmin-like 2 0.0229 

Hsd11b1; Tspan8 hydroxysteroid 11-beta dehydrogenase 1;  tetraspanin 8 0.0168 
Id1 inhibitor of DNA binding 1 0.0178 

Kcnj11 
potassium inwardly rectifying channel, subfamily J, 
member 11 

0.0487 

Tgfb2 Transforming growth factor, beta 2 0.0458 
Abca1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 1 0.0109 
Adra2a Adrenergic receptor, alpha 2a 0.0361 
Cryab crystallin, alpha B 0.0046 

Kcns3 
potassium voltage-gated channel, delayed-rectifier, 
subfamily S, member 3 

0.0385 

App amyloid beta (A4) precursor protein 0.04 
Ghr growth hormone receptor 0.0157 
Bst2 bone marrow stromal cell antigen 2 0.0198 

Cabc1 chaperone, ABC1 activity of bc1 complex like  0.0133 
Ltc4s leukotriene C4 synthase 0.0332 
Id2 inhibitor of DNA binding 2 0.0258 

Bmpr1a Bone morphogenetic protein receptor, type 1A 0.0271 
Tnfrsf6 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 6 0.0017 

Ela1 elastase 1, pancreatic 0.0036 
Add3 adducin 3 (gamma) 0.0438 
Jdp1 Jun dimerization protein 1 0.0218 

Qscn6 quiescin Q6 0.0083 
Klf10 Kruppel-like factor 10 0.0473 

Ppap2b phosphatidic acid phosphatase type 2B 0.0379 
Enpp3 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 3 0.0171 
Gna14 guanine nucleotide binding protein, alpha 14 0.0135 
Rgs1 regulator of G-protein signaling 1 0.0306 
Itga1 integrin alpha 1 0.0225 
Prlr prolactin receptor 0.045 

Gstm2 glutathione S-transferase, mu 2 0.0392 
Pcdha4 protocadherin alpha 4 0.0156 

Ris1 Ras-induced senescence 1 0.0335 
Ca5b carbonic anhydrase VB, mitochondrial 0.0039 

Ogfrl1 opioid growth factor receptor-like 1 0.0384 
Cdh13 cadherin 13 0.0411 
Fgfr2 fibroblast growth factor receptor 2 0.018 
Il6st interleukin 6 signal transducer 0.0485 

Rab31 RAB31, member RAS oncogene family 0.0419 
Akt2 thymoma viral proto-oncogene 2 0.0241 
Cpt1a carnitine palmitoyltransferase 1a, liver 0.0474 

Egr1; EGFR epidermal growth factor receptor 0.0024 
Il13ra1 interleukin 13 receptor, alpha 1 0.0486 
Cdc42 cell division cycle 42 homolog (S. cerevisiae) 0.01 
Oxr1 oxidation resistance 1 0.0301 
Pigk phosphatidylinositol glycan, class K 0.049 

Rab10 RAB10, member RAS oncogene family 0.0042 
Mapk8ip mitogen activated protein kinase 8 interacting protein 0.0262 

Bclaf1 BCL2-associated transcription factor 1 0.0346 

Slc5a6 
solute carrier family 5 (sodium-dependent vitamin 
transporter), member 6 

0.0333 

Pcyt2 Phosphate cytidylyltransferase2 0.0423 
Timm9 translocase of inner mitochondrial membrane 9  0.0481 
Apoc1 apolipoprotein C-I 0.0272 
Bhmt Betaine-homocysteine methyltransferase 0.0452 
Pkig Protein kinase inhibitor, gamma 0.0412 

Tssc4 
tumor-suppressing subchromosomal transferable 
fragment 4 

0.0331 

LOC298643 IGFBP-2-Binding Protein, IIp45 0.0178 
Ddx39 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 39 0.0192 
Casp4 caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase 0.0452 
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Fads1 fatty acid desaturase 1 0.0041 
Junb Jun-B oncogene 0.0308 

Mcm7 minichromosome maintenance deficient 7 0.034 

Herpud1 
homocysteine-inducible, endoplasmic reticulum stress-
inducible, ubiquitin-like domain member 1 

0.0165 

Mafg 
v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene 
family, protein G (avian) 

0.0038 

Sdccag3 serologically defined colon cancer antigen 3 0.0121 
Gclc glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit 0.0296 
Nexn nexilin 0.02 
Myh9 myosin, heavy polypeptide 9, non-muscle 0.0212 
Pdpk1 3-phosphoinositide dependent protein kinase-1 0.0276 

Sqle squalene epoxidase 0.0380 
Adfp adipose differentiation related protein 0.0406 

Sfpq 
splicing factor proline/glutamine rich (polypyrimidine 
tract binding protein associated) 

0.0382 

Gpnmb glycoprotein (transmembrane) nmb 0.0233 
Snf1lk SNF1-like kinase 0.0094 
Cnksr1 connector enhancer of kinase suppressor of Ras 1 0.0069 
Myd116 myeloid differentiation primary response gene 116 0.0015 

Slc26a1 
Solute carrier family 26 (sulfate transporter), 
 member 1 

0.0441 

Slc20a1 
solute carrier family 20 (phosphate transporter), 
member 1 

0.0159 

Max Max protein 0.0483 
Flt1 FMS-like tyrosine kinase 1 0.0341 

Car11 carbonic anhydrase 11 0.0125 
Ccnl2 cyclin L2 0.0204 
Znf386 zinc finger protein 386 (Kruppel-like) 0.0438 

Stc1 stanniocalcin 1 0.0336 
Tef thyrotroph embryonic factor 0.0078 

Slc6a4 
solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, 
serotonin), member 4 

0.0079 

Nnat neuronatin 0.0223 

Galnt10 
UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide  
N-acetylgalactosaminyltransferase 10 

0.0020 

Mcpt8; Mcpt9; Mcpt10; Mcpt8l2 mast cell protease 8; 9; 10; mast cell protease 8-like 2 0.0395 
Csnk1a1 Casein kinase 1, alpha 1 0.0319 
Gabbr1 gamma-aminobutyric acid (GABA) B receptor 1 0.0329 
Hmgn2 High mobility group nucleosomal binding domain 2 0.0049 

Apbb3 
amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family B, 
member 3 

0.0363 

Matr3 matrin 3 0.0465 
Ogt O-linked N-acetylglucosamine (GlcNAc) transferase  0.0342 

Slc12a2 Solute carrier family 12, member 2 0.0429 
Ccnl1 cyclin L1 0.027 
Jun Jun oncogene 0.0047 

Mca32 mast cell antigen 32 0.0251 
Itm2b Integral membrane protein 2B 0.0495 
Psap Prosaposin 0.0326 

Ncor1 nuclear receptor co-repressor 1 0.0187 

Atp5b 
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 
complex, beta polypeptide 

 

Bhlhb2 Basic helix-loop-helix domain containing, class B2 0.0117 
Cxcl1 chemokine (C-X-C motif) ligand 1 0.0114 
Egr3 Early growth response 3 0.0312 
Fgfr1 Fibroblast growth factor receptor 1 0.0412 
Git2 G protein-coupled receptor kinase-interactor 2 0.0083 
Gpc2 glypican 2 (cerebroglycan) 0.0296 
Ier3 immediate early response 3 0.0077 

Limk2 LIM motif-containing protein kinase 2 0.0350 
Nrd1 Nardilysin, N-arginine dibasic convertase 1 0.0368 

Ociad1 OCIA domain containing 1 0.0099 



 
192 SERGIO GRANADOS PRINCIPAL 

 
 

 

(Continuación Tabla 18). 
Pgr Progesterone receptor 0.0158 

Pim3 serine/threonine-protein kinase pim-3 0.0164 
Pola2 Polymerase (DNA directed), alpha 2 0.0382 

Ppp1cb Protein phosphatase 1, catalytic subunit, beta isoform 0.0421 
Rnps1 Ribonucleic acid binding protein S1 0.0287 
Rps24 ribosomal protein S24 0.0252 

Serpina6 
Serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade A 
(alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 6 
(mapped) 

0.0218 

Sipa1l1 Signal-induced proliferation-associated 1 like 1 0.0228 

Smarca2 
SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent 
regulator of chromatin, subfamily a, member 2 

0.0185 

Tfrc transferrin receptor 0.0258 
Tia1 Cytotoxic granule-associated RNA binding protein 1 0.0179 

Ube2b Ubiquitin-conjugating enzyme E2B 0.0415 
Vof16 ischemia related factor vof-16 0.0082 
Atf3 activating transcription factor 3 0.0293 
Btc betacellulin 0.0440 

Cd200 Cd200 antigen 0.0328 
Cdw92 CDW92 antigen 0.0101 
Cma1 chymase 1, mast cell 0.0095 
Eif4a2 Eukaryotic translation initiation factor 4A2 0.0112 

Gp49b; LOC499078 glycoprotein 49b; similar to GP49B1 0.0293 
Mcpt1 mast cell protease 1 0.0482 
Pdia3 Protein disulfide isomerase associated 3 0.0087 
Per2 period homolog 2 (Drosophila) 0.0004 

Sqstm1 Sequestosome 1 0.0267 
Tpm1 tropomyosin 1, alpha 0.0035 
Tpsab1 tryptase alpha/beta 1 0.0188 

Zmynd11 Zinc finger, MYND domain containing 11 0.0122 
Cdc25b cell division cycle 25 homolog B (S. cerevisiae) 0.0008 

Hba-a1; LOC360504 
hemoglobin alpha, adult chain 1; hemoglobin alpha 2 
chain 

0.0265 

Hbb hemoglobin beta chain complex 0.0157 
Npy neuropeptide Y 0.0033 

Nubp2 Nucleotide binding protein 2 0.0358 
Alas2 aminolevulinic acid synthase 2 0.0150 

LOC287167 globin, alpha 0.0194 

 

VII.- VALIDACIÓN MEDIANTE RTPCR CUANTITATIVA DE LAS 

SECUENCIAS SIGNIFICATIVAS OBTENIDAS POR MICROARRAY. 

 

En este apartado se tratarán los siguientes puntos: 

1) Análisis bioinformático de las secuencias seleccionadas. 

2) Secuencias seleccionadas en cada grupo de estudio. 

 

VII.1.- ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DE LAS SECUENCIAS SELECCIONADAS. 

 

Tras el filtrado previo de las 185 secuencias seleccionadas mediante la relación CT, la 

lista se redujo a 178 genes. Tras la normalización de los resultados de RTPCR para 
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obtener los valores de expresión, el análisis de PCA (Análisis de Componentes 

Principales) mostró la irregularidad en la distribución de las muestras, lo cual no permitió 

identificar una distribución por grupos de estudio (DMBA, ADR, HT). Esto indica la alta 

variabilidad que existe entre las muestras de todas las condiciones, encontrándose que la 

muestra 07SE140 (en rojo situada en la esquina inferior izquierda en la visión del PCA 

de la izquierda) es la que más se aleja del resto. (Figura 18). 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Dos visiones de PCA (Análisis de Componentes Principales): Columna izquierda 

Primera visión de PCA. Columna derecha Visión girada 90º a la izquierda sobre el eje vertical (eje 

z; componente 3) realizadas a partir de los datos normalizados (178 genes). Ensayo RTPCR. En las 

dos imágenes las muestras están coloreadas según la condición y tienen una distinta forma de 

acuerdo al factor Tiempo. Porcentaje de variabilidad: 20% (eje 1); 12.1% (eje 2); 11.3% (eje 3). 

DMBA: grupo control de cáncer de mama, OH: grupo tratado con hidroxitirosol (HT), ADR: 

grupo tratado con adriamicina. 

 

Además, las muestras tampoco presentaron una tendencia a la agrupación según las 

condiciones de estudio (INICIO, FINAL, ADR, DMBA, HT), como se aprecia en la 

Figura 19, que representa un clúster jerárquico no supervisado. Esto demuestra las 

amplias diferencias existentes entre cada una de las condiciones así como dentro de cada 

una de ellas. 
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Figura 19. Clúster jerárquico de muestras realizado a partir de los datos normalizados. Ensayo 

RTPCR. DMBA: grupo control de cáncer de mama, OH: grupo tratado con hidroxitirosol (HT), 

ADR: grupo tratado con adriamicina. 

 

Al igual que se hizo para el microarray, se realizaron aquí los últimos análisis sobre 

las comparaciones ADR vs HT vs DMBA. La finalidad era comprobar si representaban 

correctamente al tiempo en el que se comparan (INICIO y FINAL). Así pues, tanto el 

análisis PCA como el clúster jerárquico bidimensional para las comparaciones ADR vs 

HT vs DMBA Inicio (20 genes) (Figura 20 y Figura 21) y ADR vs HT vs DMBA Final (16 

genes) (Figura 22) no mostraron una agrupación correcta. Esta situación indica la alta 

variabilidad existente entre las muestras de cada condición (INICIO, FINAL, ADR, HT, 

DMBA). 
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Figura 20. Dos visiones de PCA realizadas a partir de la lista de genes P<0.05 ADR vs HT vs 

DMBA Inicio (20 genes): Columna izquierda Primera visión de PCA. Columna derecha Visión 

girada 90º a la izquierda sobre el eje vertical (eje z; componente 3). Ensayo RTPCR. Porcentaje de 

variabilidad: 45% (eje 1), 18.8% (eje 2); 10.9% (eje 3). DMBA: grupo control de cáncer de mama, 

OH: grupo tratado con hidroxitirosol (HT), ADR: grupo tratado con adriamicina. 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Clúster jerárquico bidimensional de muestras y genes realizado a partir de la lista de 

genes P<0.05 ADR vs HT vs DMBA Inicio (20 genes). Ensayo RTPCR. En las cuadriculas se 

codifican en azul, rojo o verde las muestras de cada condición. DMBA: grupo control de cáncer 

de mama, OH: grupo tratado con hidroxitirosol (HT), ADR: grupo tratado con adriamicina. 
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Figura 22. Dos visiones de PCA realizadas a partir de la lista de genes P<0.05 ADR vs HT vs 

DMBA Final (16 genes): Columna izquierda Primera visión de PCA. Columna derecha Visión 

girada 90º a la izquierda sobre el eje vertical (eje z; componente 3). Ensayo RTPCR. Porcentaje de 

variabilidad: 49.7% (eje 1), 13.7% (eje 2); 9.69% (eje 3). DMBA: grupo control de cáncer de 

mama, OH: grupo tratado con hidroxitirosol (HT), ADR: grupo tratado con adriamicina. 

 

La Figura 23 representa un clúster jerárquico bidimensional en el que se observa 

como las muestras de los grupos ADR, HT y DMBA parecen agruparse correctamente. 

Esto parece indicar que dichas secuencias representan de forma adecuada a la condición 

tiempo final. 
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Figura 23. Clúster jerárquico bidimensional de muestras y genes realizado a partir de la lista de 

genes P<0.05 ADR vs HT vs DMBA Final (16 genes). Ensayo RTPCR. En las cuadriculas se 

codifican en azul, rojo o verde las muestras de cada condición. DMBA: grupo control de cáncer 

de mama, OH: grupo tratado con hidroxitirosol (HT), ADR: grupo tratado con adriamicina. 

 

VII.2.- SECUENCIAS SELECCIONADAS EN CADA GRUPO DE ESTUDIO. 

 

A continuación se detallan los valores de expresión y significación estadística de 

aquellas secuencias validadas en cada uno de los grupos tras la comparación Final vs 

Inicio, así como los datos previamente obtenidos para cada uno en el análisis microarray. 

 

La Tabla 19 representa los genes del grupo HT, su expresión y significación 

estadística obtenidos en el estudio de RTPCR y en el de microarray, en comparación con 

DMBA y ADR. De estos genes, IER3 (immediate early response 3) y NHN1 (conserved 

nuclear protein Nhn1) han sido validados tanto para HT como para ADR, presentando 

unos niveles de expresión muy similares. Por su parte PER2 [period homolog 2 

(Drosophila)] ha sido igualmente validado para HT y DMBA, con unos valores de 

expresión semejantes. CCNL2 (cyclin L2) se valida en los tres grupos con una expresión 

parecida. Evidentemente estos dos casos se repiten en las comparaciones correspondientes 

de los grupos ADR y DMBA, razón por la cual no se volverá a indicar. El resto de 

secuencias no fueron validadas en los grupos DMBA y ADR, apareciendo sólo el cambio 
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de expresión que mostraron en el microarray, y en algunos también la significación en 

dicho análisis. 

 

Tabla 19. Valores de expresión de los genes validados en el grupo hidroxitirosol comparados con DMBA y adriamicina. 

 
HT DMBA ADR 

 
Microarray RTPCR Microarray RTPCR Microarray RTPCR 

 FC Valor P FC Valor P FC Valor P FC Valor P FC Valor P FC Valor P 

IER3 0.53 0.0077 0.51 0.0005 0.70 
   

0.64 0.0437 0.7 0.1477 

PER2 0.48 0.0004 0.53 0.0013 0.40 0.00792 0.37 0.0037 0.47 
   

SNF1LK 0.73 0.0094 0.67 0.0036 0.67 
   

1.45 
   

CCNL2 0.68 0.0048 0.50 0.0046 0.70 0.0204 0.62 0.0084 0.67 0.0491 0.5 0.0043 

SFRP4 6.54 0.0085 12.51 0.0065 2.55 
   

1.28 
   

TNFRSF6 1.62 0.0018 1.64 0.0111 1.33 
   

1.41 
   

CDKN2A 2.39 0.0476 2.54 0.0138 1.79 
   

1.48 
   

CRYAB 2.03 0.0046 2.40 0.0161 1.04 
   

1.22 
   

FADS1 0.77 0.0042 0.87 0.0184 1.18 
   

0.81 
   

CNKSR1 0.73 0.0069 0.67 0.0207 0.91 
   

0.92 
   

CDC42 1.11 0.0100 1.16 0.0250 1.08 
   

0.93 
   

CABC1 1.78 0.0133 1.71 0.0262 0.88 
   

1.20 
   

APBB3 0.61 0.0363 0.49 0.0331 0.67 
   

0.77 
   

JUNB 0.77 0.0308 0.56 0.0334 0.95 
   

0.86 
   

CAR11 0.70 0.0125 0.55 0.0337 0.76 
   

1.05 
   

JUN 0.60 0.0047 0.48 0.0337 0.93 
   

0.81 
   

IL6ST 1.39 0.0485 1.57 0.0373 0.90 
   

1.27 
   

CPT1A 1.18 0.0474 1.40 0.0375 1.19 
   

1.08 
   

NHN1 3.24 0.0178 0.86 0.0422 1.71 
   

3.03 0.0077 0.8 0.0334 

FC. Fold change o Cambio de expresión.  

  

Las secuencias se muestran ordenadas según su nivel de significación estadística (P<0.05) en el 

grupo de referencia HT, además de mostrarse su cambio de expresión. 

 

La Figura 24 muestra esquemáticamente las comparaciones entre las expresiones 

(aumentada o reprimida) obtenidas mediante microarray para cada uno de los genes 

validados en el grupo HT. Se puede comprobar cómo, salvo alguna excepción (SFRP4 y 

NHN1), los niveles de expresión detectados por microarray fueron confirmados de 

manera muy similar mediante RTPCR. La expresión de SFRP4 estuvo altamente 

infravalorada en el estudio de microarray, mientras que NHN1 fue considerada al 
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contrario. En general, la validación muestra una acentuación de las expresiones al alza o a 

la baja según el caso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Estudio comparativo de los niveles de expresión detectados por microarray y 

confirmados usando RTPCR en el grupo hidroxitirosol. Las barras hacia arriba indican 

sobreexpresión; las barras dirigidas hacia abajo representan represión. Para estudiar con detalle los 

valores véase la Tabla 19. 

 

La Tabla 20 representa los genes del grupo DMBA, su expresión y significación 

estadística obtenidos en el estudio de RTPCR y en el de microarray, en comparación con 

HT y ADR. De estos genes, TEF (thyrotroph embryonic factor) es validado tanto para 

DMBA como para ADR, presentando unos niveles de expresión muy similares. RNPS1 

(Ribonucleic acid binding protein S1) se valida en los tres grupos, aunque es en el de 

DMBA donde tiene el menor nivel de expresión, seguido de HT y ADR. El resto de 

secuencias no se validan en los grupos HT y ADR, apareciendo sólo el cambio de 

expresión que tienen en el microarray, y en algunos también la significación en dicho 

análisis. 
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Tabla 20. Valores de expresión de los genes validados en el grupo DMBA comparados con los de los grupos 
hidroxitirosol y adriamicina. 

 
DMBA HT ADR 

 
Microarray RTPCR Microarray RTPCR Microarray RTPCR 

 FC Valor P FC Valor P FC Valor P FC Valor P FC Valor P FC Valor P 

SLC6A4 0.66 0.0079 0.54 0.0018 0.81 
   

0.78 
   

PER2 0.40 0.0079 0.37 0.0037 0.48 0.0004 0.53 0.0013 0.47 
   

TEF 0.66 0.0078 0.48 0.0049 0.77 
   

0.60 0.0112 0.52 0.0236 

CCNL2 0.70 0.0204 0.62 0.0084 0.68 0.0048 0.50 0.0046 0.67 0.0491 0.50 0.0043 

MYH9 0.74 0.0212 0.68 0.0107 1.04 
   

0.63 
   

TPSAB1 0.38 0.0188 0.30 0.0120 0.57 
   

0.81 
   

NNAT 0.65 0.0223 0.56 0.0144 0.78 
   

0.81 
   

NEXN 0.80 0.0234 0.58 0.0147 1.60 0.0475 
  

1.36 
   

PCDHA4 1.51 0.0156 2.30 0.0174 1.08 
   

0.92 
   

PGR 0.37 0.0158 0.41 0.0190 0.70 
   

0.92 
   

ANGPTL4 2.17 0.0457 2.14 0.0190 1.23 
   

1.45 
   

GABBR1 0.63 0.0329 0.49 0.0201 0.80 
   

0.74 
   

CMA1 0.44 0.0095 0.45 0.0208 1.06 
   

0.82 
   

MAX 0.71 0.0483 0.76 0.0218 0.86 
   

0.75 
   

ID1 2.08 0.0178 2.17 0.0239 1.30 
   

0.90 
   

LTC4S 1.78 0.0332 1.76 0.0256 1.15 
   

1.31 
   

BTC 0.43 0.0440 0.33 0.0288 0.71 
   

1.30 
   

MCA32 0.59 0.0251 0.60 0.0442 0.69 
   

0.94 
   

S100A9 3.03 0.0329 2.84 0.0466 1.72 
   

0.39 
   

RNPS1 0.51 0.0287 0.85 0.048 0.46 0.0028 0.93 0.3416 0.56 0.0488 1.04 0.6727 

FC. Fold change o Cambio de expresión. 

 

Las secuencias se muestran ordenadas según su nivel de significación estadística (P<0.05) en el 

grupo de referencia DMBA, además de mostrarse su cambio de expresión. 

 

La Figura 25 muestra esquemáticamente las comparaciones entre las expresiones 

(aumentada o reprimida) obtenidas mediante microarray para cada uno de los genes 

validados en el grupo DMBA. Se puede apreciar cómo los niveles de expresión detectados 

por microarray se confirmaron de manera muy similar mediante RTPCR, mostrando en 

general que la validación acentuó las expresiones al alza o a la baja según el caso. 
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Figura 25. Estudio comparativo de los niveles de expresión detectados por microarray y 

confirmados usando RTPCR en el grupo DMBA. Las barras hacia arriba indican sobreexpresión; 

las barras dirigidas hacia abajo representan represión. Para estudiar con detalle los valores véase la 

Tabla 20. 

 

La Tabla 21 representa los genes del grupo ADR, su expresión y significación 

estadística obtenidos en el estudio de RTPCR y en el de microarray, en comparación con 

HT y DMBA. Exceptuando los genes CCLN2, TEF y NHN1, el resto de secuencias no se 

validan en los grupos HT y DMBA, apareciendo sólo el cambio de expresión que tienen 

en el microarray, y en algunos también la significación en dicho análisis. 

 

Tabla 21. Valores de expresión de los genes validados en el grupo de adriamicina comparado con los grupos 
hidroxitirosol y DMBA. 

 
ADR HT DMBA 

 
Microarray RTPCR Microarray RTPCR Microarray RTPCR 

 FC Valor P FC Valor P FC Valor P FC Valor P FC Valor P FC Valor P 

GIT2 0.51 0.0083 0.76 0.0004 0.66 
   

0.74 
   

NPY 0.19 0.0033 0.10 0.0010 0.87 
   

1.83 
   

CDC25B 0.26 0.0008 0.27 0.0038 0.96 
   

1.15 
   

CCNL2 0.67 0.0491 0.50 0.0043 0.68 0.0048 0.50 0.0046 0.70 0.0204 0.62 0.0084 

HBB 0.21 0.0157 0.05 0.0087 1.08 
   

1.41 
   

HBA-A1 0.31 0.0265 0.07 0.0138 1.09 
   

1.41 
   

GCLC 0.75 0.0296 0.69 0.0150 0.76 
   

0.84 
   

TEF 0.60 0.0112 0.52 0.0236 0.77 
   

0.66 0.0078 0.48 0.0049 

GLOA 0.13 0.0194 0.12 0.0254 1.11 
   

1.53 
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(Continuación Tabla 21). 

ADRA2A 2.03 0.0361 2.89 0.0288 1.37 
   

1.57 
 

    

SGCG 4.78 0.0104 3.54 0.0306 1.21 
   

1.55 
 

    

SQLE 0.74 0.0380 0.64 0.0314 0.93 
   

1.06 
 

    

LIMK2 0.45 0.0350 0.83 0.0325 1.08 
   

1.08 
 

    

NHN1 0.45 0.0077 0.77 0.0334 3.24 0.0178 0.86 0.0422 1.71 
 

    

THRSP 5.02 0.0301 5.17 0.0349 1.43 
   

1.04 
 

    

OGFRL1 1.45 0.0384 1.30 0.0350 1.01 
   

1.47 
 

    

ALAS2 0.11 0.0150 0.05 0.0370 1.47 
   

1.72 
 

    

EGR3 0.53 0.0312 0.46 0.0490 0.78 
   

1.24 
 

  
 

FC. Fold change o Cambio de expresión. 

 

Las secuencias se muestran ordenadas según su nivel de significación estadística (P<0.05) en el 

grupo de referencia ADR, además de mostrarse su cambio de expresión. 

 

La Figura 26 muestra esquemáticamente las comparaciones entre las expresiones 

(aumentada o reprimida) obtenidas mediante microarray para cada uno de los genes 

validados en el grupo ADR. Se puede comprobar cómo los niveles de expresión 

detectados por microarray se confirmaron de manera muy similar mediante RTPCR. 

Además se muestra que la validación, en general, acentuó las expresiones al alza o a la 

baja según el caso.  
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Figura 26. Estudio comparativo de los niveles de expresión detectados por microarray y 

confirmados usando RTPCR en el grupo adriamicina. Las barras hacia arriba indican 

sobreexpresión; las barras dirigidas hacia abajo representan represión. Para estudiar en detalle los 

valores véase la Tabla 21. 
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I.- PARÁMETROS BIOQUÍMICOS PLASMÁTICOS. 

 

Es ampliamente conocida la capacidad que tiene la adriamicina de alterar el perfil 

lipídico en ratas, aumentando los niveles plasmáticos de lípidos totales, triglicéridos, 

colesterol y fosfolípidos en plasma y en órganos cómo el hígado, corazón, riñón e incluso 

testículos (Deepa y Varalakshmi, 2005; Abd-Ellah y Mariee, 2007; Subashini y col., 2007; 

Zanetti y col., 2007). Este aspecto apoya los resultados obtenidos en el presente estudio en 

relación al marcado aumento en el perfil lipídico plasmático para el grupo tratado con 

ADR.  

 

Por su parte el HT no comparte con la ADR el efecto anterior sobre los lípidos, 

siendo muy similares los resultados a los del grupo control sano. Es interesante ver cómo 

la media de los niveles de colesterol fue menor en el grupo de HT con respecto a la 

observada en el grupo control sano, aunque no de modo significativo. En otros estudios 

se ha descrito de forma previa un efecto hipocolesterolemiante y reductor de triglicéridos 

por parte del hidroxitirosol (Fki y col., 2007; Jemai y col., 2008a; Jemai y col., 2008b). La 

ausencia de una reducción significativa en el colesterol y triglicéridos en nuestro estudio 

puede deberse a que la dosis y duración del tratamiento en nuestro caso fueron mucho 

menores que las utilizadas por los anteriores autores (2.5 y 5; 3 mg/kg respectivamente, 

durante 16 semanas). Por otra parte, la combinación de hidroxitirosol con adriamicina no 

disminuyó el incremento lipídico provocado por la antraciclina, lo cual era de esperar a la 

vista de una falta de efecto en el grupo de HT sólo.  

 

II.- INDICADORES DE ESTRÉS OXIDATIVO. 

 

El ensayo comet para determinar los niveles de genotoxicidad muestra que el 

hidroxitirosol no disminuyó de forma significativa el % de ADN dañado en linfocitos de 

sangre periférica en comparación con el grupo tratado con ADR. Además, la 

combinación de HT con ADR no redujo el daño comparado con ADR y DMBA de 

forma significativa. No obstante, las tendencias para los grupos HT y ADR+HT fueron a 

la reducción de la tasa de daño. Que no haya una disminución significativa puede ser 

debido a que la dosis usada en el estudio sea baja, que cómo ha sido comentado para el 
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caso de los lípidos, actualmente se usan dosis mucho más elevadas que la nuestra en 

estudios con ratas (Fki y col., 2007; Jemai y col., 2008a; Jemai y col., 2008b). Esta misma 

razón podría explicar porqué no se produjo un aumento significativo de la capacidad 

antioxidante en el grupo HT en comparación con el resto.  

 

En cuanto a los niveles de vitaminas liposolubles antioxidantes en plasma, el 

tocoferol se encontró muy aumentado por acción de la adriamicina. Resultado que está 

de acuerdo con el hecho de que este fármaco incrementa los niveles de vitamina E en 

plasma de ratas (Danelisen y col., 2002). Esto podría producirse como consecuencia de 

una alta movilización de los depósitos hepáticos (Warren y col., 1991), a diferencia de lo 

que ocurre con el HT y el grupo control con DMBA. Otra posible explicación reside en el 

hecho de que el tocoferol es de naturaleza lipídica y como se destacó en el apartado 

anterior, la ADR generó un aumento significativo de los lípidos plasmáticos. 

 

Los efectos de la adriamicina quedan también patentes con la disminución que 

ocasiona sobre los niveles de coenzima Q, que cómo es bien conocido ocasiona una 

depleción a nivel plasmático (Quiles y col., 2002c). En nuestro estudio se hace 

imprescindible expresar los datos en función del contenido lipídico, ya que los grupos 

ADR y ADR+HT los tuvieron muy aumentados. Si no se hace esto, se observan datos tan 

extraños cómo los mayores niveles de coenzima Q9 en aquellas ratas tratadas con la 

antraciclina, lo que estaría en desacuerdo con lo anteriormente expuesto. Sin embargo, 

este mismo coenzima expresado en función de los lípidos, muestra que realmente los 

grupos ADR y ADR+HT son los que menos coenzima Q9 tienen, aunque los valores no 

sean estadísticamente significativos. No obstante, para el coenzima Q10 sí que se hallaron 

valores significativamente más bajos, aunque parece que el HT tiende a normalizar los 

niveles de este coenzima en el plasma de las ratas ADR+HT. Hay que destacar que los 

niveles plasmáticos de coenzima Q9 son superiores a los de Q10 porque en ratas es 

mayoritario el primero (Quiles y col., 2002c). 
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III.- CUANTIFICACIÓN PLASMÁTICA DE HIDROXITIROSOL Y 

ALCOHOL HOMOVANÍLICO. 

 

La mayor presencia de hidroxitirosol en el plasma de los animales pertenecientes al 

grupo HT con respecto a los de ADR+HT, indica que la tasa de metabolización fue 

superior en las ratas de este último grupo. Esto podría deberse al aumento de los sistemas 

de detoxificación del organismo cómo consecuencia de la presencia de adriamicina 

(Berthiaume y Wallace, 2007). Lo anterior explicaría por qué los niveles de hidroxitirosol 

fueron inferiores en el grupo ADR+HT, que no tendrían elevados estos sistemas de 

eliminación de tóxicos, y por tanto no se vería acelerado el metabolismo del HT.  

 

Si el metabolismo está incrementado en el grupo ADR+HT, lo normal sería hallar 

mayores niveles de metabolitos. Sin embargo, lo anterior no fue hallado en relación al 

alcohol homovanílico, cuya baja presencia podría explicarse teniendo en cuenta los 

resultados de Miro-Casas y colaboradores. Estos autores describen que a las 8 horas tras la 

administración de 25ml de aceite de oliva, los niveles de este metabolito del HT alcanzan 

en algunos casos concentraciones similares al límite de cuantificación (Miro-Casas y col., 

2003).  

 

Además de lo anterior, habría que tener en cuenta que la última administración de 

HT en nuestros animales se hizo como mínimo 24 horas antes del sacrificio. Los estudios 

de determinación de hidroxitirosol y sus metabolitos, se llevan a cabo en plasma de sangre 

recogida minutos después de la administración del compuesto. La tesis doctoral realizada 

por González-Santiago muestra en un estudio de absorción realizado en ratas con 

25μmoles de HT la presencia de este compuesto y sus derivados a los 5 minutos tras su 

administración. La administración de una solución acuosa de 2.5mg/kg de HT a 

humanos produjo un aumento de las concentraciones plasmáticas de HT y AH 

inmediatamente después de su consumo (González-Santiago, 2005). Esta razón podría 

explicar las bajas cantidades encontradas para ambos compuestos en el plasma de 

nuestros animales. 
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IV.- EFECTOS DEL HIDROXITIROSOL SOBRE EL CRECIMIENTO 

TUMORAL. 

 

El trabajo expuesto en la presente memoria de tesis doctoral muestra por primera vez 

los efectos antitumorales del HT, testados sobre ratas hembra con cáncer de mama. A su 

vez, y con el fin de determinar si dicho antioxidante afecta en cierto modo las virtudes 

anticancerígenas de la ADR y sus efectos secundarios, se han estudiado los posibles 

efectos de la combinación ADR+HT. 

 

El HT fue capaz de retener el crecimiento de los tumores mamarios de las ratas. Se 

pudo observar que, tanto a nivel de tumor trucut cómo del total de carcinomas, el 

volumen no aumentó cómo en el caso del grupo DMBA, llegando incluso a poder 

compararse el volumen tumoral total con el presentado por los grupos ADR y ADR+HT. 

Cómo hemos indicado más arriba, es la primera vez que se describe en animales los 

efectos antiproliferativos del HT, los cuales ya habían sido ampliamente estudiados en 

líneas de células tumorales (Della Ragione y col., 2002; Guichard y col., 2006; Corona y 

col., 2007; Cornwell y Ma, 2008; Fabiani y col., 2008a; Hashim y col., 2008; Menendez y 

col., 2008). 

 

Además, en el presente estudio se ha podido comprobar que la combinación 

ADR+HT no afecta en modo alguno la capacidad antitumoral de la antraciclina. Este 

aspecto se ha probado aquí por primera vez ya que, hasta donde nosotros sabemos, no 

existe ningún trabajo científico previamente publicado al respecto. Además apoya lo que 

Ozben respalda, y es que la combinación con doxorrubicina de una sustancia 

antioxidante con propiedades antiproliferativas propias no debe disminuir la capacidad 

antitumoral de la antraciclina, cómo mínimo no afectarla o incluso sinergizar (Ozben, 

2007). En nuestro estudio se puede observar que el HT parece aumentar la capacidad 

antitumoral de la ADR, ya que se trata del único grupo que no varió de forma 

significativa el volumen tumoral total del momento basal al final. 

 

Los efectos que se han comentado en los párrafos anteriores en relación al volumen 

tumoral, se ven apoyados con la capacidad antiproliferativa que el hydroxytyrosol ha 
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demostrado en nuestro estudio a la vista de la baja presencia de Ki67. Por otro lado, se ha 

visto que es totalmente comparable a la que ejerce la doxorrubicina. Mientras el volumen 

tumoral total muestra que la combinación ADR+HT podría presentar un efecto 

sinérgico, la proliferación no describe tal efecto. Esto es así ya que la inmunotinción de 

Ki67 que se ha llevado a cabo en los tumores biopsiados, mostró un comportamiento 

similar al observado en el grupo ADR. Por tanto, para el grupo ADR+HT no debería 

haber diferencias llamativas con respecto a los demás grupos tratados. Siendo esto así, 

¿cómo puede ser que el HT presente un mayor volumen no significativo del tumor trucut 

y un % de Ki67 prácticamente igual que ADR y ADR+HT?. Esto podría explicarse por la 

presencia de tumores con abundante secreción, de mayor tamaño pero con una 

proliferación celular reducida por el HT. Estos resultados no han podido ser apoyados 

por otros trabajos científicos, dada la inexistencia de referencias al respecto. 

 

Por su parte, el tratamiento con ADR implicó una pérdida de peso corporal 

apreciable, además de una menor ingesta calórica, lo cual concuerda con lo descrito en 

numerosos estudios en ratas (Panjrath y col., 2007; Santos y col., 2007; Xin y col., 2007; 

Zanetti y col., 2007). Esta es la razón que podría explicar que en nuestro estudio los pesos 

de los animales tratados con ADR, sola, o en combinación con el HT, tengan los niveles 

de peso más bajos. Sin embargo, tal disminución no es estadísticamente significativa con 

respecto al grupo HT, que mantuvo el nivel cercano al grupo DMBA, lo que indica que el 

antioxidante no genera una pérdida de peso significativa tras su tratamiento. Además, 

junto al grupo control DMBA, el tratado con hidroxitirosol tuvo un peso 

significativamente superior al final del tratamiento. Esto indica que los animales 

incrementaron su peso incluso con la toma de hidroxitirosol, tal como ocurría en 

aquellos sin tratamiento. 

 

Desde el punto de vista histopatológico, los tumores mamarios inducidos con DMBA 

de nuestro trabajo presentaron unas características histopatológicas que están de acuerdo 

con los resultados obtenidos por Costa y colaboradores (Costa y col., 2002), donde el 

patrón cribiforme y los grados I y II son los predominantes del modelo (Russo y Russo, 

2000). Ni la ADR ni el HT combinado o no con la antraciclina evitaron por completo el 

progreso de los tumores hacia grados superiores y otros patrones arquitecturales, aunque 
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sí lo disminuyen visiblemente. Concretamente, el HT parece ser el compuesto que menos 

promueve el aumento del grado de Bloom-Richardson con el paso del tiempo, e incluso 

en combinación con la ADR favoreció la disminución con respecto a la antraciclina sola. 

La ausencia de datos en la literatura en relación a los efectos del HT y su combinación 

con la ADR desde el punto de vista anatomopatológico, refuerza la originalidad del 

presente estudio. 

 

V.- ESTUDIO DE PERFIL GÉNICO: GENES VALIDADOS MEDIANTE 

RTPCR. 

 

A continuación se discuten aquellos genes procedentes del análisis microarray cuya 

expresión ha sido confirmada mediante el correspondiente estudio de RTPCR, para cada 

grupo analizado (HT, ADR y DMBA) (Véanse: Tablas 19, 20 y 21. Resultados. Apartado 

VII.2.). 

 

V.1.- GENES VALIDADOS EN EL GRUPO HIDROXITIROSOL. 

 

El hidroxitirosol favorece la apoptosis a través de la represión de IER3 

antiapoptótico. 

La expresión del gen IER3 (immediate early response 3) codifica una proteína 

asociada con la progresión del ciclo celular y la proliferación. Además se ha visto que 

puede regular la apoptosis actuando cómo pro o antiapoptótico en función del tipo de 

célula, estímulo y localización celular (Hamelin y col., 2006; Shen y col., 2006; Arlt y col., 

2008).  

 

Bajo condiciones de crecimiento inapropiado tales como activación de receptor 

muerte, daños graves al ADN, deprivación sérica, o situaciones de estrés oxidativo 

generadas por ERO que pueden ser causadas por agentes cómo la adriamicina o 

derivados de benzopireno (Arlt y col., 2001; Wu, 2003; Semlali y col., 2004; Sarkar y col., 

2008), se previene la activación de ERK (extracellular regulated MAP kinase). Además de 

producirse la activación de NFkβ con el fin de inhibir la apoptosis tras la transcripción de 

proteínas antiapoptóticas cómo Bcl-2 o Bcl-x (mecanismo que implica a dicho factor de 
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transcripción en el desarrollo del cáncer). Cómo parte de un mecanismo contra 

regulatorio y autodestructivo, tanto NFkβ como las proteínas antiapoptóticas 

mencionadas son capaces de activar la expresión de IER3 proapoptótico (Figura 1.         ) 

que se trasloca al núcleo inactivando a NFkβ (Figura 1.           ) e iniciándose la apoptosis. 

 

Esta situación ha sido puesta de manifiesto por los estudios realizados por Segev y 

colaboradores usando la sustancia inhibidora del conducto Mülleriano. Dichos trabajos 

describen la sobreexpresión de IER3 que inactiva a NFkβ y bloquea el crecimiento de 

células de cáncer de mama MDA-MB-231, T47D y MCF10A (Segev y col., 2000; Segev y 

col., 2001). El mecanismo estaría relacionado con la reducción en la degradación del 

inhibidor de NFkβ (Arlt y col., 2003) y la interacción directa de IER3 con Rel-A/p65-

NFkβ en el núcleo de células HeLa y PT45-P1 (Arlt y col., 2008).  

 

Cómo se ha indicado en varias ocasiones en la presente memoria de tesis, el 

hidroxitirosol es un potente antioxidante con alta capacidad para eliminar ERO. Por 

tanto sería lógico pensar que dicho compuesto prevenga la activación de NFkβ, cómo 

demuestra Guichard y colaboradores en células de carcinoma de colon (Guichard y col., 

2006). Además el HT tiene la capacidad de generar aductos arilantes/alquilantes en el 

residuo de cisteína de este factor de transcripción, mediado por los derivados catecol 

quinonas del HT, lo que lo imposibilita para iniciar la transcripción (Cornwell y Ma, 

2008). Estas premisas nos llevan a pensar que en el grupo HT, NFkβ no activa la 

expresión de IER3 proapoptótico. Nuestros resultados muestran que tras el tratamiento 

con HT disminuyen los niveles iniciales de expresión de este gen, mostrando quizá la 

reducción de la necesidad por combatir un estrés por parte de la célula.  

 

Sin embargo, en situaciones de crecimiento favorables la proteína codificada por este 

gen actúa cómo antiapoptótica promoviendo la supervivencia celular (Arlt y col., 2008). 

En nuestro estudio se demuestra la fuerte inhibición de la expresión de este gen tras el 

tratamiento con HT (FC: 0.51; P=0.0005. Estudio de RTPCR). Se podría hablar de una 

menor cantidad de proteína IER3 antiapoptótica (Figura 1.        ), situación que 

favorecería la muerte celular, al igual que  sucede en el grupo ADR.  

 

Ier3

NFkβ

Ier3
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García y colaboradores indican que para que lo anterior ocurra, es absolutamente 

necesaria la presencia de al menos una ERK activa en la célula, lo que supone que está en 

disposición favorable para crecer. Si esto no es así (cómo por ejemplo por la existencia de 

NFkβ activo), no se inicia MAPK (mitogen activated protein kinase) y no se produce la 

expresión de IER3 cómo antiapoptótico (Garcia y col., 2002). Puesto que se trata de tejido 

tumoral, hay que tener en cuenta que se supone una situación de crecimiento favorable, 

por lo que habrá ERK activas ya que el HT no permite la acción de NFkβ, por lo que éste 

no puede inactivar a estas quinasas. Un ejemplo de que el HT no altera la señal 

mitogénica es CDC42 (cell division cycle 42), una pequeña GTP-asa comúnmente 

sobreexpresada en cáncer de mama y que el HT no parece modificar. De este modo se 

podría estar activando a MAPK tras actuar sobre ERK (Tang y col., 2008). No cabría 

esperar lo mismo de Ras puesto que cómo vimos anteriormente en los antecedentes 

bibliográficos de esta memoria, el modelo de DMBA es muy independiente de este 

oncogén. Sin embargo con nuestro modelo no podemos asegurar que la expresión esté 

inhibida en comparación con un tejido sano. Sólo podemos ver que no se produce una 

alteración excesiva en la expresión de una pequeña GTP-asa de Ras, CNKSR1 (connector 

enhancer of kinase suppressor of Ras 1), sin embargo, el HT parece ser el que más reduce 

la transcripción tras el tratamiento y por tanto la señalización oncogénica de Ras, lo que 

ayudaría a la supresión tumoral (Douziech y col., 2006; Tang y col., 2008).  

 

Además, IER3 modula la actividad de la ruta de señalización AKT (Figura 1.       ) 

implicada en la proliferación, progresión del ciclo e inhibición de la apoptosis celular. La 

razón es que en respuesta a factores de crecimiento cómo PI3K, IER3 prolonga la 

activación de AKT al bloquear a su inhibidor PP2A (Figura 1.    ) una fosfatasa 

serina/treonina. Este bloqueo de PP2A es consecuencia del incremento que IER3 

produce en la señalización de ERK cómo parte de un sistema de retroalimentación 

positiva, favoreciéndose el proceso carcinogénico. Esto corrobora la aumentada presencia 

de IER3 en muchas células tumorales en comparación con tejidos sanos (Rocher y col., 

2007) y en diversos carcinomas mamarios, aumentando la invasividad en cánceres 

estrógeno dependientes (Yang y col., 2006).  
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Por otra parte, se ha demostrado que el hidroxitirosol favorece la apoptosis de células 

HT29 al activar la acción de PP2A (Guichard y col., 2006). Por tanto, si se mantiene la 

idea de una expresión reducida de IER3 cómo inhibidor de la apoptosis tras el 

tratamiento con HT con respecto al pretratamiento, significaría que no hay suficiente 

proteína para bloquear a PP2A. De este modo se favorece su acción bloqueante sobre 

AKT, promoviendo la apoptosis y corroborando de este modo el resultado de Guichard y 

colaboradores. Aspecto que además se ve potenciado si reducimos la expresión de AKT, 

cómo hemos constatado mediante un estudio de RTPCR que forma parte de futuras 

investigaciones y que queda fuera del presente trabajo, mostrando que el HT disminuye la 

expresión de AKT tras el tratamiento (Expresión de 0.6; P=0.0027). Este resultado 

también está de acuerdo con los resultados obtenidos por Guichard y colaboradores, lo 

que indica que se favorece la apoptosis en detrimento de la proliferación celular, 

constituyendo una importante baza en el poder antitumoral del HT.  

 

Una de las acciones que IER3 ejerce para impedir la apoptosis es el bloqueo de la 

liberación mitocondrial de citocromo c (Garcia y col., 2002; Shen y col., 2006). Si se 

mantiene la hipótesis de que el HT disminuye la expresión de este gen cómo 

antiapoptotico, se facilitaría la liberación de citocromo c y se favorecería la apoptosis. 

Resultado que estaría de acuerdo con los estudios realizados en diversas líneas celulares 

en las que este antioxidante promueve la apoptosis dependiente de la liberación de 

citocromo c (Della Ragione y col., 2000; Guichard y col., 2006). Por otro lado, IER3 juega 

un papel importante en la resistencia celular a la apoptosis inducida por TNFα y FAS 

(Wu y col., 1998; Garcia y col., 2002). Teniendo en cuenta esto, la menor expresión 

inducida por el HT facilitaría la muerte celular vía FAS (Tnfrsf6 o TNF receptor 

superfamily, member 6, también conocido como FAS), ya que en nuestro estudio de 

validación se ve aumentada la expresión de este receptor (FC: 1.64; P=0.0111. Estudio de 

RTPCR). 

 

Un estudio sobre la resistencia al tamoxifeno en células MCF-7 ha mostrado ambas 

facetas moduladoras de la apoptosis de IER3. De tal manera, que a corto plazo, el 

tamoxifeno estimulaba la expresión de este gen cómo proapoptótico dependiente de 

NFkβ, induciendo la muerte. No obstante, tras un tratamiento prolongado se activó su 
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función antiapoptótica mediada por ERK, permitiendo el crecimiento en presencia del 

fármaco (Semlali y col., 2004). Esto hace pensar que el HT podría ser capaz de disminuir 

la resistencia creada en tratamientos con tamoxifeno de tumores de mama estrógeno 

dependientes. En el presente trabajo, el HT podría estar actuando en este sentido, ya que 

aunque no se ha encontrado la expresión de los receptores de estrógeno, probablemente 

debido a la variabilidad en las muestras (cómo indica la ausencia de agrupación jerárquica 

en el microarray), la menor expresión de c-jun (jun onogene) que el HT origina tras el 

tratamiento reduce el bloqueo que este oncogén ejerce sobre los receptores estrogénicos 

(Shen y Brown, 2003). Además, si el gen IL6ST (interleukine 6 signal transducer) cuya 

sobreexpresión ha sido validada para el HT (FC: 1.57; P=0.0373) se correlaciona 

directamente con la presencia de ERα (receptor de estrógenos alfa), se puede deducir que 

éstos receptores también podrán estar aumentados, impidiendo la resistencia al 

tamoxifeno. 

 

La hipótesis planteada para el gen IER3 es que se podría ver expresado en el 

momento inicial cómo proapoptótico dependiente de NFkβ. Esto, sería consecuencia del 

estrés oxidativo generado por el carcinógeno, posible hipoxia intratumoral y cómo parte 

de la activación de este factor de transcripción en su papel de desarrollo del cáncer. Sin 

embargo, la eliminación de ERO y la acción de las formas catecol quinonas del 

antioxidante favorecería la inactivación de la ruta antiapoptótica de NFkβ. Este hecho 

facilitaría la acción de ERK sobre IER3 antiapoptótico destinado al crecimiento tumoral. 

El mecanismo por el cual el HT disminuye la expresión de IER3 será posteriormente 

estudiado, pero podría estar relacionado con la capacidad que este antioxidante tiene de 

reducir la expresión de factores de transcripción cómo AP-1 (Figura 1.       ) o la expresión 

de supresores tumorales cómo p53 (Figura 1.        ). Esto inhibe la transcripción de IER3 

antiapoptótico, ya que se ha visto en muchas líneas celulares tumorales esta proteína 

sobreexpresada cómo consecuencia de la inactivación de p53, predisponiendo a la 

tumorogénesis (Wu, 2003). 
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El hidroxitirosol bloquea la ruta de supervivencia Wnt al aumentar la expresión de 

SFRP4. 

Otro de los genes cuya expresión ha resultado modificada tras el tratamiento con HT 

(FC: 12.51; P=0.0065. Estudio de RTPCR) es el que codifica una proteína antagonista de 

la ruta Wnt conocida como SFRP4 (Secreted Frizzled-Related Protein 4) (Figura 1.         ). 

La vía de señalización Wnt es una ruta esencial que regula la proliferación, morfología, 

migración, apoptosis o diferenciación celular. Incluye dos vías: canónica y no canónica. 

La vía canónica es aquella en la que están implicados los clásicos Wnt (Wnt1, Wnt3, 

Wnt8, Wnt8b), que al unirse a los receptores Frizzled, conduce a la activación corriente 

abajo de la transcripción de genes mediado por β-catenina, previamente liberada de su 

unión con Axina y GSK-3β (que la mantienen desestabilizada, inactiva y lista para su 

degradación). La vía no canónica, es independiente de β-catenina, y puede estar mediada 

por tres posibles mecanismos: flujo de Ca2+, proteínas G y el mediado por JNK. Hay una 

serie de mecanismos que promueven la inactivación de la ruta Wnt, entre ellos: 

destrucción del complejo multiproteico β-catenina y la degradación por proteosoma de 

ésta, secreción de factores antagonistas (Dickkopf-1, factor inhibidor de Wnt 1 o Wif-1, y 

las proteínas secretadas relacionadas con frizzled, SFRPs), co-represión transcripcional que 

silencia los genes diana (correpresores de Groucho/TLE y CtBP) y modificaciones 

postraslacionales (Taipale y Beachy, 2001; Kawano y Kypta, 2003; Karim y col., 2004; 

Turashvili y col., 2006; Shi y col., 2007).  

 

La familia de proteínas SFRPs puede actuar directamente sobre las diferentes 

proteínas Wnt y antagonizar la señalización de la ruta, previniendo la interacción con los 

receptores Frizzled, o bien, actuar directamente sobre estos receptores y formar complejos 
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activos con los mismos, inactivando las vías canónica y no canónica. Se han postulado 

cómo supresores tumorales, ya que son inhibidos epigenéticamente en varios tipos de 

cánceres por hipermetilación de sus promotores (Kawano y Kypta, 2003; Karim  y col., 

2004). El gen SFRP4 guarda relación con procesos apoptóticos fisiológicos, donde es más 

un estímulo de apoptosis que una consecuencia de la misma (involución mamaria, 

ovulación, etc.) (Drake y col., 2003; Lacher y col., 2003). En tumores humanos (próstata, 

mesotelioma, etc.) inhibe la proliferación de las células tumorales (He y col., 2005; 

Horvath y col., 2007). No obstante, los miembros de esta familia presentan efectos 

contradictorios, así por ejemplo, dos miembros muy estudiados cómo supresores 

tumorales (SFRP1 y 2) son capaces de activar la ruta Wnt, mientras que SFRP4 se ha visto 

sobreexpresado en tumores mamarios invasivos, de endometrio, próstata o colon-recto. 

No se conoce aún bajo qué circunstancias se producen estos efectos contradictorios. Sin 

embargo se ha postulado que podría ser debido a los diferentes ligandos Wnt presentes 

en la célula, respuestas específicas del tejido a diferentes estímulos, respuestas bifásicas en 

función de la distinta afinidad y especificidad por Wnt, o bien debido a la concentración. 

En este sentido, puede que aumenten la actividad de Wnt a bajos niveles y la disminuyen 

a niveles altos (Polakis, 2000; Jones y Jomari, 2002; Shi y col., 2007). 

 

Abu-Jawdeh y colaboradores encontraron una sobreexpresión de SFRP4 

(denominado en este trabajo cómo frpHE) en carcinomas endometriales y mamarios 

infiltrantes (Abu-Jawdeh y col., 1999) usando técnicas de visualización diferencial. A la luz 

de los resultados anatomopatológicos, nuestro modelo de carcinogénesis mamaria 

inducida por DMBA muestra una mayoría de carcinomas infiltrantes, lo que está de 

acuerdo con los resultados de Costa y colaboradores (Costa y col., 2002). Además, el 

análisis génico por microarray muestra un cambio de expresión aumentado con respecto 

al momento inicial en el grupo no tratado (DMBA), concordando con los resultados de 

Abu-Jawdeh. Sin embargo, la expresión se incrementa 3 veces más en el grupo tratado con 

HT, dato que aumenta hasta el doble tras la validación con RTPCR, no ocurriendo esto 

para el grupo de DMBA. Este resultado apoya la idea de antagonismo de Wnt a niveles 

muy altos de expresión y exacerbación de dicha vía a niveles más bajos de sobreexpresión. 

Así pues, si es cierto que el HT aumenta los niveles de SFRP4 de forma exagerada para 

bloquear la ruta, la expresión de los genes diana se verá inactivada: c-Myc, ciclina D1, c-
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jun, JunB, Fra-1, Fos, FosB, VEGFD (factor D de crecimiento del endotelio vascular), 

COX-2 (ciclooxigenasa-2), etc., hecho que explicaría la inhibición de expresión validada 

tras el tratamiento con HT para genes cómo c-jun, JunB (junb oncogene), así como de Fos 

(FBJ osteosarcoma oncogene). 

 

Por otro lado, AKT se encarga de inactivar a GSK-3β. Esto estabiliza a β-catenina 

(Lacher y col., 2003), a Bad (donde Bad activo bloquea a las proteínas antiapoptóticas Bcl-

2 y Bcl-xl) a caspasa 9, y activa a NFkβ y a CREB (cAMP Responsive Element Binding 

protein) que inicia la transcripción de genes prosupervivencia (Maddika y col., 2007), 

favoreciéndose la supervivencia y proliferación celular. Por otra parte, es probable que 

SFRP4 inactive AKT, estimulando la apoptosis (Lacher y col., 2003), al igual que PP2A, 

que además bloquea a la proteína β-catenina (Polakis, 2000; Karim  y col., 2004). 

Siguiendo estas premisas, recordando que el HT activa a PP2A y que en el presente 

trabajo se ha encontrado que además dicho antioxidante disminuye la expresión de AKT, 

es lógico pensar que en definitiva, el HT podría atenuar la proliferación de las células 

tumorales de mama. Esta acción podría estar relacionada de forma muy probable con el 

bloqueo de la vía canónica y no canónica de la ruta Wnt como consecuencia de la elevada 

expresión del supresor SFRP4. De este modo, se favorece la apoptosis por la inactivación 

que esta proteína ejerce sobre AKT, probablemente reforzada por la acción de PP2A y la 

menor expresión de IER3, así como por el aumento del receptor FAS. 
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El hidroxitirosol favorece la apoptosis a través de la sobreexpresión de FAS/CD95 y 

eliminación de ERO. 

El receptor FAS (Figura 1.            )  muestra un aumento de su expresión en el grupo 

HT (FC: 1.64; P=0.0111. Estudio de RTPCR). La apoptosis o muerte celular programada 

puede producirse a través de una vía extrínseca (dependiente de los receptores de muerte 

cómo FAS) o de una intrínseca o mitocondrial. Tras la unión del ligando al receptor FAS 

se libera caspasa 8 activa, y si la cantidad de ésta es suficiente (células tipo I) activa a las 

caspasas efectoras 3, 6, 7 que conducen a la apoptosis. Sin embargo, si no hay bastante 

caspasa 8 se une a Bid, éste se trasloca a la mitocondria liberando factores proapoptóticos 

cómo citocromo c y DIABLO, se activa la caspasa 9 que actúa de retroalimentador 

positivo sobre la caspasa 8, aumentando los niveles y activándose las caspasas efectoras. 

 

El hidroxitirosol parece originar un aumento en cuanto a los niveles de expresión del 

receptor FAS tras el tratamiento. Esto tendría especial relevancia en la quimiorresistencia 

a la adriamicina por parte de las células de cáncer de mama, ya que dicha resistencia está 

asociada a una carencia de FAS. Razón por la cual es interesante la restauración de esta 

vía de muerte en las células tumorales usando algún tipo de modificador de la respuesta 

biológica (ej. IFNγ) para continuar con la quimioterapia (Botti y col., 2004). De igual 

forma, se podría aumentar la expresión de FAS con HT para luego administrar la 

adriamicina, sin embargo, este efecto deberá ser convenientemente estudiado en futuras 

investigaciones. Junto con este mecanismo, el HT disminuye la expresión de c-jun, 

íntimamente relacionado con la quimiorresistencia. Esto ocurre puesto que se favorece el 

funcionamiento dependiente de glutatión reducido de la bomba de expulsión de 

fármacos (ej. Adriamicina) MRP (Multidrug Resistance Protein) (Dorai y col., 2004; 

Mansilla y col., 2007), así pues, la menor presencia del oncogén resultaría en una 

reducción de la actividad de MRP. 

 

Por otra parte, al tratarse de un antioxidante, el hidroxitirosol es capaz de facilitar y 

potenciar la apoptosis inducida por este receptor de muerte. Esto es así porque FAS se 

inactiva en presencia de ERO, incrementándose la muerte mediada por éste al eliminar 

estos radicales libres intracelulares (cómo lo hace el HT). De este modo se corrobora la 

tradicional hipótesis que indica que la ruta de FAS no es inhibida por los antioxidantes 
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(Aronis y col., 2003). Además explica porqué ciertos antioxidantes promueven la apoptosis 

de células tumorales, sirvan como ejemplo el coenzima Q y sus análogos (Alleva y col., 

2001) o el propio hidroxitirosol (Della Ragione y col., 2002; Guichard y col., 2006).  

 

De hecho, el HT aumenta la expresión tras el tratamiento de CABC1 (ABC1 activity 

of bc1 complex homolog) (FC: 1.71; P=0.0262. Estudio de RTPCR) (Figura 1.          ) a 

diferencia de los grupos ADR y DMBA. El gen CABC1 codifica una proteína de la 

membrana interna mitocondrial relacionada con la síntesis de coenzima Q (Mollet y col., 

2008). Su expresión se ve inducida en diversas líneas celulares expuestas a fármacos cómo 

adriamicina, metotrexato, etoposido y camptotecina, aumentando los niveles de coenzima 

Q10 cómo un posible método protector frente a las ERO producidas por la quimioterapia 

(Brea-Calvo y col., 2006). Es probable que el HT promueva la transcripción de CABC1 

con el fin de aumentar la síntesis de coenzima Q10 y ejerciendo un efecto protector sobre 

la mitocondria. Además presenta un efecto antioxidante frente a daños oxidativos 

facilitando y aumentando la apoptosis mediada por FAS.  

 

Sin embargo, habría que contemplar la posibilidad de que el HT no sea el 

responsable del incremento en la expresión de FAS, es decir, que simplemente facilite y 

potencie la apoptosis iniciada por el sistema inmune ante una célula tumoral. Si 

atendemos a los resultados obtenidos, tras el tratamiento disminuyó la expresión de JunB. 

Muy probablemente esto sea debido a que su factor de transcripción NFkβ esté inactivo, 

además del bloqueo de la vía Wnt. NFkβ activa la transcripción de JunB en situaciones de 

hipoxia (Schmidt y col., 2007), que por otra parte es una característica de los tumores 

mamarios inducidos con DMBA (Mathivadhani y col., 2007). Por lo que si el HT 

disminuye de algún modo la hipoxia intratumoral esta activación será menor y por tanto 

la transcripción de JunB.  

 

A esta hipótesis hay que sumar la más que probable inactivación de NFkβ por 

arilación/alquilación de su residuo de cisteína mediada por la forma catecol quinona del 

hidroxitirosol, y su alta capacidad para eliminar ERO que previene la activación de este 

factor de transcripción. Este déficit de la proteína JunB (Figura 1.                ) alerta a las 

células inmunes de la presencia de células tumorales y estresadas. Éstas son 

JunB
inhibido
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eficientemente eliminadas por las células NK (natural killer) vía receptor NKG2D. 

Además, este déficit de JunB induce la producción de IFNγ (Nausch y col., 2006) que 

estimula la expresión de FAS (Botti y col., 2004) y la subsiguiente activación de dicho 

receptor por células inmunes cómo NK, linfocitos T y B. Esto explicaría al menos en 

parte la razón del incremento en la expresión del receptor.  

 

Con la reducción que el HT provoca sobre AKT también disminuiría la activación 

que este produce sobre la expresión de HIF-1 y la sobreproducción de radicales libres 

derivada de la hipoxia y del propio HIF-1. Por otro lado, se favorecería la muerte celular 

inducida por FAS, apoyando la teoría que indicaría al HT cómo reductor de situaciones 

de hipoxia intratumoral y preventivo de la expresión de HIF-1, como ocurre con los 

flavonoides (Mathivadhani y col., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La sobreexpresión de CRYAB en respuesta a la acción antitumoral del HT por 

parte de la célula tumoral. 

En un probable intento de la célula tumoral para escapar de la situación 

proapoptótica impuesta por el HT, tras el tratamiento con dicho antioxidante se ha 

observado un crecimiento de la expresión de una pequeña chaperona de choque térmico, 

CRYAB (αBCrystallin) (FC: 2.4; P=0.0161. Estudio de RTPCR) (Figura 1.         ). Se trata Cryab

Caspasas Efectoras

APOPTOSIS

Citocromo C

CoQ

APOPTOSIS

Células inmunes: NK, 
T, B

IFN γ

JunB
inhibido

DiabloCasp 8

Casp 7 Casp 6 Casp 3

Casp 9

BID

Células 
Tipo I

ERO



 
221 DISCUSION

 
 

 

de una proteína que se expresa en respuesta a un estímulo dañino cómo el estrés 

oxidativo (eliminando los radicales libres dependiendo de glutatión reducido), daño al 

ADN o la activación de los receptores de muerte TNFR y TRAIL. La proteína codificada 

por CRYAB impide la translocación a la mitocondria de los factores proapoptóticos Bax, 

Bak y Bcl-xs, restringiéndose la liberación de citocromo c e impidiendo la activación de la 

caspasa 3 (Mehlen y col., 1996a; Mehlen y col., 1996b; Mao y col., 2004; Kamradt y col., 

2005; Arrigo y col., 2007).  

 

La expresión constitutiva de este gen es común en varios tipos de tumores: gliomas, 

cáncer de próstata, células de carcinoma oral escamoso, carcinomas renales, cáncer de 

cuello y cabeza, cáncer de mama y ductal in situ comparado con tejido mamario normal 

(Gruvberger-Saal y Parsons, 2006; Arrigo y col., 2007). Este aspecto no puede ser 

constatado en nuestro estudio ya que la expresión basal con respecto a un tejido sano no 

ha sido realizada. Lo único que se puede afirmar es que el microarray no detecta variación 

alguna en la expresión al final del estudio para el grupo DMBA que podría estar 

sobreexpresado o inhibido. Papaconstantinou y colaboradores describen que CRYAB está 

inhibido en tumores mamarios inducidos con DMBA en ratas Sprague-Dawley 6 semanas 

después de administrar el carcinógeno (Papaconstantinou y col., 2006). Si tenemos en 

cuenta esto último sería posible el aumento de expresión (desde un hipotético estado 

inhibido) con el fin de contrarrestar los efectos proapoptóticos del HT.  

 

En base a estas razones hay que recordar que los antioxidantes no parecen actuar 

bloqueando la apoptosis inducida por FAS. Este hecho estaría de acuerdo con la 

inhibición de la muerte por TNFR y TRAIL pero no de FAS por CRYAB, y demostrando 

que el HT permite la apoptosis mediada por dicho receptor. De todos modos, que esta 

chaperona no permita la activación de la caspasa 3 no quiere decir que no estén activas 

otras caspasas efectoras cómo 6 y 7. Además, tampoco elimina la posibilidad de la 

liberación de citocromo c, ya que se facilitaría su salida de la mitocondria al tener 

disminuida la expresión de IER3 antiapoptótico y probablemente de su proteína.  
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El HT podría incrementar aún más la apoptosis a través del mecanismo de trans 

señalización mediado por la sobreexpresión de IL6ST. 

Anteriormente se ha comentado la validación de un gen en la señalización de 

interleukina 6 (IL6ST), cuya expresión se ve aumentada tras el tratamiento con HT, 

siendo muy similar a la de ADR a nivel de microarray.  

 

La incrementada expresión de IL6ST (Figura 1.        ) en muestras tumorales 

confirma la hipótesis de que IL6ST es fundamental para la internalización eficiente del 

complejo IL6-IL6R (unión de interleukina 6 a su receptor) (Dittrich y col., 1994). Aunque 

esta ruta clásica se limita principalmente a hepatocitos, neutrófilos, monocitos y 

macrófagos, y algunos leucocitos, los cuales expresan IL6R en su superficie. Sin embargo, 

en ciertas ocasiones hay una ruta alternativa iniciada en células que no producen el 

receptor IL6R de membrana. Viene mediado por un receptor de IL6 secretado/soluble 

(IL6Rs) (Figura 1.       ) que se une a IL6. Este complejo es capaz de unirse a IL6ST e 

iniciar la señalización intracelular (tanto en células que no expresan IL6R, cómo en las 

que sí), es un mecanismo denominado de trans señalización.  

 

En enfermedades autoinmunes, enfermedades inflamatorias, así como en el cáncer, 

se han detectado niveles elevados de IL6Rs y de IL6 (Holub y col., 2002; Rose-Jhon y col., 

2007). Este mecanismo de trans señalización puede causar apoptosis, ya que se ha 

estudiado que la estimulación de la apoptosis extrínseca e intrínseca por un daño en el 

ADN, deprivación de citoquinas, y estimulación de FAS promueven la liberación de IL6R 

soluble, apoptosis que es caspasa dependiente (Chalaris y col., 2007). No obstante, que 

esto ocurra en el presente estudio deberá ser convenientemente estudiado en futuros 
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trabajos. Así pues, serán necesarios experimentos adicionales que confirmen los procesos 

de apoptosis, cómo la presencia de caspasas 3, 6, 7, 8 y 9 activas, así como la liberación de 

citocromo c. 

 

 

 

 

 

 

Detención del ciclo celular por la sobreexpresión del supresor tumoral CDKN2A 

inducida por el HT. 

Además de los posibles mecanismos ya descritos, se ha podido constatar en este 

trabajo que el hidroxitirosol también modifica el patrón de expresión de un gen 

relacionado con el ciclo celular, CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) (Figura 

1.      ). Dicho gen ha presentado una mayor expresión en el grupo HT (FC: 2.54; 

P=0.0183. Estudio de RTPCR) que en los grupos de ADR y DMBA. Sólo se ha podido 

validar por RTPCR para el caso del HT, donde se presentó un aumento en la expresión 

de este gen tras el tratamiento.  

 

El gen CDKN2A codifica para dos proteínas distintas: p16 (INK4A) y p14 (ARF), 

que están superpuestas y cada una está regulada por su propio promotor. El efecto de p14 

consiste en inhibir la proliferación al estabilizar p53 y prevenir su degradación. Así, se 

promueve de este modo la expresión de p21 que bloquea a ciclinaE/CDK2 y se produce 

la detención de las células en la fase G1 (Maddika y col., 2007). La expresión de p16 

parece reducir la estabilidad de p53 en células epiteliales de mama, mientras que niveles 

bajos de aquél incrementan las funciones de éste mostrando la relación inversa entre p16 

y p14 (Zhang y col., 2006). Sería necesario investigar que proteínas se expresan (p16, p14, 

p21), así como p53, que ocasiona una detención en la fase G1 en aquellas células con el 

ADN dañado. Si esto es así podríamos decir que el hidroxitirosol es capaz de dañar el 

material genético de la célula tumoral, aunque por un mecanismo desconocido.  
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Cómo se ha visto, el hidroxitirosol protege del daño genótóxico que los radicales 

libres producen en el ADN de múltiples células humanas. Lo más razonable es pensar por 

tanto que no activa p53 y que los efectos apoptóticos y antiproliferativos son 

independientes de este supresor tumoral. Si esto es así, la proteína que debería estar 

expresándose sería p16 y no p14, siendo por tanto p16 sobre la que se centrará nuestra 

atención.  

 

Cuando se produce una señal mitogénica, se activa la transcripción de ciclina D y se 

une a CDK. El complejo inactiva a Rb (Retinoblastoma) y éste no puede antagonizar al 

factor de transcripción E2F. Esta señal finaliza con la expresión de aquellos genes 

implicados en la progresión del ciclo celular. No obstante, cómo medida de represión de 

la progresión del ciclo, se expresa p16 que bloquea a CDK4/6-ciclina D, con lo que Rb 

no se inactiva y éste puede antagonizar a E2F, deteniendo la progresión del ciclo en la fase 

G1 e impidiendo la entrada en S (Caldon y col., 2006; Maddika y col., 2007). 

 

Es probable que el papel de p16 esté relacionado con la parada permanente e 

irreversible del crecimiento celular (senescencia) en el que la célula no puede volver a 

entrar en el ciclo, pero es metabólicamente activa (Blomen y Boonstra, 2007). Este estado 

puede ser inducido por varios tipos de estrés, como por ejemplo el daño al ADN o una 

señalización mitogénica aberrante en células primarias humanas. Aunque también puede 

haber una alta relación con el efecto del microambiente celular. Muchos tumores evaden 

la senescencia, que puede ser una barrera para las células tumorales y que juega un papel 

importante en la supresión tumoral (Ohtani y col., 2004; Zhang y col., 2006). La expresión 

de p16 también está relacionada con la quiescencia, fenómeno por el cual las células 

permanecen en un estado de no proliferación (G0). Sin embargo, existe la posibilidad de 

entrar en el ciclo celular, y en función de los estímulos, continuar el ciclo, diferenciarse o 

bien dirigirse a la senescencia. Entre los factores que promueven la quiescencia 

encontramos p21, p27 y p16 (Blomen y Boonstra, 2007).  

 

Para que esta vía de detención del ciclo celular se lleve a cabo es necesaria la 

expresión de Rb, aspecto que es típico del modelo de cáncer de mama inducido con 

DMBA, al igual que la sobreexpresión de ciclina D1, Mdm-2 (desestabilizador de p53), 
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AKT, etc. (Murray y col., 2005; Papaconstantinou y col., 2006). Con lo cual, es de esperar 

que nuestro modelo también presente esas características, aunque no lo hayamos 

encontrado. 

 

Estos resultados sobre el ciclo celular están de acuerdo con los obtenidos por Fabiani 

y colaboradores. Estos autores describieron un efecto regulador del hidroxitirosol en 

células de leucemia HL60, indicando que bloquea el ciclo en la fase G1 (Fabiani y col., 

2002). Recientemente los mismos autores han observado que el hidroxitirosol causa un 

incremento de p21 y p27, así como una inhibición de CDK6 en el mismo tipo de células, 

mostrando también que causa apoptosis en células que están en la fase S, mientras que 

genera una parada en las fases G2/M y G0/G1 (Fabiani y col., 2008a). Respecto a esto, 

nuestro estudio sólo puede mostrar que tanto p27 como p21 no se inactivarían por AKT 

ni AP-1. La razón que lleva a pensar eso es que el primero presenta una expresión 

inhibida con respecto al pretratamiento, y el segundo correrá una suerte similar puesto 

que su miembro fundamental, c-jun, ve disminuida su expresión, así como JunB. Por otra 

parte, Guichard y colaboradores indicaron que el HT produce en células HT29 una 

detención del ciclo celular en las fases S y G2/M, pero la concentración estudiada era 

mucho mayor (Guichard y col., 2006).  

 

Estos estudios corroboran nuestra hipótesis acerca de la capacidad del HT de 

producir una parada del ciclo celular en la fase G1. Además, sería posible este mismo 

efecto en la fase G2/M por varias razones. Cómo se verá más adelante, este antioxidante 

disminuye la expresión de c-jun y JunB tras el tratamiento, lo que produce la detención 

en la fase G2/M (Gurzov y col., 2008), además de una probable disminución de los 

mecanismos reparadores del ADN. En este sentido, nuestro grupo de investigación ha 

constatado mediante un estudio de RTPCR reciente que el HT genera una ligera 

disminución de la expresión de PARP1 (Expresión de 0.72; P=0.0074). Se trata de una 

polimerasa que arregla roturas dobles y simples de la hebra cuya inhibición protege del 

daño oxidativo y disminuye la expresión de genes relacionados con los tumores (Aguilar-

Quesada y col., 2007). Todo ello junto con una inhibición supletoria de BRCA1 y 2 

(Expresión de 0.6; P=0.005 y 0.7; P=0.2 respectivamente, aunque en este último caso no 

alcanza significación estadística) no es posible reparar el daño en el ADN que genera la 
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pérdida de PARP1. Esta situación contribuye a la rotura persistente de la cromatina y la 

consiguiente detención del ciclo celular en la fase G2/M, así como la inviabilidad celular 

completa (Farmer y col., 2005) finalizando con la apoptosis (Figura 1.           ). 

 

Esta hipótesis cobra fuerza si además tenemos en cuenta que p14 (ARF) está 

correlacionado con BRCA1. He y colaboradores demuestran que la adición de p14 

reduce la expresión endógena de BRCA1 en células de carcinoma mamario MCF-7, que 

podría formar parte de un mecanismo de retroalimentación. Además, el daño en el ADN 

ocasionado por la falta de BRCA1 estimula la expresión de p14 y por tanto la detención 

del ciclo celular (He y col., 2008).  

 

Este mecanismo podría ser causante de una posible expresión de p53 demostrando 

por primera vez la generación de apoptosis dependiente de p53 por parte del HT, teoría 

aún por confirmar en estudios posteriores. Recordemos que el HT se transforma en su 

derivado catecol quinona al reaccionar con ERO cómo H2O2. Estos compuestos 

electrofílicos además de producir aductos de Michael en proteínas y glutatión, también 

origina aductos arilantes/alquilantes en el residuo de cisteína de NFkβ (Cornwell y Ma, 

2008). Si esto es así, sería conveniente estudiar si el HT genera algún tipo de aducto 

arilante/alquilante en el ADN. O quizás la inactivación de factores de transcripción 

relacionados con la expresión de enzimas reparadoras del material genético en células 

tumorales, lo que explicaría la activación de p53 en el caso de que se produzca realmente. 

Además, la menor presencia de JunB y AP-1 dificultaría el paso de aquellas células que 

estén en la fase S hasta la G2/M (Degner y col., 2006; Gurzov y col., 2008). 

 

Por otro lado, esta parada del ciclo celular en la fase G1/S originaría un incremento 

en la degradación de ciclina D1 (Figura 1.         ). Esta situación podría estar mediada por 

GSK-3β (menos impedida al estar disminuida la expresión de AKT por el HT) o incluso 

por la acción conjunta de CRYAB y FBX4 (F-box 4) (Figura1.         ). En este sentido, 

debe recordarse que dicha chaperona presenta un aumento de expresión tras el 

tratamiento con HT. Esto podría ser un efecto probablemente relacionado con una 

disminución de la apoptosis (cómo ya se ha visto anteriormente) a favor de la detención 

del ciclo celular en las fases G1, quizá cómo medida protectora de la célula. Esta 

PARP1
BRCA1
BRCA2
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detención pasaría por el reconocimiento de la ciclina D1 y su posterior degradación a 

través de FBX4 siendo un importante modo de mantener la homeostasis en la célula 

epitelial de mama, y si se altera, se promueve la carcinogénesis (Lin y col., 2006; Barbash y 

col., 2007; Lin y col., 2008). Sin embargo es un mecanismo que debería ser 

convenientemente corroborado con los análisis pertinentes. 

 

Así pues, el HT parece promover la senescencia celular parando a las células en la 

fase G1 al aumentar la expresión de p16 y la posterior degradación de la ciclina D1 por 

CRYAB/FBX4, en detrimento de la apoptosis. Además, se origina una detención en la 

fase G2/M cómo consecuencia de la inhibición tras el tratamiento de c-jun, JunB, 

PARP1, BRCA1 y 2, así como la probable presencia de otra población celular en 

quiescencia en relación con la mayor expresión de p16.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El HT induce autofagia de las células tumorales al aumentar la β-oxidación.  

 

Deberardinis y colaboradores encontraron que linfocitos en estado quiescente y en 

situación de deprivación de citoquinas presentaban un aumento de la β-oxidación 

mediada por una mayor expresión de CPT1A (carnitine palmitoyltransferase 1A) (FC: 

1.4; P=0.0375. Estudio de RTPCR). Esta situación promovería la utilización metabólica 

de los lípidos tanto exógenos cómo endógenos dando lugar a la autofagia. Esta vía está 
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inhibida por AKT en células en proliferación cómo las tumorales, con el fin de no gastar 

los materiales necesarios para la proliferación celular (Deberardinis y col., 2006).  

 

El HT podría generar un ligero aumento de la β-oxidación al incrementar CPT1A 

(Figura 1.          ) en las células tumorales tras el tratamiento, al igual que en el grupo 

ADR pero no en DMBA. Si además de este aumento del catabolismo lipídico hay una 

reducción de citoquinas, las células que estén en quiescencia terminarán en autofagia. El 

más que probable descenso en la cantidad de AP-1 tras el tratamiento con HT por la 

inhibición principalmente de c-jun, así como el bloqueo de NFkβ por el HT llevado a 

cabo posiblemente por sus catecol quinonas, produce una disminución de la expresión de 

citoquinas inflamatorias cómo IL1, IL3, IL6, IL10 y TNFα (Park y col., 1993; Sarada y col., 

2008), propiciándose el aumento de CPT1A y la oxidación lipídica.  

 

CPT1A se ve expresada transcripcionalmente por PPARPα (Figura 1.           ), con lo 

cual, si éste factor estuviese funcionando en nuestro modelo explicaría, al menos en parte, 

la expresión aumentada de CPT1A. Curiosamente, encontramos una leve disminución de 

la expresión al final del tratamiento con HT de FADS1 (Fatty acid desaturase 1) (FC: 

0.87; P=0.0184. Estudio de RTPCR) (Figura 1.        ), enzima implicada en los primeros 

pasos del metabolismo de ácidos grasos poliinsaturados (Schaeffer y col., 2006). Esta ligera 

reducción de FADS1 por el HT hará que aumenten los niveles de PPARα (Napal y col., 

2005; Rodriguez-Cruz y col., 2006), repercutiendo en una mayor expresión de CPT1A y 

por tanto del catabolismo lipídico. 

 

Esta ligera disminución en la expresión de FADS1 aparentemente promovida por el 

HT, hará que se acumulen eicosanoides hipotéticamente antiinflamatorios (ácido 

dihomo-γ-linolénico) y bajen los niveles de los inflamatorios (ácido araquidónico). 

Además disminuyen los sustratos de COX-2 y por tanto la síntesis de PGE2 

(Prostaglandina E2), lo que termina reduciendo la síntesis de estrógeno por parte de la 

aromatasa. De este modo se reduce la capacidad de la promoción tumoral, angiogénesis, 

metástasis y aumentando la apoptosis, finalizando con la disminución de la síntesis de 

citokinas inflamatorias (Utsunomiya y col., 2000; Schaeffer y col., 2006; Howe, 2007). Esto 

está en total concordancia con lo demostrado por Maiuri y colaboradores en células J774 

Cpt1A

PPARα

Fads1
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(macrófagos) estimulados con lipopolisacárido bacteriano. Estos autores encontraron que 

el hidroxitirosol reducía la producción de PGE2, y por lo visto no era una consecuencia 

directa de la inhibición que el HT produce sobre la COX-2 (Maiuri y col., 2005). Estas 

apreciaciones indican que quizá el hidroxitirosol genere una disminución de IL6. Si esto 

es así, aunque se haya observado que IL6ST está aumentado con respecto al 

pretratamiento, no quiere decir que necesariamente esté llevando a cabo la vía tradicional 

de señalización de IL6. Se puede pensar esto porque cabría esperar una baja cantidad, con 

lo cual adquiere peso la posibilidad del fenómeno de trans señalización que favorecería la 

apoptosis. 

 

 

 

 

 

 

 

Inhibición de la expresión de oncogenes c-jun y JunB. 

El HT ha mostrado en este estudio ser capaz de inhibir la transcripción de genes 

relacionados con procesos tumorales a diferencia de ADR y DMBA, cómo es el caso de 

los factores de transcripción c-jun (FC: 0.48; P=0.0337. Estudio de RTPCR)  y JunB (FC: 

0.56; P=0.0334. Estudio de RTPCR)  (Figura 1.         y        ).  La inhibición de la 

expresión de estos factores de transcripción podría venir dada perfectamente por el 

bloqueo de la ruta Wnt por parte de SFRP4. Incluso por una inactivación mediada por la 

capacidad antioxidante del HT o inactivación arilante/alquilante de NFkβ, que induce la 

transcripción de estos factores (Bachmeier y col., 2007; Schmidt y col., 2007) por parte del 

HT en su forma catecol quinona. De este modo, se alteran las señales de proliferación, 

diferenciación celular, etc. 

 

Al estar inhibida la expresión de c-jun, se deben producir una serie de 

acontecimientos beneficiosos para la eliminación tumoral. Por una parte se acumula p53, 

p21 y Rb facilitando la apoptosis y la detención del ciclo celular, y por otra, no se 

estimula ni la invasividad, motilidad, ni metástasis celular, ni la expresión de VEGF, y por 

JunBc-jun
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tanto, la angiogénesis (Vleugel y col., 2006; Zhang Y y col., 2007a; Zhang Y y col., 2007b). 

Sin embargo, estos resultados se oponen a los de Della Ragione y colaboradores, quienes 

encontraron que el hidroxitirosol causaba apoptosis relacionada con la mayor expresión 

de c-jun, que tras ser activado por JNK podría seguir una ruta proapoptótica en células de 

leucemia HL-60 (Della Ragione y col., 2002). Además, Guichard y colaboradores 

encontraron un efecto similar, ya que la apoptosis que el hidroxitirosol producía en 

células de carcinoma de colon HT-29 era dependiente de la activación que causaba sobre 

JNK y AP-1 (jun/fos), entre otras (Guichard y col., 2006). Este efecto contradictorio puede 

ser perfectamente debido al tipo de célula, y más probablemente a que se trata de ensayos 

in vitro en los que las células no están sujetas a factores externos cómo el microambiente 

tumoral, regulación fisiológica, etc. 

 

Cómo se ha visto en el estudio de la ruta de señalización Wnt, entre los genes diana 

están c-jun, JunB y Fos, que pueden formar el complejo de transcripción AP-1 (Licht y 

col., 2006; Zhang Y y col., 2007a) donde c-jun es el miembro imprescindible para su 

formación (Vleugel y col., 2006). Por tanto, los efectos mediados por este complejo se 

podrían ver bloqueados. Un ejemplo podría ser el caso de COX-2. En concreto, AP-1 

unido a CREB, induce la transcripción de esta enzima implicada en el proceso 

carcinogénico. Se podría teorizar que el HT inhibe la expresión de COX-2 mediada por el 

factor de transcripción AP-1 derivado del bloqueo por SFRP4 de la ruta Wnt. Del mismo 

modo también podría ocurrir esto por la inactivación de NFkβ por la forma catecol 

quinona del HT, acción inhibidora sobre la COX-2 in vivo, que se correlaciona con la 

capacidad inhibidora de la COX-2 que tiene el hidroxitirosol.  

 

Se puede discutir sobre la capacidad que tiene este compuesto fenólico de inhibir la 

expresión del complejo de transcripción AP-1, tanto a nivel de homodímeros de c-

jun/junb, cómo de heterodímeros c-jun/c-fos. En este caso, se bloquearía la activación 

transcripcional de proteínas antiapoptóticas cómo bcl-2, bcl-xL, y de otras relacionadas 

con la angiogénesis, metástasis (VEGF, MMP, colagenasas, proteasas, TGFβ y uPA), ciclo 

celular (ciclina D1), etc., con el consiguiente efecto promotor sobre p53, p16 y p21 

favoreciendo el bloqueo del crecimiento tumoral (Milde-Langosch y col., 2000; Dorai y 

col., 2004; Gutzman y col., 2004; Degner y col., 2006). 
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Otras vías aparentemente no afectadas por el tratamiento con HT. 

Para finalizar, merece la pena hacer una breve reseña sobre una serie de secuencias 

génicas que han sido validadas en el grupo tratado con HT pero que no proporcionan 

información relevante en estos momentos. Así por ejemplo, el resultado tan 

contradictorio encontrado para el gen NHN1 (conserved nuclear protein Nhn1) al igual 

que ocurre en el caso del grupo tratado con ADR, se podría explicar porque el microarray 

muestra que para la sonda hibridada hay dos posibles secuencias posibles. Una de ellas es 

NHN1 y la otra es FLT4, posiblemente por una cierta homología de la sonda para esas 

dos secuencias. Sin embargo, tras la comprobación de una posible homología entre esas 

dos secuencias génicas con la herramienta informática BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) no surge relación posible.  

 

Tras la utilización de la herramienta NETAFFXTM   

(http://www.affymetrix.com/analysis/index.affx) de Affymetrix, se ha encontrado que la 

sonda usada en el estudio de microarray (1377460_at) se corresponde con un 

TRANSCRIBED LOCUS. Por tanto, no es posible saber a qué secuencia se unió la 

sonda. Además en la validación por RTPCR se incluye el estudio de NHN1, aunque tal 

vez hubiese sido más interesante FLT4 (VEGFR3). 

 

Al margen de esta controversia, aparecen genes relacionados con el Alzheimer 

(APBB3) (FC: 0.49; P=0.0331. Estudio de RTPCR) (McLoughlin DM y Miller, 2008) que 

a priori no presentan relación alguna con el cáncer de mama. Además, también se observa 

que entre los resultados hay una anhidrasa carbónica (CAR11) (FC: 0.55; P=0.0337. 

Estudio de RTPCR), siendo un miembro sin actividad catalítica (Supuran, 2007). 

Mientras que tanto la ciclina L2 (CCNL2) (FC: 0.5; P=0.0046. Estudio de RTPCR) cómo 

PER2 (FC: 0.53; P=0.0013. Estudio de RTPCR) no son relevantes en el estudio ya que el 

HT no tiene efecto alguno sobre su expresión, cuya inhibición compartida con el grupo 

DMBA parece ser propia del modelo. 
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V.2.- RESUMEN DE LA HIPÓTESIS SOBRE EL MECANISMO DE ACCIÓN 

ANTITUMORAL DEL HIDROXITIROSOL. 

 

 A la vista de lo discutido en los epígrafes correspondientes, el hidroxitirosol ejercería 

su acción antitumoral en 5 frentes fundamentales:  

1) Bloqueo de la vía de señalización de supervivencia y proliferación celular Wnt. 

2) Apoptosis. 

3) Detención del ciclo celular. 

4) Descenso de los reservorios de lípidos destinados a la proliferación celular como 

consecuencia del incremento de la expresión de genes implicados en la  β-oxidación. 

5) Bloqueo y disminución de los niveles de factores de transcripción implicados en 

procesos oncogénicos (Figura 1). 

 

Bloqueo de la vía de señalización de supervivencia y proliferación celular Wnt. 

El tratamiento con HT promovería una marcada liberación de SFRP4 que bloquearía 

de forma directa a los receptores Frizzled y a sus ligandos Wnt. Este bloqueo impediría la 

activación de la ruta Wnt, tanto en su vía no canónica mediada por el flujo de Ca2+, 

proteínas G y JNK que activa a c-jun, cómo la canónica dependiente de β-catenina. Al 

bloquearse la iniciación de la ruta ésta no se activa, por lo que la β-catenina unida Axina y 

GSK-3β se destinaría a su degradación. De este modo se evitaría la activación que 

conduciría a la translocación de la β-catenina al núcleo para comenzar la transcripción de 

genes diana cómo Myc, JunB, c-jun, ciclina D1, Fos, VEGFD, COX-2, etc., implicados en 

procesos de la carcinogénesis cómo ciclo celular (fases G1/S, G2/M), metástasis, 

angiogenesis, apoptosis, e incluso resistencia a la quimioterapia.  

 

Efectos a nivel de apoptosis. 

Por otro lado, el HT incrementa la expresión génica del receptor muerte FAS por un 

mecanismo aún desconocido. No obstante, tal vez lo anterior podría ser consecuencia de 

la baja presencia de JunB, situación que induce a la producción de IFNγ y que promueve 

la expresión de FAS, así como del receptor NKG2D. Esta situación es detectada por las 

células inmunes que liberan ligando de FAS (FasL). Lo anterior iniciaría la cascada 

apoptótica vía FAS en conjunción con la acción de las células NK sobre el receptor 
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NKG2D, potenciándose la señal apoptótica. La unión de FasL a su receptor FAS activaría 

a la caspasa 8, que si está en cantidad suficiente (células tipo I) activa a las caspasas 

efectoras 3, 6 y 7 para finalizar con la apoptosis. Sin embargo, si no hay suficiente caspasa 

8 (células tipo II) ésta activa a Bid que se transloca a la mitocondria liberando factores 

proapoptóticos cómo DIABLO y citocromo c. Se activa la caspasa 9 que actúa de 

retroalimentador positivo sobre la 8, y aumentando sus niveles y potenciándose la 

activación de las caspasas efectoras.  

 

El HT también estimula la síntesis de coenzima Q10 al aumentar la producción de 

CABC1. De este modo se protege a la mitocondria y se eliminan ERO intracelulares, 

acción potenciada por la alta capacidad antioxidante del HT. Esta situación favorece e 

incrementa la apoptosis mediada por FAS, a la que se suma la baja expresión de IER3 

antiapoptótico (lo que facilita la liberación de citocromo c), probablemente mediada por 

dos posibles razones, una por el bloqueo que ejerce p53, el cual no es inactivado por c-jun 

debido a la menor cantidad de este oncogén, y la otra por la menor cantidad del complejo 

AP-1 relacionada con el déficit de c-jun, JunB y Fos. 

 

La reducción que el HT provoca sobre la expresión de AKT tiene una importante 

repercusión sobre la supervivencia y proliferación celular. Esto es porque se reduce el  

posible bloqueo que ejerce sobre GSK-3β (que puede seguir estabilizando a β-catenina), 

sobre la caspasa 9 y sobre Bad (lo que le permite bloquear a las proteínas antiapoptóticas 

Bcl-2 y Bcl-xl, ayudado por la menor activación que sobre éstas produce el complejo AP-1 

que se encontraba inhibido). De este modo se potencia la señal apoptótica en detrimento 

de la transcripción mediada por CREB de genes relacionados con la supervivencia. 

Además, el HT activa a PP2A que bloquea la activación de AKT. Esta situación que se ve 

reforzada por la ausencia de IER3 antiapoptótico, no bloqueándose la acción de PP2A. A 

esto hay que añadir la inactivación de NFkβ que ejercen por un lado las formas catecol 

quinonas del HT y la eliminación de ERO intracelulares que ejerce el antioxidante. A lo 

anterior hay que unir la menor acción por parte de AKT sobre NFkβ, con lo que no se 

hace necesaria la activación de IER3 proapoptótico cómo parte del mecanismo 

autodestructivo de NFkβ. De este modo, se reduce la acción antiapoptótica y de 

progresión del ciclo, y por tanto la supervivencia y proliferación celular. 
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En un intento de la célula tumoral de evadir la apoptosis, se expresa la chaperona 

CRYAB con el fin de impedir la translocación a la mitocondria de las proteínas 

proapoptóticas Bax, Bak y Bcl-xs. Así, se reduciría también la liberación de citocromo c e 

impidiendo la activación de la caspasa 3, aumentando también la eliminación 

dependiente de glutatión de ERO y ERN. 

 

Efectos conducentes a la parada del ciclo celular. 

El HT afecta genes relacionados con el ciclo celular, de tal modo que induce la 

expresión del supresor tumoral CDKN2A. Si dicha inducción es realizada por p53 se 

activaría la transcripción de p14 (ARF) que estabiliza a p53, resultando en la apoptosis 

celular. Sin embargo, si la expresión se induce por una señal oncogénica cómo Rho o Ras, 

estrés o un daño en el ADN, se transcribe p16 (INK4A) que bloquea al complejo ciclina 

D1-CDK4/6. Este bloqueo impide la transcripción de los genes implicados en la 

progresión de la fase G1 a la S, y la célula queda detenida en la G1. El proceso se ve 

favorecido por la baja presencia de bloqueantes cómo AP-1 (por los bajos niveles de c-jun, 

JunB y Fos) que no impide la transcripción de p16 ni activa la de ciclina D1, por la baja 

expresión de AKT. Esta situación favorece la degradación de ciclina D1 mediada por 

GSK-3β y posiblemente potenciada por FBX4, promovida por el reconocimiento previo 

de esta ciclina por parte de CRYAB. Además, el paso a la fase S también se verá 

dificultada por p21 y p27 que no estarán inactivados por AKT ni por AP-1. 

 

Aquellas células que estén ya en la fase S verán dificultada su progresión a la G2/M 

por la baja cantidad de JunB y AP-1. Es posible que ocurra una detención del ciclo en la 

fase G2/M cómo consecuencia de la menor expresión c-jun y JunB, así como de los 

factores implicados en la reparación del ADN (PARP1, BRCA1 y 2). Dicha situación 

impediría la correcta reconstrucción del material genético, pudiendo ser uno de los 

motivos desencadenantes de la expresión de p16. Esta situación induciría la aparición de 

células en senescencia y quiescencia. 

 

Efecto sobre la expresión de genes asociados al metabolismo lipídico. 

El HT también parece aumentar la β-oxidación al incrementar la transcripción de 

CPT1A y disminuyendo su inactivación por AKT. CPT1A puede verse expresado por un 
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incremento en PPARα como consecuencia de la leve disminución de FADS1 que 

promueve el HT. Esto implica la menor síntesis de ácido araquidónico, citoquinas 

inflamatorias, prostaglandina E2 (descenso potenciado por la menor presencia de COX-2 

debido al bloqueo de Wnt y a la menor cantidad de AP-1 que la transcriba), etc., 

reduciéndose la carcinogénesis, inflamación y la cantidad de lípidos disponibles para la 

proliferación. Esta situación de deprivación de citoquinas potenciado por la disminución 

en la transcripción mediada por AP-1 y NFkβ, junto al incremento en la β-oxidación 

podría inducir la autofagia de las células tumorales en quiescencia. 

 

Por último, esta situación de deprivación de citoquinas junto con la estimulación de 

FAS podría dar lugar a la liberación de receptor de IL6 soluble (IL6Rs), que tras unirse a 

IL6ST iniciaría o potenciaría la apoptosis previa. 

 

Bloqueo y disminución de los niveles de factores de transcripción implicados en 

procesos oncogénicos. 

 

En conjunto, tal y como se ha descrito en los epígrafes anteriores, el tratamiento con 

hidroxitirosol produciría una reducción en la transcripción de factores oncogénicos. 

Este es el caso de c-jun y JunB, situación que produciría además una reducción en la 

formación del complejo de transcripción AP-1. Como se ha revisado anteriormente, la 

inhibición de tales genes tendría repercusiones sobre la apoptosis, ciclo y proliferación 

celular. Esto constituiría un importante pilar en la parada del crecimiento tumoral que 

produce el hidroxitirosol. 

 

Es necesario recordar que esta hipótesis ha de ser confirmada en estudios posteriores 

a nivel proteico mediante técnicas de inmunohistoquímica, y através de otros modelos y 

herramientas (knockout, ARNsi, etc. 
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Figura 1. Rutas moleculares implicadas en la hipótesis sobre el mecanismo de acción 

antitumoral del hidroxitirosol. 
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V.3.- GENES CONFIRMADOS EN EL GRUPO ADRIAMICINA. 

 

La adriamicina reduce la proliferación celular bloqueando la transcripción de 

NPY. 

La adriamicina produce una fuerte inhibición de la expresión del neuropéptido Y 

(NPY) (FC: 0.1; P=0.001. Estudio de RTPCR). Este gen codifica un péptido con efectos 

relevantes en la progresión tumoral, específicamente sobre la proliferación celular, 

invasión de la matriz, metastatización, y angiogénesis. Recientemente ha surgido la 

relevancia de este neuropéptido y de sus receptores en tipos de cáncer endocrino, que 

dependen, al menos en parte, del efecto trófico de hormonas específicas. Cánceres cómo 

el de mama, ovario, próstata, pituitarios, adrenocorticales, neuroblastoma, 

feocromocitoma y gastroenteropancreáticos, pueden estar relacionados con la producción 

de NPY, la expresión de sus receptores o ambas posibilidades. Así pues, NPY está 

relacionado con la progresión del cáncer de mama (Ruscica y col., 2007). Se trata por 

tanto de un nuevo efecto inhibidor de la proliferación celular descrito para la adriamicina 

que abre nuevas posibilidades de investigación sobre esta interacción. 

 

La inhibición de CDC25B por la adriamicina impide la progresión del ciclo 

celular. 

Un mecanismo seguido por la adriamicina que no parece seguir el hidroxitirosol, es 

el relacionado con Cdc25b. Este gen codifica una proteína fosfatasa implicada en las fases 

S y G2/M del ciclo celular (Kawabe, 2004). La inhibición de Cdc25B con ARNsi (siRNA: 

small-interfering RNA) resulta en una acumulación de células en la fase G2 (Boutros y 

Ducommun, 2008). Su expresión anormal en numerosos tumores humanos genera un 

aumento en la inestabilidad genómica (Boutros y col., 2007), estimula la progresión del 

ciclo celular y la transformación maligna de las células. Además es importante en las fases 

tempranas de la progresión del carcinoma de mama (Ito y col., 2004). En el presente 

estudio se ha observado una inhibición confirmada por RTPCR (FC: 0.27; P=0.0038. 

Estudio de RTPCR), lo cual está de acuerdo con resultados de estudios previos. Así, por 

ejemplo se ha descrito que con una dosis de 4mg/kg de doxorubicina produce una 

pérdida del punto de control en G2/M por la pérdida de Cdc25B. Dicho estudio se 

realizó en células deficientes en p53, usando un modelo de ratón desnudo. La pérdida del 
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punto de control está mediada por la activación de p38 en respuesta a un daño en el 

ADN, resultando en una catástrofe mitótica y una regresión de los tumores murinos in 

vivo (Reinhardt y col., 2007). 

 

La adriamicina origina desórdenes hematológicos con un posible papel en la 

hipoxia tumoral. 

La adriamicina también genera una marcada disminución de la expresión en otros 

genes cómo HBB (FC: 0.05; P=0.0087. Estudio de RTPCR). Este gen codifica una 

proteína (cadena beta-globina de la hemoglobina) que está implicada en el transporte de 

oxígeno hacia los tejidos periféricos, tradicionalmente, su pérdida se ha relacionado con 

la beta talasemia (Chang et al., 2008).  

 

Es ampliamente conocido que la adriamicina genera anemia (sal-Shabanah y col., 

1998), y esta reducción en la cadena beta de la hemoglobina ocasionaría, además de la 

consabida anemia, un reparto menor de oxígeno. Esta situación generaría una hipoxia 

tumoral, hecho que favorecería la angiogénesis y posiblemente la metástasis. Por otro 

lado, la pérdida de HBB a nivel tumoral se ha relacionado con un incremento en la 

proliferación y crecimiento tumoral en cáncer tiroideo anaplásico, mientras que su 

recuperación disminuye dicho crecimiento (Onda y col., 2005). No tenemos nada que 

demuestre que la pérdida de HBB en nuestro modelo genere un aumento del crecimiento 

tumoral. Sin embargo, si es más probable que ocasione anemia, por este motivo sería 

razonable diseñar una estrategia para comprobar si esta reducción en la expresión de HBB 

está relacionada con un posible efecto tóxico cómo la anemia. Además,  estudios futuros 

deberán realizarse para comprobar si dicha situación implica un aumento de la hipoxia 

tumoral y la reducción de la habilidad inhibidora del crecimiento tumoral. 

 

Esa situación de anemia/hipoxia tumoral se ve agravada por HBA-A1 cuya expresión 

disminuyó tras el tratamiento con adriamicina (FC: 0.07; P=0.0138. Estudio de RTPCR). 

Este gen codifica una proteína que forma cadenas en la hemoglobina adulta con lo que 

estaría implicada en el transporte de oxígeno, y su ausencia origina lo que se conoce cómo 

alfa talasemia (Bernini y Harteveld, 1998). Además, la expresión de la hemoglobina alfa 2 
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se ha encontrado disminuida en células K562 de leucemia humana resistentes a la 

doxorubicina (Ichikawa y col., 2004).  

 

Por otro lado, la probable beta talasemia generada por la adriamicina se ve 

disminuida gracias a la reducción de la expresión de la globina alfa (GLOA; LOC287167) 

(FC: 0.12; P=0.0254. Estudio de RTPCR). Este aspecto ha sido recientemente observado 

por Voon y colaboradores, tras la inhibición de la globina alfa con ARNsi (Voon y col., 

2008). Tal ausencia ocasiona alfa talasemia (Adam y col., 2005), y aunque 

tradicionalmente se considera heredada, también se han descrito talasemias no heredadas 

(Steensma y col., 2005; Forget, 2006). Pero además, la sobrerregulación de la globina alfa 

origina apoptosis en células hematopoyéticas FL512 (Brecht y col., 2005a) mediado por la 

regulación de GATA2 (Brecht y col., 2005b 

 

Pero el tratamiento con ADR parece no quedar ahí, ya que se ha observado otro gen 

muy inhibido que codifica la enzima aminolevulínico ácido sintasa 2 (ALAS2) (FC: 0.05; 

P=0.037. Estudio de RTPCR). El producto de este gen es una enzima eritroide 

mitocondrialmente localizada. La proteína codificada cataliza el primer paso en la ruta 

biosintética del grupo hemo. El defecto en este gen causa anemia sideroblástica 

relacionada con piredoxina X (Bishop, 1990; Lee y col., 2006). 

 

Así pues, se estaría hablando de otro gen inhibido por el tratamiento con 

doxorubicina relacionado con la anemia. En este caso no está implicado en la síntesis de 

la hemoglobina cómo los anteriores, sino que se relaciona con la biosíntesis del grupo 

hemo. Este efecto de la quimioterapia causante de anemia sideroblástica, podría haber 

sido previamente descrito por Dhot y colaboradores, que describieron la producción de 

anemia refractaria con presencia de sideroblastos en anillo en carcinoma de mama tras el 

tratamiento quimioterápico (Dhot y col., 1994). 

 

En general, se observa una reducción en la expresión de genes relacionados con 

desórdenes hematológicos. Estas secuencias están presuntamente relacionadas con la 

administración de la quimioterapia. Dichos desórdenes hematológicos podrían ser una 

consecuencia del síndrome mielodisplásico en pacientes con cáncer de mama (Smith, 
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2003a; Smith y col., 2003b) consecuencia de la mielosupresión que ocasiona la 

adriamicina (Kaklamani y Gradishar, 2003). Si el defecto de hemoglobina, así como el del 

propio grupo hemo, generados por la adriamicina ocasionan un déficit de oxígeno en los 

tejidos periféricos, incluido el tumor, la hipoxia será mayor en estos animales ya que se 

une a la típica hipoxia del modelo de DMBA (Mathivadhani y col., 2007). De este modo, 

la probabilidad de angiogénesis y posterior metástasis es mayor. 

 

Sin embargo, los probabilidades de metástasis disminuyen ligeramente, ya que en 

nuestro estudio la adriamicina reduce la expresión de una kinasa que promociona la 

metástasis tumoral cuando está sobreexpresada (LIMK2) (FC: 0.83; P=0.0325. Estudio de 

RTPCR) (Scott y Olson, 2007). Sería interesante estudiar la repercusión que tiene la 

inhibición de los genes relacionados con la síntesis de hemoglobina y de grupo hemo en 

el tumor, o en el microambiente tumoral. ¿Será señal de hipoxia en el microambiente 

tumoral? ¿Qué implicaciones tendrá sobre el crecimiento tumoral y eficacia de la 

quimioterapia? Futuras investigaciones han de realizarse para contestar dichas cuestiones.  

 

La sobreexpresión de ADRA2A cómo posible vía de escape de las células tumorales 

a la citotoxicidad de la adriamicina. 

Otro gen sobreexpresado en el grupo tratado con adriamicina es el que codifica para 

el receptor alfa adrenérgico 2 (ADRA2A) (FC: 2.89; P=0.0288. Estudio de RTPCR). Este 

resultado para la doxorubicina es muy interesante, ya que se ha descrito a nivel 

cardiovascular un descenso en la expresión de proteína del receptor adrenérgico alfa 1, a 

una concentración de 0.3 μM (Murata y col., 2001), pero no a nivel tumoral de Adra2a. 

 

El receptor alfa adrenérgico 2, y en general todos los receptores alfa adrenérgicos, 

están relacionados con la proliferación celular en líneas celulares tumorales. En líneas de 

cáncer de mama, se ha visto que se expresa sólo en células hormono independientes. Así, 

en líneas agresivas HS-578T insensibles a hormonas, la expresión elevada de ARN de 

ADRA2A mediante RTPCR, así como sus niveles de proteínas totalmente funcionales, se 

relacionaron con un aumento en la proliferación de dichas células (Vázquez y col., 2006). 

Sin embargo no se expresa en células sensibles a hormonas cómo MCF-7. Por tanto, no 

existiría la estimulación de la proliferación mediado por derivados de estrógenos cómo los 
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catecolestrógenos a partir del 17β-estradiol sobre los receptores alfa adrenérgicos 2b y 2c 

(Chiesa y col., 2008).  

 

Un posible mecanismo por el cual la activación de ADRA2A promueve la 

proliferación celular puede ser el mediado por AKT y la transactivación de EGFR. Se ha 

descrito en células de feocromocitoma (PC12) que ADRA2A activa a fosfolipasa C, se 

produce la liberación de ácido araquidónico y su oxidación por epoxidasa dependiente de 

citocromo P450. A continuación se estimulan metaloproteasas de la matriz y se genera 

una transactivación de EGFR. Este mecanismo tiene lugar a través de la activación de Src 

y de la liberación de factor de crecimiento tipo EGF de unión de heparina (HB-EGF), 

resultando en la activación de AKT y MAPK (Karkoulias y col., 2006). Este mecanismo es 

muy similar a lo que ocurre en células CaCo2, en las que también se genera la activación 

de PI3K/AKT por la transactivación de EGFR (Buffin-Meyer y col., 2007). 

 

La sobreexpresión de ADRA2A podría ser un intento de la célula tumoral de 

esquivar la acción citotóxica de la adriamicina. Sería interesante observar que cambios se 

producen si se administran antagonistas de ADRA2A (ej. Yohimbina) en aquellos 

tumores tratados con adriamicina sobre la proliferación celular. Además de esta 

posibilidad, dicho aumento de ADRA2A podría estar relacionado con un incremento en 

la resistencia a la hipoxia. Este efecto podría ser similar al que ocurre en neuronas 

sometidas a hipoxia hipobárica (Chang y col., 2006) en contraposición a la hipoxia 

generada por la baja síntesis de grupo hemo y de las cadenas de la hemoglobina. Situación 

que resulta en una disminución del transporte de oxígeno al tumor. Esta condición de 

hipoxia explicaría perfectamente la reducción en nuestro estudio de la expresión de 

SQLE. La razón es que la menor expresión de este gen es un mecanismo de adaptación de 

los hepatocitos de ratones a situaciones de hipoxia (Dolt y col., 2007), disminuyéndose la 

síntesis de esteroles (Xu y col., 2008). 
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La sobreexpresión de SGCG por la adriamicina podría reducir el crecimiento 

tumoral. 

Otro gen cuya expresión se ve aumentada por el tratamiento con adriamicina es 

SGCG [sarcoglycan, gamma (dystrophin-associated glycoprotein)] (FC: 3.54; P=0.0306. 

Estudio de RTPCR). 

 

Este gen codifica una glicoproteína perteneciente al sarcolema de músculo estriado, a 

las cuales se asocia la proteína del citoesqueleto llamada distrofina, proteína producto del 

gen de la distrofia muscular de Duchenne. Esta proteína del sarcolema forma parte de un 

complejo de glicoproteínas: alfa, beta, gamma y delta. Los defectos genéticos de estas 

proteínas causan cuatro formas distintas de distrofias musculares, y por tanto la 

degeneración del músculo, tanto esquelético cómo cardiaco (Matsumura y col., 1999; 

Hack y col., 2000). La deficiencia de tales sarcoglicanos se denomina sarcoglicanopatía, y 

la relacionada con la deficiencia en la expresión del gen de gamma sarcoglicano se conoce 

cómo gamma-sarcoglicanopatía (Watchko y col., 2002). La mutación en el gen gamma 

sarcoglicano produce una sarcoglicanopatía, una distrofia muscular severa conocida como 

LGMD-2C (Limb-Girdle Muscular Distrophy), que incluye la distrofia muscular de 

Duchenne y de Becker. Las sarcoglicanopatías muestran niveles normales de distrofina, 

mientras que las distrofinopatías presentan deficiencias de todas los sarcoglicanos 

(Watchko y col., 2002).  

 

Cómo se ha anotado anteriormente, la deficiencia de esos sarcoglicanos origina tanto 

distrofia muscular en músculo esquelético cómo en cardiaco. Así pues, la deficiencia del 

complejo distrofina-sarcoglicano da lugar a miopatías (Heydemann y col., 2007). Incluso 

tras un infarto agudo de miocardio, se puede originar un fallo cardiaco cómo 

consecuencia de la disminución en el complejo distrofina-sarcoglicano (Yoshida y col., 

2003). 

 

En relación con el cáncer, y más concretamente con el de mama, no hemos 

encontrado relación alguna con el gen gamma sarcoglicano. No obstante, hay un quinto 

sarcoglicano, el épsilon, que parece estar relacionado con la adhesión y la integridad 

celular (Piras y col., 2000). Por otro lado, un componente del complejo glicoproteína-
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distrofina, el distroglicano, tiene un papel importante en el desarrollo de las células 

epiteliales, formación del basamento de las membranas y la organización de la 

arquitectura tisular. Este aspecto ha sido muy estudiado en células epiteliales de mama, y 

cuya pérdida está relacionada con la progresión del cáncer (Weir y Muschler, 2003; 

Brennan y col., 2004). En cánceres humanos de mama, colon, cabeza y cuello, y de 

próstata, se ha observado una reducción o pérdida de la expresión de los genes de los 

distroglicanos. Dicha pérdida o reducción da como resultado un aumento de la invasión, 

diseminación tumoral (Brennan y col., 2004), y la progresión tumoral (Sgambato y col., 

2003). Por último, la sobreexpresión de utrofina salvaje, una proteína relacionada con la 

distrofina, en células de cáncer de mama, origina una reducción del crecimiento celular in 

vitro y en ratones desnudos (Li Y y col., 2007). 

 

En base a estas premisas, la sobreexpresión del gen SGCG encontrada en los tumores 

mamarios tratados con adriamicina, podría estar indicando un papel similar al que tienen 

los genes relacionados con la distrofina sobre las células epiteliales y por tanto sobre la 

progresión tumoral. Sin embargo, la hipótesis de que la sobreexpresión de SGCG sea 

inhibidor del crecimiento tumoral tendrá que ser estudiada, y en caso de ser confirmada 

se describiría un mecanismo novedoso de la adriamicina cómo agente antitumoral.  

 

La sobreexpresión de THRSP cómo posible marcador de la acción inhibidora de 

TOP2A semejante a FAS (Fatty Acid Synthase). 

Otro gen que se encuentra muy sobreexpresado en los carcinomas mamarios tras el 

tratamiento de la adriamicina es THRSP (thyroid hormone responsive protein) (FC: 5.17; 

P=0.0349. Estudio de RTPCR). THRSP es un gen que codifica una proteína similar al 

producto del gen S14, un gen de rata cuya expresión se limita a hígado y tejido adiposo, y 

que es controlado por factores hormonales y nutricionales.  

 

Se ha encontrado expresado en cáncer de mama lipogénico, lo que sugiere que tiene 

un papel en el control del metabolismo lipídico tumoral (Moncur y col., 1998). Este gen 

(THRSP) se ha considerado cómo un marcador de cáncer de mama agresivo, encontrado 

en tumores mamarios lipogénicos, que tienen un mal pronóstico, ya que suelen presentar 

también elevada la expresión de FAS (Fatty Acid Synthase). En estos tumores de mama 
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lipogénicos con receptores de progesterona, la progestina induce la expresión tanto de 

THRSP cómo de FAS promoviéndose el crecimiento tumoral acelerado. Sin embargo, el 

bloqueo de este gen origina apoptosis (Kinlaw y col., 2006). Además, la alta expresión de 

THRSP en tumores mamarios invasivos es indicativo de una menor supervivencia de los 

individuos (Wells y col., 2006). Por tanto, la sobreexpresión de este gen en tumores 

lipogénicos está relacionado con una mayor producción de lípidos, y con un mayor 

crecimiento tumoral cómo se ha visto en líneas celulares MCF-7 (Martel y col., 2006).  

 

Estas observaciones sobre la relación entre THRSP y el cáncer de mama no se han 

llevado a cabo tras el tratamiento con adriamicina. En nuestro modelo encontramos que 

en los tumores no tratados, la expresión no varía con respecto al inicio del estudio (según 

el estudio de microrray, ya que este gen no ha sido confirmado mediante RTPCR para 

dicho grupo). Esta situación difiere de lo que ocurre en los animales tratados con ADR, 

en los que la expresión se eleva de forma visible con respecto al momento pretratamiento. 

Esto sugiere que el tratamiento ocasiona un aumento en la expresión de enzimas 

lipogénicas, que está de acuerdo con los elevados niveles de lípidos plasmáticos 

determinados en los animales tratados con ADR, facilitándose en cierto modo el 

crecimiento tumoral, pudiendo ser un efecto adverso de la quimioterapia.  

 

Los estudios demuestran que los inhibidores de la Topoisomerasa IIα (TOP2A) 

cómo la doxorubicina, promueven la sobreexpresión de FAS (Fatty Acid Synthase) en 

células de cáncer de mama SK-Br3 que sobreexpresan Her-2/neu. Así pues, la 

sobreexpresión de la ácido graso sintasa tras la adición de antraciclinas, es un marcador 

que sustituye a la expresión de TOP2A cómo indicativo de la acción de dichos 

inhibidores en carcinomas de mama que sobreexpresan Her-2/neu. Además, es 

interesante observar cómo las combinaciones quimioterapéuticas de bloqueadores de la 

enzima FAS e inhibidores de TOP2A no es lo ideal, ya que tal inhibición de FAS provoca 

una disminución de la diana sobre la que debería actuar TOP2A, demostrando que no 

hay sinergismo alguno (Menendez y col., 2006). 

 

A la luz de estos resultados surgen preguntas que merecen contestación mediante 

futuros estudios: ¿Tendrá relación alguna la adriamicina con THRSP del mismo modo 
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que la que presenta con FAS? ¿Tendrá que ver con el estado de HER-2/neu? ¿Mejoraría el 

grado de eficacia de la quimioterapia aplicando antagonistas de enzimas del metabolismo 

lipídico cómo THRSP en cáncer de mama lipogénico, a diferencia de lo que parece 

ocurrir con el bloqueo combinado de FAS?  

 

Reducción del escape inmune por la represión de EGR3 por la adriamicina. 

EGR3 (early growth response 3) presentó una expresión disminuida tras el 

tratamiento con adricamicina (FC: 0.46; P=0.049. Estudio de RTPCR). EGR3 es un 

factor de transcripción que tiene un papel importante en el crecimiento y diferenciación 

celular. Su expresión está mediada por los estrógenos, y su inmunoreactividad se 

relaciona con la expresión del receptor de estrógenos alfa. El mecanismo propuesto, es 

que tras su expresión inducida por los estrógenos, EGR3 a su vez induce la expresión de 

varios factores relacionados con el crecimiento, escape inmune, invasión y metástasis de 

las células de cáncer de mama, como por ejemplo el FAS ligando (FasL, ligando del 

receptor muerte FAS). Dicho ligando puede ser fabricado por el tumor para producir la 

apoptosis de las células inmunes y vecinas sensibles a FAS, escapando de la respuesta 

inmune y seleccionando clones más agresivos (Reimer y col., 2000; Yakirevich y col., 2000).  

 

Cómo se acaba de comentar, EGR3 está implicado en la ruta de los estrógenos. El 

tamoxifeno inhibe la expresión de EGR3, siendo además un buen factor pronóstico de 

invasividad y malignidad del cáncer de mama dependiente de estrógenos (Suzuki y col., 

2007; Hayashi y Yamagushi, 2008). Así pues, si la adriamicina disminuye la expresión de 

este gen, esto sería un indicador de buen pronóstico. Además de este mecanismo, este gen 

está implicado en la ruta de señalización de VEGF facilitando la angiogénesis (Liu et al., 

2008). No hay estudios anteriores que demuestren la disminución de la expresión de 

EGR3 por parte de la adriamicina cómo lo hace el tamoxifeno (Hayashi y Yamagushi, 

2008). Por tanto, las razones por las cuales esto ocurre aún no se pueden explicar, 

quedando pendiente tal explicación en futuras investigaciones. 

 

La adriamicina no parece bloquear el ciclo celular en la fase G0/G1. 

La adrimicina no sólo produce efectos secundarios asociados a su agresividad cómo 

buen fármaco de quimioterapia. Hay veces en las que esta antraciclina parece no tener 
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efecto sobre la expresión de ciertos genes que codifican proteínas relacionadas con 

eventos apoptóticos, y cuya falta de expresión ocurre en el cáncer de mama inducido con 

DMBA. Este es el caso del factor de transcripción TEF que se encuentra reprimido tras el 

tratamiento con ADR (FC: 0.52; P=0.0236. Estudio de RTPCR). Dicho factor induce la 

transactivación de TSHB (hormona estimulante del tiroides), y se ha visto que induce la 

detención del ciclo en G0/G1 de células de leucemia impidiendo la apoptosis celular 

(Inukai y col., 2005). Al estar inhibido (cómo es nuestro caso) no produce la parada en el 

ciclo celular G0/G1, resultado que está de acuerdo con el modo de acción de los 

inhibidores de la topoisomerasa (Sausville y Longo, 2006), facilitando la supervivencia de 

las células tumorales en esta fase. No obstante, que la adriamicina no detenga el ciclo 

celular en la fase G0/G1 no quiere decir que no lo haga en ninguna fase. En este sentido, 

se debe recordar que la represión de CDC25B por parte de la ADR causa un bloqueo en 

la fase G2/M. 

 

La represión de GIT2 favorece el aumento de radicales libres generados por la 

adriamicina. 

Como consecuencia de la reducida expresión de GIT2 (G protein-coupled receptor 

kinase-interactor 2) (FC: 0.76; P=0.0004. Estudio de RTPCR) se produce un aumento en 

la producción de radicales libres cómo anión superóxido (Mazaki y col., 2006; Sabe y col., 

2006). Además de la reducción en la síntesis de glutatión cómo consecuencia de la menor 

expresión de GCLC (glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit) (Aiba y col., 2008; Han y 

col., 2008). Esta situación provoca un aumento en los radicales libres intracelulares y una 

menor capacidad de la célula para eliminarlos. Mostrándonos un nuevo mecanismo que 

puede arrojar luz sobre uno de los mecanismos de acción de la adriamicina, la elevada 

producción de ERO.  

 

Otras vías aparentemente no afectadas por el tratamiento con adriamicina. 

Al igual que ocurre en el grupo HT, la adriamicina no parece tener efecto sobre la 

expresión de ciertos genes. El gen CCNL2 presenta una transcripción reducida (FC: 0.5; 

P= 0.0043. Estudio de RTPCR) al igual que ocurre en los grupos HT y DMBA, lo cual 

podría indicar que no es un gen clave. Por otra parte, para el gen NHN1 sirve lo mismo 

expuesto para este gen en el grupo HT. Por último, la expresión de OGFRL1 (opioid 



 
247 DISCUSION

 
 

 

growth factor receptor-like 1) (FC: 1.3; P=0.035. Estudio de RTPCR) no constituye un 

gen con aparente importancia en el estudio que se presenta. 

 

V.4.- GENES CONFIRMADOS EN EL GRUPO DMBA. 

 

A continuación se revisan aquellos genes validados para el grupo DMBA y que están 

implicados en la disminución de la apoptosis, promoción de la proliferación celular, y en 

definitiva en los diferentes aspectos relacionados  con el mecanismo de acción del 7,12-

dimetilbenzo(α)antraceno (DMBA). 

 

El DMBA bloquea la capacidad inhibidora tumoral de GABA. 

Entre los genes implicados en el crecimiento celular que se hallan en nuestro modelo 

de DMBA se encuentra el que codifica para el receptor Gaba-B (GABBR1) y que se 

encuentra reprimido (FC: 0.49; P=0.0201. Estudio de RTPCR). Es una proteína 

receptora de GABA implicada en el crecimiento tumoral. En este modelo, el bajo nivel de 

expresión de este receptor indica que los procesos inhibidores del crecimiento tumoral 

por parte de GABA se encuentran bloqueados. Por tanto el crecimiento tumoral se ve 

favorecido. Esta afirmación se basa en que los antagonistas de este receptor (ej. 

Baclophen) tienen efecto inhibidor del crecimiento de tumores mamarios (Opolski y col., 

2000).  

 

Mayor crecimiento celular inducido por hormonas mediado por la represión del 

DMBA sobre NNAT. 

Otro mecanismo que se puede corroborar mediante el estudio de expresión génica es 

el que promueve el crecimiento celular inducido por hormonas y mediado por NNAT 

(neuronatin). La menor expresión de esta secuencia en el grupo control de DMBA (FC: 

0.56; P=0.0144. Estudio de RTPCR) no está en la línea marcada por Papaconstantinou y 

colaboradores, en la que NNAT ve aumentada su expresión (Papaconstantinou y col., 

2006). Esto puede ser debido a que estos autores llevan a cabo el análisis tumoral 6 

semanas después de administrar el carcinógeno, que también es DMBA. De este modo, 

las lesiones objeto de estudio son preneoplásicas, que distan de los carcinomas mamarios 

obtenidos en el modelo que se discute en esta memoria de tesis doctoral.   
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Esta secuencia génica (NNAT) codifica una proteína relacionada con el crecimiento 

celular regulado por hormonas (Uchihara y col., 2007) que se ha encontrado 

hipermetilado en células de cáncer de próstata (Yamashita y col., 2008) y en leucemia 

pediátrica aguda (Kuerbitz y col., 2002). Su sobreexpresión se ha correlacionado con un 

mejor pronóstico en cáncer de pulmón de células pequeñas (Uchihara y col., 2007), 

neuroblastoma (Higashi y col., 2007), así como en células de carcinoma mamario 

resistentes al tamoxifeno (Becker y col., 2005), etc. En cáncer de mama aún no se conoce 

la implicación de esta proteína, y menos aún en el inducido por DMBA. Sin embargo, en 

relación a esto, se ha visto que suele estar hipermetilado en diferentes tipos de cánceres, 

pudiendo dar la pista de que en nuestro modelo también se encuentre metilado cómo 

consecuencia de las propiedades tumorales del DMBA. Esta podría ser la razón por la 

cual está inhibido en nuestro estudio. 

 

El DMBA favorece la progresión del ciclo celular y la proliferación al reprimir a 

MAX e incrementar a ID1. 

La progresión del ciclo celular implica que hay proliferación. Con relación a esto, la 

inhibición en el modelo de DMBA de la proteína MAX (FC: 0.76; P=0.0218. Estudio de 

RTPCR) indica que las células están entrando en la fase G1 del ciclo celular. Tal 

represión de MAX está íntimamente relacionada con la sobreexpresión de Myc y la 

inhibición de un supresor tumoral de la misma familia que las dos anteriores, Mnt 

(Hooker y Hurlin, 2006). 

 

Con una expresión elevada (FC: 2.17; P=0.0239. Estudio de RTPCR) se encuentra 

ID1 (inhibitor of DNA binding 1). Se trata de un gen que codifica una proteína que 

promueve la proliferación y el avance del ciclo celular. Se encuentra sobreexpresado en 

numerosos cánceres, lo que está relacionado con estados avanzados de la enfermedad. 

Además, se caracteriza por sacar a las células del estado de senescencia replicativa 

inducida por supresores tumorales cómo p16. De hecho, el aumento en la expresión de 

ID1 disminuye la de los supresores cómo p16 (CDKN2A) o Rb. Además se ha propuesto 

que promueve el crecimiento celular en respuesta a mitógenos, siendo diana corriente 

abajo de la familia MAPK. Concretamente se ha estudiado que la expresión de ID1 se 

induce a través del miembro de la familia MAPK pro crecimiento llamado EGR1 (uno de 
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los miembro de la familia EGR, junto a EGR3 estudiado en ADR). ID1 es un oncogén 

asociado a la malignidad, proliferación incontrolada, resistencia a la apoptosis y 

metástasis de los tumores, entre los que se encuentran los mamarios (Wong y col., 2004; 

Ling y col., 2006). Por otra parte, también protege a las células de la apoptosis mediada 

por la quimioterapia (Zhang X y col., 2007).  

 

El DMBA podría reducir la apoptosis mediada por la serotonina. 

El DMBA inhibe la expresión de un que parece estar relacionado con la apoptosis, 

SLC6A4 [(solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, serotonin), member 4)] 

(FC: 0.54; P=0.0018. Estudio de RTPCR). Codifica una proteína integral de membrana 

que se encarga de transportar serotonina al interior celular. La serotonina (5-

hidroxitriptamina) además de las funciones típicas en el sistema nervioso cómo 

neurotransmisor, ha demostrado tener capacidad apoptótica en células de linfoma 

(Meredith y col., 2005).  

 

En el cáncer de mama se está estudiando la interacción de los inhibidores de la 

reabsorción de serotonina (ej. escitalopram) con el metabolismo del tamoxifeno y el 

incremento en el riesgo de cáncer de mama, así como por su propio uso. No obstante aún 

no se han encontrado evidencias epidemiológicas que avalen esta hipótesis (Coogan y col., 

2008; Lash y col., 2008). La inhibición de SLC6A4 por el DMBA podría ser un motivo 

por el cual la serotonina no pudiera llevar a cabo su posible actividad apoptótica en 

contra de las células tumorales, tal como lo hace frente a las de linfoma. Sin embargo, esta 

hipótesis deberá ser convenientemente estudiada. 

 

La expresión de ciertos genes determina la aparición o no de metástasis en el 

modelo DMBA. 

Otro gen que codifica factores relacionados con la supervivencia a la apoptosis en 

células endoteliales vasculares es ANGPTL4 (angiopoietin-like 4), que se encuentra 

aumentado en el grupo DMBA (FC: 2.14; P=0.0190. Estudio de RTPCR). Este gen 

codifica una proteína ampliamente estudiada en el metabolismo de lípidos y glucosa, 

inhibiendo la lipoproteín lipasa y aumentando los niveles séricos de VLDL. Se encuentra 

inducido en situaciones de hipoxia y es diana de los PPAR. Aunque en ciertas situaciones 
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se ha visto que es un inhibidor de la angiogénesis, en otras ha mostrado actividad 

inductora de tal, denotando una actividad tejido-específica. Además, ha resultado ser un 

mediador de la metástasis de células de cáncer de mama hasta el pulmón. Con respecto a 

esto último, la expresión es estimulada por TGFβ, lo que facilita la entrada de las células a 

los vasos y su posterior salida a los pulmones (Padua y col., 2008). Al igual que ocurre en 

el grupo ADR, en el de DMBA también aparece inhibido el gen TEF con respecto al 

momento pretratamiento. Este hecho indica que las células tienen otro factor en su favor 

para escapar de los mecanismos de control celular, como es en este caso, la apoptosis, 

favoreciéndose su supervivencia. 

 

Además de los genes ya estudiados, hay uno en particular que aún sigue presentando 

muchas dudas sobre su papel en la carcinogénesis mamaria. Se trata de S100A9 [(S100 

calcium binding protein A9 (calgranulin B)], un miembro de las proteínas S100 de unión 

de calcio. Este gen presenta un papel promotor en muchos cánceres, aunque se ha 

descrito un posible papel supresor en otros cómo el de mama de células mioepiteliales. 

Sin embargo, sigue siendo un misterio el porqué siempre está sorbreexpresado en las 

neoplasias mamarias, cómo también ocurre con otros miembros cómo S100A6. Éste 

último se ha descrito que está sobreexpresado en modelos de carcinogénesis mamaria en 

ratas con DMBA (Papaconstantinou y col., 2006). Estos resultados están en concordancia 

con el obtenido en el presente trabajo (FC: 2.84; P=0.0466. Estudio de RTPCR). Además, 

la proteína que codifica se ha visto que favorece la movilidad celular y que actúa cómo 

quimioatrayente. Esto facilita la llegada de células tumorales a los sitios premetastásicos 

en el parénquima pulmonar, además de ser un marcador de poca diferenciación celular y 

por tanto de mal pronóstico en adenocarcinomas mamarios (Salama y col., 2008).  

 

La capacidad metastásica del modelo de DMBA se ve aumentada si tenemos en 

cuenta que la disminución en la expresión (cómo la que se presenta en nuestro estudio) 

de MYH9 (myosin, heavy polypeptide 9, non-muscle) (FC: 0.68; P=0.0107. Estudio de 

RTPCR) conduce a la estabilización de microtúbulos y aumenta la capacidad metastásica 

de las mismas (Even-Ram y col., 2007). Además, la proteína codificada por este gen ejerce 

su acción regulada a través de S100A4, un miembro de la familia prometastásica a la que 

pertenece S100A9 (Dulyaninova y col., 2007). Esta relación MYH9-S100A4 podría darse 
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también con la proteína S100A9 encontrada en nuestro modelo. Papaconstantinou y 

colaboradores encontraron una disminución en la expresión de otros miembros de la 

familia de MYH9, así por ejemplo, MYH4 o MYH6 vieron su transcripción reducida 6 

semanas después de la administración de DMBA (Papaconstantinou y col., 2006). 

 

En relación a factores relacionados con la metástasis, hay que indicar que además de 

ANGPTL4, S100A9 y MYH9, hay otros genes que guardan relación con la metástasis y 

que se han validado en el grupo tratado con DMBA. Por un lado se encuentra la 

PCDHA4 (protocadherin alpha 4), que a pesar de no estar relacionada con el cáncer de 

mama, en general, las protocaderinas se han estudiado cómo proteínas encargadas de la 

interacción célula-célula (aunque a nivel de neuronas) (Mungenast y Ojeda, 2005). La alta 

expresión de PCDHA4 en el modelo de DMBA (FC: 2.30; P=0.0174. Estudio de 

RTPCR) podría estar relacionada con la baja tasa de metástasis que presenta el modelo 

(Thompson y Singh, 2000).  

 

Lo anterior se suma a la baja expresión de genes derivados de los mastocitos que se 

encuentran en nuestro estudio. Estos, además de estar relacionados con la inflamación, 

también tienen que ver con la ruptura de las estructuras que soportan a las células, 

facilitando su movilidad y por tanto la metástasis. Este es el caso del gen de la triptasa 

TPSAB1 (FC: 0.30; P=0.0120. Estudio de RTPCR) y del de la quimasa CMA1 (FC: 0.45; 

P=0.0208. Estudio de RTPCR), procedentes de los mastocitos, relacionadas con la 

metástasis y la inflamación (Amini y col., 2007; Caughey, 2007). Por otra parte, la 

reducida expresión del antígeno de superficie de los mastocitos encontrada en el grupo 

control de DMBA (MCA32) (FC: 0.60; P=0.0442. Estudio de RTPCR), indica que estos 

mastocitos no se encuentran muy activos (Pirozzi y col., 1995). Por tanto es normal que las 

anteriores secuencias (TPSAB1 y CMA1) no se presenten una transcripción elevada.  

 

Además de estos factores, la baja expresión de nexilina (NEXN) encontrada en el 

grupo DMBA (FC: 0.58; P=0.0147. Estudio de RTPCR) indica que las células tumorales 

no están en programa metastásico, ya que la depleción de ésta reduce la movilidad celular 

(Wang y col., 2005).  
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En conjunto, el estudio de todos estos genes indica nos muestra que este modelo no 

es predominantemente metastásico, pero que hay factores que podrían provocarla. Se 

trata pues de un equilibrio que muy probablemente se terminará rompiendo a largo 

término a favor de la metástasis. 

 

La menor expresión de PGR podría indicar agresividad tumoral. 

Un gen cuya expresión está disminuida en el grupo de DMBA y que no ha sido 

validada en los otros dos grupos su menor expresión detectada por microarray es el PGR 

(receptor de progesterona) (FC: 0.41; P=0.0190. Estudio de RTPCR). Este gen codifica el 

receptor de progesterona, cuya sobreexpresión está implicada en el desarrollo del cáncer 

de mama. De hecho, Marxfeld y colaboradores encuentran una sobreexpresión de hasta 

14.92 (Marxfeld y col., 2006a; Marxfeld y col., 2006b). Que en nuestro estudio se vea 

disminuida la expresión de PGR con respecto al momento inicial no quiere decir que en 

comparación con un tejido sano esté bajo. Podría presentar una expresión aumentada, 

aunque para saber si está realmente incrementada se debería comparar la expresión de 

este receptor en los tumores con respecto a tejido mamario sano. No obstante, queda 

claro que la expresión de PGR ha disminuido con respecto al momento de la biopsia. 

Dicha pérdida podría estar relacionada con un aumento en la agresividad tumoral, 

promoviendo vías de supervivencia cómo AKT, al reducirse la expresión de su supresor 

PTEN e incrementarse la expresión de HER2/neu (Bedard y col., 2008). 

 

El modelo de DMBA favorece la inflamación. 

Los procesos inflamatorios tienen una especial importancia en el desarrollo del 

cáncer (Cornwell y Ma, 2008). En nuestro modelo el incremento de LTC4S (leukotriene 

C4 synthase) (FC: 1.76; P=0.0256. Estudio de RTPCR) indica que la síntesis de 

leucotrienos de la serie 4 a partir de ácido araquidónico podría estar elevada. Dichos 

leucotrienos median procesos inflamatorios (Iovannisci y col., 2007) y facilitan el 

desarrollo tumoral. La transcripción de LTC4S puede ocurrir cómo consecuencia de la 

presencia de citoquinas, como ocurre con TGFβ en macrófagos (Riddick y col., 1999). 

 

 



 
253 DISCUSION

 
 

 

El modelo de carcinogénesis mamaria usando DMBA podría estar influenciado 

por la inhibición del gen PER2 y de CCLN2. 

  

El gen PER2 (Period homolog 2 ) codifica una proteína clave del ritmo, y contribuye 

a la regulación circadiana de la transcripción de genes corriente abajo y de sí mismo 

(Rosbash y Takahashi, 2002). La relación que guarda con el cáncer ha sido ampliamente 

documentada a lo largo de los años, e incluso se le ha llegado a nombrar como supresor 

de tumores. Se ha visto que la expresión de PER2 en células de cáncer produce una 

inhibición del crecimiento celular, parada del ciclo celular, apoptosis y pérdida de la 

habilidad clonogénica. Estudio realizados en ratones maduros con el gen PER2 dañado 

aparecieron glándulas salivares hiperplásicas. Ratones con PER2 mutante desarrollaban 

linfomas espontáneos y además eran más sensibles al estrés genotóxico (radiación 

gamma). Un estudio demostró que el 95% de los tumores de mama presentaban niveles 

de PER1 y PER2 inhibidos. (Fu y col., 2002; Moser y col., 2006; Chen-Goodspeed y Lee, 

2007). Así pues, la inhibición de la expresión en el grupo DMBA (FC: 0.37; P=0.0037. 

Estudio de RTPCR) muestra un mecanismo a través del cual el DMBA favorece la 

carcinogénesis mamaria. 

 

Por otra parte, la inhibición de la transcripción del gen CCNL2 (cyclin L2) (FC: 

0.62; P=0.0084. Estudio de RTPCR) está relacionada con la reducción de la apoptosis (Li 

HL y col., 2007). Este hecho constituye un punto de apoyo para la proliferación celular 

mediada por el DMBA. 

 

Otras vías aparentemente no relacionadas con la carcinogénesis del DMBA. 

El factor de crecimiento endotelial llamado betacelulina (BTC), presenta una 

expresión menor en el grupo DMBA (FC: 0.33; P=0.0288. Estudio de RTPCR). Este gen 

codifica una proteína que se une a los receptores EGFR y Erb para llevar a cabo sus 

efectos encaminados al crecimiento (Révillion y col., 2008). La inhibición de la expresión 

de la betacelulina en el modelo de DMBA podría indicar que este mecanismo no es 

prioritario en dicho modelo desde el punto de vista de la tumorogénesis. En los estudios 

realizados sobre ratas con tumores mamarios inducidos con DMBA, tampoco aparece la 
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betacelulina, sin embargo, si es más normal que aparezcan otros factores de crecimiento 

cómo la ampirregulina (Marxfeld y col., 2006a; Marxfeld y col., 2006b). 

 

Por último, la leve disminución en la expresión de RNPS1 (Ribonucleic acid binding 

protein S1) (FC: 0.85; P=0.048. Estudio de RTPCR) nos muestra que las células 

tumorales continuarían siendo alteradas genéticamente. Esto es así porque la reducción 

en la transcripción de RNPS1 provoca una incapacidad de reparar las roturas dobles de 

ADN. Además se produce un aumento en la inestabilidad genómica provocado por la 

alteración en la función del factor de corte y empalme 2  (ASF/SF2) (Li X y col., 2007). 

Cabe la posibilidad de que simplemente, esta ruta no sea una vía típica de carcinogénesis 

de este modelo.   
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CONCLUSIÓN PRIMERA. 

 

El hidroxitirosol presenta capacidad antitumoral en ratas con cáncer de mama 

inducido con DMBA, disminuyendo de forma significativa el volumen tumoral y la 

proliferación de las células cancerígenas, además de reducir la progresión hacia grados 

histopatológicos superiores.  

 

CONCLUSIÓN SEGUNDA.  

 

El hidroxitirosol no altera de forma significativa los parámetros bioquímicos 

plasmáticos. El tratamiento combinado del mismo con adriamicina no supone una 

mejora significativa de los efectos oxidativos promovidos por el fármaco. 

 

CONCLUSIÓN TERCERA. 

 

El tratamiento con hidroxitirosol altera los patrones de expresión génica en los 

tumores. Estos estudios nos llevan a proponer los siguientes mecanismos de acción del 

hidroxitirosol: 1) bloqueo de la vía de señalización de supervivencia y proliferación celular 

Wnt, 2) apoptosis ayudada por una probable estimulación del sistema inmune, 3) 

detención del ciclo celular, 4) descenso de los reservorios de lípidos destinados a la 

proliferación celular como consecuencia del incremento de la expresión de genes 

implicados en la  β-oxidación, 5) bloqueo y disminución de los niveles de factores de 

transcripción implicados en procesos oncogénicos. 

 

CONCLUSIÓN GENERAL. 

 

El estudio que aquí se presenta demuestra por primera vez un potente efecto 

antiproliferativo del hidroxitirosol en animales de experimentación con cáncer de mama 

inducido con DMBA. Se trata de un componente minoritario del aceite de oliva virgen 

cuya acción antitumoral se asemeja al de la adriamicina, pero sin provocar sus efectos 

adversos. Su mecanismo de acción podría estar relacionado con la alteración de la 
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expresión de genes implicados en procesos biológicos relevantes para la supervivencia y 

proliferación de las células tumorales.  
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Antecedentes bibliográficos: El cáncer de mama es una enfermedad con una 

etiología variada y una enorme cantidad de factores de riesgo como la dieta, hormonas, 

ambientales, etc. La incidencia mundial sigue creciendo, aunque la mortalidad y 

morbilidad ha disminuido en los últimos años debido a la detección precoz y mejoras en 

las pautas de tratamiento. La adriamicina continúa siendo uno de los fármacos más 

usados y eficaces en esta patología, de hecho está presente en la mayoría de los regímenes 

terapéuticos, sin embargo el uso de esta antraciclina conlleva la aparición de multitud de 

efectos adversos (cardiopatías, nefropatías, etc.) derivados en gran parte del estrés 

oxidativo tan elevado que genera, razón por la cual la terapia preventiva con el uso de 

antioxidantes que mitiguen su toxicidad está en pleno auge. El aceite de oliva es conocido 

por la gran cantidad de sustancias antioxidantes que contiene, una de ellas es el 

hidroxitirosol, un compuesto fenólico que además de poseer una elevada capacidad 

antioxidante al eliminar eficazmente los radicales libres, presenta acción anticancerígena 

en cultivos celulares, antiinflamatoria, antimicrobiana, antiagregante plaquetario, etc., sin 

mostrar toxicidad asociada a elevadas dosis en animales y humanos. 

 

Justificación y objetivos: El enorme estrés oxidativo derivado del tratamiento con 

adriamicina (ADR) ocasiona daños tanto a las células tumorales como a las sanas, 

causando una gran variedad de efectos tóxicos; puesto que el hidroxitirosol (HT) se ha 

mostrado como un gran agente antioxidante con acción antiproliferativa en líneas 

celulares tumorales, el objetivo del presente trabajo es comprobar si la terapia combinada 

de adriamicina e hidroxitirosol (ADR+HT) reduce la toxicidad asociada a la antraciclina, 

sin disminuir o incluso potenciando la acción antitumoral de la misma. Por otra parte, se 

quiere constatar por primera vez en ratas con cáncer de mama si dicho antioxidante 

mantiene la capacidad antitumoral que presenta en cultivos celulares. 

 

Material y métodos: Para realizar el estudio se emplearon 44 ratas Sprague-Dawley 

hembras distribuidas de forma aleatoria en cuatro grupos experimentales: DMBA (grupo 

control con cáncer de mama), HT (grupo tratado con hidroxitirosol), ADR (grupo tratado 

con adriamicina), ADR+HT (grupo de terapia combinada) y CONTROL (grupo control 

sano sin cáncer). El cáncer de mama se indujo con una única dosis de 100mg/kg de 

DMBA (7,12-dimetilbenzo(α)antraceno) vía intragástrica. El hidroxitirosol se administró 
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vía oral a una dosis de 0.5mg/kg/día, 5 días durante 6 semanas. La adriamicina se inyectó 

a través de la vena lateral de la cola a una dosis de 1mg/kg/semana durante 6 semanas. Se 

realizó una biopsia del primer tumor que alcanzó un volumen de 2cm3, y finalizados los 

tratamientos se sacrificaron los animales siguiendo el protocolo del Comité Ético de la 

Universidad de Granada. Se midieron los parámetros bioquímicos, oxidativos, niveles del 

antioxidante en plasma, pesos de los animales, parámetros tumorales, anatomía 

patológica y proliferación celular. Además se realizó un estudio de perfil genético 

mediante microarray en las muestras de tumores biopsiados en el momento inicial y al 

sacrificio. Los resultados obtenidos fueron validados mediante RTPCR cuantitativa. 

 

Resultados: Los grupos ADR y ADR+HT presentan un aumento del perfil lipídico 

(significativo para el primero pero no para el segundo) con respecto a los grupos 

CONTROL, HT y DMBA. En cuanto a la capacidad antioxidante plasmática, no se 

observan diferencias significativas entre ninguno de los grupos experimentales. El ensayo 

comet indica una tendencia a la reducción de la genotoxicidad tanto del HT solo como 

en combinación con la ADR, aunque tal descenso no es estadísticamente significativo 

entre los diferentes grupos. Además el antioxidante tiende a normalizar los niveles 

plasmáticos de coenzima Q9 (aunque no estadísticamente significativo) y Q10 

(estadísticamente significativo) reducidos en ADR. Algo similar sucede con el tocoferol, 

que se encuentra elevado en el grupo ADR y el hidroxitirosol normaliza los niveles, 

haciéndolos similares a los del grupo CONTROL. En plasma se ha encontrado 

mayoritariamente hidroxitirosol (que fue mayor en el grupo HT que en ADR+HT) y la 

menor presencia la tiene el alcohol homovanílico, siendo superior en el grupo HT que 

ADR+HT. El grupo DMBA es el que mayor peso de los animales presenta, siendo 

significativo con respecto a ADR y ADR+HT (sin diferencias estadísticas significativas 

entre estos). El grupo HT presenta un peso superior que los grupos ADR y ADR+HT, e 

inferior que el de DMBA, aunque no es estadísticamente significativo para ambos casos. 

El HT retiene el crecimiento de los tumores mamarios de las ratas. Tanto a nivel de 

tumor trucut como del total de carcinomas el volumen no aumenta como en el caso del 

grupo DMBA, llegando incluso a compararse el volumen tumoral total con el que 

presenta los grupos ADR y ADR+HT. Además la combinación ADR+HT no afecta en 

modo alguno la capacidad antitumoral de la antraciclina, incluso hay un efecto sinérgico. 
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El estudio de proliferación celular mediante la inmunotinción de Ki67 indica que el 

hidroxitirosol disminuye en la misma medida que la adriamicina y la combinación de 

ambos la presencia de Ki67 y por tanto la proliferación de las células tumorales. Desde el 

punto de vista histopatológico, los tumores mamarios inducidos con DMBA de nuestro 

trabajo presentan patrón cribiforme predominante y grados I y II fundamentalmente. Ni 

la ADR ni el HT combinado o no con la antraciclina evitan por completo el progreso de 

los tumores hacia grados superiores y otros patrones arquitecturales, aunque si lo 

disminuyen visiblemente. El HT parece ser el compuesto que menos promueve el 

aumento del grado de Bloom-Richardson con el paso del tiempo, e incluso la 

combinación con la ADR lo disminuye con respecto a la antraciclina sola. El estudio de 

perfil génico indica la presencia de genes implicados en apoptosis, proliferación, 

diferenciación, ciclo celular, oncogénesis, inmunidad, inflamación, defensa celular, 

metabolismo lipídico y oncogénesis, cuya expresión ha sido posteriormente validada 

mediante RTPCR cuantitativa. Tanto el análisis de microarray como la PCR indican 

elevada variabilidad entre las muestras analizadas de cada grupo estudiado con estas 

técnicas (HT, ADR, DMBA). 

 

Conclusiones: 1) El hidroxitirosol presenta capacidad antitumoral en ratas con 

cáncer de mama inducido con DMBA, disminuyendo de forma significativa el volumen 

tumoral y la proliferación de las células cancerígenas, además de reducir la progresión 

hacia grados histopatológicos superiores. 2) El hidroxitirosol no altera de forma 

significativa los parámetros bioquímicos plasmáticos. El tratamiento combinado del 

mismo con adriamicina no supone una mejora significativa de los efectos oxidativos 

promovidos por el fármaco. 3) El tratamiento con hidroxitirosol altera los patrones de 

expresión génica en los tumores. Estos estudios nos llevan a proponer los siguientes 

mecanismos de acción del hidroxitirosol: a) bloqueo de la vía de señalización de 

supervivencia y proliferación celular Wnt, b) apoptosis ayudada por una probable 

estimulación del sistema inmune, c) detención del ciclo celular, d) descenso de los 

reservorios de lípidos destinados a la proliferación celular como consecuencia del 

incremento de la expresión de genes implicados en la  β-oxidación, e) bloqueo y 

disminución de los niveles de factores de transcripción implicados en procesos 
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oncogénicos. 4) El tratamiento con hidroxitirosol altera los patrones de expresión génica 

de las células tumorales y ejerce su acción antitumoral en cinco frentes: a) bloqueo de la 

vía de señalización de supervivencia y proliferación celular Wnt, b) apoptosis ayudada por 

una probable estimulación del sistema inmune, c) deteniendo el ciclo celular, d) bloqueo 

y disminución de los niveles de factores de transcripción implicados en procesos 

oncogénicos, e) descenso de los reservorios de lípidos destinados a la proliferación celular 

por el incremento de la β-oxidación. CONCLUSIÓN GENERAL. El estudio que aquí se 

presenta demuestra por primera vez un potente efecto antiproliferativo del hidroxitirosol 

en animales de experimentación con cáncer de mama inducido con DMBA. Se trata de 

un componente minoritario del aceite de oliva virgen cuya acción antitumoral se asemeja 

al de la adriamicina, pero sin provocar sus efectos adversos. Su mecanismo de acción 

podría estar relacionado con la alteración de la expresión de genes implicados en procesos 

biológicos relevantes para la supervivencia y proliferación de las células tumorales. 
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I.- PERSPECTIVAS DE FUTURO. 

 

El trabajo presentado en esta memoria de tesis doctoral será continuado en estudios 

posteriores. La finalidad de éstos será conocer los efectos del hidroxitirosol en otros 

modelos, como el empleo de ratones a los que se implantarán líneas primarias de células 

tumorales de mama. Además, sería conveniente extender los conocimientos sobre el 

mecanismo de acción propuesto para el hidroxitirosol. Para ello, habrá que confirmar los 

resultados obtenidos en el estudio aquí presentado a nivel proteico usando técnicas de 

inmunohistoquímica. Por otra parte, sería interesante observar los efectos del silenciado 

de aquellos genes implicados en el mecanismo de acción propuesto para el hidroxitirosol 

mediante el uso de ARNsi. Además, el estudio sobre qué molécula (hidroxitirosol sólo, 

algún metabolito o ambos) ejerce la acción antitumoral sería muy interesante. Para ello, se 

podrían emplear técnicas de imagen con el fin de observar la distribución tumoral de 

cada una de esas moléculas marcadas con isótopos radiactivos. En función de la mayor o 

menor distribución se podría sospechar cuál es el principal causante de la regresión 

tumoral y de la alteración en la expresión génica. 

 

Estas futuras investigaciones se podrán llevar a término con la inestimable ayuda de 

las correspondientes subvenciones, sumamente necesarias para que este campo siga dando 

tan buenos resultados. 
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