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 RESUMEN 

El cáncer de mama es el más frecuente en mujeres de todo el mundo. Además de los 

factores genéticos, epigenéticos y hormonales, existen evidencias epidemiológicas y 

experimentales de que los factores nutricionales y ambientales tienen un papel en la 

etiología y el desarrollo de esta enfermedad. Los lípidos de la dieta se han relacionado 

directamente con el cáncer, fundamentalmente, el de mama. Resultados previos 

demostraron que las dietas hiperlipídicas de aceite de maíz, rico en ácidos grasos 

poliinsaturados (PUFA) n-6, y el aceite de oliva virgen extra, rico en ácidos grasos 

monoinsaturados (MUFA) n-9 y diversos compuestos bioactivos, ejercen un efecto 

estimulador y potencialmente protector, respectivamente, en el cáncer de mama 

experimental. Estos efectos se realizan durante la etapa de la promoción de la 

carcinogénesis, pero existen indicios de una influencia sobre la iniciación. El objetivo de este 

trabajo fue investigar si estos lípidos podían ejercer sus efectos moduladores mediante 

cambios en el estado de estrés oxidativo en el organismo a diferentes niveles: en el animal 

sano, en la etapa de la iniciación de la carcinogénesis y en el animal adulto afectado de cáncer 

de mama. Así, se desarrolló una serie experimental basada en el modelo de cáncer de mama 

inducido en la rata Sprague Dawley con el hidrocarburo aromático policíclico 7,12-

dimetilbenz(a)antraceno (DMBA). Se estudiaron la defensa antioxidante enzimática, 

mediante la expresión de las enzimas CAT, SOD1, SOD2, GPX1, GPX4 y GR en hígado y 

glándula mamaria y su actividad en hígado, y  la no-enzimática, mediante los parámetros del 

glutatión en plasma GSHtotal, GSH, GSSG, GSH/GSHtotal y GSH/GSSG. Además, se estudió el 

daño oxidativo en lípidos y proteínas en plasma, y en el ADN de la glándula mamaria, 

mediante los niveles de 8-OHdG y la expresión de las enzimas de reparación OGG y PARP. Los 

resultados mostraron que, en general, las dietas hiperlipídicas aumentaron el nivel de estrés 

oxidativo en comparación a la dieta control. Este efecto fue mayor para la dieta de aceite de 

maíz, tanto en los animales sanos como, sobre todo, en la etapa de la iniciación de la 

carcinogénesis. Ello se correspondió con una aparición más temprana de la enfermedad y 

mayores incidencia y contenido tumorales. En cambio, la dieta rica en aceite de oliva tuvo un 

efecto débilmente estimulador de la carcinogénesis y se asoció a unos niveles de estrés 

oxidativo en hígado y plasma intermedios entre los inducidos por la dieta de aceite de maíz y 

la control, tanto en los animales sanos como durante la iniciación. En la glándula mamaria 

iniciada los lípidos de la dieta ejercieron sus efectos sobre los parámetros de estrés mediante 

mecanismos específicos. Finalmente, los lípidos de la dieta ejercieron una influencia mucho 

menor sobre el estrés oxidativo una vez el cáncer está establecido. 
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 ABSTRACT 

Breast cancer is the most common malignancy among women all over the world. Besides 

the genetic, epigenetic and hormonal factors, there are epidemiologic and experimental 

evidences that nutritional and environment factors have a role in the etiology and the 

development of this cancer. The dietary lipids are directly related with cancer, mainly breast 

cancer. Previous results have demonstrated that high corn oil, rich in polyunsaturated fatty 

acids (PUFA) n-6, and the high extra virgin olive oil diets, rich in monounsaturated fatty acids 

(MUFA) n-9 and several bioactive compounds, in the experimental breast cancer, resulting in 

a stimulating and a potentially protective effect, respectively. These diets mostly acted on the 

carcinogenesis promotion stage, but there are evidences of their action on the initiation 

stage. The aim of this study was to investigate whether these lipids could exert their 

modulatory effects through changes on the oxidative stress state in the organism at different 

levels: in the healthy animal, in the carcinogenesis initiation stage and in the tumor-bearing 

adult animal. Results proceed from and experimental series, developed in the breast cancer 

model induced in the Sprague-Dawley rat with the polycyclic aromatic hydrocarbon 7,12-

dimethylbenz(a)anthracene (DMBA). The antioxidant enzymatic defense was studied 

through CAT, SOD1, SOD2, GPX1, GPX4 and GR expression on the liver and mammary gland, 

and the non-enzymatic defense through total GSH, GSH, GSSG, GSH/GSHtotal and GSH/GSSG 

glutathione parameters in plasma. Furthermore, plasmatic oxidative damage in lipids and 

proteins, and DNA damage in the mammary gland though 8-OHdG levels and reparation OGG 

and PARP reparation damage enzymes were determined. Results showed that, high fat diets 

increased oxidative levels comparing with the control diet. The high corn oil diet showed a 

higher effect, both in healthy and especially in the carcinogenesis initiation stage. This was in 

accordance with an earlier tumor appearance and higher tumor content due to the high corn 

oil diet. On the other hand, the high extra virgin olive oil diet showed a weak stimulatory c 

effect which was associated with intermediate oxidative stress levels in serum and liver 

between the high corn oil and control diets, both in healthy and initiated animals. In the 

initiated mammary gland, dietary lipids exerted their effects on the oxidative stress 

parameters through specific mechanisms. Finally, once cancer disease was established, 

dietary lipids exerted a much lower effect. 
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1. DESARROLLO ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE LA GLÁNDULA 

MAMARIA 

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

depende de factores hormonales múltiples y específicos que actúan directa o 

indirectamente sobre las células diana, así como de componentes de la matriz 

extracelular y de factores de crecimiento producidos localmente. A continuación se 

presentan las características diferenciales del desarrollo de la glándula mamaria 

humana y la de rata. 

1.1. HUMANA 

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

inicia en el tercer mes de embarazo a partir del ectodermo. En el recién nacido, 

dicha glándula consiste en un sistema rudimentario ramificado de ductos que 

permanece en estado quiescente hasta la pubertad (Delouis et al., 1980; Netter, 

1982; Houdebine, 1986; Imagawa W, 1994).  

Poco antes de la menarquia, y con el inicio de la maduración folicular en el ovario, 

el parénquima mamario empieza a desarrollar ductos mamarios primarios y 

secundarios que terminarán en unas formaciones bulbosas o yemas terminales. Con 

las primeras ovulaciones se inicia la segunda fase del desarrollo mamario 

caracterizada por la formación de los lobulillos. En ésta, las formaciones bulbosas 

dan lugar a las yemas alveolares o ductulillos que se disponen alrededor de un 

ducto, constituyendo los lobulillos tipo 1, que representan la unidad funcional básica 

de la mama humana o unidad ductulo-lobulillar terminal (terminal ductal lobular 

unit, TDLU). A partir de esta estructura primaria, se producirá la transición de forma 

gradual a estructuras más diferenciadas, los lobulillos tipo 2 y 3. La transición de un 

tipo de lobulillo a otro implica la formación de nuevas yemas alveolares, un 

incremento en el tamaño de los lobulillos y una disminución en el tamaño de las 

yemas alveolares.  
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La diferenciación de la mama como glándula lobulillar se completa después de la 

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

los estímulos hormonales durante cada ciclo menstrual y, en especial, durante el 

embarazo. En cada ciclo menstrual, las estructuras glandulares sufrirán, en primer 

lugar, una fase de crecimiento que progresa durante la fase folicular y 

periovulatoria, alcanzando un máximo en la fase luteal, y a continuación se produce 

una rápida involución. El balance entre la proliferación y la involución en edades 

reproductivas tempranas favorece la proliferación, existiendo un aumento del 

número de células en cada ciclo ovulatorio (Birkenfeld and Kase, 1994; Imagawa W, 

1994; Yen, 1993a; Reid et al., 1996; Graham and Clarke, 1997). 

Los cambios cíclicos en los niveles de estrógenos y progesterona ováricos 

durante cada ciclo menstrual y su acción sinérgica son necesarios para el 

crecimiento armónico de la glándula mamaria (Birkenfeld and Kase, 1994; Clarke et 

al., 2004). Asimismo, interviene una compleja secuencia hormonal en la que 

participan prolactina, insulina, cortisol, tiroxina, hormona del crecimiento y 

hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) (Delouis et al., 1980; Netter, 1982; 

Houdebine, 1986; Birkenfeld and Kase, 1994; Keller-Wood, 1991; Santen, 1993; 

Graham and Clarke, 1997; Rosen et al., 1994; Benaud et al., 1998). El tejido adiposo 

mamario también ejerce una influencia significativa sobre el crecimiento y el 

desarrollo del epitelio glandular, de modo que es necesaria la interacción entre 

ambos tejidos para que se produzca la morfogénesis normal mamaria (Kimata et al., 

1985; Imagawa W, 1994). 

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

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

constan de un ducto terminal intralobulillar y múltiples ductulillos rodeados por 

tejido conectivo intra y perilobulillar. Los ductos galactóforos nacen en el pezón y se 

ramifican en conductos más delgados que conducen hasta los lobulillos.  

Durante el embarazo se produce la expansión plena del sistema lobulilloalveolar, 

necesaria para la secreción de leche, alcanzando el estado de máxima diferenciación 

de la glándula mamaria, representado por los lobulillos tipo 4, los cuales presentan 

capacidad secretora (Rosen JM, 1980; Delouis et al., 1980; Houdebine, 1986; 
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Birkenfeld and Kase, 1994; Keller-Wood, 1991; Yen, 1993b; Catt, 1993; Russo et al., 

1990). 

Cuando cesa la lactancia, la glándula mamaria interrumpe rápidamente su 

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

desarrolla una importante actividad autofágica y lisosomal que elimina los restos 

celulares. La mayoría de lobulillos tipo 4 regresan, retornando a lobulillos tipo 2 y 3, 

siendo ésta última la estructura predominante en las mamas de mujeres pre-

menopáusicas multíparas  (Russo et al., 1990; Russo, 1997). 

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

involución progresiva de los tejidos epitelial y conectivo, así como la atrofia del 

componente ductulo-lobulillar. La mayoría de los lobulillos adquieren la apariencia 

morfológica de los de tipo 1, y la  actividad proliferativa de éstos es menor en 

glándulas mamarias de mujeres post-menopáusicas multíparas que en las nulíparas, 

lo que indica que la gestación puede imprimir cambios permanentes en las 

características biológicas de estas estructuras (Russo and Russo, 1997; Weiss, 1982; 

Rosen, 1992). 

1.2. RATA 

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

en la región cervical, dos en la región torácica, dos en la abdominal y uno en la 

inguinal (Young and Hallowes, 1973). El desarrollo de la glándula mamaria de la rata 

virgen nulípara se esquematiza en la Figura 1. 

El primer esbozo de glándula mamaria aparece en los primeros días de gestación 

como estructuras de crecimiento alargadas de ectodermo, constituyendo las yemas 

embrionarias. El crecimiento y desarrollo de las glándulas mamarias será 

proporcional al resto del cuerpo hasta la pubertad (Russo and Russo, 1996a). En la 

rata Sprague-Dawley, la glándula mamaria evoluciona desde un ducto galactóforo 

mayor primordial que nace del pezón y que se ramifica en ductos secundarios, cuyas 

longitudes y número de ramas secundarias y terciarias aumentarán con la edad del 

animal. Hacia la segunda semana de vida, la glándula muestra ductos con 

ramificaciones que en su extremo presentan las yemas terminales (Terminal End 

Buds, TEBs), el equivalente de las TDLU humanas, considerados los centros de 
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crecimiento activo. El número de TEBs es máximo cuando la rata tiene 21 días de 

edad. A partir de aquí, coincidiendo con el período prepuberal y el inicio de la 

actividad ovárica, los TEBs inician la diferenciación y septación a 3-5 yemas 

alveolares o (Alveolar Buds, ABs). Esta diferenciación progresiva se acentuará en 

cada ciclo estral. Los ABs, a su vez, en los sucesivos ciclos estrales iniciarán el 

desarrollo lobulillar, con la aparición de lobulillos tipo 1 y 2 (Russo and Russo, 

1997). En las ratas vírgenes este proceso continúa durante la maduración sexual 

(King, 1983). Un número elevado de TEBs sufrirá hipoplasia en la rata virgen, 

constituyendo los ductos terminales (Terminal Ducts, TDs). Así, al aumentar la edad 

del animal, disminuye el número de TEBs y aumenta el de los TDs, mientras que el 

número de ABs y lobulillos permanecerá estable o disminuirá discretamente hacia 

los 180 días de edad del animal (Figura 2). 

 

Figura 1. Desarrollo de la glándula mamaria de la rata virgen nulípara. 

  

Desde el punto de vista histológico, el parénquima mamario de la rata está 

constituido por unos conductos rectos que se ramifican, rodeados por tejido 

conjuntivo laxo y fibroadiposo. Los ductos están revestidos por dos capas de células 

(una interna epitelial y una externa mioepitelial) mientras que los TEBs están 
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constituidos por 4 o 6 capas de células cuboidales epiteliales que presentan un 

elevado índice de proliferación (Russo and Russo, 1996a). 

 

 
Figura 2. Estructuras epiteliales de la glándula mamaria 

(Russo and Russo, 2004). 

 

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

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

potencial carcinogénico (Weisburger, 1997). Estas áreas resultan de dividir en tres 

tercios el parénquima mamario, a través del eje longitudinal (Figura 3). La zona A es 

la más cercana al pezón y es donde se encuentran los ductos galactóforos principales 

y los secundarios. Las ramificaciones de estos últimos se encuentran en la zona B. 

Finalmente, la zona C presenta un crecimiento activo y es rica en estructuras 

ductales terminales que acaban en TEBs y TDs. Durante la maduración a ABs, 

disminuye marcadamente el número de TEBs en las zonas A y B, donde predominan 

los lobulillos y los ABs, respectivamente, pero no en la zona C. Aunque todas las 

glándulas mamarias están constituidas por las tres zonas descritas, la cantidad y el 

tamaño de cada una de las estructuras morfológicas, así como el área glandular 

difieren según la localización anatómica. Así, las glándulas torácicas tienen más y 

mayores TEBs que las abdominales ya que muestran un enlentecimiento en la 

diferenciación (Russo et al., 1990). Éste desparece con la edad, de manera que 
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dichas glándulas terminan presentando el grado de desarrollo observado en el resto 

de localizaciones topográficas (Russo and Russo, 1996b).  

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

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

ductulillos, a lobulillos tipo 2 (Lob2), con 40-60 ductulillos, y a lobulillos tipo 3 

(Lob3), con más de 65-70 ductulillos. El desarrollo glandular dependerá de diversos 

factores, entre ellos el número de ciclos ocurridos, la dieta y las características 

genéticas específicas del animal, pero la diferenciación completa de la glándula 

mamaria se alcanza con el embarazo y la lactancia. Los lobulillos durante la 

gestación y la lactancia son de tipo 3 y 4. Esta diferenciación es mayor en la zona A 

que en la B. Aquellos animales que han completado la gestación muestran, además, 

extenso desarrollo lobulillar en la zona C (Russo and Russo, 2004).  

 

Figura 3. Topografía de la glándula mamaria de rata. 

 

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

aun así, su arquitectura restará permanentemente modificada, de manera que 

presentará un gran número de ABs y lobulillos. Se ha descrito que a los 40-42 días 

post-destete las glándulas de una rata multípara, en comparación con las de una rata 

nulípara, no tienen TEBs y ocasionalmente TDs. El número de ABs es similar, 

mientras que el de lobulillos es aproximadamente 4 veces mayor que el de una rata 

virgen adulta. 

 

 

TDs 

TEBs ABs 

AREA A AREA B AREA C 

LOBULILLOS 

PIEL 

PEZÓN 



  Introducción 

7 

 

2. CÁNCER DE MAMA 

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

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

estructuras histológicas de la mama, afectando por tanto al epitelio ductal o 

lobulillar y/o al estroma.  

El cáncer de mama es el más frecuente entre las mujeres en todo el mundo 

(Parkin, 2002; Siegel et al., 2012) y es el responsable de aproximadamente 1,38 

millones de neoplasias diagnosticadas en 2008 (un 23% de todos los tipos de 

cáncer). Es, además, la primera causa de muerte por cáncer en las mujeres (Ferlay, 

2014). En los países desarrollados se ha constatado un aumento acelerado de la 

incidencia en los últimos 20 años, lo cual se ha relacionado con una mayor 

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

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

quedaban sin registrar correctamente (Moreno, 2001; Botha et al., 2003; Siegel et al., 

2012). Por otra parte, los estudios epidemiológicos muestran variaciones 

geográficas importantes de la incidencia del cáncer de mama (WCRF/AICR, 2007; 

Ferlay, 2014) (Figura 4). A nivel mundial, las tasas brutas de incidencia más altas 

corresponden a la población blanca de los Estados Unidos. Los registros 

poblacionales de Canadá, Israel y diversos países europeos están en la lista de las 

áreas de tasas de incidencia más elevada, mientras que las más bajas se registran en 

África y Asia y en la población no judía de Israel.  

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

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

2000 (Pollan et al., 2009; Borras et al., 2008a; Borras et al., 2008b; Marcos-Gragera 

et al., 2008). De hecho, según los últimos datos publicados, en España el cáncer de 

mama es el que presenta más incidencia y mortalidad (www.globocan.iarc.fr). En 

relación a Cataluña, la incidencia de esta enfermedad ha aumentado en los últimos 

años, aunque en el contexto europeo sigue siendo de las más bajas (Borras et al., 

2008a; Marcos-Gragera et al., 2008).  

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

con una gran variedad de características morfológicas, moleculares, de 
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comportamiento y de respuesta al tratamiento, lo que ha llevado a intentar delimitar 

grupos con valor pronóstico y predictivo que permitan un adecuado manejo de las 

pacientes. En cuanto  a las características morfológicas, en la clasificación de las 

lesiones mamarias propuesta por la Organización Mundial de la Salud (OMS), los 

carcinomas de mama forman parte del grupo de los tumores epiteliales, en el que se 

incluyen, además, las afecciones benignas, tumorales o proliferativas. Los 

carcinomas de mama pueden ser, a su vez, preinvasores o in situ e invasores  

(WHO/IARC, 2012). La clasificación anatomopatológica del cáncer de mama, basada 

clásicamente en criterios morfológicos (Azzopardi et al., 1982), se ha 

complementado con la detección de las anomalías moleculares mediante técnicas de 

inmunohistoquímica y de hibridación in situ, que permiten el estudio sobre el tumor. 

Los parámetros moleculares más relevantes y con valor reconocido para estratificar 

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

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

p53 y Ki67 (Taneja et al., 2010). Los carcinomas de mama se clasifican en 

hormonodependientes y hormonoindependientes, según la expresión de RE y RP, 

especialmente con referencia a Reα. 

Actualmente se considera que las variaciones en los programas transcripcionales 

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

corresponde con la diversidad fenotípica que exhiben estos tumores. En este 

sentido, estudios con microarrays de ADN complementario (ADNc) han permitido 

determinar grupos moleculares de cáncer de mama, según el patrón de genes 

expresados, lo cual, asociado con los conocimientos morfológicos previos ha 

permitido elaborar una nueva clasificación en la que  se reconocen como grupos 

perfilados: 1) el grupo luminar A (que expresa RE y CK8/18; histológicamente 

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

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

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

de Ki67 y expresión de CK8/18; y que histológicamente son de mayor grado, menos 

hormonosensibles y con peor pronóstico que el luminar A); y 3) los grupos RE 

negativos, que se describen como carcinomas histológicamente mal diferenciados: el 

basal-like (con ausencia de sobreexpresión de HER2, con expresión de CK5/6 y 14, 
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que responden a quimioterapia con antraciclinas y taxanos) y HER2+ (con 

amplificación y sobreexpresión de c-erc-B2, y que responden, además de a 

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

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

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

RE-) y el Claudin-Low (Sotiriou and Pusztai, 2009; Weigelt et al., 2008; Prat and 

Perou, 2011). 

 
Figura 4. Tasas de incidencia por países de cáncer de mama en mujeres. (Ferlay, 2014). 

 

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

desarrolla en múltiples etapas (multistep). Diversos factores, actuando de forma 

simultánea y/o secuencial, regulan las distintas etapas de la carcinogénesis 

mamaria. La naturaleza de estos factores es variada y pueden clasificarse en: 

endocrinos, genéticos y ambientales.  

2.1. FACTORES ENDOCRINOS 

La etiología y progresión del cáncer de mama tienen un fuerte componente 

hormonal. Así, los estrógenos, fundamentalmente estradiol y estrona, y los 

andrógenos, a concentraciones fisiológicas, estimulan la proliferación de las células 
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tumorales mamarias. Las dosis farmacológicas de progesterona, la insulina y la 

prolactina, también ejercen un efecto estimulador. En cambio, los estrógenos y los 

andrógenos a dosis farmacológicas y las dosis fisiológicas de progesterona son 

inhibidores. Las maniobras terapéuticas ablativas como la ovariectomía, la 

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

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

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

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

glándula, asociada con la depresión de la proliferación celular y la síntesis de 

inhibina por las células epiteliales mamarias (Russo and Russo, 1994; Srivastava et 

al., 1998). Por otro lado, en mujeres postmenopáusicas, la fuente de estrógenos es el 

tejido adiposo. En éste, un sistema enzimático de aromatasas P450 convierte los 

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

con un incremento en la grasa corporal presentaran niveles incrementados de 

estrógenos y un mayor riesgo de padecer cáncer de mama (Keen and Davidson, 

2003).  

Diversos trabajos experimentales demuestran que los estrógenos desempeñan 

una función en la iniciación, promoción y desarrollo del cáncer de mama. 

Clásicamente se ha considerado que estas hormonas ejercían un papel en la 

carcinogénesis mamaria fundamentalmente como promotoras, pero también 

podrían actuar en la iniciación como co-carcinógenos, potenciando o facilitando la 

acción del agente carcinogénico (Howell, 1993; Ibrahim and Hortobagyi, 1998). En 

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

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

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

iniciadas se desarrolle en un tumor detectable (Wren, 2004; Ibrahim and 

Hortobagyi, 1998; Power and Thompson, 2003). Además, se ha indicado que los 

estrógenos son agentes genotóxicos ya que pueden inducir daño en el ADN y 

mutaciones en los genes, directamente a través de sus metabolitos, y/o 

indirectamente, mediante la síntesis de especies oxígeno reactivas (reactive oxygen 

species, ROS) (Cavalieri et al., 2000). Los radicales libres, como ROS, se encuentran 

involucrados en el proceso carcinogénico produciendo daño oxidativo en las 
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macromoleculas celulares (lípidos, proteínas y ADN). Este tema se encuentra 

ampliamente detallado en el subapartado 5.3.2 de este capítulo. 

La determinación de los receptores esteroideos ha permitido clasificar los 

tumores mamarios, según su contenido receptor, en hormonodependientes (RE+ 

RP+) y hormonoindependientes (RE- RP-). También existen otros tumores que 

presentan interpretaciones controvertidas (RE+ RP- y RE- RP+). La mayoría de los 

tumores mamarios experimentales presentan ambos tipos de receptores y su 

contenido medio es mayor cuanto menor es la dosis de carcinógeno utilizada 

(Escrich, 1985; Escrich, 1990). En cáncer de mama humano, esta clasificación ha 

resultado de gran utilidad puesto que permite seleccionar a las pacientes candidatas 

de terapia hormonal. Además, el contenido en receptores, junto con otros factores 

pronóstico, ayuda a distinguir las pacientes con mayor riesgo de recurrencia. Al 

menos un 70% de las pacientes con cáncer de mama son clasificadas como RE+, por 

lo que el tratamiento más aplicado es el de interferir en la actividad estrogénica 

(Musgrove and Sutherland, 2009). Sin embargo, la determinación de los receptores 

no es suficiente para discernir la hormonodependencia funcional, como lo 

demuestra el hecho que entre un 20 y un 30% de los tumores con receptores no 

responden a la terapia endocrina (tumores hormonoinsensibles). Se han propuesto 

diferentes causas para esta resistencia al tratamiento antiestrogénico, como la 

pérdida de la funcionalidad de RE o mutaciones del mismo, alteraciones post-

receptor, o producción alterada de factores autocrinos o paracrinos, entre otras 

(Iwase et al., 1998). La estructura, el patrón de expresión y las funciones de los 

receptores de estrógenos y progesterona se discutirán con más detalle en el 

subapartado 3.2. 

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

debe considerarse el de las hormonas exógenas, y en particular el de los estrógenos. 

Existe una gran variedad de fuentes externas de estrógenos, también conocidos 

como xenostrógenos, los cuales son la clase más numerosa dentro de los disruptores 

endocrinos (Qin et al., 2011). Son sustancias químicas, exógenas al organismo, que 

presentan una actividad hormonal esteroidal (estrogénica) y cuando se ingieren o se 

absorben tienen la capacidad de alterar la homeostasis del sistema endocrino. 

Pueden distinguirse: fitoestrógenos y micoestrógenos, como las isoflavonas, 
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lignanos y coumestanos; compuestos químicos sintéticos, entre los que se 

encuentran esteroides sintéticos y SERMs (Selective Estrogen Receptor Modulators) 

como el tamoxifeno; y contaminantes medioambientales hormonalmente activos, 

como compuestos clorados (pesticidas, bifeniles policlorados y dioxinas/furanos), 

alkifenólicos (detergentes, antioxidantes en plásticos, espermicidas, cosméticos y 

champús) y bisfenol-A y/o derivados (policarbonatos, empastes dentales, resinas 

acrílicas y fungicidas) (Harvey and Darbre, 2004; Adlercreutz, 2003; Mitra et al., 

2004; Brody and Rudel, 2003; Cabaravdic, 2006; Qin et al., 2011). En general, la 

estimación del riesgo de padecer cáncer de mama por la exposición a hormonas 

exógenas es difícil, ya que el período de latencia entre la exposición y la aparición de 

los síntomas de la enfermedad es largo. La genisteina, un fitoestrógeno presente en 

la soja, muestra un efecto quimiopreventivo en modelos experimentales con 

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

asociación entre el aumento del consumo de soja y la disminución del riesgo de 

padecer cáncer de mama (Magee and Rowland, 2004). Los SERMs con actividad 

antiestrogénica constituyen la principal terapia endocrina utilizada actualmente. 

Dentro de este grupo, el tamoxifeno es un antagonista no esteroidal que actúa por 

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

concentraciones posee un efecto estimulador del cáncer de mama (Howell, 1993; 

Ibrahim and Hortobagyi, 1998). El tamoxifeno reduce la mortalidad y recurrencia 

del cáncer de mama en el 25 y 50% de los casos, respectivamente, en mujeres 

receptor de estrógenos positivo (RE+), aunque una tercera parte de éstas no 

responden a dicho tratamiento (Power and Thompson, 2003).  

2.2. FACTORES GENÉTICOS Y EPIGENÉTICOS. 

La carcinogénesis es un proceso altamente complejo que resulta de la 

acumulación de múltiples alteraciones genéticas y epigenéticas entre las que se 

hallan la inactivación de genes supresores y la activación de protooncogenes, de 

forma secuencial y/o simultánea (Bieche et al., 1994; Hanahan and Weinberg, 2000; 

Lee and Muller, 2010).  

Las proteínas codificadas por los protooncogenes son componentes de las vías 

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

citoplasmáticas transductoras de señales (c-Ha-ras) y factores de transcripción (c-

myc, c-fos, c-jun) (Lippman, 1991; Cantley et al., 1991). Estos genes pueden 

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

ganancia de función en el sentido que las proteínas codificadas quedan 

permanentemente activadas, lejos de cualquier tipo de control, resultando en una 

estimulación del crecimiento excesiva o anormal (Hunter, 1991; Russo et al., 1993; 

Solanas, 2002). En cambio, los genes supresores de tumores inhiben el crecimiento 

celular, inducen a las células a la diferenciación terminal y/o inducen la muerte 

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

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

restricciones normales para proliferar (Cox et al., 1994). En este sentido, se habla de 

mutaciones con pérdida de función puesto que inactivan un componente represor 

de la proliferación celular (Van de Vijver and Nusse, 1991). En general, se requiere 

una nulicigosidad funcional para desencadenar el sobrecrecimiento celular tumoral. 

Ello significa que mientras exista una copia normal del gen existe función supresora 

(heterocigoto para la función) y que, en cambio, la mutación de ambos alelos 

(simultánea o por pérdida de heterocigosidad) supone la pérdida de dicha función 

(Sager, 1989). En algunos casos, la identificación de los genes supresores de 

tumores, como el gen del retinoblastoma (Rb) y el gen p53, ha ido ligada al estudio 

de los cánceres familiares donde la predisposición a padecer diferentes tipos de 

neoplasia se hereda como un típico carácter mendeliano autosómico (Hartwell, 

1992).  

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

genes implicados en procesos tan esenciales para la célula como la proliferación, la 

diferenciación o la apoptosis se hallan en la base de los mecanismos moleculares del 

cáncer. Hanahan D y Weinberg RA (Hanahan and Weinberg, 2000) en el año 2000 

describieron una serie de capacidades esenciales que compartían las células 

tumorales, y en una revisión posterior añadieron características nuevas de la célula 

tumoral (Hanahan and Weinberg, 2000; Hanahan and Weinberg, 2011). En total se 

han descrito 8 capacidades esenciales: 1) autosuficiencia en cuanto a la necesidad de 

factores de crecimiento; 2) insensibilidad a factores inhibidores del crecimiento; 3) 
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evasión de la muerte programada (apoptosis); 4) potencial ilimitado de replicación; 

5) evasión del sistema inmune; 6) reprogramación del metabolismo energético 

tumoral; 7) angiogénesis sostenida; 8) invasión de tejidos y metástasis. Además, se 

ha atribuido dos capacidades facilitadoras de la supervivencia de las células 

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

inflamación tumoral. La adquisición de todas estas capacidades implica alteraciones 

de los genes anteriormente mencionados. 

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

célula tumoral, en comparación con la célula normal, muestra una reducida 

dependencia de las señales exógenas estimuladoras del crecimiento. Esta capacidad 

incluye varios mecanismos, entre los que se encuentran la adquisición de la 

habilidad de sintetizar factores de crecimiento (como PDGF y TGFα (Transforming 

growth factor α)) la alteración de la expresión y/o activación de receptores de 

factores de crecimiento, como EGFR y ErbB2; la alteración de algunos de los 

componentes de las vías de señalización intracelular mitogénica, como la vía Sos-

Ras-Raf-ERK1/2 -en el 30% de los tumores humanos las proteínas Ras se 

encuentran estructuralmente alteradas, lo que genera un flujo de señales 

mitogénicas hacia la célula sin necesidad de estimulación de sus reguladores 

upstream; o la inducción de la síntesis de factores de crecimiento por las células 

vecinas (Lippman, 1991; Cantley et al., 1991; Walker and Lockyer, 2004). Otra de las 

particularidades de la célula tumoral es la capacidad de evadirse de las señales 

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

homeostasis tisular. Algunas de estas señales están asociadas con componentes 

responsables del paso de las células por la fase G1 del ciclo celular, como la proteína 

Rb (pRb) fosforilada, p107 y p130; y con la diferenciación, como el factor de 

transcripción c-myc, APC/β-Catenina, etc. (Hanahan and Weinberg, 2000). Pero el 

cáncer no aparece necesariamente como resultado de un aumento de la tasa de 

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

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

reducción de la apoptosis serían los fenómenos responsables de crear un 

“escenario” que sería necesario y a la vez suficiente para el desarrollo del cáncer 

(Evan and Vousden, 2001; Green and Evan, 2002).  
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La adquisición de las capacidades de autonomía, insensibilidad a factores 

antiproliferativos y resistencia a apoptosis conduce a la célula a un crecimiento 

independiente del medio. Pero para un crecimiento ilimitado es necesaria la evasión 

de la senescencia y la inmortalización, a través de la incapacitación de las proteínas 

supresoras de tumores pRb y p53, y el mantenimiento de los telómeros (Hanahan 

and Weinberg, 2000). Las mutaciones en el gen p53 representan uno de los cambios 

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

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

tumores y con un peor pronóstico (Harris, 1996; Keen and Davidson, 2003; Freed-

Pastor and Prives, 2012). Por otro lado, la célula tumoral se caracteriza por una tasa 

de mutabilidad elevada por el aumento de la sensibilidad a agentes mutagénicos o 

mediante la alteración de los mecanismos reparadores del genoma, confiriendo así 

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

genera una situación de inestabilidad genómica, en la que se producen 

amplificaciones y delecciones de segmentos cromosómicos. Los defectos en el 

mantenimiento del genoma y la reparación confieren ventajas selectivas, y por lo 

tanto útiles para la progresión tumoral (Hanahan and Weinberg, 2011; Artandi and 

DePinho, 2010).  

La actividad del sistema inmunológico constituye un importante impedimento en 

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

incipientes células cancerosas o a los tumores emergentes en varios tipos de cáncer 

(Nelson, 2008; Ferrone and Dranoff, 2010; Bindea et al., 2010). De acuerdo con esto, 

los tumores que terminan por aparecer, obviarían la vigilancia por parte del sistema 

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

paralizar los linfocitos T CD8+ y las células NK (Natural Killer) o secretando factores 

inmunosupresores como el TGFβ (Yang et al., 2010; Shields et al., 2010). Por otra 

parte, la inflamación contribuiría a la formación tumoral aportando moléculas 

bioactivas al microambiente tumoral, por ejemplo factores de crecimiento que 

mantendrían las señales proliferativas o enzimas modificadoras de la matriz 

extracelular que facilitarían la angiogénesis, la invasión y la metástasis (Grivennikov 

et al., 2010; DeNardo et al., 2010; Qian and Pollard, 2010; Karnoub and Weinberg, 

2006).   
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Análogamente, durante el crecimiento del tumor, éste necesita, además de la 

proliferación celular, una serie de reajustes del metabolismo para poder abastecer 

las necesidades energéticas del crecimiento y división celular. Se produce un 

aumento marcado de la captación y utilización de la glucosa, aumentando la 

expresión de sus transportadores, principalmente GLUT1 (Glucose transporter 1) 

(DeBerardinis et al., 2008; Hsu and Sabatini, 2008; Jones and Thompson, 2009). De 

igual manera, el tumor necesita crear vasos sanguíneos (angiogénesis) para recibir 

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

expresión de factores pro-angiogénicos en detrimento de los anti-angiogénicos, por 

ejemplo incrementando la expresión de VEGF (Vascular endothelial growth factor) 

y/o FGFs (Fibroblast Growth Factors), o disminuyendo la expresión de inhibidores 

endógenos como la trombospondina-1 y el interferon-β (Hanahan and Weinberg, 

2000; Parker et al., 2004). Finalmente, los tumores deben adquirir la capacidad de 

invadir otros tejidos y metastatizar, y para ello deben alterar la expresión/función 

de moléculas de adhesión célula-célula y célula-substrato, como E-Cadherina, β-

Catenina, N-CAM (Neural Cell Adhesion Molecule) e Integrinas, y proteasas de 

superficie degradadoras de la matriz extracelular (Hanahan and Weinberg, 2000; 

Guo and Giancotti, 2004).  

Tal y como se ha comentado, las alteraciones de todos los tipos de genes 

mencionados constituyen la base de la transformación neoplásica, permitiendo la 

adquisición de las capacidades de la célula tumoral. La acumulación de mutaciones 

ha sido considerada clásicamente el mecanismo de alteración de estos genes. Sin 

embargo, este paradigma ha sido extendido para incluir la disrupción epigenética 

como uno de los mecanismos principales de transformación maligna. La alteración 

epigenética más estudiada en cáncer en general, y en el de mama en particular, son 

las modificaciones en los patrones de metilación del ADN. La hipometilación global, 

junto con la hipermetilación de genes específicos, es una característica común de las 

células tumorales (Jovanovic et al., 2010). La pérdida global de metilación ha sido 

asociada con la sobreexpresión de protoncogenes, la predisposición a la 

inestabilidad cromosómica y la aneuploidía (Esteller, 2008). Asimismo, la 

hipermetilación de promotores de genes está asociada a la inactivación de genes 

implicados en vías de reparación del ADN, control del ciclo celular o apoptosis. Se 
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han descrito numerosos genes hipermetilados en tumores de mama humanos 

implicados en la adquisición de las características de la célula tumoral 

anteriormente comentados (Martens et al., 2005; Widschwendter et al., 2004). Otros 

mecanismos epigenéticos están frecuentemente desregulados en diversos tipos de 

cáncer, tales como cambios aberrantes en la modificación de histonas, expresión 

desregulada de microARNs o la sobreexpresión de proteínas del grupo polycomb que 

evitan la unión de la maquinaria de transcripción a las secuencias promotoras del 

ADN, (Esteller, 2008; Widschwendter and Jones, 2002; Fiegl et al., 2005).  

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

únicamente el 5-10% del total de cánceres mamarios (Nathanson et al., 2001). Se 

han descrito diversos genes que están relacionados con la susceptibilidad de un 

individuo de padecer este tipo de cáncer, señalando BRCA1 -Breast Cancer 1- y 

BRCA2 -Breast Cancer 2- como los principalmente implicados (Miki et al., 1994; 

Wooster and Stratton, 1995; Lynch et al., 2012). La mutación de BRCA1 en la línea 

germinal se ha identificado en el 15-20% de pacientes con historia familiar de 

cáncer de mama y en el 60-80% con historia familiar de cáncer de mama y ovario. 

BRCA1 codifica una proteína nuclear que funciona como un coactivador 

transcripcional. Ésta une a BRCA2, p53, RAD51 y otras proteínas involucradas en el 

ciclo celular y de respuesta al daño en el ADN. Células sin BRCA1 funcional no se 

paran en G2 después de un daño en el ADN y son deficientes en la reparación 

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

componente esencial de la reparación mediada por recombinación de las roturas del 

ADN de doble cadena (Nathanson et al., 2001; Narod and Foulkes, 2004). En general, 

las mutaciones de pérdida de función de BRCA1 confieren un riesgo del 83% de 

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

(Wooster and Stratton, 1995; Gayther et al., 1995). Las mutaciones en BRCA2 se 

caracterizan por su asociación con un elevado riesgo de cáncer mamario en hombres 

(Wooster and Stratton, 1995; Lynch et al., 2012). El hecho de que las mutaciones en 

estos dos genes confieran en los hombres grados diferentes de riesgo de padecer 

cáncer de mama hace pensar en que puedan estar regulados por hormonas sexuales 

(Wooster and Stratton, 1995). BRCA1 puede interaccionar y actuar como 

coactivador del promotor del receptor de andrógenos, lo que explicaría porque la 
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variación alélica en el receptor de andrógenos afectaría a la penetrancia del cáncer 

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

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

mantenimiento de la integridad cromosómica. Asimismo, desempeña un papel en la 

segregación de los cromosomas (Nathanson et al., 2001; Keen and Davidson, 2003; 

Narod and Foulkes, 2004). De todas formas, no todos los casos hereditarios se 

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

futuro se aislarán nuevos genes relacionados con esta patología.  

2.3. FACTORES AMBIENTALES.  

La incidencia del cáncer de mama presenta grandes diferencias geográficas 

(Borrás, 1992; Moreno, 2001; Bray et al., 2004). Además, la tasa en poblaciones de 

baja incidencia que viajan a países de gran incidencia varía hasta asemejarse a las de 

la nueva región en 2-3 generaciones. Todo ello sugiere que además de los factores 

genéticos y endocrinos deben existir factores medioambientales y de estilo de vida 

implicados en el desarrollo del cáncer de mama (Willett, 2001b; Willett, 2001a; 

Rock, 2003; Bray et al., 2004). De todos ellos, los nutricionales se consideran de gran 

trascendencia debido, en primer lugar, a la continua exposición o deficiencia a la 

cual puede estar sometida la población por sus hábitos alimentarios y estilo de vida, 

y en segundo lugar, a la posibilidad de adoptar medidas preventivas basadas en este 

tipo de factores (WCRF/AICR, 2007). 

Entre los numerosos componentes de la dieta que han sido relacionados con el 

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

numerosos estudios experimentales y epidemiológicos que han puesto de manifiesto 

la relación lípidos de la dieta y cáncer de mama, aunque algunos resultados, 

epidemiológicos principalmente, son controvertidos. En el caso de los estudios 

ecológicos por países, se ha hallado una asociación positiva entre el consumo de 

grasa per cápita y las tasas de mortalidad por cáncer de mama. En estos estudios, los 

países con Dieta Mediterránea presentan valores intermedios para este cáncer. De la 

misma manera, los estudios de migración de poblaciones muestran que las 

poblaciones que migran entre áreas con distintas incidencias de cáncer de mama, 

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



  Introducción 

19 

 

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

prospectivos de cohortes, la relación no es tan clara. La agrupación de varios de 

ellos, mediante técnicas de metaanálisis, ha permitido reanalizar los datos con 

mayor consistencia y, en algunos casos, la relación entre lípidos de la dieta y cáncer 

de mama ha quedado manifiesta (Carroll and Khor, 1975; Armstrong and Doll, 1975; 

Lee and Lin, 2000; Willett, 1999). Además, recientemente, el proyecto EPIC 

(European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition) ha mostrado que la 

ingesta elevada de grasas, independientemente del tipo, está asociada con elevado 

riesgo de cáncer de mama (Schulz et al., 2008). Las discrepancias entre los distintos 

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

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

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

recogidos en las poblaciones  (Willett, 1998; Bingham et al., 2003). Resultados 

obtenidos por la WHI (Woman’s Health Initiative), el mayor ensayo de intervención 

dietética realizado recientemente, han mostrado una reducción, cercana a la 

significación, de la incidencia del cáncer de mama en los grupos que recibieron una 

dieta con baja cantidad de grasas en comparación al grupo control (Prentice et al., 

2006). Sin embargo, está en discusión cómo estos estudios pueden distinguir entre 

los efectos producidos por una reducción de las grasas en la dieta y los efectos 

derivados de un aumento de la ingesta de frutas y verduras. Del mismo modo, 

continúa abierto el debate sobre cómo elucidar el mecanismo por el cual la 

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

sufrir cáncer de mama décadas después (Lee and Lin, 2000; Owen et al., 2004; 

Mayne, 2006). Por tanto, actualmente la asociación entre lípidos de la dieta y cáncer 

de mama en las poblaciones humanas permanece todavía sin resolver. 

Por otra parte, los estudios experimentales han mostrado claramente una 

asociación entre los lípidos de la dieta y el cáncer de mama. En este sentido, 

animales alimentados con dieta con elevada cantidad de grasa presentan mayor 

incidencia tumoral, más allá de la elevada ingesta calórica y del peso corporal. 

Asimismo, se ha descrito que los efectos de los lípidos de la dieta dependen no sólo 

de la cantidad sino también del tipo de grasa, el momento de su administración y el 

estado de diferenciación de la glándula mamaria (Fay et al., 1997; Hilakivi-Clarke, 
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2007; MacLennan and Ma, 2010). En general, las dietas hiperlipídicas son 

fundamentalmente promotoras del cáncer de mama, aunque dietas con una misma 

cantidad de energía y contenido graso total difieren en su capacidad estimuladora 

según su composición en ácidos grasos (Rose et al., 1993; Kaput and Rodriguez, 

2004). Además, parece existir un requerimiento mínimo de ácidos grasos 

poliinsaturados (PUFA) a partir del cual el efecto de la grasa dependería de la 

cantidad total de lípidos de la dieta. Concretamente, por encima del 4-5% de PUFA, 

respecto al total de calorías, el rendimiento de la carcinogénesis por 7,12-

dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) incrementa proporcionalmente a la cantidad de 

grasa total de la dieta, independientemente de que ésta sea de origen animal o 

vegetal (Carroll, 1992; Bartsch et al., 1999). En cuanto al efecto de las calorías, se ha 

demostrado una asociación positiva entre el aporte calórico de las dietas y las tasas 

de mortalidad por cáncer. Además, la restricción calórica tiene un efecto inhibitorio 

indiscriminado sobre la carcinogénesis, lo que sugiere un mecanismo de acción 

inespecífico (Kritchevsky, 1999). Por tanto, una parte del efecto estimulador de las 

dietas ricas en grasas podría ser atribuido a su elevado contenido en calorías, 

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

influyen en el cáncer de mama (Freedman et al., 1990). Un argumento que apoya 

esta conclusión es el hecho de que sólo ciertos tipos de tumores se estimulan por las 

dietas ricas en grasas. El diferente efecto de los distintos tipos de lípidos así como 

los mecanismos por los cuales modulan la carcinogénesis serán ampliamente 

discutidos en el apartado D de este capítulo. 

Aunque otros factores nutricionales han sido relacionados en estudios 

experimentales con el cáncer de mama, epidemiológicamente los resultados no son 

totalmente concluyentes (WCRF/AICR, 2007). Así, se ha sugerido una posible 

disminución del riesgo de la carcinogénesis mamaria por efecto de proteínas de 

origen vegetal, fibra, vitaminas (A, C, carotenoides), licopeno, glucosinolatos e 

indoles, isoflavonas y lignanos, Se, o metilxantinas, mientras que algunos trabajos 

han indicado un aumento del riesgo por efecto de dietas con elevadas cantidades de 

proteína animal (caseína) o azúcares simples (Divisi et al., 2006).   

Existen datos epidemiológicos que han asociado otros factores ambientales y de 

estilo de vida, además de los nutricionales, con el riesgo a desarrollar cáncer de  
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mama. La obesidad es considerada un factor de riesgo independiente en mujeres 

post-menopáusicas, mientras que se ha sugerido que podría disminuir dicho riesgo 

en mujeres pre-menopáusicas. Estudios caso-control también han sugerido una 

asociación entre el peso en el momento del nacimiento y el riesgo de cáncer de 

mama (WCRF/AICR, 2007). Por otro lado, diferentes estudios observacionales han 

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

de mama (WCRF/AICR, 2007). En cuanto al consumo de tabaco, éste ha sido 

claramente asociado con otros tipos de cáncer, pero la relación con el de mama ha 

mostrado resultados inconsistentes. No obstante, las evidencias apuntan a un 

aumento del riesgo tras un largo período de hábito tabáquico, inicio antes del primer 

embarazo a término, y en fumadores pasivos (Terry and Rohan, 2002). La actividad 

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

mama, sobretodo en mujeres post-menopáusicas (WCRF/AICR, 2007).  

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

metales como el cadmio, xenoestrógenos y otros disruptores endocrinos 

(dietilestilbestrol, bisfenol A, parabenos, alquilfenoles, dioxinas, pesticidas), y 

diversos compuestos químicos (solventes orgánicos, aminas aromáticas, benceno, 

PVC), podrían estar relacionados con el aumento en la incidencia del cáncer de 

mama observado en las últimas décadas (Gray et al., 2009).  

3. LÍPIDOS DE LA DIETA Y CÁNCER DE MAMA 

Tal como ya se ha citado, numerosos estudios epidemiológicos y, 

fundamentalmente, experimentales, han puesto de manifiesto la relación entre los 

lípidos de la dieta y el cáncer de mama. En general, los PUFA de la familia n-6, 

fundamentalmente el ácido linoleico (18:2n-6), presentes en aceites vegetales, son 

los principales estimuladores de la carcinogénesis (Ip, 1987; Bartsch et al., 1999; 

Solanas, 2000; Stoll, 2002). Es de destacar el ácido γ-linolénico (18:3n-6) que 

supone una excepción dentro de esta familia, ya que posee propiedades 

antiproliferativas (Begin et al., 1988; Kenny et al., 2001). Además, el ácido linoleico 

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

posicionales del ácido linoleico, y que está presente en la carne y en los productos 
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lácteos derivados de rumiantes, podría tener un efecto inhibidor del cáncer de 

mama (Ip et al., 1996; Ip, 1997). Además, éste presenta propiedades 

antidiabetógenas, anticancerígenas y antioxidantes (Ip et al., 2003; Khan and 

Vanden Heuvel, 2003). Por otro lado, los PUFA de la familia n-3, fundamentalmente 

el ácido α-linolénico (18:3n-3), y los de cadena larga, de origen marino, ácido 

eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) y ácido docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3), serían 

inhibidores del crecimiento tumoral mamario y la metástasis (Ip et al., 1986; Bartsch 

et al., 1999; Woutersen et al., 1999; Stoll, 2002; Tavani et al., 2003). En cuanto a las 

grasas saturadas de procedencia animal, y los lípidos insaturados trans, que se 

originan tras los procesos de manufacturación de varios productos de aceites 

vegetales, también son promotores, pero menos potentes que las grasas 

polinsaturadas de origen vegetal, y además, podrían actuar como co-carcinógenos 

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

saturados en cuanto a la promoción de la carcinogénesis mamaria (Kritchevsky et 

al., 1984; Ip et al., 1986; Ip, 1997). Finalmente, el efecto de los ácidos grasos 

monoinsaturados (MUFA), fundamentalmente el ácido oleico (18:1n-9), presente en 

elevadas cantidades en el aceite de oliva, es de especial interés. Aunque cada vez 

existen más evidencias de un posible efecto quimiopreventivo del aceite de oliva 

virgen, experimentalmente existen resultados contradictorios, Así, se ha observado 

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

cáncer de mama (Bartsch et al., 1999; Escrich, 2006; Soto-Guzman et al., 2010).  

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

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

como de enfermedades cardiovasculares (Owen et al., 2000b; Gallus et al., 2004). La 

Dieta Mediterránea incluye la variedad de patrones dietéticos de las distintas 

regiones del Mediterráneo y se identifica por el abundante consumo de productos de 

origen vegetal (frutas, vegetales, cereales y frutos secos), productos frescos, 

pescado, y el ya mencionado aceite de oliva (Willett et al., 1995). El aceite de oliva 

virgen extra corresponde al obtenido tras la primera prensada y se caracteriza por 

su riqueza en ácido oleico (72-84%), pero también por la presencia de abundantes 

compuestos minoritarios bioactivos, como escualeno y antioxidantes fenólicos 

(hidroxitirosol, tirosol y oleuropeína), secoiridoides, flavonoides y lignanos (Hashim 
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et al., 2005; Owen et al., 2000a). Actualmente, está bien establecido que el efecto 

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

composición lipídica (especialmente su alto contenido en ácido oleico, su apropiado 

contenido en PUFA esenciales y su baja ratio PUFA n-6/PUFA n-3), como a sus 

compuestos minoritarios (Bougnoux et al., 2006; Pérez-Jiménez, 2003; Visioli and 

Galli, 2002). Las diferencias o contradicciones halladas entre distintos estudios 

sobre el efecto del aceite de oliva en el cáncer, así como la falta de una asociación 

significativa en algunos estudios epidemiológicos, podrían estar relacionadas con la 

utilización de los nutrientes químicamente definidos y aislados (ácido oleico y 

componentes minoritarios) o el alimento (aceite de oliva). Del mismo modo, la 

composición exacta del aceite de oliva difiere entre las distintas variedades. Ésta 

depende, no sólo del origen geográfico, sino también de otros factores como las 

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

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

refinado). De hecho, las ratios entre ácidos grasos insaturados/saturados y ácido 

oleico/linoleico, y la composición de antioxidantes y otros compuestos minoritarios, 

serían factores clave en el efecto final del aceite de oliva en la carcinogénesis. Por lo 

tanto, la relación entre consumo de aceite de oliva y cáncer de mama constituye un 

tema controvertido que podría tener importantes repercusiones en la salud humana, 

especialmente entre la población femenina (Martin-Moreno, 2000).  

La influencia de los lípidos sobre la carcinogénesis mamaria parece ejercerse 

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

evidencias de su posible papel durante la iniciación de la carcinogénesis, actuando 

como co-carcinógenos al facilitar la acción genotóxica de diversos agentes o como 

agentes protectores, dificultándola. Así, los lípidos podrían alterar la estructura de la 

cromatina y afectar la accesibilidad de carcinógenos, la reparación del ADN y/o el 

acceso de la maquinaria de transcripción a determinados genes (Ronai et al., 1991). 

En este sentido, estudios in vitro sugieren que las interacciones electroestáticas 

entre histonas y ADN pueden verse afectadas por interacciones con membranas 

nucleares que contienen fosfolípidos acídicos y esfingosina, modulando así la 

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

ADN (Sekimizu, 1994; Kinnunen et al., 1994). Además, la presencia de fosfolípidos, 
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fundamentalmente esfingomielina y fosfatidilserina, plasmalógenos y colesterol, 

como componentes de la cromatina, está actualmente bien documentada, y algunos 

estudios sugieren que estos lípidos nucleares podrían jugar papeles importantes en 

la regulación transcripcional que refleja el estado metabólico o de desarrollo de la 

célula (Albi and Viola Magni, 2004). Por otro lado, en el modelo de carcinogénesis 

mamaria inducida en la rata con 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b] piridina 

(PhIP), se ha observado un aumento de los aductos carcinógeno-ADN en las células 

epiteliales mamarias de los animales alimentados con dieta hiperlipídica n-6 

(Snyderwine et al., 1998). Además, la administración de diferentes tipos de dieta en 

las etapas previas a la hepatocarcinogénesis inducida con azoximetano en rata 

también sugiere un efecto sobre la iniciación de los PUFA n-6, pero no de los lípidos 

saturados (Rahman et al., 2001). En cambio, la exposición a CLA durante el período 

de maduración de la glándula mamaria en rata se ha demostrado que proporciona 

un efecto protector en la iniciación de la carcinogénesis (Thompson et al., 1997). 

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

sustancias acompañantes de las grasas, como contaminantes alimentarios, aditivos y 

hormonas, así como la posibilidad de que los lípidos pudieran activar determinadas 

sustancias exógenas carcinogénicas o modular la producción endógena de 

sustancias capaces de dañar el ADN (Rouse et al., 1982; King, 1983; Nemoto, 1986).  

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

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

los datos experimentales, éstos se podrían establecer a varios niveles, entre los que 

destacarían: 1) el crecimiento y maduración sexual, 2) el estatus hormonal, 3) las 

modificaciones de la membrana celular, 4) la transducción de señales, 5) la 

expresión génica, 6) la proliferación celular, 7) el sistema inmunitario y 8) el estrés 

oxidativo que se desarrollará ampliamente en el siguiente apartado. Probablemente, 

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

integrada, simultánea y/o secuencial. 

3.1. CRECIMIENTO, MADURACIÓN SEXUAL Y OBESIDAD.  

La fertilidad y la maduración sexual son factores de riesgo del cáncer de mama. 

Así, la nuliparidad (no tener descendencia) o un primer embarazo en edad avanzada 
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constituyen factores de riesgo debido a que en estos casos la glándula mamaria no 

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

pubertad (menarquia precoz) y la menopausia tardía también son factores de riesgo 

ya que aumentan el número total de ciclos reproductivos en los que la glándula 

mamaria sufre un proceso de crecimiento e involución, lo cual influye en su 

susceptibilidad a la carcinogénesis. Además, en la menarquia precoz se induce una 

proliferación temprana de las células mamarias por  exposición a elevados niveles 

hormonales (de Waard and Thijssen, 2005; WCRF/AICR, 2007; Rosner et al., 1994; 

Rudel et al., 2011; Parsa and Parsa, 2009).  

La pubertad está influida por factores hormonales, nutricionales y energéticos 

(da Silva Faria et al., 2004). El desarrollo puberal se origina en el momento que el eje 

hipotálamo-hipófiso-gonadal es completamente maduro (Halasz et al., 1988). La 

GnRH es la responsable, de dicho eje (Maeda et al., 2010; Santoro et al., 1986; Kelch 

et al., 1985; Belchetz et al., 1978; Terasawa et al., 2010). Las etapas iniciales de la 

maduración sexual están mediadas por la aceleración de la secreción pulsátil de 

dicha hormona hipotalámica (Sisk et al., 2001), siendo dicha secreción resultado del 

equilibrio dinámico entre señales hipotalámicas excitadoras e inhibidoras (Ojeda et 

al., 2006; Terasawa et al., 2010; Ojeda et al., 2008; Christian and Moenter, 2010). Las 

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

su receptor resulta clave en diversos aspectos de la maduración y la reproducción 

(Pinilla et al., 2012; Lehman et al., 2010; Navarro et al., 2009; Wakabayashi et al., 

2010).  

Para que se inicie la pubertad y la reproducción se requiere un depósito de 

energía suficiente y un estado metabólico adecuado (Frisch et al., 1975; Mann and 

Plant, 2002; Cheung et al., 2001), por lo que los factores nutricionales pueden influir 

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

gonadotrópico y a la expresión de Kisspeptina en el hipotálamo (Roa et al., 2008). De 

hecho, el tejido adiposo está en constante comunicación con otros centros 

reguladores de la ingesta del cerebro (Evans et al., 2004). Es, además, el principal 

lugar de producción periférica de estrógenos y al mismo tiempo secreta una serie de 

péptidos, las adipoquinas, que realizan funciones endocrinas relacionadas con el 

metabolismo y la reproducción (Wang et al., 2007). Entre dichas adipoquinas se 
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encuentra la Adiponectina y la Leptina (Jeong et al., 2011; Lorincz and Sukumar, 

2006; Ahima, 2006).  

Leptina y Adiponectina regulan la secreción de GnRH (Pinilla et al., 2012). La 

Leptina, es producida principalmente en tejido adiposo y, en menor medida, en 

células epiteliales de la glándula mamaria, ovarios, estómago y placenta (Jeong et al., 

2011; Jarde et al., 2008). Sus niveles circulantes se correlacionan positivamente con 

el peso corporal y la cantidad de grasa (Somasundar et al., 2004; Michalakis et al., 

2013). La Leptina informa al hipotálamo de los niveles de reservas energéticas y 

adiposidad, el peso corporal y el estado nutricional, a la vez que participa en la 

regulación del apetito y la termogénesis (Mann and Plant, 2002; Cheung et al., 2001; 

Kratz et al., 2002; Jarde et al., 2008). Dicha hormona actuaría como un importante 

regulador del sistema hipotalámico de Kisspeptina y, por tanto, de la funcionalidad 

del eje reproductivo (Aubert et al., 1998; Roa et al., 2008). La expresión y secreción 

de la Leptina están reguladas, entre otros factores, por las hormonas esteroideas 

(Messinis et al., 2001; Shin et al., 2007). Habiéndose descrito una correlación 

positiva entre los niveles plasmáticos  de estradiol, la cantidad de grasa corporal y 

los niveles circulantes de Leptina (Paolisso et al., 1998). La Adiponectina es 

sintetizada principalmente en el tejido adiposo y realiza sus funciones mediante la 

unión a su receptor AdipoR (Jarde et al., 2011; Jeong et al., 2011; Chandran et al., 

2003). Está involucrada en el metabolismo lipídico y el mantenimiento de la energía 

homeostática, de manera que sus niveles están inversamente correlacionados con el 

acúmulo central de grasa (Ishikawa et al., 2004; Arita et al., 2012; Weyer et al., 2001; 

Mantzoros et al., 2004; Michalakis et al., 2013). Ambas  adipoquinas se han 

relacionado con otras funciones. La Leptina parece tener un papel en el desarrollo 

epitelial de la glándula mamaria promoviendo la proliferación celular (Hu et al., 

2002), y se ha descrito la expresión de su receptor en diversos tipos de tumores 

incluidos los de mama (Ishikawa et al., 2004; Knerr et al., 2001; Wang et al., 2004). 

La Adiponectina parece realizar una función opuesta, inhibiendo la proliferación 

celular. Por este motivo, los niveles de ambas adipoquinas y sus respectivos 

receptores podrían jugar un papel importante en la carcinogénesis mamaria (Jarde 

et al., 2011; Jeong et al., 2011; Grossmann et al., 2008). 
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Existen evidencias de la influencia de los lípidos de la dieta en el crecimiento y 

maduración sexual. Una dieta con elevada cantidad de grasas puede producir el 

adelantamiento de la pubertad (de Waard and Thijssen, 2005; WCRF/AICR, 2007; 

Rosner et al., 1994; Rudel et al., 2011; Gereltsetseg et al., 2012). Este efecto, no 

obstante, parece depender del tipo de grasa consumida (Fernandez-Quintela et al., 

2007). El mecanismo de este efecto diferencial podría estar directamente 

relacionado con las características de los ácidos grasos, como su estructura, longitud 

de la cadena o grado de insaturación (Moussavi et al., 2008). Estos datos estarían de 

acuerdo con estudios epidemiológicos que han asociado diferentes patrones 

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

Mediterránea, cuya principal fuente de grasa es el aceite de oliva, ha sido 

inversamente asociada con la obesidad, a pesar del contenido relativamente elevado 

de grasa de esta dieta (Romaguera et al., 2010; Martinez-Gonzalez et al., 2012). Uno 

de los mecanismos por los cuales el aceite de oliva podría tener efectos beneficiosos 

sobre el peso corporal sería a través de la molécula oleiletanolamida (OEA) o N-

aciletanolamida (Borrelli and Izzo, 2009; Lo Verme et al., 2005). Dicha molécula 

pertenece a una familia de moléculas lipídicas señalizadoras que se localizan 

principalmente en el intestino delgado, tejido adiposo, neuronas aferentes y en 

varias zonas del cerebro. Existe una fuente de OEA exógena, a través de la ingesta de 

nutrientes con ácido oleico, así como una fuente endógena, a partir de 

fosfatidilcolina cuando las células son estimuladas por agentes despolarizantes, 

neurotransmisores y hormonas (Borrelli and Izzo, 2009; Rodriguez de Fonseca et al., 

2001; Thabuis et al., 2008; Serrano et al., 2011). La OEA parece jugar un papel 

importante en el control central y periférico de la ingesta, de forma integrada con el 

control nervioso y hormonal de la saciedad (Thabuis et al., 2008; Gonzalez-Yanes et 

al., 2005; Fu et al., 2005). El grupo investigador ha demostrado que una dieta rica en 

aceite de oliva podría aumentar los niveles de OEA, protegiendo así de la obesidad 

en comparación con una dieta rica en aceite de maíz (Sospedra et al., 2015). 

3.2. INFLUENCIA SOBRE EL ESTATUS HORMONAL. 

Los estrógenos son las hormonas que podrían estar más directamente implicadas 

en la acción de los lípidos de la dieta sobre el cáncer de mama, ya que participan en 
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todos los procesos, normales y patológicos de la glándula mamaria. En este sentido, 

participan, por un lado, en la iniciación del cáncer de mama debido a los efectos 

genotóxicos de sus metabolitos, y por otro lado, ejercen efectos como 

cocarcinógenos y en la promoción de la carcinogénesis mediante la estimulación de 

la proliferación y el crecimiento celular (Dickson et al., 1990).  

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

disponibilidad de los estrógenos y, por lo tanto, estarían influyendo el desarrollo del 

cáncer de mama ya que es una patología hormonodependiente. Así, la alteración del 

metabolismo de los estrógenos es un posible mecanismo a través del cual los lípidos 

de la dieta podrían modificar el proceso carcinogénico mamario. Una ingesta elevada 

de grasas puede aumentar el tejido adiposo corporal y mamario, y, 

consecuentemente, también aumentaría la síntesis de estrógenos a partir de 

andrógenos, secretados por la glándula adrenal, a través de la enzima aromatasa 

P450. Esta enzima ha sido hallada en tejido mamario adiposo y tumoral (Deslypere 

et al., 1985; Miller, 2006). En el grupo de mujeres post-menopáusicas el tejido 

adiposo se convierte en la principal fuente de estrógenos procedentes de dicha 

actividad aromatasa (Keen and Davidson, 2003). Por lo tanto, las mayores tasas de 

cáncer de mama observadas en mujeres post-menopáusicas y obesas (Key et al., 

2003; Lahmann et al., 2004) podrían estar asociadas con un aumento de los niveles 

de estrógenos (Boyapati et al., 2004). 

Por otro lado, se ha descrito que los PUFA n-6 pueden aumentar la estrogenicidad 

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

transportadora, incrementando los niveles de hormona libre; 2) aumentando la 

afinidad por su receptor; y 3) inhibiendo la actividad de la enzima 17β-

deshidrogenasa e impidiendo, de esta forma, el paso de estradiol a estrona (Martin 

et al., 1986; Wynder et al., 1997; Bartsch et al., 1999). Además, un incremento en el 

consumo de EPA, a través de la ingesta de pescado, disminuye la formación de 

prostaglandina E2 (PGE2), un metabolito del ácido araquidónico que estimula la 

actividad de la aromatasa P450, lo cual disminuiría la producción local de 

estrógenos y el crecimiento estimulado por éstos (Larsson et al., 2004). Asimismo, el 

aumento de la ingesta de grasas causa un incremento de la secreción biliar, cuyos 

ácidos biliares y derivados del colesterol pueden ser transformados a estrógenos 
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por ciertas bacterias de la flora intestinal (Hill et al., 1971). En este sentido, la 

actividad moduladora de la biosíntesis de ácidos biliares característica del 

escualeno, componente minoritario del aceite de oliva virgen, podría contribuir al 

potencial efecto protector de este aceite en la carcinogénesis (Rao et al., 1998). Por 

otro lado, los lignanos, otros componentes minoritarios del aceite de oliva virgen, 

presentarían efectos antiestrogénicos debido a su semejanza estructural con el 

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

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

estimulan la síntesis de la globulina transportadora de hormonas sexuales, con el 

subsecuente incremento del estradiol total. Sin embargo, los niveles de estradiol 

libre se reequilibran para mantener la homeostasis (Owen et al., 2000b).  

A pesar de las relaciones sugeridas anteriormente, no se han encontrado 

diferencias claras en los niveles de esteroides gonadales por efecto de las dietas 

hiperlipídicas (Welsch and Aylsworth, 1983; Sylvester et al., 1986; Ip and Ip, 1981; 

Escrich, 1990; Mizukami et al., 1992).  

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

los estrógenos en cáncer es el hecho de que el ciclo redox del metabolito catecol 

estrógeno 4-hidroxioestradiol, catalizado por enzimas CYP, da lugar a radicales 

libres que pueden dañar el ADN y podrían provocar la peroxidación lipídica de los 

ácidos grasos (Bartsch et al., 1999).  

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

receptores esteroideos. En ratas, una dieta rica en PUFA n-6 aumentó el nivel de RE 

en la glándula mamaria de animales vírgenes. En ratas gestantes, dicha dieta 

aumentó los niveles de RE, sin embargo, en la descendencia los niveles de RE en 

glándula mamaria disminuyeron significativamente, en asociación con una 

disminución de la diferenciación epitelial a favor de un mayor número de 

estructuras dianas de la transformación maligna (Hilakivi-Clarke et al., 1998). Sin 

embargo, en otros estudios, la ingesta de dietas ricas en grasas no ha mostrado 

influencias sobre los niveles de receptores de estrógenos y progesterona (Ip and Ip, 

1981; Noguchi et al., 1991). Asimismo, se ha postulado que la obesidad afectaría el 

desarrollo del cáncer de mama en etapas tempranas en la tumorigénesis sin alterar 

el estado de receptores de estrógenos en el tumor (Ray et al., 2007). Por tanto, no 
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hay datos concluyentes sobre la influencia de los lípidos de la dieta y los receptores 

de esteroides gonadales (Ip and Ip, 1981; Mizukami et al., 1992). 

Finalmente, cabe destacar que algunos estudios han relacionado otras hormonas, 

como la prolactina, insulina, tiroxina, hormona del crecimiento y corticosterona, con 

los lípidos de la dieta y el cáncer de mama, aunque los resultados obtenidos son 

controvertidos (Sylvester et al., 1986; Cohen, 1981; Lomeo et al., 1986).  

3.3. MODIFICACIONES DE LA MEMBRANA CELULAR. 

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

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

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

habitualmente se ingieren (Cave and Jurkowski, 1984; Spector and Burns, 1987; 

Clandinin et al., 1991; Cave, 1997). Las membranas celulares parecen mantener 

relativamente constante sus niveles de ácidos grasos saturados y monoinsaturados 

dentro de un amplio rango de variación de estos ácidos grasos en la dieta. La 

composición de la membrana es más sensible a los niveles de PUFA n-6 y n-3 de la 

dieta, y especialmente a los PUFA n-3 y a la ratio n-3/n-6 (Hulbert et al., 2005; 

Schmitz and Ecker, 2008). Los cambios en el perfil lipídico de las membranas 

celulares debidos al consumo de un tipo concreto de grasa pueden modificar el 

comportamiento celular mediante la influencia en la fluidez de la membrana, las vías 

de transducción de señales y el grado de peroxidación lipídica en dichas membranas 

(Jump, 2004). Así, elevadas cantidades de PUFA n-6 en las membranas se han 

asociado a una mayor tasa de proliferación celular (Welsch, 1987; Stoll, 2002). 

Los cambios en la fluidez de membrana, como el aumento debido a un 

incremento en la cantidad de PUFA, pueden afectar a la movilidad lateral de 

proteínas específicas integrales y unidas a membrana, su conformación y su 

interacción con otros de sus componentes, lo cual podría producir cambios 

funcionales (Clandinin et al., 1991; Merrill and Schroeder, 1993). En este sentido, se 

ha descrito que las dietas ricas en distintos ácidos grasos modifican la densidad y/o 

conformación de los canales de sodio (Spector and Burns, 1987). También se ha 

descrito que un incremento del contenido de ácidos grasos insaturados de los 

fosfolípidos de membrana modifica la actividad de la adenilato ciclasa, de la ATPasa 
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Na+-K+ dependiente y del receptor de insulina (Gidwitz et al., 1980; Solomonson et 

al., 1976; Lomeo et al., 1986; Clandinin et al., 1991). En todos estos casos, los PUFA 

parecen mostrar un mayor efecto que los MUFA (Hulbert et al., 2005; Hulbert and 

Else, 2000). Además, lípidos específicos de membrana regulan la función de 

proteínas anfitrópicas a las que se unen débil y reversiblemente mediante 

interacciones covalentes o no covalentes (Burn, 1988). Las interacciones con lípidos 

de membrana pueden afectar su ensamblaje, plegamiento u organización topológica 

y, por lo tanto, su función. Proteínas implicadas en la transducción de señales 

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

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

anfitropismo (Dowhan et al., 2004). Además, varias proteínas de la matriz 

extracelular y del citoesqueleto, como vinculina, α-actinina, profilina y gelsolina, 

pueden interactuar con fosfolípidos de membrana, regulando procesos 

fundamentales como la división, migración, adhesión celular, cambio de forma o 

interacciones célula-célula (Niggli and Burger, 1987; Grimard et al., 1993).  

Por otro lado, se ha sugerido un papel de los lípidos de la dieta en la organización 

de los microdominios de la membrana plasmática, en concreto los conocidos como 

balsas lipídicas o lipid rafts  (Rajendran and Simons, 2005; Simons and Vaz, 2004; 

Yaqoob, 2009). Dichos dominios tienen una composición característica, tanto de 

lípidos como de proteínas, de manera que cambios en su organización pueden 

conducir a una desregulación de la propia célula. Los lipid raft son dominios 

pequeños (10-200 nm) y representan el 10-15% del área de la membrana 

plasmática (Freeman and Solomon, 2004). Se caracterizan por su composición 

lipídica rica en colesterol, esfingolípidos y lípidos que contienen cadenas de ácidos 

grasos saturados (Chapkin et al., 2008; Mantovani, 2009). Según su composición, 

pueden clasificarse en Chol-Rafts y Cer-Rafts. Los Chol-Rafts están enriquecidos en 

colesterol, esfingomielina y gangliósidos, mientras que los Cer-Rafts son ricos en 

ceramida y esfingomielina (Patra, 2008). Los lipid raft citados en la literatura 

corresponden a los Chol-Rafts. Además, según su morfología, también pueden 

distinguirse dos variedades de lipid raft en la superficie celular: las caveolas y los flat 

raft o dominios G. Las caveolas son invaginaciones de membrana con forma de 

matraz, de 50-100 nm, y están enriquecidas con la proteína Caveolina (Cav1) 
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(Freeman and Solomon, 2004; Razani et al., 2002; Rajendran and Simons, 2005). Los 

flat rafts son estructuras no caveolares que sin embargo comparten una 

composición de lípidos y proteínas muy similares a las de las caveolas. 

Recientemente, se han determinado las diferencias funcionales entre ambos tipos de 

estructuras debidas a la diferente composición en proteínas (Yao et al., 2009). Tanto 

los flat rafts como las caveolas contienen la proteína Flotilina, cuya función principal 

es de andamiaje, en ocasiones formando complejos heterodiméricos junto con 

caveolina  (Bickel et al., 1997). 

Los lipid rafts están implicados en señalización celular, endocitosis, transcitosis, 

tráfico de colesterol y adhesión (Jump, 2004; Stulnig, 2003; Brown and London, 

2000; Freeman and Solomon, 2004; Razani et al., 2002; Rajendran and Simons, 

2005; Simons and Vaz, 2004), lo que explicaría su papel en diversos tipos de 

patologías, entre ellas el cáncer (Ma et al., 2004b; Michel and Bakovic, 2007).  Su 

función en la transducción de señales podría ser la de concentrar los receptores para 

que éstos interactúen con sus ligandos y efectores de ambos lados de la membrana  

(Simons and Ikonen, 1997). En este sentido, se ha descrito la localización de algunos 

de los componentes de la vía de señalización intracelular mediada por la proteína 

p21Ras en estos microdominios de membrana (Prior and Hancock, 2001; Mineo et 

al., 1996; Zhuang et al., 2002; Ma et al., 2004a). En colon de ratones, se ha observado 

una disminución de la activación de la proteína Ha-Ras en los microdominios 

lipídicos por efecto de los PUFA n-3 de la dieta, en comparación con los PUFA n-6, 

asociada con cambios en la composición lipídica y proteica de las caveolas. La causa 

de la supresión de la vía de señalización de Ras sería  (altera su localización) un 

desplazamiento de Ha-ras en los microdominios lipídicos por efecto de dichos 

lípidos (Ma et al., 2004a; Chapkin et al., 2008). Además, en el modelo de cáncer de 

colon inducido en la rata con azoximetano, una dieta rica en aceite marino 

disminuyó el contenido de Ras unido a membrana, mientras que una dieta rica en 

aceite de maíz aumentó dicha localización sin alterar la farnesilación ni la 

polmitoilación de la proteína (Davidson et al., 1999). Otros autores han demostrado 

que los PUFA n-3, en comparación con los PUFA n-6, disminuyen la relación Ras 

membrana-citosol (Singh et al., 1997). En relación al aceite de oliva, los compuestos 

minoritarios como el hidroxitirosol o el escualeno, pueden influir en el metabolismo 



  Introducción 

33 

 

lipídico, disminuyendo los niveles de intermediarios lipídicos requeridos para la 

prenilación de Ras, necesaria para su activación en la membrana (Visioli, 1998; Rao 

et al., 1998; Smith et al., 1998; Newmark, 1999; Kris-Etherton et al., 1999). Estudios 

recientes del grupo investigador han demostrado que los lípidos de la dieta 

modifican diferencial y específicamente la composición de la membrana de las 

células tumorales mamarias. Así, una dieta rica en aceite de maíz enriqueció la 

membrana en PUFA n-6 y en colesterol, mientras que una dieta rica en aceite de 

oliva aumentó los niveles de MUFA n-9. Esta misma dieta provocó un aumento de la 

ratio ceramida/esfingomielina y de CD95 así como una disminución de los niveles de 

Cav1 en caveolas. Estos resultados estuvieron en línea con la disminución de la 

actividad de p21Ras, la downregulación de la vía Akt y la inducción de la apoptosis 

previamente demostrada por efecto de la dieta de aceite de oliva en los tumores 

mamarios experimentales (Solanas et al., 2010). 

Por otra parte, existen evidencias de que la composición de fosfolípidos de la 

membrana nuclear interviene en la regulación de la funcionalidad de ésta y, en 

consecuencia, de procesos como la replicación y la transcripción del ADN o el 

transporte núcleo-citoplasmático del ARN (Clandinin et al., 1991; Tomassoni et al., 

1999). 

Finalmente, los lípidos también podrían influir en la carcinogénesis modulando 

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

en rata se ha descrito que los PUFA n-6 son capaces de bloquear la comunicación 

intercelular mediada por uniones tipo gap junction, a través de las cuales las células 

intercambian iones y moléculas de bajo peso molecular en un proceso de 

cooperación metabólica. Dicho bloqueo resulta en la no transferencia de señales 

inhibitorias entre células tumorales, lo que conduce a una proliferación 

descontrolada de las células iniciadas y a la promoción del desarrollo tumoral  

(Aylsworth et al., 1984; Aylsworth et al., 1987; Holder et al., 1993). 

3.4. EFECTOS SOBRE LA TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES. 

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

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

moléculas bioactivas que actúan como segundos mensajeros o como moduladores 
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dentro de la cascada de señalización intracelular (Exton, 1994; Jump, 2004). Entre 

ellas, inositol-trifosfato (IP3), diacilglicerol (DAG) y ácidos grasos libres (free fatty 

acids, FFA) que activan PKC, y ácido fosfatídico (PA) que, además, puede ser 

metabolizado a DAG. Asimismo, PA actuaría, como coactivador de la vía de MAPK 

junto con p21Ras (Haeffner, 1993; Graber et al., 1994; Daniel et al., 1999; Uchida et 

al., 1997). Por lo tanto, los cambios en las propiedades físico-químicas de la 

membrana que se puedan producir por modificaciones en la cantidad o el tipo de 

lípidos de la dieta, afectarán a la producción y composición de los segundos 

mensajeros, alterando la expresión génica y la función celular (Escrich et al., 2001). 

Se ha comprobado que algunas dietas hiperlipídicas incrementan el nivel de DAG y 

la cantidad de PKC asociada a la membrana (Birt et al., 1992; Choe et al., 1992). 

Además, los FFA modifican las actividades de las fosfolipasas, PKC y otras quinasas, 

proteínas G, ciclasas, así como canales iónicos y la movilización del calcio (Sumida et 

al., 1993; Clandinin et al., 1991; Merrill and Schroeder, 1993; Graber et al., 1994; 

Divecha and Irvine, 1995). Por el contrario, el ácido araquidónico inhibe algunas 

quinasas (Sumida et al., 1993). También se ha descrito que los PUFA oxidados 

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

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

comprobado que determinados metabolitos del ácido linoleico pueden inhibir la 

defosforilación del EGFR, aumentando así la cascada de señalización intracelular 

(Vacaresse et al., 1999; Glasgow et al., 1997; Schley et al., 2007), aunque resultados 

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

EGFR por los lípidos de la dieta, en los adenocarcinomas mamarios experimentales  

(Solanas et al., 2010).  

Tal como ya se describió ampliamente en el apartado anterior, los lípidos de la 

dieta pueden afectar la actividad de las proteínas señalizadoras de la familia Ras, 

reguladores críticos de funciones celulares tan importantes como el crecimiento, la 

diferenciación y la apoptosis. 

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

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

tratamiento con ácido linoleico resultaría de la modulación de las distintas vías 

MAPK existentes en la célula (Reyes et al., 2004). Otros trabajos han demostrado que 
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los PUFA n-6 reducirían la duración del ciclo celular, mientras que los PUFA n-3 

inhibirían el crecimiento tumoral mamario (Rose, 1997; Cave, 1997; Snyderwine et 

al., 1998; Reyes et al., 2004), y los MUFA n-9, lo inhibirían a elevadas 

concentraciones, mientras que a bajas concentraciones (<1 µg/ml) tendrían un 

efecto estimulador (Rose and Connolly, 1990). 

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

precursores de eicosanoides (prostaglandinas, prostaciclinas, tromboexanos y 

leucotrienos). Existen dos familias de eicosanoides; los derivados del ácido linoleico 

(n-6), vía ácido araquidónico, y los derivados del ácido linolénico (n-3), vía EPA 

(ácido eicosapentanoico) (Cave, 1997), que muestran diferentes efectos, en algunos 

casos, contrarios (Weber, 1990). PGE2, producto del ácido araquidónico, 

promovería la supervivencia celular, inhibiendo la apoptosis y estimulando la 

proliferación celular, y potenciaría la progresión tumoral, promocionando la 

angiogénesis del tumor y las metástasis (Stoll, 2002; Larsson et al., 2004). En este 

sentido, el efecto promotor tumoral de las dietas hiperlipídicas en el cáncer de 

mama se ha correlacionado con una mayor producción de prostaglandinas (Cohen et 

al., 1986a). Los inhibidores de la síntesis de las prostaglandinas bloquean 

parcialmente el efecto promotor de las dietas hiperlipídicas ricas en PUFA n-6 en la 

carcinogénesis mamaria inducida por DMBA (Nakayama et al., 1993; Mizukami et al., 

1992). En relación a los lípidos n-3, CLA y ácido oleico, se ha postulado que su efecto 

protector se basaría en la utilización de las mismas enzimas de la síntesis de 

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

tipo de eicosanoides sintetizados (Banni et al., 1999; Bartsch et al., 1999; Rose and 

Connolly, 1990; Larsson et al., 2004). Además, en el aceite de oliva, los compuestos 

minoritarios como el hidroxitirosol o el escualeno, también pueden influir en el 

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

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

para su activación (Visioli, 1998; Rao et al., 1998; Smith et al., 1998; Newmark, 1999; 

Kris-Etherton et al., 1999). 
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3.5. EFECTOS SOBRE LA EXPRESIÓN GÉNICA. 

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

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

pueden modular específicamente la transcripción génica, el procesamiento y la 

estabilidad de los transcritos de genes implicados en diversas vías del metabolismo 

(glucólisis, lipogénesis, etc.) (Clarke and Jump, 1993; Clarke and Abraham, 1992; 

Kaput and Rodriguez, 2004). 

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

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

una modulación adaptativa a largo plazo de la composición de la membrana celular 

que podría modificar a su vez la señalización intracelular (Clarke and Jump, 1993; 

Kaput and Rodriguez, 2004). La modulación de la expresión génica por parte de los 

PUFA está bien caracterizada en el caso de los genes implicados en la lipogénesis 

hepática y otras vías metabólicas (Blake and Clarke, 1990; Jump et al., 1993; Clarke, 

2001). Así, los PUFA n-3 y n-6 inhiben la expresión de enzimas relacionadas con el 

metabolismo de carbohidratos y la biosíntesis de ácidos grasos, mientras que los 

ácidos grasos saturados y monoinsaturados no tienen tal efecto (Clarke and Jump, 

1994; Kim and Tae, 1994; Landschulz, 1991). Esta acción de los PUFA depende de 

una serie de condiciones: un contenido mínimo de 18 carbonos; un mínimo de 2 

dobles enlaces localizados en las posiciones 9 y 12, uno de los cuales puede estar en 

configuración trans; y sufrir desaturación por la Δ6-desaturasa (Clarke and 

Abraham, 1992). También se ha constatado que los PUFA inducen la expresión de 

genes implicados en la oxidación lipídica y la termogénesis (Clarke, 2000).  

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

expresión de genes implicados en la transformación neoplásica. Trabajos in vitro 

realizados en diferentes líneas celulares humanas de cáncer de mama tratadas con 

PUFA n-3 mostraron cambios en la expresión de genes implicados en apoptosis, 

señalización intercelular, comunicación celular, metabolismo o interacción con 

patógenos. Por el contrario, tal efecto no fue observado en el caso de los PUFA n-6 

(Hammamieh et al., 2007). Por otra parte, la administración de ácido linoleico a 

células tumorales mamarias indujo cambios en la expresión del receptor de 

estrógenos α, la proteína G G13a, la p38 MAPK, así como de genes implicados en la 
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regulación del ciclo celular y la transcripción del ARN (Reyes et al., 2004). Los ácidos 

grasos insaturados han demostrado poder reducir significativamente el tiempo de 

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

aumento de la actividad mitótica (Welsch and Aylsworth, 1983). Este efecto se ha 

relacionado con una regulación de la expresión de genes implicados en el ciclo 

celular, como por ejemplo p53 y c-fos (Himeno et al., 1992; Tillotson et al., 1993). 

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

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

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

proliferadores de peroxisomas (PPAR), el receptor X hepático (LXR) tipo α, el del 

ácido retinoico (RX) tipo α y el receptor nuclear hepático 4 (HNF-4) tipo α. 

Igualmente, los ácidos grasos pueden actuar alterando la actividad o la abundancia 

nuclear de los factores de transcripción sin necesidad de unirse a ellos, como es el 

caso de NF-κB (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), 

SREBP (sterol-regulatory element-binding protein), c/EBPb (CCAAT/enhancer-

binding protein B) y HIP-1α (hypoxia-inducible factor-1α) (Jump, 2004; Khan and 

Vanden Heuvel, 2003). 

Datos propios del grupo de investigación demostraron que la dieta hiperlipídica 

PUFA n-6 disminuye la expresión del gen PCPH, implicado en la diferenciación de la 

glándula mamaria a través, al menos en parte, de una actuación sinérgica con Ras 

(Solanas et al., 2002a; Escrich, 2006). Además, la ingesta de dicha dieta aumenta los 

niveles de ARNm de β-Actina y de su transportador ZBP1, cuya desregulación se 

asocia con un fenotipo tumoral de mayor malignidad (Moral et al., 2008).  

El efecto promotor de las dietas ricas en PUFA n-6 en carcinogénesis mamaria y 

de colon también se ha asociado a la sobreexpresión de los genes ciclooxigenasa 

COX-1 y COX-2. Por el contrario, las dietas hiperlipídicas PUFA n-3 ejercerían un 

efecto antitumoral a través de la inhibición de la expresión de COX-3 (Hamid et al., 

1999; Stoll, 2002; Larsson et al., 2004; Xue and Warshawsky, 2005). Algunos 

oncogenes y genes supresores de tumores, también pueden ser regulados por los 

ácidos grasos, directa o indirectamente. Entre ellos se encuentran ErbB2/Neu 

(Menendez et al., 2005), c-myc y c-Ha-ras (Fernandes and Venkatraman, 1991; Davis 

and Snyderwine, 1995), c-fos y COX-2 (Hughes-Fulford et al., 2001), p53, Bcl-2, Bcl-
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xL y Bak (Tillotson et al., 1993; Ronai et al., 1995) y BRCA1 y BRCA2  (Kachhap et al., 

2000; Bernard-Gallon et al., 2002) entre otros. La expresión de EZH2, una proteína 

nuclear modificadora de histonas, implicada en regular la conformación de la 

cromatina, también se ha encontrado influida por ácidos grasos pudiendo así ejercer 

un efecto sobre la regulación epigenética de la expresión génica (Dimri et al., 2010; 

Escrich et al., 2011). Otros estudios han demostrado efectos sobre genes 

involucrados en angiogénesis, invasión y metástasis, como E-cadherina (Jiang et al., 

1995), Maspina (Jiang et al., 1997) y algunas moléculas mediadoras de la cascada 

angiogénica como el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), el derivado 

de plaquetas (PDGF), el de fibroblastos (FGF), COX-2, la óxido nítrico sintasa 

inducible (iNOS), el factor de necrosis tumoral α (TNFα), metaloproteasas de matriz 

(MMPs) y β-Catenina (Spencer et al., 2009). 

Los efectos inespecíficos de las dietas hiperlipídicas en el cáncer de mama 

experimental, relacionados con su aporte energético, han sido asociados por el 

equipo investigador con la influencia que dichas dietas pueden ejercer en la 

regulación de la expresión de genes hepáticos como la carnitina palmitoil 

transferasa tipo 1 (CPT-1) y la sintasa HMG-CoA, implicados en el metabolismo 

lipídico. Los resultados obtenidos, junto con los cambios observados en el perfil 

lipídico y el peso y masa corporal, sugieren que el cáncer modifica la regulación de 

dicho genes por los lípidos de la dieta, así como la expresión de PPARα (Owen et al., 

2000b). 

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

génica mediante Microarrays, se han publicado diversos trabajos sobre el efecto de 

los lípidos de la dieta en el perfil de expresión génica en células tumorales. El equipo 

investigador, utilizando dicha tecnología, identificó 4 genes diferencialmente 

expresados en cáncer de mama experimental por efecto de una dieta rica en PUFA n-

6: α-2u globulina submaxilar, VDUP1 (vitamin D3-upregulated protein 1), el gen 

improntado H9 y un gen de función desconocida que codifica la secuencia de 

expresión (EST) Rn.32385. La regulación a la baja de estos genes en los tumores de 

los animales alimentados con dicha dieta se asoció con su mayor malignidad clínica 

y anatomopatológica (Escrich et al., 2004). En otros trabajos similares, los lípidos se 

han asociado con cambios en la expresión de genes implicados en la regulación del 
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ciclo celular y la transcripción del ARNm (Reyes et al., 2004), apoptosis, interacción 

huésped-patógeno, señalización y comunicación celular, transducción de señales y 

metabolismo (Hammamieh et al., 2007). En modelos de cáncer de próstata y de 

colon, dietas hiperlipídicas han mostrado influencia sobre la expresión de genes 

implicados en inflamación, metabolismo de ácidos grasos y glucosa, metabolismo de 

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

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

(Reyes et al., 2002; Davidson et al., 2009).  

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

expresión de grupos de genes implicados en los distintos hallmarks de las células 

tumorales, descritos por Hanahan y Weinberg (Hanahan and Weinberg, 2000; 

Hanahan and Weinberg, 2011). Los resultados han demostrado que las dietas ricas 

en PUFA n-6 disminuyen la expresión de genes implicados en vías de apoptosis y del 

sistema inmune, no sólo en la glándula mamaria sana sino también en los tumores. 

En cambio, las dietas ricas en aceites de oliva virgen extra aumentan la expresión de 

genes implicados en la apoptosis. Este diferente perfil de expresión inducido por 

ambos tipos de dieta se asocia con el diferente grado de malignidad de los tumores 

experimentales demostrado en cada caso (Moral et al., 2016; Escrich, 2016).   

3.6. EFECTO SOBRE EL SISTEMA INMUNITARIO. 

Los lípidos de la dieta son capaces de modular la respuesta inmune y la 

producción de citoquinas inflamatorias. Asimismo existe una asociación entre el 

proceso inflamatorio y el desarrollo tumoral (Mantovani et al., 2008), la cual está 

reconocida como una característica importante del desarrollo del cáncer  (Hanahan 

and Weinberg, 2011). Los procesos de la inflamación están implicados en la 

tumorogénesis y en la progresión metastásica, incluso en tipos de cáncer cuya 

etiología no incluye una inflamación pre-existente o una infección, como suele ser el 

caso del cáncer de mama (Grivennikov et al., 2010). La activación de dichos 

mecanismos desencadena la estimulación de determinados factores de transcripción 

en las células tumorales, como STAT3 y NFκB, que coordinan la producción de 

mediadores inflamatorios, incluyendo citoquinas y quimioquinas, facilitando con 

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

estos mismos factores de transcripción en células inflamatorias, estromales y 

tumorales, resultando en la producción aumentada de mediadores de la inflamación 

y la generación de un microambiente inflamatorio asociado (Mantovani et al., 2008).  

En cuanto al efecto de los lípidos de la dieta en los procesos inflamatorios, en 

general, los PUFA n-6 generan eicosanoides con efectos proinflamatorios, mientras 

que los PUFA n-3 son precursores de eicosanoides con efectos antiinflamatorios 

(Larsson et al., 2004; Stulnig, 2003). Por lo tanto, las dietas con una proporción de 

PUFA n-6:n-3 alta probablemente incrementan la generación de eicosanoides 

inflamatorios, mientras que dietas con una proporción baja de n-6:n-3 decrecerán su 

producción (Jump, 2004). Es probable que las prostaglandinas estén implicadas en 

el efecto inmunosupresor de los lípidos (Hillyard and Abraham, 1979). Por ejemplo, 

la PGE2 inhibe a macrófagos, células T y B, y estimula las células inmunosupresoras 

(De Vries and van Noorden, 1992; Hwang, 2000; Stulnig, 2003), además de inhibir la 

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

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

inhibición de la proliferación de linfocitos in vitro, una disminución en la secreción 

de TNF, IL1, IL2 e IL6 y una inhibición de la actividad de las células NK y de los 

linfocitos T citotóxicos por efecto del ácido araquidónico y los PUFA n-3 (Stulnig, 

2003). Algunos receptores nucleares podrían ser los candidatos a mediar estos 

efectos sobre el sistema inmune. Así, la activación de PPARs por los ácidos grasos 

suprime la expresión de citoquinas y otras moléculas implicadas en la respuesta 

inflamatoria (Hwang, 2000).  

Los estudios sobre los efectos del aceite de oliva en el sistema inmune son 

escasos, pero los datos disponibles indican que éste podría ser un potente mediador 

de la respuesta inmune y que podría modificar la producción inflamatoria de 

citoquinas. La atenuación de estos procesos que provoca el aceite de oliva podría 

explicar los efectos beneficiosos sobre el riesgo del cáncer (Stark and Madar, 2002). 

Se ha demostrado que el ácido oleico tiene efectos anti-inflamatorios (Calder et al., 

2002). Además, algunos fenoles del aceite de oliva virgen extra pueden inhibir la 

producción de eicosanoides y citoquinas inflamatorios in vitro e in vivo (Moreno, 

2003; Cavaglieri et al., 2003; Visioli et al., 1998). En ratas, se ha observado que la 
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ingesta materna de una dieta con 15% de aceite de oliva tiene un efecto inhibidor 

del cáncer de colon en la descendencia, predominantemente aumentando el número 

total de células linfáticas y de linfocitos CD8 (+) en los tumores (Kossoy et al., 2001). 

Por el contrario, el consumo de una dieta rica en ácido oleico por humanos sanos no 

parece dar lugar a una supresión general de las funciones de las células del sistema 

inmune (Yaqoob et al., 1998). 

3.7. METABOLISMO DE XENOBIÓTICOS 

Los xenobióticos son un amplio y heterogéneo grupo de compuestos químicos 

externos al organismo que requieren ser metabolizados para poder eliminarse. Su 

naturaleza química es variada pudiendo ser compuestos aromáticos, cadenas 

alquílicas o compuestos halogenados (Irigaray and Belpomme, 2010). Aunque no 

todos los xenobióticos representan un riesgo para la salud, un gran número de ellos 

pueden ser altamente tóxicos, teratogénicos y/o carcinogénicos, entre ellos, muchos 

de los contaminantes alimenticios, del aire y del agua (Wogan et al., 2004; 

Belpomme et al., 2007). 

El metabolismo de xenobióticos consta de dos fases: en la primera, las reacciones 

llevadas a cabo producen la activación hacia compuestos más reactivos, y en la 

segunda tienen lugar una serie de reacciones enzimáticas que aumentan la 

hidrosolubilidad de los compuestos originariamente lipofílicos y favorecen su 

excreción, además de reducir su capacidad reactiva (Omiecinski et al., 2011; Castell 

et al., 2005). El principal órgano metabolizador de xenobióticos es el hígado, debido 

a la mayor concentración y diversidad de enzimas metabolizadoras de xenobióticos 

(XMEs, Xenobiotic Metabolizing Enzymes), seguido del intestino, el pulmón, el riñón y 

la piel (Donato, 2003; Castell et al., 2005).  

Entre las XMEs implicadas en el metabolismo de fase I se encuentran mono-

oxigenasas de la familia de los CYPs (Cytochrome P450), que representan entre el 70-

80% de estas enzimas, además de otras como oxidorreductasas, epóxidohidrolasas y 

peroxidasas. La superfamilia de los CYPs es un grupo de hemoproteínas catalíticas, 

entre las cuales las familias CYP1, CYP2, CYP3, CYP4 y CYP7 son las principalmente 

involucradas en el metabolismo hepático y extrahepático de los xenobióticos 

(Donato, 2003; Omiecinski et al., 2011; Castell et al., 2005). Los CYPs son capaces de 
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metabolizar un gran número de sustratos debido a su baja especificidad, ya que 

existen múltiples formas de la enzima, cada una de las cuales está adaptada al 

metabolismo de grupos compuestos relacionados estructuralmente (Donato, 2003).  

Por otra parte, las principales reacciones que se encuentran en la fase II son 

glucuronidación, sulfatación, metilación, acetilación, conjugación con glutatión y/o 

con aminoácidos. Las principales familias de enzimas implicadas en el metabolismo 

de la fase II son UDP-glucuronosiltransferasas (UGTs), sulfotransferasas (STs), N-

acetiltransferasas (NATs) y glutatión s-transferasas (GSTs), además de algunas 

metiltransferasas como S-metil transferasas y O-metil transferasas. También forman  

parte de esta fase algunas flavoproteínas como NAD(P)H: quinona oxidorreductasa 1 

(NQO1, NAD(P)H quinone oxidoreductase 1), que cataliza la reducción de compuestos 

quinona hasta hidroquinonas contribuyendo a su detoxificación metabólica, sin 

necesidad de conjugarlos con otras sustancias endógenas. En general, las reacciones 

pertenecientes a la fase II se caracterizan por una alta capacidad metabólica pero 

por una baja afinidad por los substratos xenobióticos, como en el caso de las GSTs, o 

por una alta afinidad pero baja capacidad metabólica, como en el caso de las STs 

(Omiecinski et al., 2011; Xu et al., 2005). 

Se ha descrito que numerosos compuestos de la dieta que han mostrado efectos 

beneficiosos sobre la salud, podrían actuar, al menos en parte, modulando el 

metabolismo de los xenobióticos y, por tanto, su toxicidad. En este sentido, algunos 

compuestos dietéticos pueden regular la expresión de las XMEs a través de la 

activación o inhibición de los factores de transcripción correspondientes. 

Concretamente, los ácidos grasos y sus derivados pueden modular la actividad de 

CAR (Constitutive Androstane Receptor), PXR (Pregnane X Receptor), PPARs 

(Peroxisome Proliferator Activated Receptor), AhR (Aryl Hydrocarbon Receptor) y 

Nrf2 (Nuclear Factor (Erythroid-derived 2)-Like 2), haciendo que los niveles de 

expresión de las XMEs puedan verse afectados por el tipo de lípidos presentes en la 

de dieta (Murray, 2007; Busbee et al., 2013). Dentro de las XMEs, la familia de las 

CYP1s presenta una gran capacidad de respuesta ante diferentes factores dietéticos, 

entre ellos, los lípidos de la dieta. En este sentido Merrill y colaboradores (La Merrill 

et al., 2009) han descrito la diferente respuesta al xenobiótico  
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2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) en ratones alimentados con una dieta 

rica en ácidos grasos respecto a una dieta control a través de sus efectos sobre Ahr. 

Además, algunos compuestos fitoquímicos pueden modificar la regulación y 

actividad de muchos de estos citocromos (Conney, 2003; Murray, 2007). En este 

sentido, se ha demostrado un aumento de la expresión de CYPs así como de sus 

niveles proteicos en células de cáncer de mama MCF-7 tras su tratamiento con 

polifenoles del cacao (Oleaga et al., 2012). Además,  trabajos realizados con 

resveratrol y genisteína han demostrado en células MCF-10A un efecto modulador 

de la expresión de estas enzimas (Leung et al., 2009b; Leung et al., 2009a). 

Cabe destacar de los lípidos de la dieta también podrían ejercer su acción sobre el 

metabolismo de xenobiótios de manera indirecta, en cuanto que una dieta rica en 

ácidos grasos puede conllevar situaciones de obesidad. Diferentes estudios 

muestran una correlación positiva entre animales obesos y un aumento de la 

sensibilidad a los xenobióticos debido principalmente a una disminución de la 

eliminación de éstos, ya que la mayoría son de naturaleza lipofílica y tienden a 

acumularse en el tejido adiposo (Brill et al., 2012; Jandacek and Tso, 2001; La Merrill 

et al., 2013). 

4. MODELO EXPERIMENTAL 

Los experimentos in vivo son esenciales para el estudio de la patología mamaria. 

En este trabajo se escogió un modelo que utiliza ratas Sprague-Dawley sobre las que 

se aplica un carcinógeno químico, el DMBA (7,12-dimetil-1,2-benzatraceno) (Figura 

5), capaz de provocar la aparición de tumores mamarios de características muy 

parecidas a las de los tumores humanos (Escrich, 1987b; Costa et al., 2002). La 

inducción tumoral se efectuó siguiendo el método de Huggins C y colaboradores 

(Huggins et al., 1961a; Huggins et al., 1961b) modificado (Escrich, 1987a). Este 

carcinógeno, administrado por instilación bucogástrica, presenta una serie de 

ventajas con relación a otros carcinógenos químicos, entre las que destacan: efectos 

extratumorales moderados (leucopenia, alteraciones del crecimiento), siempre y 

cuando la dosis no sea superior a la descrita (20 mg DMBA/animal); mortalidad 

post-inducción prácticamente nula; practicabilidad de la técnica; y alto rendimiento 
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en la promoción específica de tumores mamarios con características similares a los 

humanos. 

 

 
Figura 5. Molécula del carcinógeno 7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA). 

  

El DMBA (Figura 5) es un compuesto lipofílico que forma parte de la familia de 

los Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, PAHs). 

Dichos compuestos se activan principalmente por las enzimas citocromo P450 

(CYPs). Las formas moleculares intermediarias del proceso de oxidación que 

catalizan son especies electrofílicas reactivas (los metabolitos carcinogénicos), 

capaces de interactuar con macromoléculas celulares, particularmente ácidos 

nucleicos y proteínas. 

Se han descrito tres vías principales de metabolización/activación del DMBA: 1) 

monoxigenación y formación de diol-epóxidos, 2) oxidación por transferencia de un 

electrón y formación de radicales catiónicos, y 3) oxidación dependiente de NADPH 

y formación de o-quinonas (Xue and Warshawsky, 2005). Los complejos formados 

por la unión directa de los metabolitos generados por estas vías y el ADN, sin que se 

produzcan cambios estructurales en ninguna de las moléculas, constituyen los 

denominados aductos. Estos complejos pueden ser estables, y permanecer en el 

ADN, a menos que sean reparados por los mecanismos de Reparación por Escisión 

de Nucleótidos (NER). Por otra parte, los aductos pueden ser depurinizantes, 

liberándose del ADN por ruptura del enlace glicosídico entre la base purínica y la 

desoxiribosa (Chakravarti et al., 1995; Hollander et al., 2001). Si los aductos no son 

eliminados ni el ADN reparado, estos constituyen lesiones premutagénicas que 

preceden la iniciación tumoral (Izzotti et al., 1999).  
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La primera vía descrita está considerada como el mecanismo dominante de 

matabolización del DMBA. Tiene lugar principalmente en la región bay de la 

molécula, a partir de la cual se generan los metabolitos más reactivos, siendo éstos 

los más estudiados (Dipple, 1987; Hall, 1990; Dipple, 1994). Los PAHs pueden 

contener en su estructura una región bay o en algunos casos una región llamada 

fjord. Estas son zonas de la molécula donde los anillos aromáticos se encuentran más 

próximos y se genera una región de mayor impedimento estérico. Los diol epóxidos 

de las regiones bay o fjord son electrófilos con una gran capacidad de interactuar con 

el DNA mientras que algunos de los isómeros diol-epóxidos formados en regiones no 

bay o fjord, tienen una menor capacidad mutagénica y/o carcinogénica (Singer and 

Kusmierek, 1982; Hall, 1990; Xue and Warshawsky, 2005; DiGiovanni et al., 1980). 

Estudios en microsomas hepáticos de rata han determinado que para la mayoría de 

PAHs su metabolismo da lugar a la formación de diol-epóxidos en la región bay 

principalmente (entre el 60-90% en comparación con el resto de posibles 

metabolitos formados) (Xue and Warshawsky, 2005; DiGiovanni et al., 1980). En el 

caso de la estereoisomería del DMBA, se pueden formar cuatro enantiómeros de los 

diol-epóxidos de la región bay que a su vez pueden clasificarse en dos 

diastereoisómeros dependiendo de la disposición espacial de los grupos 

sustituyentes, como anti-7,12-DMBA-3,4-diol-1,2-epóxido y sin-DMBA-3,4-diol-1,2-

epóxido, ambos con distinta capacidad iniciadora de la carcinogénesis. 

Otra de las vías metabólicas del DMBA, también catalizada por las enzimas CYPs o 

por enzimas con capacidad peroxidasa, consiste en la formación de radicales 

catiónicos que se forman a través de la pérdida de un electrón mediante una 

oxidación electrónica. Estos radicales catiónicos son electrofílicos con capacidad 

para interaccionar con centros nucleofílicos de macromoléculas celulares (Cavalieri 

and Rogan, 1995). La probabilidad de una molécula de PAH para perder un electrón 

está relacionada con varios factores, entre ellos: 1) los bajos niveles de potencial de 

ionización (Ionization potencial, IP), 2) la localización de la carga y 3) la 

configuración geométrica que facilite la unión covalente con centros nucleofílicos, 

por lo que puede existir una regioselectividad para la localización de la carga 

positiva dentro de la molécula. En el caso del radical catiónico del DMBA esta carga 

puede localizarse predominantemente en las posiciones de los carbonos 7 o 12, 
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formándose dos posibles grupos metilo electrofílicos con capacidad de interactuar 

con centros nucleofílicos (Xue and Warshawsky, 2005). Los radicales catiónicos son 

altamente reactivos e inestables por lo que son difíciles de aislar para identificarlos. 

Estos radicales rápidamente forman aductos, que en el caso de los del ADN son 

inestables y producen depurinizaciones espontáneas (Cavalieri and Rogan, 1995). La 

interacción entre los radicales catiónicos y el ADN se produce a través de una unión 

principalmente con las posiciones N7 de las bases de guanina y/o las N3 de las 

adeninas, tras lo cual los enlaces glicosídicos con la desoxiribosa son debilitados y se 

rompen, liberándose el complejo PAH-base púrica y generando un sitio apurínico en 

el ADN, que puede derivar en la generación de mutaciones (Cavalieri and Rogan, 

1995; Xue and Warshawsky, 2005). 

Finalmente, la última vía de metabolización del DMBA es la formación de O-

quinonas. A partir de los dihidrodioles formados por los CYP1s durante una primera 

etapa común a la vía de formación de diol-epóxidos, mayoritariamente de naturaleza 

trans y próximos a la región bay, éstos pueden sufrir una oxidación por las enzimas 

pertenecientes a la familia de las AKRs (Aldo-keto reductases), una superfamilia de 

oxidoreductasas citosólicas dependientes de NADPH, de manera que los dioles se 

oxidan hasta cetonas. Posteriormente, de forma espontánea, el grupo cetona se 

reorganiza hasta catecol, que es poco estable y sufre una autooxidación hasta formar 

una o-quinona. Los PAHs o-quinonas son electrofílicos y altamente reactivos con 

compuestos endógenos nucleofílicos. De esta manera, pueden formar conjugados 

con glutatión favoreciendo su eliminación, o con el ADN dando lugar a aductos que 

pueden ser tanto estables como depurinizantes (Xue and Warshawsky, 2005; Zhang 

et al., 2012). Además, los PAHs o-quinonas pueden sufrir una reducción tanto 

enzimática como no enzimática para volver a formar el catecol original a través de 

una reacción dependiente de NADPH. Este proceso da lugar a un ciclo redox que 

amplifica la formación de ROS, con capacidad para causar daño en el ADN mediante 

la formación de 8-oxo-dG, una lesión que contribuye a la formación de mutaciones 

en el ADN por conversiones G→T  (Zhang et al., 2012). 

En los últimos años se ha propuesto una cuarta vía metabólica que afectaría a 

algunos PAHs que contienen en su estructura grupos metilo, como es el caso del 

DMBA. Estos grupos metilo sufrirían una oxidación enzimática por parte de los CYPs 
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para formar un hidroximetilo, el cual podría ser esterificado por una 

Sulfotransferasa dando lugar a la formación de un éster sulfúrico altamente reactivo 

(Xue and Warshawsky, 2005). 

Los factores críticos del modelo experimental de cáncer de mama inducido con 

DMBA son: 1) la especie animal receptora, 2) la dosis de carcinógeno, y 3) el 

momento de administración del carcinógeno por instilación gástrica. En cuanto a la 

especie seleccionada, la rata es el animal que mejor se ajusta a las necesidades del 

modelo porqué: a) a pesar de la distancia de especie, cumple las condiciones 

mínimas de semejanza para que los resultados de la experimentación animal puedan 

ser útiles a la hora de abordar el problema en humanos; b) posibilita el ensayo útil y 

practicable ya que es un animal fácilmente manipulable; c) posee la propiedad de la 

hormonodependencia de los tumores mamarios, de tanta trascendencia en 

humanos; d) los tumores desarrollados inducidos con DMBA son del mismo tipo 

anatomopatológico que los tumores humanos (Costa et al., 2002); e) presenta hasta 

los ocho meses aproximadamente una incidencia de tumores espontáneos muy baja; 

f) los tumores espontáneos más frecuentes son los de mama, fundamentalmente 

benignos -fibroadenomas-, siendo los malignos poco frecuentes, bien localizados y 

moderadamente invasivos (Altman, 1979); g) la vida media de la rata es de 30-40 

meses, y el tiempo de latencia de la inducción tumoral es breve (20-40 días). En 

definitiva, la rata Sprague-Dawley es, por sus propiedades, una de las más utilizadas 

en las investigaciones oncológicas (Peckham, 1980).  

En cuanto a la dosis de carcinógeno, existe una relación estequiométrica entre 

ésta y los parámetros de la inducción -incidencia, contenido tumoral, intervalo de 

aparición, etc.-, y entre ésta y los efectos tóxicos del DMBA. Así, dosis de 20 mg 

DMBA/animal son las óptimas para ensayar agentes inhibidores, y dosis de 2.5 a 5 

mg DMBA/animal para agentes promotores. Más de 20 mg DMBA/animal no 

mejoran la eficacia del método y, en cambio, aumentan la mortalidad post-inducción 

y los efectos extratumorales del carcinógeno. La administración oral del carcinógeno 

mediante instilación gástrica es la más efectiva y cómoda. Utilizando una única dosis 

los resultados son mejores que con cualquier otro sistema ya que se produce una 

baja mortalidad debido a los efectos tóxicos del carcinógeno, un desarrollo rápido de 
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tumores mayoritariamente mamarios, una alta incidencia y un alto contenido 

tumoral.  

El momento en que se realiza la inducción es clave para la producción tumoral. La 

susceptibilidad de la glándula mamaria de la rata a los carcinógenos químicos 

depende del estado en que se encuentre el animal en el momento de la 

administración del carcinógeno. En general, los estudios que utilizan DMBA realizan 

la inducción en animales hembras de 50-55 días de edad, poco tiempo después de la 

edad media de la pubertad, cuando se dan una serie de características en el animal 

que lo hacen más receptivo a los efectos del carcinógeno. Además, esta edad coincide 

con la época de mayor síntesis de ADN en la glándula mamaria, en relación también 

con el estado hormonal (Nagasawa et al., 1976). Asimismo, se debe tener en cuenta 

el historial reproductivo de los animales, ya que la tasa de proliferación, y 

consecuentemente la cantidad de DMBA unido a ADN, es diferente según si la 

glándula mamaria es de una rata nulípara o multípara. Así, las ratas vírgenes o 

nulíparas tienen una glándula mamaria con alto contenido en TEBs con elevada 

capacidad proliferativa, con una mayor captación de metabolitos reactivos del 

DMBA y formación de epóxidos. Además, tienen una menor capacidad para eliminar 

los aductos ya que la duración de la fase G1 del ciclo celular es menor. En cambio, 

estructuras más diferenciadas, como las AB, que predominan en la glándula 

mamaria de los animales preñados, se caracterizan por tener baja actividad sintética 

de ADN, bajo índice mitótico, baja captación de carcinógeno, y mayor capacidad para 

reparar daños en el ADN (Russo and Russo, 1996a; Russo et al., 1990). El DMBA 

induce en estos animales la formación de estructuras transformadas que en lugar de 

diferenciarse a AB proliferan intraductalmente formando microtumores 

(carcinomas intraductales). Estos progresan a carcinomas invasivos, desarrollando 

varios patrones: cribiforme, tipo comedo o papilar. Algunos TEBs presentes en la 

glándula mamaria en el momento de la inducción aún se diferencian en AB, pero su 

número siempre es menor que en animales no inducidos. Aquellos TEBs que ya se 

habían transformado en estructuras más diferenciadas (AB y estructuras lobulares 

tempranas) antes de la administración del carcinógeno, no desarrollan carcinomas 

(Russo and Russo, 1996a). La observación de que los carcinomas mamarios 

experimentales surgen de estructuras no diferenciadas (TEBs y TD) y que las 
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lesiones benignas, como adenomas, quistes y fibroadenomas, evolucionan de 

estructuras más diferenciadas, indicaría que el carcinógeno requiere de una diana 

estructural adecuada y que el tipo de lesión inducida es dependiente del área de la 

glándula mamaria afectada. Este hecho viene corroborado por la mayor incidencia 

de tumores localizados en las glándulas de la región torácica, que son las que mayor 

cantidad de TEBs poseen (Russo et al., 1983; Russo and Russo, 1987; Russo and 

Russo, 1996a; Thompson and Singh, 2000). 

5. INFLUENCIA DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA SOBRE EL 

ESTRÉS OXIDATIVO EN EL CÁNCER DE MAMA 

EXPERIMENTAL 

El término estrés oxidativo fue acuñado por Sies H. en 1985 (Sies, 1985). Se 

define estrés oxidativo como el desequilibrio entre los sistemas oxidantes y los 

antioxidantes a favor de estos primeros. Por lo tanto, el estado redox celular vendrá 

establecido por la concentración de especies oxidantes, como los radicales libres de 

oxígeno (ROS), y la capacidad de la célula para eliminarlos mediante sus 

mecanismos de defensa (Cadenas, 1997). 

5.1. RADICALES LIBRES. DEFINICIÓN Y FUENTES 

El O2 apareció en la atmósfera terrestre hace aproximadamente 2.2 billones de 

años como producto de desecho de la fotosíntesis realizada por cianobacterias. Los 

primeros organismos que aparecieron en la tierra fueron seres anaerobios que 

habitaban en una atmósfera rica en N2 y CO2, pero conforme el O2 se fue acumulando 

hasta los niveles actuales (21%) parte de estos organismos murieron y otros se 

restringieron a microambientes anóxicos. Sin embargo, una parte de los organismos 

se adaptaron a esta nueva situación y desarrollaron una serie de defensas para 

protegerse del O2  dando lugar así a seres aerobios (Halliwell, 2006). 

Estos nuevos seres aerobios comenzaron a aprovechar el oxígeno terrestre para 

generar energía en sus mitocondrias en forma de ATP mediante la cadena de 
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transporte de electrones. Esta energía permitió la evolución de estos organismos a 

seres pluricelulares mucho más complejos (Lane, 2003). 

El primer investigador que trató el tema de la toxicidad del O2 fue Rebeca 

Gerschman y Dan Gilbert en 1954. La toxicidad del oxígeno radica en su capacidad 

para generar radicales libres. Dos años más tarde, Harman D describió el papel que 

juegan los radicales libres en el envejecimiento  (Gerschman et al., 1954; Harman, 

1956). 

Se define radical libre como toda molécula o fragmentos de moléculas que 

contienen uno o más electrones desapareados en su última capa de valencia, lo que 

le confiere cierto grado de reactividad. Son altamente inestables pero capaces de 

existir de manera independiente. El radical libre más simple es el radical de 

hidrógeno (H•), que contiene un protón y un electrón (Halliwell, 1993). 

El termino ROS hace referencia a todas las especies derivadas del O2 que son más 

reactivas que la molécula de O2 en sí misma. El término incluye por tanto, especies 

radicales (anión superóxido) y no radicales (H2O2). Así, todos los radicales libres de 

oxígeno son ROS pero no todos los ROS son especies radicales. Algunos autores han 

tratado de evadir esta confusión terminológica haciendo referencia a estas 

moléculas como especies derivadas de oxígeno o simplemente oxidantes. Sin 

embargo, la molécula de H2O es derivada del oxígeno, pero no más reactiva que ésta. 

Además, los ROS en ocasiones pueden actuar como reductores según las condiciones 

del ambiente en el que se encuentren. Es por todo esto que en la literatura se acepta 

ampliamente el término ROS para referirse a los radicales libres del oxígeno, 

incluyendo el H2O2 (Halliwell, 2015). 

Otra clase de radicales libres son las especies reactivas de nitrógeno o RNS que, 

junto con los ROS juegan un papel muy importante en los sistemas biológicos. 

La principal consecuencia de los radicales libres es el daño de biomoléculas, 

como lípidos, ADN y proteínas. Sin embargo, en ocasiones, pueden tener un papel 

beneficioso, aspecto que se detallará a lo largo de este apartado. 

Cada radical presenta un potencial de oxidación diferente de acuerdo con su 

reactividad. Los más importantes se detallan a continuación. 
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- Anión superóxido 

El anión superóxido (O2─) se genera tras la adición de un electrón a la molécula 

diatómica de oxígeno (Miller et al., 1990). Se considera como el radical libre de 

oxígeno primario, ya que es capaz de interaccionar con otras moléculas y dar lugar a 

radicales libres de oxígeno secundarios. Su producción ocurre principalmente en los 

complejos I y III de la mitocondria y es incapaz de atravesar membranas debido a su 

carga, por eso su daño se restringe al compartimento donde ha sido generado. Sin 

embargo, a través de una reacción de dismutación, el O2─ es rápidamente convertido 

en H2O2 que sí puede penetrar las membranas biológicas (Cross and Templeton, 

2006). El O2
─ no reacciona directamente con polipéptidos, azúcares o ácidos 

nucleicos pero sí puede interaccionar con otras moléculas generando otros radicales 

de forma directa o a través de procesos catalizados por enzimas o metales. 

 

- Radical hidroxilo 

 El radical hidroxilo (─OH) tiene elevada reactividad y una vida media in vivo de 

aproximadamente un nanosegundo, lo cual hace que reaccione con moléculas muy 

cercanas a su lugar de origen. Puede ser originado por la reacción de Fenton, al 

reaccionar el Fe2+ con el H2O2. Presenta una gran habilidad para iniciar la 

peroxidación lipídica (Pinchuk et al., 1998) e interaccionar con las bases del ADN 

dañándolas o produciendo rotura en sus cadenas. Un ejemplo es la formación de la 

base modificada 8-hidroxi-desoxiguanosina (8-OHdG) que resulta de su interacción 

con la base guanina (Valko et al., 2006). 

 

- Peróxido de hidrógeno 

El peróxido de hidrógeno (H2O2) es capaz de atravesar membranas biológicas, lo 

que le confiere un importante papel en la señalización celular, por ejemplo, es capaz 

de activar factores de transcripción como el NFκβ (Packer and Cadenas, 2007). Su 

principal fuente de producción son los peroxisomas. Estos orgánulos mantienen 

muy finamente los niveles de H2O2, de manera que cuando existe una disminución de 

las enzimas encargadas de su descomposición (catalasa y peroxidasa), el H2O2 puede 

ser liberado al citoplasma, lo que contribuye a aumentar el estrés oxidativo celular 

(Valko et al., 2007) o puede convertirse en ─OH, que es mucho más reactivo.  
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- Óxido nítrico 

El óxido nítrico (NO) es generado por el endotelio vascular y su función principal 

es vasodilatador (Anderson, 1996). Es altamente reactivo, ya que 

se oxida rápidamente en presencia de oxígeno convirtiéndose en dióxido de 

nitrógeno (NO2). Juega un papel importante en la señalización celular y está 

implicado en procesos de neutrotransmisión, regulación de la presión sanguínea, 

mecanismo de defensa, relajación muscular y regulación del sistema inmune. El NO 

es generado por la enzima óxido nítrico sintasa y tiene una vida media de unos 

pocos segundos en medio acuoso. Debido a su solubilidad tanto en medio acuoso 

como lipídico, el NO es capaz de difundir a través del citoplasma y la membrana 

plasmática (Anderson, 1996). 

 

- Peroxinitrito 

El peroxinitrito (ONOO─) es generado en procesos inflamatorios, a partir de la 

reacción del anión superóxido y el óxido nítrico (Anderson, 1996). El metabolismo 

de ambos en la matriz mitocondrial está condicionado por la limitada difusión y 

rápida reacción entre ambos para producir ONOO. El ONOO─ es un poderoso 

oxidante que apenas difunde desde el espacio intramitocondrial. Puede dañar la 

célula iniciando la peroxidación lipídica en la membrana o modificando proteínas en 

sus residuos tirosina (Keller et al., 1998). 

 

- Radical peroxil 

En los organismos, se forma el radical peroxil (ROO⦁) derivado de la adición de un 

radical oxígeno a un lípido. Este radical es altamente reactivo, aunque depende de la 

naturaleza del grupo R. Lo más interesante de los radicales peroxil es la diversiad de 

reacciones biológicas en las que pueden participar como, por ejemplo, en roturas del 

ADN y en modificaciones estructurales de proteínas. Asimismo, los radicales peroxil 

aumentan, de forma sinérgica, la inducción de daño en el ADN por O2─. 

A nivel metodológico, la cuantificación exacta de los diferentes oxidantes es difícil 

porque presentan una vida media muy corta y rápidamente reaccionan con otros 

compuestos formando nuevas moléculas. 

https://es.wikipedia.org/wiki/Oxidaci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
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El origen de los radicales libres es muy diverso. Pueden ser generados en el 

interior de la célula por las denominadas fuentes endógenas, o tener su origen en 

fuentes exógenas. 

 Entre las fuentes exógenas destacan muchos agentes ambientales, entre ellas 

destaca la exposición a la radiación UV, el tabaquismo o la ingesta de dietas ricas en 

grasas (Sies et al., 2005). Determinados xenobióticos, como compuestos clorados, 

metales iónicos o fármacos como los barbitúricos, también son capaces de inducir 

radicales libres en la célula (Valko et al., 2006). Un ejemplo sería el compuesto 2-

butoxietanol, el cual es capaz de provocar cáncer en ratones mediante su generación 

indirecta de radicales libres (Wallace, 1997). 

Aunque la exposición del organismo a los ROS de fuentes exógenas es elevada, la 

exposición a las fuentes endógenas es más importante y amplia. La generación de 

radicales libres en el organismo es un proceso continuo y dura toda la vida de la 

célula o del organismo. Diversos procesos celulares son causantes de la generación 

de radicales libres, entre ellos destacan procesos como la explosión o estallido 

respiratorio. Este proceso comienza con el reconocimiento por parte de diversas 

células del sistema inmune de un agente externo. Estas células producen una rápida 

liberación de ROS, como H2O2 y O2─ por parte de la enzima NADPH oxidasa, que 

tienen por objetivo la destrucción del agente externo (Dahlgren and Karlsson, 1999). 

Además, diferentes procesos metabólicos como el sistema enzimático del citocromo 

P450 también son responsables de la generación de ROS, generalmente debido al 

consumo de NADPH (Zangar et al., 2004). 

 Sin embargo, la principal fuente endógena de radicales libres es la mitocondria. 

La cadena de transporte de electrones está situada en la membrana interna 

mitocondrial, es la principal fuente de ATP en la célula, y por tanto, esencial para la 

vida. El NADPH producido en diferentes procesos celulares como la glucolisis, 

oxidación de ácidos grasos y el ciclo de Krebs cede sus electrones a la cadena de 

transporte, transformándose así de NADPH en NADP+. El NADPH actuaría así como 

primer dador de electrones, los cuales van avanzando por la cadena por medio de 

reacciones de oxidación reducción entre donantes y aceptores de electrones, 

pasando sucesivamente por los complejos de NADH deshidrogenasa, succinato 

deshidrogenasa, citocromo bc1 y citocromo c. Esta energía es utilizada para 
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bombear protones a través de la membrana interna mitocondrial, lo que genera un 

gradiente electroquímico, que en última instancia será utilizado por la ATP sintetasa 

para dar lugar a ATP a partir de ADP y Pi (fosfato inorgánico). En el complejo 

citocromo c, el oxígeno molecular capta 4 electrones provenientes de la cadena de 

transporte y 8 iones de H, generando así dos moléculas de H2O (Halliwell, 1993) 

(Figura 6). La mayor parte del oxígeno que se consume es transformado en agua, 

pero el 1-3% restante da lugar a especies reactivas de oxígeno, en especial a O2─, 

implicado en la fisiopatología de diversas enfermedades (Kovacic and Jacintho, 

2001; Valko et al., 2001). El O2
─ es generado por los complejos I y II de la cadena de 

transporte, pero debido a su carga no es capaz de atravesar las membranas, y es en 

el espacio intermembrana o bien en la matriz mitocondrial, donde es transformado 

en H2O2 por parte de la enzima superóxido dismutasa (SOD). 

 

 
Figura 6. Cadena de transporte de electrones mitocondrial. (David W. Ball, 2011) 

 

5.2. DEFENSA ANTIOXIDANTE 

En condiciones de estrés oxidativo, los radicales libres son capaces de ocasionar 

daño en las biomoléculas, como lípidos, DNA o proteínas. Para paliar este año la 

célula ha desarrollado diferentes mecanismos de defensa que implican 

principalmente sistemas de defensa antioxidante. Éstos a su vez se dividen en 
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defensas antioxidantes enzimáticas y no enzimáticas, y mecanismos de reparación 

de daño oxidativo del ADN. 

 DEFENSA ANTIOXIDANTE ENZIMÁTICA 5.2.1.

Las defensas antioxidantes enzimáticas son las enzimas que catalizan la 

conversión de agentes oxidantes en especies menos reactivas. Las enzimas que 

constituyen la primera línea de defensa y más estudiadas son la superóxido 

dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutatión peroxidasa (GPX). 

 

- Superóxido dismutasa 

Es la enzima antioxidante que cataliza la dismutación del ⦁O2
─ en oxígeno y en 

H2O2. 

2 ⦁O2─ + 2 H+  H2O2 + O2 

 

Aunque el H2O2  es una especie reactiva de oxígeno es menos reactivo que el ⦁O2─ 

y es eliminado posteriormente por la acción de las enzimas CAT o GPX. SOD fue 

aislada en 1939 pero no fue hasta 1969 cuando se demostró su capacidad catalítica 

(McCord and Fridovich, 1969). Actualmente está descrita como una de las enzimas 

antioxidantes celulares más eficientes. Esta enzima puede existir en diferentes 

isoformas según la naturaleza del metal de su centro activo, su secuencia de 

aminoácidos, el número de subunidades o sus cofactores. El mecanismo de acción de 

esta enzima se describe como “ping-pong” e implica sucesivas reacciones de 

oxidación-reducción del metal de su centro activo (Valko et al., 2006). En humanos 

están descritas tres isoformas de SOD: Cu,Zn-SOD o SOD1 (citosólica), Mn-SOD o 

SOD2 (mitocondrial) y EC-SOD (extracelular) (Landis and Tower, 2005). 

La isoforma Cu,Zn-SOD o citosólica es un homodímero con un peso molecular de 

32 KDa. Cada una de sus dos subunidades contiene como centro activo dos metales 

formando un cluster de iones Cu y Zn unidos por un residuo de histamina (Battistoni 

et al., 1998). Su actividad es relativamente independiente del pH pudiendo ser activa 

en un rango de 5 a 9,5. En cuanto a su papel en la carcinogénesis existen resultados 

contradictorios. Oberley y colaboradores fueron los primeros en estudiar el papel de 

esta enzima en el cáncer y describieron unos niveles bajos de Cu,Zn-SOD en la mayor 

parte de tumores, aunque con algunas excepciones (Oberley and Buettner, 1979). 
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Sin embargo, los estudios más recientes muestran resultados tanto a favor de esta 

disminución como en contra. Así, se han descrito niveles bajos de SOD1 en cáncer de 

hígado (Oberley et al., 1978), mama (Petkau et al., 1977) y estómago (Monari et al., 

2006), y niveles elevados de SOD1 en cáncer de mama (Seth et al., 2003), leucemia 

(Oberley and Buettner, 1979), cáncer de endometrio (Punnonen et al., 1993) y en 

diversas alteraciones ginecológicas (Pejic et al., 2006). Incluso en algunos estudios 

se propone esta enzima como diana en el tratamiento de algunos tipos de cáncer 

(Papa et al., 2014).  

La isoforma Mn-SOD o mitocondrial constituye un hemotetrámero con un átomo 

de Mn en el centro activo de cada subunidad. Este metal cicla de Mn (III) a Mn (II) y 

vuelta a Mn (III) durante los dos pasos de dismutación del superóxido. Estudios en 

ratones Knock-outs demuestran que es una enzima esencial para la vida, al contrario 

que la isoforma citosólica (Li et al., 1995). En cuanto a su papel en la carcinogénesis, 

Oberley y colaboradores demostraron una disminución de sus niveles en todos los 

cánceres estudiados hasta el momento (Oberley and Buettner, 1979). 

Posteriormente, a favor de estos resultados, se han publicado trabajos donde se 

demuestra una disminución de la expresión de SOD2 en carcinoma ductal invasivo 

de mama (Tsai et al., 2011) y en estadios tempranos de adenocarcinoma de esófago 

(Martin et al., 2007). Sin embargo, otros estudios muestran niveles elevados de 

SOD2 en carcinoma escamoso de boca (Fu et al., 2011), los cuales se asocian a un 

mejor pronóstico; en estados avanzados de cánceres de cabeza y cuello  (Salzman et 

al., 2007); cáncer de mama (Er et al., 2004); y varios tipos de cáncer de ovario (Hu et 

al., 2005). Algunos autores describen esta enzima como una de las más efectivas con 

actividad anti-tumoral (Valko et al., 2007; Oberley, 2005; Behrend et al., 2003). En 

este sentido, se han asociado niveles elevados de SOD2 con un retraso en el 

crecimiento tumoral (Kinnula and Crapo, 2004; Martin et al., 2007; Safford et al., 

1994). Sin embargo, esta enzima está lejos de ser considerada una proteína 

supresora de tumores, ya que otros autores asocian su sobreexpresión a una mayor 

proliferación, capacidad de invasión y resistencia a fármacos (Sun et al., 1993; St 

Clair and Holland, 1991). En algunos casos, incluso, se ha propuesto como marcador 

de la evolución de algunos cánceres, como el melanoma donde sus niveles 

correlacionan positivamente con la carga tumoral (Schadendorf et al., 1995).  
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 La isoforma extracelular EC-SOD es una glicoproteína tetramérica que contiene  

Cu y Zn en su centro activo y tiene elevada afinidad por los glicosaminoglucanos 

como la heparina. En mamíferos su regulación está determinada principalmente por 

citoquinas. Se encuentra en fluidos extracelulares como plasma, linfa y líquido 

sinovial diversos estudios demuestran que su expresión está disminuida en cáncer 

de pulmón debido a una hipermetilación aberrante en su promotor (Teoh-Fitzgerald 

et al., 2012). 

 

- Catalasa 

Es la enzima antioxidante que cataliza la transformación del H2O2 en O2 y H2O. 

Está formada por 4 subunidades idénticas de 60 KDa cada una que tiene en su 

centro activo un grupo ferriprotoporfirina. Es capaz de reaccionar tanto con el H2O2 

para dar lugar a O2 y H2O como con dadores de H (metanol, etanol, ácido fórmico o 

fenoles) con actividad peroxidasa. 

 

2H2O2 2H2O + O2 

ROOH + AH2  H2O + ROH + A 

 

CAT es una de las enzimas con las tasas de intercambio más altas: una molécula 

de catalasa puede convertir unos 6 millones de moléculas de peróxido de hidrógeno 

a agua y oxígeno por minuto (Valko et al., 2006). Se localiza en los peroxisomas. 

Tiene un importante papel en la respuesta adaptativa celular a condiciones de estrés 

oxidativo. En este sentido, se ha descrito que la supervivencia de ratas a las que se 

les había inyectado CAT y SOD en liposomas estuvo aumentada cuando se les 

sometió a condiciones de 100% de O2 (Turrens et al., 1984). Los primeros resultados 

que se obtuvieron respecto su papel en la carcinogénesis demostraron que una 

disminución de su actividad en tumores se asociaba a un mayor crecimiento tumoral 

(Appleman et al., 1950). Sin embargo, posteriormente otros estudios demostraron 

que la sobreexpresión de CAT en células de cáncer de mama MCF-7 conllevaría un 

fenotipo menos agresivo y aumentaría su sensibilidad a algunos fármacos como 

paclitaxel, etopósido y trióxido de arsénico (Glorieux et al., 2011). 
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- Glutatión peroxidasa 

Existen dos formas de esta enzima: la selenio-independiente, o glutation 

transferasa (GST), capaz de metabolizar hidroperóxidos lipídicos, y la selenio-

dependiente, o glutatión peroxidasa (GPX), capaz de metabolizar tanto el peróxido 

de hidrógeno como los hidroperóxidos lipídicos (Weydert and Cullen, 2010a). Estas 

dos formas difieren en el número de subunidades, la unión del selenio (Se) a su 

centro activo y su mecanismo catalítico. Es la principal fuente de protección contra 

bajos niveles de estrés oxidativo (Valko, Rhodes et al. 2006). Su mecanismo de 

acción consiste en la adición de dos electrones para reducir los peróxidos, formando 

así selenoles (Se-OH). Estas enzimas actúan conjuntamente con la molécula 

Glutatión (GSH). Como sustrato pueden usar H2O2 o peróxidos orgánicos (ROOH) 

dando lugar así a agua o a alcoholes respectivamente, al mismo tiempo que oxidan el 

glutatión. Compiten con la CAT por el mismo sustrato. 

 

2 GSH + H2O2  GSSG + 2 H2O 

2 GSH + ROOH  GSSG + ROH + 2 H2O 

 

En humanos existen 5 isoformas de enzimas GPX selenio-dependientes. La GPX 

citosólica (GPX1/c) es una proteína tetramérica formada por 4 subunidades, cada 

una de las cuales contiene un residuo de selenocisteína, su actividad fue descrita por 

Mills en 1957 (Mills, 1957). Su función principal consiste en el metabolismo del H2O2 

y otros peróxidos orgánicos como colesterol y ácidos grasos de cadena larga. Sin 

embargo, sólo en presencia de la Fosfolipasa A2 que libere los ácidos grasos, es 

capaz de transformar los hidroperóxidos de los ácidos grasos en fosfolípidos 

(Arthur, 2000). Estudios con ratones Knock-out de esta enzima, han comprobado 

que éstos presentaban un fenotipo normal en ausencia de estrés oxidativo, 

probablemente debido a que otras GPXs compensaban la ausencia de la GPX1. Esta 

situación no es comparable a la que se presenta en condiciones de bajos niveles de 

Se, donde además disminuye la actividad de otras GPX dependientes de Se (Ho et al., 

1997). En cuanto a su papel en la carcinogénesis, se ha descrito que ratones 

transgénicos que sobreexpresaban GPX1 tuvieron una mayor respuesta en la 

iniciación de la carcinogénesis con DMBA que los ratones control (Lu et al., 1997). 
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Otros estudios han encontrado una asociación entre un aumento de actividad GPX1 

y una disminución de la apoptosis celular. También se ha descrito su implicación en 

la progresión de un tumor, donde se encuentra directamente relacionada con el 

nivel de Se ingerido a través de la dieta. En este sentido, un suplemento de Se en la 

dieta reduce la mortalidad asociada a carcinomas de pulmón, próstata y cáncer de 

colon (Clark et al., 1996; Combs, 2004). 

La GPX gastrointestinal (GPX2/giGPX) también es una proteína tetramérica y 

citosólica y tiene la misma afinidad por el sustrato que la GPX-1, sin embargo, GPX2 

no es capaz de reducir los hidroperóxidos de los fosfolípidos (Arthur, 2000). Su 

localización específica en el epitelio del tracto gastrointestinal sugiere su función en 

el metabolismo de los hidroperóxidos lipídicos de la dieta (Esworthy et al., 1998). 

Además, se ha descrito que podría actuar metabolizando los peróxidos acumulados 

producto del metabolismo oxidativo de xenobióticos en el hígado (Brigelius-Flohe, 

1999). 

La GPX plasmática (GPX3/pGPX) se encuentra glicosilada para llevar a cabo su 

función como antioxidante extracelular, ya que la glicosilación aumenta su 

estabilidad. Su presencia en leche sugiere su síntesis en las células del tejido 

mamario. Se cuestiona su función como peroxidasa en plasma, ya que requiere 

concentraciones de GSH de milimolar. Sin embargo algunos estudios demuestran 

que la pGPX es capaz de usar como dador de electrones el sistema tiorredoxina, ya 

que requiere unos niveles de tiorredoxina semejantes a los del plasma (Bjornstedt et 

al., 1994). 

La fosfolípido hidroperóxido GPX (PHGPX /GPx4) es la isoforma que más difiere 

del resto, ya que consiste en un monómero y es capaz de utilizar como sustrato los 

hidroperóxidos de los fosfolípidos reduciéndolos a sus correspondientes alcoholes. 

Así, su función principal es la protección de las membranas lipídicas contra el estrés 

oxidativo (Loscalzo, 2008). En este sentido, GPX4 se caracteriza por prevenir la 

peroxidación lipídica (Arthur, 2000) debido a su capacidad de reducir, además del 

H2O2 e hidroperóxidos lipídicos, hidroperóxidos de fosfolípidos,probablemente 

debido a su estructura monomérica, y además, puede utilizar como dadores de 

electrones otras moléculas diferentes al GSH (Maiorino et al., 1991; Arthur, 2000). 

Es la única peroxidasa esencial para la vida y bajo condiciones de severa deficiencia 
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de Se, la expresión de la enzima se mantiene constante mientras disminuye la 

expresión del resto de isoformas. Generalmente, su actividad es menor que GPX1 en 

todos los órganos, excepto en los testículos, donde constituye el 50% de las 

proteínas y ejerce una función como proteína estructural en la cabeza de los 

espermatozoides (Brigelius-Flohe, 1999; Ursini et al., 1999). Seiler y colaboradores 

(Seiler et al., 2008) la describen como un regulador esencial de las vías de muerte 

celular inducidas por peróxidos lipídicos específicos. En este sentido, se ha descrito 

que previene la apoptosis en situaciones de estrés oxidativo y favorece las vías de 

supervivencia (Savaskan et al., 2007; Nomura et al., 1999; Nakagawa, 2004). 

La isoforma GPX5 corresponde al núcleo esperma GPX (snGPX/GPx). Está 

implicada en la condensación de la cromatina durante la espermatogénesis y en la 

protección del ADN del esperma frente el daño oxidativo (Pfeifer et al., 2001). 

 

5.2.1.1. Regulación de la defensa antioxidante enzimática 

La regulación de la inducción de la defensa antioxidante enzimática es un proceso 

complejo, en el que intervienen múltiples factores que activan genes implicados en 

la detoxificación o eliminación de ROS (Nguyen et al., 2009). En los últimos años, 

numerosos autores han estudiado la implicación del factor de transcripción NRF2 en 

este proceso, el cual definen como el principal inductor de la respuesta antioxidante 

enzimática. NRF2 es un factor de transcripción que posee en su estructura una 

cremallera básica de leucina (Basic Leucine Zipper, bZIP). El mecanismo de 

activación de NRF2 no está claro todavía, aunque está descrito que su activación está 

controlada, en parte, por la proteína citosólica KEAP1. En condiciones fisiológicas, la 

proteína KEAP1 (también llamada inhibidora de NRF2) se encuentra asociada a la 

proteína NRF2 y recluta a Cullin-2 E3-ubiquitina ligasa e interacciona con ella. Así 

marca a la proteína NRF2 con los residuos de ubiquitina necesarios para su 

degradación por la subunidad 26S del proteasoma. Sin embargo, en condiciones 

oxidantes, el aumento de los niveles de ROS promueven la disociación de NRF2 y 

KEAP1. Esta disociación es debida a la oxidación de los residuos de cisteínas 

(Cys273, Cys288, y Cys151) que son esenciales en la activación de KEAP1. Gracias a 

esta disociación, NRF2 se transloca al núcleo, donde dimeriza con otras proteínas de 

la familia b-ZIP (Maf-F, Maf-G y Maf-K) junto con las cuales se une a las regiones 
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promotoras de los genes antioxidantes (ARE, antioxidant response elements) e 

induce la transcripción de genes como glutatión reductasa (GR) y glutatión sintasa 

(GSS).  

Existen además otros factores de transcripción que se activan como respuesta a 

la presencia de ROS. Generalmente, estas proteínas tienen en su estructura 

aminoácidos susceptibles de oxidación, como cisteínas, que al oxidarse generan un 

cambio conformacional que desencadena una señal, por ejemplo, la activación de 

una vía concreta (Paulsen and Carroll, 2013). Estos factores de transcripción 

controlan la expresión de genes protectores que implican mecanismos de reparación 

del ADN, potencian la respuesta inmune, detienen la proliferación de células 

dañadas o inducen la apoptosis (Valko et al., 2007). Ejemplos de estos factores son: 

el factor de transcripción NFkB, que está involucrado en la respuesta a procesos 

inflamatorios; AP-1 que juega un papel importante en el crecimiento celular y la 

diferenciación; p53, cuya inactivación supondría una proliferación celular 

descontrolada; NFAT, que regula la formación de citoquinas; y HIF1, que regula la 

expresión de un gran número de genes relacionados con procesos cancerígenos o 

inflamatorios (Valko et al., 2007). 

 DEFENSA ANTIOXIDANTE NO ENZIMÁTICA 5.2.2.

Las defensas antioxidantes celulares no enzimáticas implican moléculas que se 

oxidan para, de esta manera, ceder electrones a otros componentes celulares 

protegiéndolos de la oxidación. Es decir, se “sacrifican” oxidándose ellas mismas y 

reduciendo así a otras moléculas. Generalmente, estas moléculas disponen de ciclos 

redox (reducción-oxidación) que permite su regeneración una vez se oxidan. Se 

pueden clasificar en defensas endógenas y exógenas. Entre las defensas endógenas, 

destacan el Glutatión y la Tiorredoxina; y entre las exógenas las vitaminas C y E, y el 

ácido lipoico. 

 

- Glutatión 

Es el antioxidante tiol más importante. Consiste en un tripéptido y está 

considerado como el tampón redox celular. Es abundante en el citosol (1-11 mM), en 

el núcleo (3-15 mM) y en la mitocondria (5-11 mM), y es el antioxidante soluble 
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mayoritario en estos compartimentos celulares. Puede presentar dos formas: la 

reducida (GSH) y la oxidada (GSSG).   

En la protección del estrés oxidativo el glutatión presenta varias funciones: 1) Es 

un cofactor de diferentes enzimas detoxificantes, por ejemplo de GPx y GST; 2) 

participa en el transporte de aminoácidos a través de la membrana plasmática; 3) al 

igual que el ácido ascórbico y α-tocoferol, elimina radicales libres reaccionando 

directamente con ellos de manera no catalítica, además de detoxificar el H2O2 y 

peróxidos lipídicos a través de la acción catalítica de GPX; y 4) es capaz de regenerar 

los antioxidantes más importantes, las vitaminas C y E, devolviéndolos a su forma 

activa. Para llevar a cabo su función antioxidante, el GSH cede un electrón a especies 

oxidantes o reactivas. Estas especies tienden a captar este electrón reduciéndose o 

detoxificándose, ganando así mayor estabilidad y evitando que reaccionen con otras 

moléculas y ocasionen un daño. La capacidad antioxidante del glutatión radica en la 

estabilidad de la molécula resultante de la pérdida de un electrón (GS•), que tiene 

una vida media significativamente más larga que otros radicales generados en 

condiciones de estrés. Las formas GS• pueden entonces dimerizar y dar lugar a 

dímeros GSSG. El GSSG se regenera a GSH mediante la enzima Glutation Reductasa 

(GR), que utiliza como dador de electrones el NADPH (Figura 7). Los niveles 

celulares de Glutatión reflejan el balance entre las dos formas, oxidada (GSSG) y 

reducida (GSH). 

El glutatión se encarga de mantener el estado redox adecuado de los grupos 

sulfhidrilo específicos de las proteínas, particularmente de aquellas que participan 

en procesos clave como la reparación o la expresión génica. En condiciones 

oxidantes, los grupos tiol de las proteínas (proteína-SH) se modifican mediante la 

pérdida de dos electrones dando lugar a grupos sulfénicos (proteína-SOH), o 

mediante la pérdida de un electrón, dando lugar a grupos radicales (Proteína-S•). 

Estos grupos reactivos pueden reaccionar con una molécula de GSH, dando lugar a 

proteínas S-glutationiladas (proteína- SSG), que son reducidas posteriormente por la 

GR para restaurar los grupos tiol originales de las proteínas (proteína-SH). Sin 

embargo, si en este proceso de oxidación de los grupos tiol no interviene el glutatión 

para regenerarlos, se produce la modificación irreversible de las proteínas oxidadas 
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con grupos como ácido sulfónico (proteína-SO3H) y sulfínico (proteína-SO2H) 

(Estrela et al., 2006). 

El GSSG se acumula en el interior de la célula y la ratio GSH/GSSG es un buen 

marcador de estrés oxidativo celular. En condiciones normales esta ratio tiene un 

valor superior a 100 (Estrela et al., 2006). El GSSG también puede reaccionar con los 

grupos sulfhidrilo de las proteínas, dando lugar a proteína-SSG, con una vida media 

superior al dímero GSSG. 

 
Figura 7. Metabolismo de glutatión en una célula de mamífero representativa  
(Martínez-Samano, 2011). 

 

El GSH es sintetizado de novo a partir de los aminoácidos glicina, cisteína y ácido 

glutámico, y requiere la acción consecutiva de dos enzimas: la enzima γ-

glutamilcisteína-sintetasa/ligasa (γGCS/GCL) y la glutatión sintetasa (GSS)  

(Figura 7). La regulación de sus síntesis es compleja. El factor limitante es la 

biodisponibilidad del aminácido cisteína. Este aminoácido y su forma oxidada son 

transportados al interior celular mediante un transporte dependiente e 

independiente de Na+, respectivamente. Compuestos oxidantes como 

hidroperóxidos, H2O2 y agentes electrófilos, inducen la captación de cisteína por 

parte de la célula y la expresión de la enzima γGCS. La región promotora del gen 

γGCS contiene un sitio de unión AP-1, una región ARE y un sitio de respuesta a 
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electrófilos. Además, modificaciones postraduccionales de este gen pueden afectar a 

la síntesis de glutatión. Por ejemplo, una fosforilación específica daría lugar a la 

inhibición de su síntesis. La concentración de GSH también interviene en la 

regulación de su síntesis mediante mecanismos de feedback negativo, por lo que una 

depleción de GSH también induciría la síntesis de esta enzima (Townsend, Tew et al. 

2003). 

Alteraciones en los niveles de GSH y su metabolismo se han asociado a diversas 

enfermedades como procesos neurodegenerativos, entre ellos Parkinson y 

Alzheimer (Sechi et al., 1996; Saharan and Mandal, 2014), Síndrome de 

Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) (Staal et al., 1990), cáncer (Traverso et al., 

2013) o envejecimiento  (Liu, 2002; Borras et al., 2003). 

Debido a sus propiedades reductoras, el glutatión es capaz de inactivar diferentes 

carcinógenos protegiendo así la integridad del DNA y previniendo la peroxidación 

lipídica. En este sentido, se han descrito elevados niveles de GSH en diferentes tipos 

de tumores, como melanoma (Carretero et al., 1999), carcinoma de vejiga (Pendyala 

et al., 1997), pulmón (Honda et al., 2004), mama  (Perry et al., 1993) y colon (Berger 

et al., 1994; Estrela et al., 2006). Por otro lado, los niveles de GSH oxidado aumentan 

cuando las células son expuestas a diferentes agentes químicos. Se ha descrito que 

un déficit de GSH podría conllevar la pérdida de función de P53, un gen supresor de 

tumores capaz de inducir la apoptosis celular. Esta proteína tiene en su secuencia 

residuos cisteína susceptibles de oxidación. En presencia de ROS, estos residuos 

pueden oxidarse, lo que conllevaría una pérdida de función de P53 y una evasión de 

la apoptosis por parte de la célula (Wu and Momand, 1998; Estrela et al., 2006). 

 

- Tiorredoxina  

La tiorredoxina (TRx) es una pequeña proteína redox multifuncional, que 

contiene un puente disulfuro y presenta dos residuos de cisteína en su centro activo. 

Su forma reducida contiene dos grupos tiol adyacentes que se convierten en una 

unidad disulfuro en la tiorredoxina oxidada. Esto ocurre en reacciones redox con 

múltiples proteínas: 

 

TRx-(SH)2 + proteína-S2  TRx-S2 + proteína- (SH)2 
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Los niveles de TRx son de 100 a 1000 veces inferiores a los de GSH, sin embargo, 

ambos pueden solaparse en sus funciones así como compartimentarlas. Estudios  

recientes han demostrado que TRx puede regular la actividad de algunas proteínas 

uniéndose directamente a ellas y también es capaz de pasar desde el citosol al 

núcleo como respuesta el estrés oxidativo para regular la expresión de genes. En 

este caso, el mecanismo del funcionamiento de TRx es el siguiente: TRx es reducido 

en su centro activo por la enzima tiorredoxina reductasa (TR) dando lugar a TR-

(SH)2; a continuación, TR-(SH)2; entra al núcleo y regula la actividad de los factores 

de transcripción implicados en la replicación del ADN; y, finalmente, TR-(SH)2 es 

excretado al exterior de la célula donde, junto a otros factores, estimula el 

crecimiento celular (Valko et al., 2006). 

Se han encontrado niveles elevados de TRx en carcinoma cervical, tumores 

gástricos, hepatomas, carcinomas de pulmón y colorectales (Raffel et al., 2003; Soini 

et al., 2001; Powis et al., 2000). Estos niveles elevados de TRx pueden causar 

resistencia a la quimioterapia en tumores humanos. Además, se ha observado que 

una sobreexpresión de TRx protege a la célula de la apoptosis inducida por estrés 

oxidativo, confiriéndole así una ventaja en el crecimiento y supervivencia del tumor 

(Powis et al., 2000). 

 

- Vitamina C 

La vitamina C o ácido ascórbico es un potente antioxidante soluble en medio 

acuoso. Actúa conjuntamente con la vitamina E para regenerar los radicales de α-

tocoferol de las membranas y lipoproteínas. En su estructura tiene dos grupos 

hidroxilo ionizables. A pH fisiológico, alrededor del 99.9 % del ácido ascórbico 

presenta un grupo inonizado; el 0,05 % no se encuentra ionizado; y el 0,004 % 

presenta los dos grupos ionizados (Valko et al., 2006). Su función antioxidante 

radica en su capacidad para ceder un electrón a especies reactivas estabilizándolas. 

Se ha descrito que tiene un potencial efecto en la protección frente al cáncer de 

estómago, probablemente debido a su capacidad de inhibir la formación de 

compuestos N-nitrosos (You et al., 2000). Sin embargo, numerosos estudios han 

descrito el efecto antiapoptótico de la vitamina C (Jin et al., 2011). 
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- Vitamina E 

La vitamina E se presenta en 8 formas: α-β-γ-δ-tocoferoles y α-β-γ-δ-

tocotrienoles. Su función principal es la protección de las membranas frente a la 

peroxidación lipídica. El contenido lipídico de la dieta favorece la absorción de la 

vitamina E a través de micelas y su distribución en tejidos. Su  naturaleza lipofílica la 

hace poco soluble en plasma, fluídos extracelulares y en citosol, por lo que se 

encuentra unida a proteínas específicas y lipoproteínas durante la absorción, el 

transporte y la distribución. La vitamina E es el mejor antioxidante liposoluble 

biológico, intra- y extracelular, considerándose el principal antioxidante de 

membrana adquirido por la célula. Una de sus funciones es frenar la peroxidación 

lipídica de la membrana eliminando radicales peroxil intermediarios. En esta 

reacción, la vitamina E cede un hidrógeno de su grupo hidroxilo convirtiéndose él 

mismo en radical (Anderson, 1996; Yoshida et al., 2003): 

 

ROO⦁ + Vit E-OH  ROOH + Vit E-O⦁ 

 

La vitamina E oxidada puede ser regenerada con ayuda de la Vitamina C o 

directamente por la acción del GSH. Estudios recientes describen el funcionamiento 

conjunto de la vitamina E y C en un proceso cíclico según el cual la molécula  

α-tocoferol dona un electrón al radical lipídico formado, convirtiéndose así en  

α-tocoferol radical, que es reducido por el ácido ascórbico, regenerando así el  

α-tocoferol original (Kojo, 2004). 

La vitamina E está implicada además, en regulaciones no antioxidantes que 

afectan a a rigidez de la membrana, la transcripción, la señalización intracelular, 

fotosíntesis, almacenamiento de macronutrientes y metabolismo de carbohidratos 

(Azzi et al., 2004; Yoshida et al., 2003) 

Se ha descrito que la administración de vitamina E reduce la incidencia de cáncer 

colorectal promoviendo la apoptosis de las células tumorigénicas (White et al., 

1997). Otros estudios describen efectos negativos al combinar vitamina E y C en la 

prevención de este tipo de cáncer y defienden que en tanto que la vitamina C 

regenera la vitamina E, los efectos protectores antioxidantes de la vitamina C 

estarían siendo enmascarados (Dreher and Junod, 1996). 
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- Ácido lipoico 

El ácido α-lipoico (ALA) es un disulfuro derivado del ácido octanoico y un 

compuesto natural sintetizado en pequeñas cantidades por plantas y animales, 

incluidos los humanos. ALA es soluble tanto en medio acuoso como lipídico por lo 

que puede actuar en membranas celulares y en citosol. Es fácilmente absorbido a 

partir de la dieta y convertido rápidamente a su forma reducida, el ácido 

dihidrolipoico (DHLA) (Smith et al., 2004). Ambas formas, ALA y DHLA, son fuertes 

antioxidantes: eliminan ROS, regeneran antioxidantes endógenos y exógenos, como 

las vitaminas C y E y el Glutatión, y reparan proteínas oxidadas (Rossi et al., 2008). 

Además, ALA actúa como cofactor de diversos complejos enzimáticos del 

metabolismo (Bustamante et al., 1998). 

Se han descrito efectos beneficiosos en enfermedades cardiovasculares, 

infecciones por el VIH y diferentes enfermedades neurodegenerativas (Bustamante 

et al., 1998). ALA previene la destrucción de las células β del páncreas a la vez que 

estimula el secuestro de la glucosa. Mientras que en células sanas ALA previene la 

apoptosis inducida por oxidantes, en células cancerosas puede producir una parada 

del ciclo celular e inducir la apoptosis. Sin embargo, el mecanismo de acción de ALA 

en este tipo de células no está muy claro todavía (Rossi et al., 2008; Choi et al., 2009; 

Shi et al., 2008). 

5.3. DAÑO EN BIOMOLÉCULAS POR EFECTO DE LOS RADICALES 

LIBRES 

 DAÑO EN LÍPIDOS 5.3.1.

Los PUFA de los fosfolípidos de membrana son extremadamente sensibles a la 

oxidación por parte de los radicales libres. La presencia de dobles enlaces en los 

ácidos grasos debilita los enlaces sencillos C-H adyacentes, facilitando así la 

substracción de un átomo de H para crear un radical (Bartsch et al., 2002). Se admite 

la hipótesis de que la sensibilidad de los lípidos aumenta en función del número de 

dobles enlaces por molécula de ácido graso (Wagner et al., 1994).  

El mecanismo por el cual los lípidos de membrana son dañados por parte de los 

radicales libres se denomina peroxidación lipídica. Ésta se desarrolla en tres etapas: 
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iniciación, propagación y terminación. En la reacción de iniciación (Figura 8), un 

radical libre es capaz de captar un átomo de hidrógeno de un grupo metileno de la 

cadena alifática del ácido graso, lo que genera un radical (L⦁) que tiende a 

estabilizarse por resonancia. Existe una forma menos frecuente de iniciación que 

consiste en la introducción de un grupo hidroxilo en un grupo metileno. 

 En la fase de propagación, el radical formado reacciona rápidamente con una 

molécula de O2 para formar un radicalo peroxilo (LOO⦁), que tiende a interaccionar 

con otro ácido graso sustrayéndole un electrón, dando lugar a un hidroperóxido 

(LOOH) y a un nuevo radical (L⦁), iniciándose así una reacción en cadena. En la fase 

de terminación,  antioxidantes como la vitamina E donan un electrón a los radicales 

peroxilo formados (LOO⦁) formando así productos no radicales (LOOH) (Schaur et 

al., 2015). Como resultado del proceso se producen generalmente hidroperóxidos, 

pero también aldehídos, como el malondialdehído (MDA) y el 4-hidroxinonenal (4-

HNE). El MDA está descrito como el producto más mutagénico y el 4-HNE como el 

más tóxico de la peroxidación lipídica. 

 

 

Figura 8. Proceso de peroxidación lipídica (Schaur et al., 2015). 
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El MDA es el producto final de la descomposición del ácido araquidónico y otros 

PUFAs de cadena larga tanto por procesos enzimáticos como no enzimáticos. Ha sido 

amplimente estudiado como marcador de la peroxidación lipídica de los ácidos 

grasos omega-3 y omega-6. Este compuesto es capaz de formar aductos con el ácido 

tiobarbitúrico (TBA) y dar lugar a un compuesto fluorescente, lo que lo hace 

detectable (Wong et al., 1987). El MDA reacciona con los grupos amino básicos de 

las proteínas o ADN dañando estas biomoléculas (Pizzimenti et al., 2013; 

Niedernhofer et al., 2003). Recientemente se ha descrito el papel del MDA como 

señalizador celular y regulador de la expresión génica (Ayala et al., 2014).  

La peroxidación lipídica puede iniciarse por radicales libres de manera 

espontánea, y en este caso puede ser contrarrestada por sistemas  de protección 

antioxidantes, o puede iniciarse de manera enzimática, mediante las lipooxigenasas 

(Kuhn and Borchert, 2002). Las lipooxigenasas componen una familia de enzimas 

que oxigenan los PUFAs libres y esterificados dando lugar al correspondiente 

derivado hidroperóxido. Muchos de los sistemas antioxidantes  de defensa naturales 

son inefectivos a la hora de modular la reacción de estas enzimas. De todas ellas, la 

isoforma 12/15-LOX es la única capaz de oxidar compuestos lipídicos unidos a 

membrana o a lipoproteínas, como fosfolípidos y ésteres de colesterol. La enzima 

PHGPX (GPX-4) es capaz de reducir estos hidroperóxidos lipídicos unidos a 

membrana a sus correspondientes alcoholes (Kuhn and Borchert, 2002). Realmente, 

la primera defensa celular enzimática contra la peroxidación lipídica es el ciclo 

redox del glutatión del cual forma parte dicha peroxidasa. 

Algunos de los componentes minoritarios del aceite de oliva (compuestos 

fenólicos como hidroxitirosol y lignanos) presentan capacidad de reducir la 

peroxidación lipídica, reduciendo así el estrés oxidativo (Quiles et al., 2002; Mangas-

Cruz et al., 2001; Weinbrenner et al., 2004; Thompson et al., 1996).  

Todos los productos de la peroxidación lipídica pueden unirse al ADN y formar 

aductos exocíclicos y premutagénicos. Estos aductos son moléculas aromáticas 

planas que pueden dar lugar a sustituciones de pares de bases, siendo G T y A C 

las más frecuentes. La capacidad mutagénica del MDA viene dada por el elevado 

porcentaje de dichas sustituciones en el ADN. Fang y colaboradores (Fang et al., 

1996) observaron un gran aumento en los niveles del aducto pirimido[1,2α]purín-
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10(3H)-one (M1G) en linfocitos de mujeres que consumían una dieta rica en aceite 

de girasol en comparación con un grupo que consumía una dieta rica en aceite de 

colza. Los PUFA de la dieta estimularon un incremento de los niveles de M1G. Otros 

autores obtuvieron el mismo resultado tras analizar el tejido mamario normal de 

mujeres voluntarias y pacientes con cáncer de mama. El nivel de M1G resultó 2–3 

veces más alto en el tejido mamario normal de pacientes con cáncer de mama en 

comparación con pacientes sanas. Paradójicamente, los niveles de M1G en el tejido 

tumoral de mujeres con cáncer de mama fueron más bajos que los niveles en el 

tejido normal circundante (Valko et al., 2004). 

 DAÑO EN EL ADN 5.3.2.

El radical hidroxilo (⦁OH) es capaz de reaccionar con todos los componentes de la 

molécula de DNA, dañando así tanto las bases púricas como pirimidínicas además de 

las moléculas de desoxirribosa (Dizdaroglu et al., 2002). El ataque y modificación 

permanente de este radical sobre el ADN representa el primer paso en los procesos 

de mutagénesis, carcinogénesis o envejecimiento. Se han descrito más de 100 

productos resultantes de la oxidación del DNA, entre ellos roturas de simple y doble 

hebra, además de modificaciones sobre las bases púricas, pirimidínicas y 

desoxiribosas así como cross-links o intercruzamientos. Las consecuencias de este 

ataque electrofílico son diversas: parada del proceso de transcripción, activación de 

diferentes pathways y errores en la replicación. Todas estas consecuencias están 

relacionadas con la inestabilidad genómica y procesos de carcinogénesis (Marnett, 

2000). La lesión oxidativa sobre el DNA más estudiada es la formación de la 8-oxo-

desoxiguanosina (8-oxo-dG). Esta lesión generalmente ocurre en 1 x 105 residuos de 

guanina en una célula humana normal, por lo que está considerada como un buen 

marcador de estrés oxidativo en organismos (Valko et al., 2006). Su mecanismo de 

formación se muestra en la  Figura 9.  

El radical ⦁OH tiene afinidad por el carbono 4, 5 y 8 de la guanina, con lo que tras 

su adición se genera C4-OH, C5-OH y C8-OH radicales. La oxidación de dG8OH⦁  por 

la pérdida de un H conlleva la formación de 8-OH-dG y 8-oxo-dG. La forma 8-oxo-dG 

es la más abundante ya que es la más estable en condiciones fisiológicas. 
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Figura 9. Formación de la base modificada 8-oxo-dG por el ataque de un radical •OH sobre la 
guanina (Yuan, 1997). 

 

5.3.2.1. Reparación del daño en el ADN 

Las células han desarrollado una serie de defensas contra el daño sobre el ADN 

nuclear. Así, el ADN se halla bien compartimentado en el núcleo, está rodeado de 

histonas y además contiene un eficiente sistema enzimático de reparación. 

Concretamente, la reparación de la base modificada 8-oxo-dG se lleva a cabo 

mediante el sistema de excisión de base (base excinsion repair, BER) (Noren Hooten 

et al., 2011). BER implica un sistema multistep que es iniciado por el reconocimiento 

y la escisión de la base modificada y en el que intervienen diferentes proteínas.  

El ADN mitocondrial también sufre el ataque constante por parte de los radicales 

libres. Este ataque es todavía mayor que en el ADN nuclear ya que, por una parte, en 

la mitocondria se genera la mayor parte de radicales libres provenientes de la 

cadena respiratoria y por otra, la molécula de ADN mitocondrial no se encuentra 

protegida por histonas. La menor protección del ADN mitocondrial respecto el 

nuclear así como su mayor proximidad a la cadena de transporte de electrones, 

hacen que los niveles daño oxidativo sobre el ADN mitocondrial sean de 10 a 20 

veces superiores que en el ADN nuclear. Por todo ello, la determinación de la base 

modificada por daño oxidativo 8-oxo-G en el ADN mitocondrial también representa 

un buen marcador de daño oxidativo en el organismo (Cadenas and Davies, 2000; 

Giulivi and Cadenas, 1998).  
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Mientras que las lesiones oxidativas del ADN nuclear tienen como consecuencia 

inestabilidad genómica y, con ello, procesos de carcinogénesis, el daño sobre el ADN 

mitocondrial también implica consecuencias graves para la célula, ya que éste 

codifica proteínas de la cadena de transporte de electrones, esenciales para el buen 

funcionamiento e integridad de la célula (Cadenas and Davies, 2000).  

Las enzimas 8-oxoguanina-ADN glicosilasa (8-oxoguanine-DNA glycosylase, 

OGG1) y Poli-ADP-ribosa polimerasa 1 (Poly-(ADP-ribose) polymerase 1, PARP1) 

participan en la reparación de la base modificada 8-oxo-dG (Noren Hooten, 

Kompaniez et al. 2011). La OGG1 reconoce eficientemente la base modificada 8-oxo-

dG cuando está apareada con una citosina, a pesar de su estructura casi idéntica a la 

guanina, ya que sólo difieren en dos átomos. Se ha descrito que este mecanismo de 

reconocimiento podría estar basado en la diferencia de energía libre entre la 

guanina y su base modificada. Una vez reconoce la base modificada, la OGG1 provoca 

la escisión y rotura de la hebra. La PARP es un sensor de roturas en el ADN, detecta 

estos huecos y los repara. La OGG1 se une directamente a la PARP1 a través de su 

extremo N-terminal, y esta interacción está potenciada por estrés oxidativo (Noren 

Hooten et al., 2011).  

Diversos estudios muestran la relación entre los lípidos de la dieta y la formación 

de la base 8-oxo-dG. Así, por ejemplo, sujetos alimentados con dieta mediterránea 

mostraban unos niveles inferiores de 8-oxo-dG en orina que sujetos alimentados con 

una dieta control (Mitjavila et al., 2013). Otros estudios muestran una disminución 

de los niveles de 8-oxo-dG tras una suplementación con PUFA-n3 en ratones (Abdel-

Wahab et al., 2015). Otros compuestos dietéticos antioxidates, como los 

carotenoides usados como biomarcadores de la ingesta de fruta y verdura, también 

se han asociado a una disminución de 8-oxo-dG en sujetos sanos (Cocate et al., 

2015). De hecho, diversos autores muestran un efecto beneficioso de la ingesta de 

caroteinoides y explican sus beneficios por su efecto protector sobre el daño 

oxidativo del ADN (Aune et al., 2012; Steinmetz and Potter, 1991). 

 DAÑO EN LAS PROTEÍNAS 5.3.3.

Las proteínas constituyen el tipo de macromoléculas más susceptibles de sufrir 

daño oxidativo, habiéndose descrito que pueden ser atacadas por el 75% de los 
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radicales libres. Este hecho es debido a que las proteínas tienen una vida media 

considerablemente larga y por ello son más susceptibles al daño oxidativo (Celi and 

Gabai, 2015). En consecuencia, las proteínas dañadas constituyen un buen marcador 

de daño oxidativo (Davies, 2005). 

Generalmente la oxidación de proteínas está descrita como una modificación 

covalente originada bien directamente por radicales libres o bien indirectamente 

por productos secundarios de estrés oxidativo. Las consecuencias varían desde una 

alteración de su función como receptores, enzimas, de transporte, etc. hasta la 

activación del sistema inmune, ya que pueden ser reconocidas como antígenos 

(Davies et al., 1999). 

Las modificaciones que sufren las proteínas pueden ser irreversibles o 

reversibles. Entre las modificaciones irreversibles destacan la nitración de residuos 

tirosina y la carbonilación de diferentes aminoácidos, como arginina, histidina, 

lisina, prolina, treonina y cisteína. Ambas modificaciones han sido utilizadas como 

marcadores de estrés oxidativo en diferentes enfermedades y en envejecimiento 

(Stadtman, 2001). La carbonilación es el marcador de daño oxidativo en proteínas 

más utilizado, ya que existen más dianas en las proteínas que las hacen más 

detectables. Existen numerosos estudios que demuestran los efectos perjudiciales 

que conlleva la carbonilación de proteínas (Stadtman, 2001; Yan and Sohal, 1998). 

Sin embargo, actualmente también se han descrito efectos beneficiosos de este tipo 

de oxidación que generalmente implica la transducción de señales en vías que 

inducen la defensa antioxidante celular (Wong et al., 2008; Curtis et al., 2012). 

En cuanto a las modificaciones por oxidación reversibles, éstas son exclusivas de 

los residuos cisteína. Entre ellas destacan la sulfonación, la nitrosilación y la 

glutationilación. La oxidación de residuos de cisteína es una modificación reversible 

que sufren las proteínas de manera selectiva, es decir, tiene lugar cuando se dan en 

consonancia una serie de condiciones. Bajo condiciones fisiológicas los residuos de 

cisteína tienen un pKa de aproximadamente 8.5, lo que hace imposible su 

modificación. Para que sea susceptible de oxidación, el valor de pKa del residuo de 

cisteína ha de ser inferior al del pH fisiológico (7.4). Si esto ocurre, el residuo de la 

cisteína se convierte en un grupo tiol –SH y pasa a ser un grupo redox activo. Esto 

hace que la oxidación de estos grupos sea un proceso altamente selectivo.  
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En la S-sulfonación (sulfo-hidroxilación P-SOH) por ROS un grupo hidroxi (OH) 

sustituye al H del grupo tiol. Esta descrito que numerosas proteínas sufren este tipo 

de modificaciones que conllevan importantes cambios en su función (Poole et al., 

2004). Las reacciones de S-nitrosilación están causadas por óxido nítrico, 

peroxinitrito y nitroxilo y se describen como equivalentes funcionalmente a la 

fosforilación o desfosforilación de proteínas (Wang et al., 2006). La S-

glutationilación consiste en la conjugación de una proteína a una molécula de 

glutatión (GSH) mediante puentes disulfuro P-S-S-G, marcando así las proteínas y 

provocando en ellas cambios funcionales. Esta oxidación es clave en numerosos 

procesos como de transducción de señales,  expresión génica, proliferación celular o 

apoptosis  protegiendo así proteínas específicas en estos procesos de daño oxidativo 

(Wang et al., 2012). Por ejemplo, la glutationilación de la actina regula su función en 

los neutrófilos polimorfonucleares (Sakai et al., 2012). Además de estas 

modificaciones, un entorno oxidante también puede favorecer las uniones intra-

inter proteína mediante la formación de puentes disulfuro entre dos grupos tioles de 

sus cisteínas. Por ejemplo, en la proteína Cdc25c, la oxidación favorece la formación 

de un puente disulfuro intra-proteína que regula su estabilidad (Savitsky and Finkel, 

2002). 

La oxidación de las proteínas debida a una situación de estrés oxidativo conlleva 

efectos perjudiciales o negativos para la célula. Se ha descrito que existe un aumento 

de la concentración de proteínas oxidadas en procesos como el cáncer o el 

envejecimiento (Yan et al., 1997). Por ejemplo en cáncer de mama se ha demostrado 

un aumento de su concentración en el microambiente tumoral (Mannello et al., 

2009). Sin embargo, la oxidación de proteínas, en concreto la oxidación reversible de 

los grupos tiol de las cisteínas, pueden implicar también efectos positivos. En 

general, estos efectos están relacionados con la activación de ciertas vías de 

señalización que regulan las defensas antioxidantes. Es decir, los grupos tiol de los 

residuos de cisteínas podrían actuar como “sensores” de estrés oxidativo activando 

así la defensa antioxidante. Estos mecanismos son diversos y abarcan desde cambios 

en la actividad, abundancia, localización e interacción de las proteínas con otras 

biomoléculas (Wang et al., 2012).  
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5.4. DIETA, ESTRÉS OXIDATIVO Y CÁNCER.  

Tal y como ya se ha descrito, el daño en ADN, proteínas y lípidos inducido por 

ROS  juega un papel muy importante en el desarrollo y la progresión de numerosos 

procesos patológicos incluido el cáncer. El daño oxidativo en el material genómico 

puede resultar en una parada o estimulación del proceso de replicación, inducción 

de vías de transducción de señales, errores en la replicación o inestabilidad 

genómica (Cooke et al., 2003). Estas lesiones pueden ser reparadas o fijarse como 

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

tumoral. En la progresión del cáncer, que implica el paso desde un estado 

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

la transducción de señales, así como en la capacidad invasiva y metastásica del 

tumor y la apoptosis (Zmijewski et al., 2005; Chiarugi and Fiaschi, 2007). 

Alteraciones en las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPX, y en los antioxidantes 

no enzimáticos GSH, vitamina C y TRx, así como en vías de señalización relacionadas, 

son comunes en muchos tipos de cáncer (Valko et al., 2006; Oberley and Oberley, 

1997) y, en particular, en cáncer de mama (Padmavathi et al., 2006). Una 

disminución de la capacidad antioxidante en las células tumorales podría favorecer 

la formación de lesiones en el ADN, y conferiría a la célula tumoral un fenotipo más 

agresivo y, por tanto, un peor pronóstico (Oltra et al., 2001; Oberley and Oberley, 

1997). Sin embargo, también se ha descrito una correlación entre un aumento de la 

actividad de las enzimas antioxidantes y un peor pronóstico del cáncer, sugiriendo 

que dicho incremento protege a la célula de ser dañada por radicales libres y 

favorece la proliferación celular mediante la evasión de la apoptosis. La regulación 

de la apoptosis mediante el estado redox, promoviéndose proliferación en un medio 

reducido e induciéndose apoptosis en un estado de oxidación, es un mecanismo que 

podría favorecer o interferir en el proceso carcinogénico en sus diferentes etapas 

(Kinnula and Crapo, 2004; Nomura et al., 1999).  

El estado redox de la célula puede ser modificado por el tipo de dieta. De hecho, la 

mayoría de antioxidantes no enzimáticos se adquieren a través de ella, como por 

ejemplo las vitaminas C y E, los compuestos polifenólicos, el Se y los antioxidantes 

tiol, entre otros. Los antioxidantes se vienen utilizando ampliamente en la industria 

alimentaria como conservantes y estabilizantes, pero en los últimos años se han 
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añadido como suplemento buscando un fin beneficioso para la salud. Así, algunos 

estudios han demostrado los efectos sobre el estado redox de la célula de 

compuestos como los polifenoles del té negro, la fibra y sobretodo los diferentes 

tipos de ácidos grasos (Watson et al., 2000; Murugan et al., 2007). Entre ellos, los 

PUFA n-3 podrían presentar un mayor efecto antioxidante debido, en parte, a la 

estimulación de la actividad enzimática de SOD, GPx y CAT (Ruiz-Gutierrez et al., 

1999). La ingesta de aceite de maíz, rico en PUFA n-6, supone un aumento del estrés 

oxidativo que podría afectar a las enzimas antioxidantes disminuyendo su nivel de 

actividad (Domitrovic et al., 2006). En relación al aceite de oliva virgen, éste parece 

deber su capacidad antioxidante a sus componentes minoritarios. Así, aceites de 

semillas enriquecidos con ácido oleico presentan los mismos efectos que un aceite 

de oliva refinado (Ochoa-Herrera et al., 2001; Scaccini et al., 1992; Ruiz-Gutierrez et 

al., 1999). Numerosos estudios epidemiológicos y experimentales sugieren la 

contribución del estrés oxidativo en un amplio rango de enfermedades y en este 

sentido, no han sido pocos los autores que han investigado la capacidad de los 

antioxidantes para prevenir enfermedades como cáncer, diabetes, enfermedades 

cardiovasculares o degenerativas como el Alzheimer (Bjelakovic et al., 2007; Zhang 

et al., 2008; Sesso et al., 2008). Sin embargo, estos estudios no han obtenido 

resultados claros en pacientes. Mientras que algunos de ellos mostraban efectos 

beneficiosos, otros no mostraban ningún efecto, o incluso en algunos de ellos se 

obtenían resultados perjudiciales para la salud (Zhang et al., 2008; Sesso et al., 

2008). Estas contradicciones en los resultados han dado lugar a la llamada “paradoja 

del estrés oxidativo” (Biswas, 2016; Halliwell, 2000; Halliwell, 2013; Reuter et al., 

2010). 

Diversos autores han tratado de explicar este tema con diferentes argumentos. 

Una de las teorías se basa en que en muchas ocasiones el estrés oxidativo asociado a 

una determinada enfermedad no es la causa, sino una de sus consecuencias y por 

ello, la administración de antioxidantes a un paciente sería inefectiva. Otros autores 

proponen que la inefectividad de los antioxidantes en muchas enfermedades estaría 

relacionada con la dosis administrada, la cual sería insuficiente para disminuir los 

niveles de estrés oxidativo en ciertos tejidos o tipos celulares, siendo así el 

antioxidante incapaz de alcanzar su diana (Murphy et al., 2011). Por otra parte, 
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algunos trabajos sugieren que los efectos beneficiosos que se obtienen con ciertos 

alimentos ricos en antioxidantes no serían debidos al antioxidante en sí, sino a otros 

componentes del alimento o a la interacción entre todos ellos. Por ejemplo, se ha 

descrito que una dieta rica en frutas y verduras disminuye el daño oxidativo en el 

ADN pero, sin embargo, la administración de vitamina C, E o β-caroteno no ha 

demostrado este efecto protector en muchos casos. (Prieme et al., 1997; Rehman et 

al., 1999; Podmore et al., 1998). Además, existen estudios que demuestran el efecto 

de compuestos antioxidantes in vitro, por ejemplo los polifenoles, pero muy pocos 

estudios demuestran estos mismos efectos in vivo (Halliwell et al., 2005). Incluso 

algunos autores defienden cierta capacidad pro-oxidante de estos compuestos. Así, 

se ha comprobado en estudios in vitro, que los polifenoles en medio de cultivo 

pueden oxidarse y dar lugar así,  en parte, a un “escenario” ligeramente oxidante, 

que sería la causa del aumento de las defensas antioxidantes, y no sus capacidades 

antioxidantes intrínsecas (Halliwell, 2008b; Halliwell, 2008a). La vitamina C es otro 

compuesto al que se le atribuyen propiedades pro-oxidantes, ya que se ha 

comprobado, que en medio de cultivo, tras su oxidación, se produce H2O2 (Clement 

et al., 2001). Sin embargo, estos efectos, lejos de ser perjudiciales se han asociado a 

una disminución del crecimiento de tumores de ovario, páncreas y glioblastoma en 

modelos xenograft de ratones (Chen et al., 2008). En este sentido, también se ha 

demostrado que los polifenoles pueden oxidarse en diferentes bebidas, como el té 

verde, y en la cavidad oral así como junto con otras sustancias, como carotenoides 

(Young and Lowe, 2001) o vitamina C (Porter, 1993). 

Conviene tener en cuenta que debido a la diferente naturaleza química de los 

radicales libres, no todos actúan de la misma manera o producen el mismo daño. El 

─OH, por ejemplo, es capaz de interaccionar con la mayoría de las biomoléculas, al 

contrario que el O2
─, que actúa de una manera más selectiva. De la misma manera, 

no existe un antioxidante universal, sino que cada uno actúa sobre unas dianas 

específicas y genera diferentes productos. Por ejemplo, la enzima antioxidante SOD 

disminuiría el O2─, pero sin embargo como producto de su catálisis se produciría un 

aumento de H2O2. La vitamina E debido a su naturaleza actuaría en las membranas 

biológicas, mientras que la vitamina C actúa en el medio intracelular y extracelular 

(Biswas, 2016). 
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Otro aspecto relevante es el momento de administración del antioxidante. Por 

ejemplo, en un estudio donde los animales eran expuestos al herbicida paraquat, el 

tratamiento con vitamina C antes de la exposición al herbicida ejercía un efecto 

protector, mientras que el mismo tratamiento después de la exposición al herbicida 

aumentaba el daño producido por éste (Kang et al., 1998). Además, recientemente, 

se han descrito efectos beneficiosos como resultado de situaciones de suave o débil 

estrés oxidativo (mild oxidative stress) ya que en ese caso los ROS actuarían como 

moléculas señalizadoras induciendo vías de señalización que aumentarían las 

defensas antioxidantes celulares, por ejemplo los niveles de GSH (Reuter et al., 2010; 

Halliwell, 2013). Diversos autores defienden que aumentar las defensas endógenas 

antioxidantes, por ejemplo mediante el suplemento de sustancias pro-oxidantes, 

implicaría una mejor terapia que el consumo de grandes dosis de antioxidantes 

(Halliwell, 2012) . 

En relación a la carcinogénesis, muchos autores han tratado de explicar las 

discrepancias halladas entre los niveles de estrés oxidativo y la enfermedad para 

posibles tratamientos oncológicos. Últimamente, la mayoría de autores proponen un 

doble efecto de los radicales libres según la etapa de la carcinogénesis en la que 

actúen. Así, en etapas iniciales de la carcinogénesis, donde se dan lesiones 

premutagénicas, los antioxidantes podrían ejercer un efecto protector 

disminuyendo los ROS y evitando un mayor daño sobre el ADN. Sin embargo, en las 

etapas donde la célula ya ha sufrido una transformación tumoral irreversible, donde 

se da la progresión del tumor, los ROS serían clave en la activación de las vías 

específicas de señalización que desencadenan la apoptosis celular evitando así la 

superviviencia, proliferación y desarrollo del tumor. En esta etapa, los antioxidantes, 

lejos de ejercer un efecto protector, promoverían la progresión y desarrollo tumoral, 

ya que unos bajos niveles de ROS no serían suficientes para inducir la apoptosis 

celular. Así pues, algunos autores concluyen en que los antioxidantes ejercerían un 

efecto beneficioso o perjudicial dependiendo de las necesidades de ROS en cada 

momento celular  (Abed et al., 2015; Liou and Storz, 2010). 

Por otra parte los niveles de ROS o estrés oxidativo también se han relacionado 

con la resistencia al tratamiento de algunos cánceres. Niveles elevados de estrés 

oxidativo, así como una disminución en las defensas antioxidantes, sensibilizarían 
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las células tumorales al tratamiento (Abed et al., 2015). Sin embargo, niveles 

elevados de defensas antioxidantes estarían asociados generalmente a la resistencia 

al tratamiento. Así, algunos autores describen un papel negativo (the dark side) de 

NRF2 en la resistencia al tratamiento de algunos quimioterápicos. Se ha demostrado 

una fuerte correlación entre los niveles de NRF2 y la resistencia en tres líneas 

tumorales humanas (carcinoma de mama, de pulmón y neuroblastoma) al 

tratamiento con cisplatino, doxorubicina y etopósido (Wang et al., 2008). Además, la 

activación química de NRF2 mediante terbutil hidroquinona (tBHQ) aumentaría la 

resistencia de células de neuroblastoma al tratamiento (Wang et al., 2008). A partir 

de estos resultados, algunos autores han propuesto tratamientos oncológicos 

combinados con inhibidores de NRF2 (Wang et al., 2008; Ren et al., 2011; Abed et al., 

2015). Además, se ha descrito que una sobreexpresión de la enzima GST junto con 

niveles medianamente elevados de GSH podrían disminuir los efectos de diferentes 

quimioterápicos, y en este sentido, diversos autores han desarrollado moléculas 

inhibidoras de GST (Sau et al., 2010). 
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6. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

Estudios previos del grupo investigador han demostrado que las dietas ricas en 

PUFA n-6, como el aceite de maíz, ejercen un efecto estimulador de la carcinogénesis 

mamaria experimental, mientras que las dietas ricas en aceite de oliva virgen extra, 

con alto contenido en ácido oleico y compuestos bioactivos, podrían ejercer un 

efecto potencialmente protector. Los mecanismos a través de los cuales los lípidos 

de la dieta ejercen sus efectos moduladores no son completamente conocidos. Se 

han obtenido resultados que apoyan una acción compleja y pleiotrópica, como la 

influencia sobre la composición de la membrana celular, la expresión génica, las vías 

de señalización intracelular y el metabolismo de xenobióticos, entre otros. 

La hipótesis en la que se basa el presente trabajo es la siguiente: 

 

Las dietas ricas en aceite de maíz y aceite de oliva virgen extra ejercen sus 

efectos moduladores diferenciales de la carcinogénesis mamaria 

experimental, en parte, mediante cambios en el estado de estrés oxidativo en 

el organismo. Estos cambios implican diferencias en la defensa antioxidante 

enzimática y no-enzimática, los niveles de peroxidación lipídica, el daño sobre 

el ADN y su reparación.  

 

Para poder demostrar esta hipótesis, se han establecido los objetivos siguientes: 

 

1. Estudiar los efectos de los lípidos de la dieta sobre la evolución ponderal y 

el estrés oxidativo en animales sanos. 

1.1. Analizar la evolución ponderal y la masa corporal de los animales. 

1.2. Caracterizar el perfil de expresión de las enzimas antioxidantes CAT, SOD1, 

SOD2, GPX1, GPX4 y GR en hígado y en glándula mamaria. 

1.3.  Analizar la defensa antioxidante enzimática en hígado. 

1.3.1.  Determinar la expresión de las enzimas antioxidantes CAT, SOD1, 

SOD2, GPX1, GPX4 y GR,  y la actividad CAT, SOD y GPX a lo largo del 

tiempo. 
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1.3.2. Determinar los niveles totales del factor de transcripción NRF2 así 

como su retención citoplasmática. 

1.4. Analizar la defensa antioxidante enzimática en la glándula mamaria, 

mediante el análisis de la expresión de las enzimas CAT, SOD1, SOD2, GPX1, 

GPX4 y GR a lo largo del tiempo. 

1.5. Analizar la defensa antioxidante no-enzimática, mediante la determinación 

de los parámetros del glutatión en plasma: glutatión total, su forma 

reducida (GSH), su forma oxidada (GSSG), así como las ratios GSH/ GSHtotal  y 

GSH/GSSG. 

1.6. Determinar el grado de peroxidación lipídica en plasma, mediante el 

análisis de los niveles de MDA. 

 

2. Estudiar los efectos de los lípidos de la dieta sobre el estrés oxidativo en la 

iniciación de la carcinogénesis mamaria experimental. 

2.1. Analizar la defensa antioxidante enzimática en hígado. 

2.1.1. Determinar la expresión de las enzimas antioxidantes CAT, SOD1, 

SOD2, GPX1, GPX4 y GR,  y la actividad CAT, SOD y GPX. 

2.1.2. Determinar los niveles totales del factor de transcripción NRF2 así 

como su retención citoplasmática. 

2.2. Analizar la defensa antioxidante enzimática en la glándula mamaria, 

mediante el análisis de la expresión de las enzimas CAT, SOD1, SOD2, GPX1, 

GPX4 y GR. 

2.3. Analizar la defensa antioxidante no-enzimática, mediante la determinación 

de los parámetros del glutatión en plasma: glutatión total, GSH, GSSG, y las 

ratios GSH/ GSHtotal  y GSH/GSSG. 

2.4. Analizar la expresión de la glutatión sintetasa (GSS), así como de la 

actividad GR en hígado. 

2.5. Determinar el daño oxidativo en macromoléculas. 

2.5.1. Analizar el grado de peroxidación lipídica en plasma, mediante los 

niveles de MDA. 

2.5.2. Analizar el daño oxidativo en proteínas plasmáticas. 
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2.5.3. Analizar el daño oxidativo y total en el ADN en la glándula mamaria, 

mediante los niveles de 8-OHdG y el ensayo Comet, respectivamente. 

2.5.4. Analizar la expresión de las enzimas de reparación del ADN, OGG y 

PARP, en la glándula mamaria. 

 

3. Estudiar los efectos de los lípidos de la dieta sobre la evolución ponderal, 

la carcinogénesis mamaria y el estrés oxidativo en animales adultos 

inducidos con el carcinógeno. 

3.1. Analizar la evolución ponderal y la masa corporal de los animales. 

3.2. Evaluar los diferentes parámetros de estrés oxidativo. 

3.2.1. Analizar la defensa antioxidante enzimática en hígado. 

3.2.1.1. Determinar la expresión de las enzimas antioxidantes CAT, SOD1, 

SOD2, GPX1, GPX4 y GR,  y la actividad CAT, SOD y GPX. 

3.2.1.2. Determinar los niveles totales del factor de transcripción NRF2 

así como su retención citoplasmática. 

3.2.2. Analizar la defensa antioxidante enzimática en la glándula mamaria, 

mediante el análisis de la expresión de las enzimas CAT, SOD1, SOD2, 

GPX1, GPX4 y GR. 

3.2.3. Analizar la defensa antioxidante no-enzimática, mediante el estudio de 

los parámetros del glutatión en plasma: glutatión total, GSH, GSSG, así 

como las ratios GSH/ GSHtotal  y GSH/GSSG. 

3.2.4. Determinar el daño oxidativo en macromoléculas. 

3.2.4.1. Analizar el grado de peroxidación lipídica en plasma, mediante 

los niveles de MDA. 

3.2.4.2. Analizar el daño oxidativo y total en el ADN en la glándula 

mamaria, mediante los niveles de 8-OHdG y el ensayo Comet, 

respectivamente. 

3.2.4.3. Analizar la expresión de las enzimas de reparación del ADN, OGG 

y PARP en la glándula mamaria. 

3.3. Estudiar la carcinogénesis mamaria experimental. 

3.3.1. Analizar y cuantificar las estructuras proliferativas epiteliales de la 

glándula mamaria y evaluar su grado de densidad. 
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3.3.2. Analizar los parámetros clínicos de la carcinogénesis: tiempo de 

latencia, incidencia, contenido tumoral (contenido tumoral total y 

contenido tumoral medio) y volumen tumoral (volumen tumoral total, 

volumen medio por animal y volumen tumoral medio por tumor). 

 

El objetivo último de estos estudios es el de proporcionar evidencias 

experimentales sobre las acciones moduladoras de los lípidos de la dieta en el 

cáncer de mama. Aunque se debe ser prudente a la hora de extrapolar los resultados 

obtenidos en modelos experimentales al cáncer humano, tales evidencias 

permitirían formular argumentos científicos acerca de la importancia que los 

hábitos dietéticos y el estilo de vida pueden tener en la salud o el riesgo de 

enfermedad de la población. Asimismo, estos estudios ayudarían a definir factores 

de riesgo y/o protectores a los que puede estar sometida la población por sus 

hábitos alimentarios. En consecuencia, este trabajo en su conjunto podría 

enmarcarse en el campo de la prevención, primaria y secundaria, del cáncer de 

mama. 
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1. ENSAYOS BIOLÓGICOS 

Este trabajo se soporta experimentalmente en el modelo de cáncer de mama 

inducido en la rata Sprague Dawley mediante el carcinógeno químico 7,12-

dimetilbenz(a)antraceno (DMBA). El diseño de la serie experimental se realizó con 

el objetivo de analizar los efectos de las dietas con alto contenido en MUFA n-9 o 

PUFA n-6 sobre la iniciación de la carcinogénesis mamaria. Todos los 

procedimientos fueron aprobados por la Comisión de Ética en Experimentación 

Animal y Humana de la Universitat Autònoma de Barcelona (CEEAH 566/3616 y 

CEAAH 987r). 

1.1. ANIMALES: CARACTERÍSTICAS Y CONDICIONES AMBIENTALES 

El estudio se realizó con ratas hembra Sprague Dawley (Charles River Lab.; cepa 

Crl:OFA(SD), L’Arbresle Cedex, Francia). Al inicio del ensayo los animales tenían 22 ó 

23 días de edad y un peso corporal medio de 47.5 g. En este momento los animales 

fueron destetados y alimentados ad libitum con agua corriente y la correspondiente 

dieta experimental. Los animales se mantuvieron en un animalario convencional con 

condiciones de barrera, filtración de aire y presión positiva. Permanecieron a una 

temperatura de +22ºC ± 2ºC, al 50% de humedad y con un ritmo diario de 12 horas 

de luz artificial (8:00 a 20:00 horas) y 12 horas de oscuridad. Se distribuyeron 2 ó 3 

animales por caja de 1000 cm2 de superficie basal. 

El cuidado de los animales y el establecimiento cumplían las normas del Real 

Decreto 1201/2005 y de la legislación Autonómica, Decreto 214/1997, sobre la 

protección de los animales utilizados para la experimentación y otros fines 

científicos. 

1.2. DIETAS EXPERIMENTALES 

En este trabajo se utilizaron tres dietas semisintéticas con la misma composición 

cualitativa pero distinto contenido lipídico: dieta control normolipídica m3, dieta 

hiperlipídica de aceite de maíz M20 (rica en ácido linoleico -18:2n-6-) y dieta 
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hiperlipídica de aceite de oliva virgen extra mO20 (rica en ácido oleico -18:1n-9- y 

componentes bioactivos). Todas ellas fueron diseñadas y preparadas en el 

laboratorio donde se realizó este trabajo y su idoneidad para este ensayo fue 

anteriormente demostrada (Solanas et al., 2002b; Escrich et al., 1994a; Escrich et al., 

1994b). Este aspecto es de gran relevancia dado que la dieta constituye la variable 

experimental más importante de los estudios sobre la influencia de los lípidos de la 

dieta en el cáncer de mama experimental. Para poder asegurar que los resultados 

obtenidos se deben específicamente a las variaciones de la dieta es imprescindible 

que ésta sea equilibrada para la rata y que no contenga sustancias que afecten la 

carcinogénesis mamaria. La composición de las dietas experimentales se muestra en 

la Tabla 1, y en la Tabla 2 se indica la composición de los aceites utilizados.  

Respecto al contenido calórico, el de la dieta m3 fue de 3,71 kcal/g (7,3% de las 

calorías procedentes de las grasas) y el de las dietas hiperlipídicas, m20 y MO20, de 

4,56 kcal/g (39.5% procedente de las grasas). La dieta control contuvo un 3% de 

aceite de maíz (w/w), la hiperlipídica de aceite de maíz, un 20% de este mismo 

aceite, y la dieta hiperlipídica de aceite de oliva un 3% de aceite de maíz más un 17% 

de aceite de oliva virgen extra. En referencia a los carbohidratos, que se 

suplementaron en forma de dextrosa, en la dieta control constituyeron el 67,9% -

w/w- (73% de las calorías totales), mientras que en las hiperlipídicas consitituyeron 

un 45,9% -w/w- (40,3% de las calorías totales). Además, todas las dietas 

contuvieron un 20% de las calorías en forma de proteínas (dieta control: 18 g 

caseína /100 g de dieta; dietas hiperlipídicas: 23g caseína/100g de dieta). La 

celulosa, las sales y las vitaminas correspondieron respectivamente a un 5; 5,9; 0,24 

% (w/w). Con el objetivo de mantener el metabolismo lipídico, las dietas fueron 

suplementadas con meteonina (0.51% -w/w- en la dieta control y 0.66% -w/w- en 

las dietas hiperlipídicas), colina (1800 mg/kg de dieta) y ácido fólico (5 mg/kg de 

dieta). 

- . 
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Tabla 1. Composición de las dietas experimentales (g/100g dieta). 

 m3 M20 mO20 

PROTEÍNAS    

Caseína 18.0 23.0 23.0 

CARBOHIDRATOS    

Dextrosa 67.9 45.9 45.9 

LÍPIDOS    
Aceite 3g 

aceite de maíz 
20g 

aceite de maíz 
3g aceite de maíz 

17g aceite de oliva virgen extra 

FIBRA    

Celulosa 5 5 5 

SALES1    

K2HPO4 1.6100000   

CaCO3 1.2322576   

CaHPO4·1H2O 1.0630714   

MgSO4·7H20 1.0000000   

NaCl 0.8350000   

C6H5O7FeNH4 0.1130148   

MnSO4·1H2O 0.0255000   

ZnCl 0.0072964   

CuSO4·5H2O 0.0039294   

CoCl2·6H2O 0.0002500   

KI 0.0000641   

TOTAL SALES 5.8903837 5.8903837 5.8903837 

VITAMINAS1    
E 0.0227273   
A 0.0014000   

K 0.0001000   
D3 0.0000031   
Colina 0.1800000   
Inositol 0.0150000   
C 0.0075000   
Ácido nicotínico 0.0060000   

Pantotenato 0.0040000   
B1 0.0010000   
B2 0.0010000   
B6 0.0010000   
Ácido fólico 0.0005000   
Biotina 0.0001000   

B12 0.0000050   
TOTAL VITAMINAS 0.2403354 0.2403354 0.2403354 

1: La composición en sales y vitaminas detallada para la dieta m3 es común a todas las dietas 
experimentales utilizadas. 
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Tabla 2. Composición en ácidos grasos (%) del aceite de maíz y del aceite de oliva virgen extra 
utilizados. 

 

Los componentes empleados y el material necesario para su preparación se 

describen a continuación. Las dietas fueron preparadas en tandas de 4 kg. A lo largo 

de todo el ensayo se elaboraron un total de 525 Kg de dieta. 

 

COMPONENTES: 

 Lípidos:  

- Aceite refinado de germen de maíz (ver composición en la Tabla 2). 

- Aceite de oliva virgen extra (ver composición en la Tabla 2). 

- El análisis de la composición de los aceites se llevó a cabo en el 

Instituto de la Grasa de Sevilla (IGS). 

 Proteínas: Caseína láctica (J. Escuder S.L). 

 Carbohidratos: Dextrosa (J. Escuder S.L.). 

 Fibra: Celulosa comestible microcristalina -AVICEL PH 102- (J. Escuder 

S.L). 

 

PARÁMETRO 

 

ACEITE DE MAÍZ 
ACEITE DE OLIVA 

VIRGEN EXTRA 

C16:0 (palmítico) 10.8 9.81 
C16:1 (palmitoleico) 0.1 0.71 
C17:0 (margárico) 0.1 0.14 
C17:1 (margaroleico) - 0.22 
C18:0 (esteárico) 2 3.19 
C18:1 trans (elaídico) 0.0 - 
C18:1 (oleico) 31.1 76.17 
C18:2 trans (isómeros linoléicos) - - 
C18:2 (linoleico) 53.7 8.06 
C18:3 trans (isómeros linolénicos) 0.9 - 
C18:3 (linolénico) 0.5 0.76 
C20:0 (araquidónico) 0.3 0.42 
C20:1 (eicosenoico) - 0.31 
C22:0 (behénico) 0.2 0.12 
C24:0 (lignocérico) 0.3 0.06 

RESUMEN ÁCIDOS GRASOS (%)   
Total saturados 13.9 13.74 
Total MUFA 31.2 77.41 
Total PUFA n-6 53.7 8.06 
Total PUFA n-3 0.9 0.76 
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 Vitaminas: 

- Liposolubles: DL-α-tocoferol acetato (E), retinol acetato (A), 

fitomenadiona (K1) (J. Escuder S.L.); colecalciferol (D3) (Sigma-

Aldrich, Química, S.A.). 

- Hidrosolubles: Bitartrato de colina, inositol, ácido ascórbico (C), ácido 

nicotínico, pantotenato cálcico, aneurina (B1), riboflavina (B2), 

clorhidrato de piridoxina (B6), ácido fólico, biotina, cobalamina (B12) 

(J. Escuder S.L). 

- Minerales: Fosfato dipotásico (K2HPO4), carbonato cálcico (CaCO3), 

fosfato monocálcico (CaHPO4), sulfato magnésico monohidratado 

(MgSO4·H2O), cloruro sódico (NaCl), citrato ferroso amoniacal 

(C6H5O7FeNH4), sulfato de manganeso monohidratado (MnSO4·H2O), 

cloruro de zinc (ZnCl), sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4·5H2O), 

cloruro de cobalto hexahidratado (CoCl2·6H2O), yoduro potásico (KI) 

(J. Escuder S.L.). 

MATERIAL: 

- Balanza de precisión Sartorius-Werke GMBH (minerales y vitaminas); 

Balanza Sartorius Universal -precisión centésimas- (ingredientes 

mayoritarios); Batidora semiindustrial Kenwood A901 (mezcla de 

ingredientes minoritarios); Batidora industrial Vímar 15/351 (mezcla 

final). 

Otros: material de pesada, espátulas, recipientes de plástico con cierre hermético, 

bolsas de plástico, aparato doméstico de vacío y soldado 

1.3. INDUCCIÓN DE TUMORES MAMARIOS 

MATERIAL: 

- Carcinógeno: DMBA (7,12-dimetilbenz(a)antraceno ó 9,10-dimetil-1,2-

benzantraceno ó 1,4-dimetilbenzfenantreno) (Sigma-Aldrich Química, S.A.). 

- Diluyente: aceite de maíz (densidad: 0.91908 g/mL). 

- Otros: baño Unitronic-320 (JP Selecta S.A.), agitador Vibromatic-384 (JP 

Selecta S.A.), catéteres, jeringuillas. 
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La inducción carcinogénica se realizó según el método de Huggins, C. et al 

(Huggins et al., 1961b; Huggins et al., 1961a) modificado (Escrich, 1987a)[1299]. 

Este método provoca la aparición de tumores mamarios en la rata de características 

similares a los de los humanos (Escrich, 1987b; Costa et al., 2002). El DMBA se 

disolvió en aceite de maíz. Esta disolución se realizó en un baño a +40ºC en agitación 

constante durante 24 horas y protegiendo el carcinógeno de la luz. Los 

procedimientos utilizados siguieron estrictamente normas GLP (Good Laboratory 

Practices).  

El carcinógeno se administró a los animales a los 53 días de edad. Se suministró 

una única dosis de DMBA mediante instilación bucogástrica con un catéter 

conectado en su extremo proximal a una jeringuilla de 1 ml, con el animal 

previamente inmovilizado. Durante la instilación se adoptaron todo tipo de 

precauciones para evitar la contaminación de la zona bucal externa del animal y 

controlar la formación de gotas en el extremo distal del catéter. La dosis única de 

carcinógeno fue de 10mg de DMBA/animal correspondiente a 1 ml de la solución de 

aceite. Dado el interés para el estudio de los sacrificios 12 y 24 horas post-inducción 

se registró la hora exacta de la administración del DMBA para sacrificar los animales 

en las correspondientes horas posteriores con la mayor precisión posible.  

1.4. DISEÑO EXPERIMENTAL 

El estudio estuvo integrado por 345 animales. El día posterior a su llegada (día 

23-24 de edad de las ratas), 10 animales fueron sacrificados y el resto fueron 

distribuidos en 3 grupos experimentales: control (C), maíz (M) y oliva (O), de 100 

animales cada uno. En todos los grupos, los animales recibieron lactancia materna 

desde su nacimiento hasta el destete, el día 22-23 de vida. A partir de ese día y hasta 

el final del ensayo se les administraron las distintas dietas experimentales: m3 para 

el grupo C, M20 para el grupo M y mO20 para el grupo O.  

A 52 días, 10 animales de cada grupo fueron sacrificados y el resto divididos a su 

vez en dos subgrupos, animales inducidos y animales sanos (Figura 10). Los 

resultados obtenidos en este sacrificio proporcionaron información sobre la 

situación basal, pre-inducción, para cada una de las dietas experimentales. Los 

animales quedaron así distribuidos de las siguiente manera: grupos de animales 
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inducidos Ci, Mi y Oi, con 70 animales cada uno, y grupos de animales no inducidos o 

sanos Cs, Ms y Os, con 40 animales cada uno. A 53 días -día 0 del tiempo post-

inducción-, los animales de los grupos Ci, Mi y Oi fueron inducidos con una dosis 

única de 10 mg de DMBA vehiculizado en 1 ml de aceite de maíz. Los animales de los 

grupos Cs, Ms y Os recibieron 1 mL del vehículo sin carcinógeno. Este diseño fue 

desarrollado específicamente, a partir de los resultados obtenidos en una serie 

experimental anterior, de forma que se pudiera estudiar el posible efecto de los 

lípidos de la dieta sobre el metabolismo del DMBA, especialmente en las primeras 

horas tras su administración. Los grupos de animales no inducidos o sanos 

cumplieron la doble función de actuar como controles de los grupos de animales a 

los que se administró el DMBA. 

 

 

 

A partir del destete, los animales fueron pesados e inspeccionados 

semanalmente. En los 53.5, 54, 55, 58, 63, 100 y 150 días (12, 24 y 48 horas, 5, 10, 
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Figura 10. Diseño de la serie experimental. 



Material y métodos 

94 

 

47 y 97 días post-inducción, respectivamente) se sacrificaron 10 animales de cada 

grupo de animales inducidos (Ci, Mi y Oi) y 5 de los grupos de animales sanos, 

excepto en el sacrificio de 53.5 días (Cs, Ms y Os).  

Previamente a cada sacrificio se obtuvo el peso y la longitud naso-anal de cada 

rata. No se sacrificó más de una rata por caja y día para evitar la llamada “sensación 

inminente de peligro” del resto de los animales de la misma caja. El sacrificio se 

realizó entre las 10:00 y las 13:00 horas, tras dejar a los animales en su hábitat 

normal durante un mínimo de 1 hora 30 minutos desde su manipulación, con la 

excepción del sacrificio de día 53.5 (12 horas post-inducción). Dado que la hora de la 

inducción con el carcinógeno se realizó entre las 8 y las 12 horas de la mañana, este 

sacrificio se efectuó entre las 20 y 24 horas del día 53, respetando el ciclo 

luz/oscuridad de los animales. Inmediatamente después del sacrificio de cada 

animal, se procedió a la necropsia y la obtención de las diferentes muestras 

biológicas de interés (sangre total, hígado y glándula mamaria), así como de los 

tumores experimentales en los sacrificios de día 100 y 150 (final del estudio). 

Además, otros tejidos como el adiposo, cerebro y vísceras fueron recogidos y 

utilizados para otros estudios del laboratorio.  

1.5. EXPLORACIONES PERIÓDICAS, SACRIFICIO Y NECROPSIA 

MATERIAL: 

- Balanza Sartorius MC1 (Laboratory LC6200). 

- Centrífuga Centrosix Tabletop Centrifugue (JP Selecta S.A.). 

- Éter etílico, caja de anestesia. 

- Formol al 4%. 

- Equipo de anestesia inhalatoria. 

- Guillotina, tijeras, bolsas de plástico cónicas con extremo distal abierto. 

- Herramientas de disección. 

- Microscopio Laborlux 11 (Leitz). 

- Suero fisiológico (ClNa 0.9%). 

- Tampón fosfato salino (PBS -NaCl 0.137 mM, KCl 2.689 mM, 

Na2HPO4·7H2O 9.996 mM, KH2PO4 1.763 mM, pH 7.4-). 

- Tubos K2EDTA, Vacuette (Greiner bio-one). 



  Material y métodos 

95 

 

- Otros: algodón, embudos, gradillas, espátulas de algodón, portaobjetos, 

cubreobjetos, recipientes de cristal, pipetas Pasteur, jeringuillas y 

agujas, etc. 

Tal como ya se ha mencionado, los animales fueron explorados semanalmente 

mediante inspección, palpación y determinación del peso corporal y de la longitud 

naso-anal. Estas exploraciones semanales permitieron: 1) el estudio de la evolución 

ponderal, 2) la detección, localización y determinación de los dos diámetros 

mayores de los nódulos tumorales, 3) efectuar el control de la calidad de las series, 

investigando la posible presencia de otras patologías, generales (Kohn and Clifford, 

2002; Benirschke, 1978), o por desequilibrios nutricionales (Lindsey and Baker, 

2006; Subcomitee on laboratory animal nutrition, 1978; Martinez de la Vistoria, 

200) [827][905][5742]. Para el estudio del crecimiento se determinó la masa 

corporal de los animales utilizando el Índice de Lee, específico para rata [(peso 

corporal -g- )1/3/(longitud naso-anal -mm-) x 10000] (Ip et al., 1980), y el Índice de 

Masa Corporal [peso -g- /(longitud -cm-)2]. 

Por otro lado, las palpaciones comenzaron el día 71 de edad de los animales (18 

días post-inducción). Éstas se realizaron de forma sistemática a fin de determinar la 

aparición, localización y el contenido tumoral. Asimismo, se midieron los dos 

diámetros mayores de cada tumor mediante un nonius para calcular el crecimiento 

tumoral a través del volumen estimado. Dichas palpaciones se realizaron sobre el 

animal colocado en posición anatómica normal, situado frente al operador y con la 

cabeza por delante. El animal se sujetaba suavemente con las dos manos y, 

simultáneamente, se le palpaban las zonas laterales longitudinales desde la base del 

cuello hasta la zona inguinal y alrededores de la cola. Además, se realizaba la misma 

operación a lo largo de la zona central y de ambos lados del cuello. El método de 

palpación consistió, básicamente, en pinzar los nódulos, a través de la piel, con el 

pulgar y el índice y, posteriormente, presionar a lo largo del cuerpo con el dedo 

plano a fin de descubrir las pequeñas irregularidades (Figura 11A). Los nódulos 

encontrados en cada exploración se emplazaron en un esquema corporal para cada 

una de las ratas (Figura 11B).  
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Figura 11. Exploraciones periódicas de los animales. (A) Imagen representativa de la palpación de 
una rata. (B) Esquema utilizado para la transcripción de los resultados de la exploración. 

 

La eutanasia de los animales se realizó por anestesia con isofluorano y 

exanguinación mediante punción cardíaca. El isofluorano es un compuesto que no 

experimenta metabolismo hepático y no genera alteraciones en este tejido siendo, 

por tanto, válido para los estudios posteriores. Por otra parte, la extracción 

sanguínea por punción cardíaca permite extraer el máximo volumen de sangre sin 

provocar coagulación ni rotura de eritrocitos y células plasmáticas. Una vez 

realizadas estas maniobras se procedió a la decapitación troncomedular para 

trabajar simultáneamente con la cabeza y el resto del cuerpo del animal. Tras el 

sacrificio, se procedió a la limpieza exhaustiva de todo el material y a la ventilación 

de la sala antes de continuar con el siguiente animal (Yeh et al., 2006). El horario del 

sacrificio, la edad de los animales y la selección y el número de animales sacrificados 

por caja y día ya han sido indicados en el subapartado anterior. Con la máxima 

rapidez posible desde su obtención, la sangre se centrifugó a 5000 rpm durante 5 

minutos a temperatura ambiente para separar el plasma de los elementos formes. 

Ambas fases se almacenaron a -20ºC, y tras su congelación los plasmas fueron 

transferidos a -80ºC. En el caso de los sacrificios a 100 días y final, se procedió, 

paralelamente, a la exéresis de los tumores mamarios. De cada uno de ellos se 

determinaron los 3 diámetros mayores y se separó una parte representativa que fue 

fijada en formol al 4% para su posterior estudio anatomopatológico. El resto de la 

muestra tumoral se congeló en nitrógeno líquido y se almacenó posteriormente a -

80ºC. En relación a las glándulas mamarias, se realizó la exéresis de las abdominales 

y torácicas del lado izquierdo y se congelaron en nitrógeno líquido hasta su 
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almacenamiento a -80ºC. Estas glándulas se destinaron a estudios de biología 

molecular. Por otro lado, las glándulas contralaterales (derechas) así como un 

fragmento de hígado fueron fijados en formol al 4% para estudios histológicos. 

Además, a día 100 se recogieron 5 muestras por grupo de glándulas derechas 

abdominales y se conservaron en formol al 10% para el posterior estudio del Whole 

Mount (apartado 2.2.). Finalmente, se procedió al eviscerado del animal. Los tejidos 

se lavaron en suero fisiológico y rápidamente se congelaron en nitrógeno líquido 

hasta su almacenamiento a -80ºC. La necropsia completa de los animales se realizó 

siguiendo los procedimientos descritos en la guía de Rowet (Rowet, 1976).   

2. ANÁLISIS MORFOLÓGICOS 

MATERIAL: 

- Lupa binocular (Olympus). 

- Microscopio óptico Nikon Eclipse E800. Acoplado a los programas de 

captación de imágenes ACT-1® (Nikon) y AnalySIS® (Olympus). 

- Otros: vitrina de gases, agitador, estufa, nevera a +4ºC, baño, 

portaobjetos, cubreobjetos, placas de petri, material de disección. 

El material fungible utilizado y las soluciones específicas de las diferentes 

técnicas se detallan en los correspondientes apartados. 

2.1. ESTUDIO HISTOLÓGICO DE LOS TUMORES EXPERIMENTALES 

El estudio histopatológico se realizó en colaboración con un médico especialista 

en anatomía patológica. Las muestras se fijaron en formol al 4%, y se incluyeron en 

parafina. Se practicaron varios cortes de cada muestra (de 1 a 3) de 4 μm de espesor 

que se tiñeron con hematoxilina y eosina. El diagnóstico de las biopsias tumorales se 

basó esencialmente en los criterios de Young S. y Hallowes R.C. (Young and Hallowes, 

1973).  

Además del diagnóstico histopatológico de las lesiones, se analizó el grado 

arquitectural y nuclear de los adenocarcinomas así como el número de mitosis en 10 

campos de gran aumento (400X). Con dicha información se valoró el grado 
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histológico, basado en el método de Scarff-Bloom-Richardson (SBR), utilizado en 

carcinomas de mama humanos, adaptado a la rata previamente por el equipo 

investigador (Costa et al., 2002). 

2.2. ESTUDIO MORFOLÓGICO DE LA GLÁNDULA MAMARIA. WHOLE 

MOUNT. 

La caracterización morfológica de la glándula mamaria se realizó mediante el 

análisis de preparaciones completas (Whole Mount) (Brown and Lamartiniere, 

1995). Se disecaron las glándulas mamarias derechas de 5 animales por grupo a día 

100. La piel de la rata con la glándula mamaria se sumergió durante 48 horas en 

formol al 10% para fijar el tejido. Se separaron las glándulas de la piel y se 

incubaron en acetona durante 48 horas en agitación para eliminar el tejido adiposo. 

Tras eliminar los restos de acetona con etanol al 70%, las glándulas se hidrataron en 

agua destilada durante 15 minutos en agitación. Inmediatamente después, se 

tiñeron con una solución de carmín de aluminio (carmín 2 g/L, sulfato de aluminio y 

potasio -AlKSO4- 5 g/L) y, posteriormente, se deshidrataron en una serie de 

alcoholes de graduación creciente (etanol 35, 50, 70, 95 y 100%). Finalmente, las 

glándulas se mantuvieron en una solución limpiadora (Histochoice, Sigma-Aldrich 

Química, S.A.) hasta el momento del montaje en medio Clarion™ Mounting Medium 

(Sigma). Antes de realizar el montaje de las glándulas mamarias, se eliminó el tejido 

conjuntivo y muscular bajo una lupa binocular. Se determinó el número de 

estructuras epiteliales normales: TEB, TD, AB y lóbulos tipo 1, 2 y 3. Se analizaron 

10-15 campos de gran aumento (1 campo 40X ≡ 3.77 mm2) por glándula mamaria. 

Las estructuras se contaron en el margen externo de la glándula, que es el área con 

mayor actividad de crecimiento, y se identificaron siguiendo los criterios 

previamente establecidos por Russo y Russo (Russo and Russo, 1996a). Además, se 

determinó el número de estructuras neoplásicas: hiperplasias (H), proliferaciones 

intra-ductolobulillares (PIDL) tipo 1 y 2, y tumores (T). Se utilizó un microscopio 

óptico de campo claro (Nikon) acoplado a un sistema de captación de imagen y al 

programa de análisis ACT-1. 
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Por otro lado, se llevó a cabo la categorización cualitativa de las glándulas 

mamarias en 7 categorías de menor a mayor grado de densidad. A su vez, estas 

categorías se agruparon en cuatro clases con el fin de facilitar el análisis estadístico 

cualitativo: clase I (categoría 1), clase II (categorías 1.5 y 2), clase III (categorías 2.5 

y 3) y clase IV (categorías 3.5 y 4). La clasificación de las glándulas mamarias se 

realizó bajo el microscopio por dos investigadores independientes. 

3. TÉCNICAS DE BIOQUÍMICA Y BIOLOGÍA MOLECULAR 

MATERIAL: 

- Autoclave SterilClav-75 Dry (Raypa). 

- Cabina de Flujo Laminar Vertical FLV60 (EURO AIRE - Tecnología para  

Diagnóstico e Investigación s.a.). 

- Centrífuga 5415R (Eppendorf). 

- Centrífuga refrigerada Sorvall RC-6 (DuPont Instruments). 

- Ultracentrífuga Sorvall™ WX, rotor 70.1-Ti. 

- Sonicador Ultrasonic Homogenizer 3000 (Biologics, INC). 

- Brazo del sonicador Titanium Micro Tip, 0-120-0005 (Biologics, INC). 

- Equipo de homogenización de tejidos Polytron (Kinematica). 

- Equipo de Real Time-PCR MyiQ5-iCycle (Bio-rad Laboratories). 

- Espectrofotómetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). 

- Espectrofotómetro UV-VIS 3000 (Cecil®).  

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

(Tecan). 

- Microcentrífuga MicrofugaTM 11 (Beckman). 

- Sistema de captura de imágenes en tiempo real Gel Doc 2000 (BioRad) 

acoplado al programa de análisis de imagen Quantity OneTM (BioRad). 

- Termociclador Techne (Progene). 

- Unidad de electroforesis Mini-PROTEAN® 3 Cell (BioRad). 

- Unidad de transferencia electroforética Mini Trans-Blot® Electrophoretic 

Transfer Cell (BioRad). 
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- Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (BioRad). 

- ChemiDoc™ XRS+ acoplado al programa informático Image Lab™  Sofware 

version 5.1 (BioRad). 

- ImageQuant™ LAS 4000 junto con el programa ImageJ.  

- Equipo de Cromatografia líquida de alta Eficacia (CLAE) Thermo 

Scientific™ Dionex™ UltiMate™3000 compuesto por: 

o Bomba LPG-3400A. 

o Autoinyector WPS-3000TSL. 

o Detector VWD-3400. 

o Ordenador IBM XT 486 con el programa de integración CLASSLC10. 

o Columna de fase reversa Thermo Scientific™ Hypersil GOLD C18 cuyas 

dimensiones son 15 x 4.6 mm y de un tamaño de partícula de 5 µm. 

- Otro material: Congelador de -80ºC Ultima II (REVCO), combinado de 

nevera de +4ºC y congelador de -20ºC (Liebherr), agitadores magnéticos 

y orbitales, vórtex, contenedores de nitrógeno líquido, máquina de hielo, 

estufas, balanzas de precisión, baños con control de temperatura, cubetas 

de electroforesis horizontales, bandejas y  peines de electroforesis. 

El material fungible utilizado y las soluciones específicas de las diferentes 

técnicas bioquímicas y de biología molecular se detallan en los correspondientes 

apartados.  

3.1. EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE ARN TOTAL 

La manipulación de ARN requirió la adopción de una serie de precauciones a fin 

de evitar su degradación por la actividad de las ribonucleasas (RNasas), tanto de 

origen endógeno (de la propia muestra) como exógeno (contaminación por parte de 

los investigadores, de las soluciones y/o del material).  

Para conseguir y mantener un ambiente libre de RNasas (RNasa-free) se procedió 

del siguiente modo: 

- Se trabajó siempre con guantes y éstos fueron sustituidos 

frecuentemente. 

- Los reactivos y el material para la manipulación del ARN fueron marcados 

y guardados por separado. 
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- El material metálico y de vidrio se trató con calor incubándolo a +200ºC 

durante toda la noche (12-14 horas). 

- Las superficies de trabajo y las pipetas automáticas utilizadas fueron 

tratadas con solución inhibidora de RNasas (RNasa Away -Molecular 

BioProducts-). 

La extracción de ARN total a partir de muestras de hígado se realizó siguiendo el 

procedimiento del kit RNeasy Tissue (Qiagen), basado en la unión del ARN a una 

membrana de partículas de sílice en presencia de una elevada concentración de 

sales. Se pesaron 30 mg de tejido hepático pulverizado en un tampón 

desnaturalizante que contenía β-mercaptoetanol y tiocianato de guanidina para 

inactivar las RNasas, asegurando así una buena purificación de ARN intacto. Se 

utilizó un Polytron (Kinematica®) para la homogenización del tejido. Tras una 

centrifugación de 3 minutos a máxima velocidad, el ARN quedó en la fase acuosa 

mientras que el ADN y las proteínas quedaron retenidos en la interfase y en la fase 

orgánica. A la fase acuosa se le añadieron 550 µL de etanol 70% y de esta mezcla se 

transfirió un volumen de 700 µL a una membrana de sílice y se lavó con diferentes 

soluciones provistas por el kit. Finalmente, el ARN se recuperó por elución con H2O 

libre de RNasas y fue almacenado a -80ºC. 

En el caso de la extracción de ARN total a partir de tejido glandular mamario se 

utilizó el mismo kit que para el tejido hepático adaptado para tejidos con un elevado 

contenido lipídico. Se pesaron 50 mg de tejido mamario pulverizado en 1 mL de 

Quiazol Lysis Reagent (Qiagen) y se procedió a la homogeneización de la muestra al 

igual que en el tejido hepático. Este homogenado se mantuvo a temperatura 

ambiente durante 5 minutos. Durante este tiempo se promovió la disociación de los 

complejos nucleoproteicos. Se añadieron 200 µL de cloroformo, se agitó 

vigorosamente y se centrifugó a 12.000 g durante 15 minutos a 4ºC. Tras la 

centrifugación la muestra quedó separada en 3 fases: una superior incolora y acuosa 

que contenía el ARN; una interfase blanca; y una inferior roja, orgánica. Se 

transfirieron 600 µL de la fase acuosa a un eppendorf  y se le añadieron 600 µL de 

etanol. El homogenado se transfirió a una membrana de sílice y se extrajo el ARN 

según se ha descrito para el tejido hepático.   
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La integridad y la pureza del ARN extraído así como su cuantificación fueron 

determinados mediante el espectrofotómetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). 

La pureza del ARN extraído se midió a través de las ratios de absorbancia 260/280 y 

260/230 nm, cuyos valores próximos a 2.0 y entre 2.0-2.2, respectivamente, indican 

un ARN libre de contaminaciones de proteínas, compuestos fenólicos, EDTA y 

carbohidratos, entre otros. 

3.2. EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE ADN TOTAL 

Para la extracción de ADN genómico a partir de muestras de glándula mamaria se 

utilizó el kit SpeedTools Tissue DNA Extraction (Biotools). El fundamento del kit se 

basa en un sistema de unión del ADN a una membrana de partículas de sílice.  

Se realizó una pre-lisis de una porción de 25 mg de glándula mamaria con 

proteinasa K y SDS, previamente homogeneizada manualmente con émbolo, a +56ºC 

durante 16 horas. Seguidamente, se realizó una lisis mediante hidrocloruro de 

guanidina a +70ºC durante 10 minutos. El ADN se unió a la membrana de la 

columna, posteriormente fue lavado y recuperado por elución con una solución de 

baja fuerza iónica y pH ligeramente alcalino (5 mM Tris-HCl pH 8,5). 

La cuantificación y pureza del ADN obtenido se realizó a partir de 2 μl de muestra 

utilizando el espectrofotómetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). La pureza de 

los ácidos nucleicos fue determinada por espectrofotometría mediante la relación de 

las ratios de absorbancia 260/280 y 260/230 nm al igual que en el caso del ARN.  

3.3. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE ARNm. REACCIÓN EN CADENA 

DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL (Real Time PCR) 

La PCR en tiempo real, también llamada PCR cuantitativa, es un método donde la 

amplificación y cuantificación del ADN se producen de forma simultánea. Dicha 

técnica fue empleada para cuantificar el ARN mensajero a partir de las muestras de 

ADN complementario (ADNc), el cual se sintetizó a partir de 2 μg de ARN total 

utilizando el sistema High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 

Biosystem). Las muestras fueron incubadas con 10 µL de RT mix durante 10 

minutos a +25ºC, 120 minutos a +37ºC y, finalmente, 5 segundos a +85ºC. El ADNc 
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resultante fue diluido a una concentración de 25 ng/µL y posteriormente 

almacenado a -20ºC. 

Para el análisis de expresión de genes en glándula mamaria e hígado se utilizó la 

metodología TaqMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystem). Previamente al 

análisis de la expresión, se realizaron las pruebas de eficiencia de amplificación de 

las sondas correspondientes a cada uno de los genes de estudio. Se eligieron 

muestras representativas y se diseñó un conjunto de diluciones seriadas. A partir de 

los resultados se calculó la amplificación de ADN en cada ciclo, que ha de ser 

próxima al 100%, considerando que en la fase exponencial de la reacción cada ciclo, 

teóricamente, dobla la cantidad de producto. Con estos ensayos, además de 

comprobar la amplificación eficiente, se estableció la concentración inicial de ADNc 

a analizar. 

Se amplificaron 25 ng de ADNc utilizando la mezcla de reactivos TaqMan 

Universal PCR Master Mix (Applied Biosystem) y el ensayo TaqMan® apropiados en 

un volumen final de 25μL. Cada ensayo contiene los primers y una sonda marcada 

fluorescentemente, específica para el gen de estudio. Las características de cada 

ensayo TaqMan® utilizado se encuentran detalladas en la Tabla 3. Todas las 

muestras fueron amplificadas por duplicado en un equipo MyiQ-iCycler (BioRad 

Laboratories) con el siguiente programa: 1 ciclo de +95ºC durante 10 minutos, y 40 

ciclos de +95ºC durante 15 segundos y +60ºC durante 60 segundos. En todos los 

ensayos se incluyeron controles negativos (sin ADNc).  

La cuantificación de los genes de interés de cada muestra se realizó durante la 

fase exponencial de amplificación. Así, se determinó un umbral en dicha fase 

exponencial y se obtuvo el número de ciclo en el cual la fluorescencia de cada 

muestra superó el valor umbral (Ct -Cycle threshold-). Los valores obtenidos para 

cada muestra se normalizaron en relación al transcrito control Hprt1. Para cada 

muestra se calculó la diferencia entre el Ct del gen problema y el del control (∆Ct). 

Considerando que en cada ciclo de PCR se dobla el producto, el cálculo 2-∆Ct 

representó el número de veces que se expresó el gen problema respecto al gen 

control. 
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Tabla 3. Ensayos TaqMan® utilizados en el estudio de la expresión génica mediante  
Real Time-PCR. 

 

 
Ref.: Referencia de los ensayos TaqMan® (Applied Biosystem). 

 

3.4. OBTENCION DE EXTRACTOS PROTEICOS CELULARES 

Se obtuvieron extractos proteicos totales a partir de muestras de hígado 

conservados a 

-80ºC mediante el método de Wydert J.C- y Cullen J.J. (Weydert and Cullen, 2010b) 

modificado. Se pesaron 50 mg de tejido directamente en un tubo eppendorf 

conteniendo 250 µL de tampón  fosfato de potasio 50mM pH 7,8. Este tampón  es 

recomendable para ensayos de actividad ya que no contiene ningún componente 

que pueda interferir. Las muestras se mantuvieron en nitrógeno líquido o nieve 

carbónica para evitar su descongelación antes de introducirlas en el eppendorf y 

todo el procedimiento posterior se realizó a una temperatura de entre 0 y +4ºC.  

La homogeneización de las muestras se realizó en primer lugar de forma manual 

mediante la utilización de un émbolo de plástico directamente en los tubos 

eppendorf mantenidos en hielo y, a continuación, mediante sonicación utilizando un 

sonicador para muestras de punta o varilla de titanio (Ultrasonic Homogenizer 3000) 

 

Símbolo del gen Nombre del gen Ref. TaqMan® 

Cat Catalase Rn00560930_m1 

GPx1 glutathione peroxidase 1 Rn00577994_g1 

GPx4 glutathione peroxidase 4 Rn00820818_g1 

Gsr glutathione reductase Rn01482159_m1 

GSS glutathione synthetase Rn00564188_m1 

Sod1 superoxide dismutase 1, soluble Rn00566938_m1 

Sod2 superoxide dismutase 2, mitochondrial Rn00477784_m1 

Hprt1 hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 Rn01527840_m1 

Ogg1 8-oxoguanine DNA glycosylase 1 Rn00578409_m1 

Parp1 poly (ADP-ribose) polymerase 1 Rn0056518_m1 
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con un diámetro de brazo de 3.8 mm (Titanium Micro Tip). El proceso de sonicación 

(siempre en frío) constó de tres fases:  

- Primera sonicación de 10 segundos a potencia 40.  

- Segunda sonicación de 10 segundos a potencia 40.  

- Tercera sonicación de 10 segundos a potencia 40. 

Para evitar el posible deterioro de las muestras debido al calor producido 

durante la sonicación, el proceso se realizó por tandas. Se sonicó la primera de las 

muestras y se dejó enfriar en hielo mientras se realizó la primera sonicación al resto 

de muestras. Se continuó de esta forma para la segunda y tercera sonicación, 

siguiendo siempre el mismo orden de sonicado de las muestras. De esta forma, las 

muestras se enfriaron entre una sonicación y la siguiente. Para evitar la 

contaminación entre muestras, la varilla del sonicador se limpió rociándola con 

etanol al 70% antes de utilizar el aparato, después de sonicar cada muestra y al 

acabar. Los tiempos y potencia de sonicación fueron optimizados para la cantidad de 

tejido utilizada.  

Una vez finalizado el proceso de extracción, los extractos proteicos fueron 

diluidos en 10 volúmenes de tampón fosfato (K2HPO4/KH2PO4) 50 mM y se procedió 

a su cuantificación. Para ello se utilizó el kit DC Protein Assay II (Bio-Rad) y un 

estándar comercial (Bovine Serum Albumin-BSA- Stardard Set Bio-Rad). Este ensayo 

se realizó en microplaca y para ello a 5 µL de cada muestra y estándares se les 

añadieron 25 µL del reactivo A y 200 µL del reactivo B. Se incubaron 15 minutos a 

temperatura ambiente y pasado este tiempo se procedió a la lectura de la 

absorbancia a 750 nm. A partir de los valores de las absorbancias de la recta patrón 

se pudo calcular la concentración de proteínas de las muestras. Los extractos 

proteicos diluidos se guardaron a -20ºC. 

3.5. ANALISIS DE LOS NIVELES DE PROTEINA. WESTERN BLOT. 

Los extractos proteicos totales de hígado fueron utilizados para determinar los 

niveles de la proteína NRF2. Para ello, los extractos fueron diluidos a las 

concentraciones que se estandarizaron adecuadas para el ensayo y se procedió a 

desnaturalizar las muestras mediante la adición del tampón Laemli (BioRad) con β-

mercapto-etanol (βME) al 5% en proporción 1:1. El βME fue utilizado como agente 
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reductor y provocó la rotura de los puentes disulfuro de las proteínas. 

Posteriormente, las muestras fueron calentadas a +90-+100ºC durante 4 minutos. 

Una vez las proteínas se encontraron desnaturalizadas y en su estructura primaria 

se procedió a la electroforesis. Para ello se cargaron 40 µg de proteína de cada 

muestra en geles comerciales Mini-Protean® TGX Stain-Free™ Precast Gels (BioRad) 

y se les aplicó un campo eléctrico a voltaje constante de 200V durante 45 min en 

tampón Tris-Glicina-SDS (25 mM Tris, 200 mM Glicina, 0,1% SDS, pH 8,3) a 

temperatura ambiente. Las proteínas cargadas negativamente se desplazaron por el 

gel hacia el polo positivo en función de su carga y masa molecular. Una vez 

terminada la electroforesis, las proteínas se transfirieron del gel a una membrana de 

PVDF proporcionada por el paquete comercial Trans-Blot® Turbo™ Transfer Pack 

(BioRad). La transferencia se realizó en el sistema Trans-Blot® Turbo™ Transfer 

System (BioRad) durante 10 minutos a 2.5V y 1.3 mA. 

A continuación la membrana fue incubada en tampón de bloqueo con leche en 

polvo desnatada  al 5% en TBS-T 0.1% (20 mM Tris-HCl, 137mM NaCl, 1 % Tween-

20) durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación. La membrana se incubó 

con el anticuerpo primario NRF2 de conejo (Abcam) a una concentración de 1:2000 

en  tampón de bloqueo durante 16 horas a +4ºC en agitación. Tras realizar tres 

lavados en TBS-T 0.1% durante 12 minutos cada uno en agitación, la membrana se 

incubó con la solución de anticuerpo secundario de anti-conejo (SIGMA Aldrich)  

conjugado a peroxidasa de rábano en tampón de bloqueo a una concentración de 

1:5000 durante 1 hora y 30 minutos a temperatura ambiente en agitación. 

Finalmente, tras realizar lavados con TBS-T 0.1%, las proteínas fueron detectadas 

por quimioluminiscencia, mediante el sistema Luminata™ Forte Western HRP 

Substrate (Millipore). La fluorescencia fue analizada con el sistema ChemiDoc™ XRS+ 

acoplado al programa informático Image Lab™  Sofware version 5.1 (BioRad). El 

contenido proteico se determinó mediante el sistema Image Lab™  Sofware y los 

valores fueron relativizados a la cantidad real de proteína en cada pocillo 

determinada gracias al sistema de los geles TGX Stain-Free™. 
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3.6. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 

A partir de los extractos de proteína obtenidos en hígado se realizaron los 

ensayos de actividad enzimática CAT, GPX, SOD y GR. Las muestras procedieron de 

los todos los sacrificios en los ensayos de CAT, GPX y SOD. Para los ensayos de GR se 

utilizaron muestras de 52 y 55 días.  

Todos los ensayos de actividad se llevaron a cabo bajo condiciones de alta 

precisión, utilizando agua ultrapura (H2O Molecular Biology Reagent, Sigma-Aldrich) 

y otros reactivos estériles. Los extractos proteicos para poder ser utilizados en 

ensayos de actividad deben de ser frescos, con menos de 90 días desde su extracción 

hasta su utilización. Debido a ello, se coordinó la extracción proteica de las 360 

muestras de hígado para posteriormente determinar su actividad mediante los 

ensayos enzimáticos correspondientes.  

 

- ACTIVIDAD CATALASA 

El ensayo de actividad del enzima CAT se basó en el protocolo de Weydert y 

Cullen (Weydert and Cullen, 2010b) adaptado a microplaca. La catalasa utiliza el 

peróxido de hidrógeno (H2O2) como sustrato para transformarlo en dos moléculas 

de agua y una molécula de oxígeno como productor de la reacción. El H2O2 es un 

compuesto que absorbe luz a una determinada longitud de onda (240 nm). Este 

hecho permite la medida de su desaparición a lo largo del tiempo, que será 

directamente proporcional a la actividad catalasa. 

 

2 H2O2  2 H2O +  O2 

 

Para cada muestra se rellenaron un total de 4 pocillos por placa, 2 pocillos 

correspondientes a la muestra y otros 2 a su respectivo blanco. La placa quedó 

dividida en dos mitades: en una de ellas, las muestras (por duplicado) contenían 

todos los componentes para llevar a cabo la reacción incluído el H2O2; en la otra, las 

mismas muestras contenían los mismos componentes a excepción del sustrato, el 

H2O2 (Figura 12). El número máximo de muestras que se procesaron por placa fue 

de 23. Se utilizaron microplacas de 96 pocillos transparentes de fondo plano 

CAT 
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(Greiner Bio-one UV-Star 96 well plates, Fisher Scientific) El número máximo de 

muestras por placa fue de 23. 

Para cada muestra se prepararon 704 µL de una concentración de 0.025 µg/µL en 

tampón fosfato 50 mM pH 7,8 y se mantuvieron a 4ºC. Además, se prepararon las 

soluciones de trabajo necesarias de H2O2 30mM a partir de una solución comercial 

de H2O2 30% (w/w), y una solución de catalasa como control positivo del ensayo de 

400U/mL a partir de una solución comercial de 10000-40000U/mg, 34mg. Esta 

solución se alicuotó y se conservó a -20ºC. La solución de H2O2 30mM se preparó 

para cada ensayo y después de su preparación se mantuvo a temperatura ambiente 

y protegida de la luz para asegurar su estabilidad dada su baja concentración. 

 

 
Figura 12. Diseño estándar de una placa para el ensayo de actividad CAT. C+: Control positivo. 

 

Posteriormente, se cargaron 4 µg de proteína de cada muestra y de la solución de 

control positivo por pocillo en un volumen de 160 µL (Figura 12). Para cada muestra 

problema, en dos pocillos se llevó a cabo la reacción completa y en otros dos no se 

dio debido a la falta del sustrato de la reacción. A continuación, se introdujo la placa 

en el lector (NanoQuant infinite M200) y se inició el programa previamente 

diseñado. Cuando se alcanzaron los +25ºC la placa fue expulsada y en todos los 

pocillos de la mitad izquierda de la placa se cargaron, con la mayor rapidez posible, 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 1 5 9 13 17 21 1 5 9 13 17 21

B 1 5 9 13 17 21 1 5 9 13 17 21

C 2 6 10 14 18 22 2 6 10 14 18 22

D 2 6 10 14 18 22 2 6 10 14 18 22

E 3 7 11 15 19 23 3 7 11 15 19 23

F 3 7 11 15 19 23 3 7 11 15 19 23

G 4 8 12 16 20 C + 4 8 12 16 20 C +

H 4 8 12 16 20 C + 4 8 12 16 20 C +
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80 μL de la solución de H2O2 30mM mediante una pipeta multicanal, mientras  en la 

mitad derecha de la placa se añadieron 80 μL de la solución de tampón fosfato 

50mM, resultando así un volumen final en cada pocillo de 240 μL. Justo después se 

iniciaron las lecturas de absorbancia a 240 nm cada 15 segundos durante 2 minutos. 

La cinética de la reacción se calculó de la siguiente forma: 

1) La disminución de absorbancia a lo largo del tiempo es directamente 

proporcional a la actividad catalasa. Se representó así la linealidad de la reacción en 

función del tiempo a partir de las medias de los duplicados. 

2) Se calculó la diferencia de absorbancia, en valor absoluto, para cada tiempo 

entre los valores de las muestras con H2O2 y sin H2O2. Se utilizaron estos valores 

para el resto de cálculos. 

3) Se calculó la disminución de absorbancia en función del tiempo para cada 

muestra en el rango lineal de la función (1 min) usando la siguiente ecuación: 

𝐾 = (𝐴1 − 𝐴2) ⁄ 60 

donde: K=unidades de actividad, s-1; A1= valor de absorbancia a tiempo 0; A2= 

valor de absorbancia a tiempo 60 segundos.  

Los criterios establecidos para aceptar los resultados obtenidos o repetir la 

muestra fueron los siguientes: 

- El número de puntos de la región lineal de la gráfica representada para 

cada muestra debió de ser de al menos 5. 

- El coeficiente de variación de los valores de los duplicados para cada 

medida a lo largo del tiempo debió de ser inferior al 15%. Se aceptaron 

valores de CV% por debajo del 20% si fue solamente un punto de la 

región lineal de la recta el que presentó este valor elevado. 

- Se repitió el ensayo para aquellas muestras que no cumplieron todos 

estos requisitos. 

 

- ACTIVIDAD GPX  

El ensayo de actividad de la GPx se basó en el protocolo de Weydert y Cullen 

(Weydert and Cullen, 2010b) adaptado a microplaca. La reacción global del ensayo 

está acoplada a un sistema regenerador del GSH basado en la GR, que utiliza el 

NADPH como dador de electrones (Rahman et al., 2007). El NADH absorbe luz a 

340nm, de manera que la disminución de absorbancia a esta longitud de onda será 
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directamente proporcional a la actividad GR, que a su vez será proporcional a la 

actividad GPX. 

 

ROOH + 2 GSH  ROH + GSSG + H2O 

 

GSSG + NADPH + H+           2 GSH + NADP+ 

 

El ensayo se realizó con cada muestra por duplicado y con un blanco para todas 

ellas, además de un control positivo de reacción. Previamente se estandarizó la 

cantidad de proteína por pocillo a 25 μg. El número máximo de muestras que se 

procesaron por placa fue de 46 (Figura 13). Se utilizaron microplacas de 96 pocillos 

transparentes de fondo plano (Fisher Scientific). 

 

 
Figura 13. Diseño estándar de una placa para el ensayo de actividad GPx. 

 B: Blanco; C+: control positivo. 
 

Se preparó una solución de tampón fosfato de potasio 55.6 mM conteniendo 1.1 

mM de EDTA y 1.1 mM de acida de sodio (NaN3). Este reactivo se utilizó para inhibir 

la posible actividad catalasa de la muestra ya que esta enzima también utiliza el 

mismo sustrato que la GPX (H2O2). A partir de 50 mL de este tampón fosfato se 

preparó una solución de trabajo que contenía 1.33U/mL de una solución comercial 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A B B C + C + 1 1 2 2 3 3 4 4

B 5 5 6 6 7 7 8 8 9 9 10 10

C 11 11 12 12 13 13 14 14 15 15 16 16

D 17 17 18 18 19 19 20 20 21 21 22 22

E 23 23 24 24 25 25 26 26 27 27 28 28

F 29 29 30 30 31 31 32 32 33 33 34 34

G 35 35 36 36 37 37 38 38 39 39 40 40

H 41 41 42 42 43 43 44 44 45 45 46 46

GPX 

GR 
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de GR y 1.33mM de GSH. Esta solución se preparó para cada una de las placas de 

manera que siempre se mantuvo fresca y nunca se usó después de 6h desde su 

preparación. Además, se preparó una solución 4 mM de NADPH a partir de un 

reactivo comercial de NADPH (Sigma). Debido a su gran facilidad de oxidación se 

diluyó todo el reactivo a la concentración adecuada y se guardó bajo oscuridad. La 

solución no se usó más de 6 horas después de ser preparada. Como sustrato de la 

reacción se preparó una dilución de H2O2 2,5 mM en agua ultrapura a partir de una 

solución comercial de H2O2 30% w/w. Siguiendo las indicaciones del método, se 

comprobó que la absorbancia de esta solución a 240 nm estaba alrededor de 0.099. 

Para el control positivo se preparó una solución de GPx de 1U/mL que se 

estandarizó previamente. 

En cada pocillo se añadieron 160 μL de la solución de trabajo de GPX 12 μL de la 

solución de NADPH y 24 µL de cada muestra (equivalente a 25 µg de proteína). La 

placa se incubó durante 5 minutos en el lector a +37ºC. Tras esta incubación la placa 

fue expulsada del lector y se añadieron 24 μL de la solución de H2O2 en cada pocillo. 

Se realizaron lecturas continuadas cada 30 segundos durante 4 minutos. A cada 

muestra se le restó el valor del blanco al correspondiente tiempo. La cinética de la 

reacción se calculó de la siguiente forma: 

1) La disminución de absorbancia a lo largo del tiempo es directamente 

proporcional a la actividad GPx. Se representó así la linealidad de la reacción en 

función del tiempo. 

2) Se restó la media de los valores del control negativo a la media de los valores 

para cada muestra. Se utilizaron estos nuevos valores para el resto de los cálculos. 

3) Para cada muestra se representaron los valores de absorbancia a lo largo del 

tiempo. 

4) Se calculó el cambio en absorbancia (ΔA340)/minuto en el rango lineal de la 

función, para cada muestra usando la siguiente ecuación: 

 

(Δ𝐴340)
min⁄ =

𝐴340(𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙) − 𝐴340(𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙)

tiempo de reacción (min)
 

 

5) La actividad específica de GPX se determinó con la siguiente ecuación: 
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µmol min mg =

Δ𝐴340
Δt⁄  ·  2µmol

ε ·  L ·  E · 1µmol NADPH
 ⁄⁄  

 

donde: ε= coeficiente de extinción molar del NADPH (6.22M-1 ·cm); L= diámetro 

del pocillo; y E= concentración total de proteína. 

Los criterios establecidos para aceptar los resultados obtenidos o repetir la 

muestra fueron los mismos que para la actividad CAT.  

 

- ACTIVIDAD GR 

La enzima GR cataliza la reacción que regenera el GSSG reduciéndolo y 

transformándolo en dos moléculas de GSH. El GSH reacciona con el ácido 

ditionitrobenzoico (DTNB) i genera  TNB2-, un compuesto coloreado que absorbe luz 

a 405 nm. La actividad de la GR será directamente proporcional al incremento de 

absorbancia a esta longitud de onda. El ensayo se llevó a cabo mediante el kit 

Glutathione Reductase (GR) Assay kit ab83461 (abcam).  

Las muestras se ensayaron por duplicado. Cada placa contenía una recta patrón 

de TNB a diferentes concentraciones, por duplicado, así como un blanco por 

duplicado (Figura 14). 

 En las muestras problema fue necesario la previa eliminación de todo el GSH 

existente para así después determinar exclusivamente la producción de GSH debida 

a la actividad GR. Para ello, a 50 μL de cada muestra se les añadió 2,5 μL de una 

solución de H2O2 al 3% y tras agitación se dejó incubar a temperatura ambiente 

durante 5 min. Después se añadieron 2,5 μL de catalasa, se agitó y se incubó durante 

5 min.  

La recta patrón incluyó las siguientes concentraciones de TNB en tampón Assay: 

10, 20, 30, 40 y 50nmol. De cada una de estas soluciones se añadieron 100 μL en los 

pocillos correspondientes a la recta patrón. Las muestras problema fueron diluidas 

en tampón Assay a una concentración final de 1µg/µL. De esta dilución se añadieron 

50 µL de cada muestra o control positivo en los correspondientes pocillos 

(equivalente a 50 μg de proteína). Se preparó una mezcla de reacción de la cual se 

añadieron 50 μL exclusivamente en los pocillos de las muestras y del control 

positivo. Rápidamente se introdujo la placa en el lector de placas NanoQuant infinite 
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M200 y se efectuaron lecturas continuadas a 405 nm cada minuto durante 10 

minutos a temperatura ambiente. Con los datos de lectura obtenidos se estableció la 

cinética de la reacción de la siguiente forma: 

 

 
Figura 14. Diseño estándar de una placa para el ensayo de actividad GR. m: Muestra; C+: control 
positivo; 0 a 50: nM de TNB. 

 

1) La linealidad de la reacción fue determinada representando los valores de 

absorbancia en función del tiempo. 

2) Se restó el valor de absorbancia de cada minuto del blanco (background) a la 

correspondiente medida de fluorescencia a 405nm de cada muestra. 

3) Se representó la recta patrón como concentración de TNB (nM) frente 

absorbancia, y se hicieron los cálculos de regresión lineal para obtener los valores 

de los coeficientes de Intercepción y Variable X (Pendiente) (y= Intercepción + aX; y 

= aX + b). A partir de los datos de la recta patrón se obtuvo una función que permitió 

interpolar la concentración de TNB formado en cada punto de cada muestra 

problema: nmol TNB = (Valor Fluorescencia – b) / ax 

4) Se representaron los valores de absorbancia de cada muestra respecto al 

tiempo y se calculó el incremento de absorbancia para cada muestra entre dos 

tiempos dentro de un tramo lineal de la reacción, siendo éste el mismo para todas 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0 0 m3 m3 m11 m11 m19 m19 m27 m27 m35 m35

B 10 10 m4 m4 m12 m12 m20 m20 m28 m28 m36 m36

C 20 20 m5 m5 m13 m13 m21 m21 m29 m29 m37 m37

D 30 30 m6 m6 m14 m14 m22 m22 m30 m30 m38 m38

E 40 40 m7 m7 m15 m15 m23 m23 m31 m31 m39 m39

F 50 50 m8 m8 m16 m16 m24 m24 m32 m32 m40 m40

G m1 m1 m9 m9 m17 m17 m25 m25 m33 m33 m41 m41

H m2 m2 m10 m10 m18 m18 m26 m26 m34 m34 C + C +
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las muestras. Este valor de absorbancia se interpoló en la recta patrón calculándose 

así una cantidad de TNB (nmol) para cada muestra problema. A partir de estos 

valores se calculó la actividad de cada muestra de la siguiente manera: 

 

nmol min mL =
nmol TNB

t (min) · V 
 ⁄⁄  

 

donde: nmol TNB=cantidad de TNB calculada por la recta patrón a partir del 

incremento de absorbancia; t= rango de tiempo en el tramo lineal; y V= volumen de 

la muestra. 

Los criterios establecidos para aceptar los resultados obtenidos o repetir la 

muestra fueron los mismos que para el resto de ensayos de actividad. 

 

- ACTIVIDAD SOD 

Esta actividad se calculó mediante el kit SOD determination (SIGMA). La enzima 

SOD cataliza la dismutación del ⦁O2─ convirtiéndolo en H2O2 y O2, indispensable para 

la formación del compuesto (2-(4-Iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-

disulfophenyl)-2H-tetrazolium sodium salt  (WST-1). Este compuesto es capaz de 

absorber luz a 440 nm (Figura 15). La actividad SOD se calcula como el porcentaje 

de inhibición de la formación de WST-1. La actividad SOD será por tanto 

proporcional a la disminución de la absorbancia a 440 nm.  

Cada muestra se analizó por duplicado y contó con 3 blancos diferentes. Las 

muestras se diluyeron en tampón Dilution hasta un volumen final de 88 μL y se 

añadieron 20 μL de dicha dilución en cada pocillo (equivalente a 5 μg de proteína). 

Siguiendo las instrucciones del fabricante, se prepararon las soluciones de trabajo 

WST Working Solution (WST) y Enzyme Working Solution (EWS) y se fueron 

añadiendo en la placa según el esquema siguiente (Figura 16, Tabla 4). La placa se 

dividió en dos mitades, una para los pocillos correspondientes a las muestras (mitad 

derecha) y otra para el Blanco 2 (mitad izquierda). En los pocillos reservados para 

las muestras se añadieron además 20 μL de EWS a diferencia de los pocillos del 

Blanco 2 donde se añadieron 20 μL de tampón Dilution. A todos los pocillos de la 

placa se añadieron 200 μL de la solución WST. En cada una de las dos mitades de la 
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placa se establecieron dos pocillos como Blanco 1 y Blanco 3 que se llenaron con 20 

μL de agua en lugar de muestra. 

 

 
Figura 15. Fundamento del ensayo de actividad SOD. 

 
En primer lugar se llenaron todos los pocillos con 20 μL de la muestra 

correspondiente y 20 μL de agua en los pocillos de los Blancos 1 y 3. Después, se 

añadieron 200 μL de WST con una pipeta multicanal en todos los pocillos. En la 

mitad derecha de la placa se añadieron 20 μL del tampón Dilution y en la mitad 

izquierda 20 μL del reactivo EWS. Inmediatamente después se introdujo la placa en 

el lector y se inició el ensayo. Se realizaron lecturas continuadas cada minuto 

durante 10 minutos a 440 nm. Se construyeron rectas con los valores de 

absorbancia de cada muestra y del Blanco 1 y 3 respecto al tiempo. Los resultados 

de actividad SOD se calcularon mediante la siguiente fórmula:  

 

Actividad SOD (% inhibición muestra) = [[(S1 – S3)-Ss – S2]/ (S1-S3)] 

 

donde: S1=pendiente de la recta resultante de los valores de absorbancia del 

Blanco 1; S2=pendiente de la recta resultante de los valores de absorbancia del 

Blanco 2; S3=pendiente de la recta resultante de los valores de absorbancia del 

Blanco 3; Ss=pendiente de la recta resultante de los valores de absorbancia de la 

muestra s. 
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Los criterios establecidos para aceptar los resultados obtenidos o repetir la 

muestra fueron los mismos que en el resto de ensayos de actividad. 

 

 

S: Muestra; WST: WST Working Solution; EWS: Enzyme Working Solution; DF: tampón Dilution. 

Figura 16. Diseño estándar de una placa para el ensayo de actividad SOD. 

 

Tabla 4. Esquema de los reactivos añadidos en cada pocillo en el ensayo de actividad SOD. 

 

 

  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A
 20µL S1 

200µL WST 

20µL EWS

 20µL S5 

200µL WST 

20µL EWS

 20µL S9 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S13 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S17 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S21 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S1 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S5 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S9 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S13 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S17 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S21 

200µL 

WST 20µL 

DF

B
 20µL S1 

200µL WST 

20µL EWS

 20µL S5 

200µL WST 

20µL EWS

 20µL S9 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S13 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S17 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S21 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S1 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S5 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S9 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S13 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S17 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S21 

200µL 

WST 20µL 

DF

C
 20µL S2 

200µL WST 

20µL EWS

 20µL S6 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S10 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S14 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S18 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S22 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S2 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S6 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S10 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S14 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S18 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S22 

200µL 

WST 20µL 

DF

D
 20µL S2 

200µL WST 

20µL EWS

 20µL S6 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S10 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S14 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S18 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S22 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S2 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S6 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S10 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S14 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S18 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S22 

200µL 

WST 20µL 

DF

E
 20µL S3 

200µL WST 

20µL EWS

 20µL S7 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S11 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S15 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S19 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S23 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S3 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S7 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S11 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S15 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S19 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S23 

200µL 

WST 20µL 

DF

F
 20µL S3 

200µL WST 

20µL EWS

 20µL S7 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S11 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S15 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S19 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S23 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S3 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S7 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S11 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S15 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S19 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S23 

200µL 

WST 20µL 

DF

G
 20µL S4 

200µL WST 

20µL EWS

 20µL S8 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S12 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S16 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S20 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL H2O 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S4 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S8 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S12 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S16 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S20 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL H2O 

200µL 

WST 20µL 

DF

H
 20µL S4 

200µL WST 

20µL EWS

 20µL S8 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S12 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S16 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S20 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL H2O 

200µL 

WST 20µL 

EWS

 20µL S4 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S8 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S12 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S16 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL S20 

200µL 

WST 20µL 

DF

 20µL H2O 

200µL 

WST 20µL 

DF

 Muestra Blanco 1 Blanco 2 Blanco 3 
Muestra 20 µL  20 µL  
H2O ultrapura  20 µL  20 µL 
WST working solution 200 µL 200 µL 200 µL 200 µL 
Enzyme working solution 20 µL 20 µL   
Tampón Dilution    20 µL 20 µL 
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3.7. DETERMINACIÓN DEL GRADO DE ACTIVACIÓN DEL FACTOR 

DE TRANSCRIPCIÓN NRF2. INMUNOPRECIPITACIÓN. 

Con el fin de determinar el grado de retención en el citoplasma de NRF2, como 

medida de su nivel de activación, las muestras se inmunoprecipitaron con Nrf2 y se 

inmunodetectaron con Keap1. Para ello se utilizaron los extractos proteicos totales 

de las muestras hepáticas correspondientes a todos los sacrificios y grupos 

experimentales.  

El método de inmunoprecipitación se basó en el sistema Pure Proteome Protein A 

Magnetic Beads (Millipore). Brevemente, 50 μL de Pure Proteome Protein A Magnetic 

Beads fueron añadidos a un tubo eppendorf  y las beads lavadas con 500 μL de PBS 

conteniendo Tween-20 0.1% (PBS-T) mediante agitación vigorosa en vórtex durante 

10 segundos. El PBS-T fue retirado con una pipeta tras colocar el eppendorf en el 

Magna GrIP Rack (Millipore), soporte magnético que atrae las Magnetic Beads hacia 

las paredes del tubo facilitando la eliminación de la solución. Posteriormente, las 

beads se resuspendieron en 100 μL de PBS-T, se añadió la solución de anticuerpo 

anti-Nrf2 (5 μL) -Santa Cruz- y se incubó en agitación durante 20 minutos a 

temperatura ambiente. Tras este tiempo, se retiró la solución y se realizaron tres 

lavados con PBS-T. Mientras tanto, se prepararon las diluciones adecuadas de las 

muestras problema a una concentración final de 2 μg/μL en PBS-T y se añadieron 

300 μL al tubo conteniendo las beads. Para facilitar la formación del complejo beads-

anticuerpo-proteína específica, las muestras se incubaron durante 16 horas (toda la 

noche) a +4ºC y en agitación. Posteriormente, los tubos eppendorf  se colocaron en el 

rack magnético, se retiró la solución de proteínas y se realizaron 3 lavados con PBS-

T. Finalmente, para separar las beads de las proteínas inmunoprecipitadas, se 

añadieron 60 μL de una solución de agua ultrapura y tampón Laemli (1:1) 

conteniendo un 5% de β-mercaptoetanol. Se incubó a +90ºC durante 10 minutos en 

un baño, se colocaron los tubos en el rack magnético, y se recuperó el sobrenadante 

descartando las beads.  

De esta solución de proteínas inmunoprecipitadas se realizó un Western Blot para 

determinar los niveles de proteína unida en el citoplasma a Keap1. Para ello se 

cargaron 20 μL de cada muestra en los geles y se realizaron las técnicas de 
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electroforesis y transferencia según lo descrito en el apartado 3.5. Del mismo modo, 

la membrana se incubó en tampón de bloqueo y posteriormente con la solución del 

anticuerpo primario Keap1 de cabra (SIGMA) a una concentración de 1:1250 en ese 

mismo tampón. Se realizaron 3 lavados y se incubó con la solución de anticuerpo 

secundario de anti-cabra (SIGMA) conjugado a peroxidasa de rábano en tampón de 

bloqueo a una concentración de 1:6000 durante 1 hora y 30 minutos a temperatura 

ambiente en agitación. Finalmente, tras realizar varios lavados, las proteínas fueron 

detectadas por quimioluminiscencia, mediante el mismo sistema que el descrito en 

el apartado 3.5. 

3.8. DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES PLASMÁTICOS DE 

GLUTATIÓN 

Se utilizó el sistema comercial GSH/GSSG Ratio Detection Assay kit (Abcam). Su 

fundamento consiste en la unión de una molécula no fluorescente que se convierte 

en altamente fluorescente tras su reacción con el GSH. De esta manera es posible 

determinar la concentración de GSH y la de GSH total (GSSG reducido + GSH) de cada 

muestra cuantificando la fluorescencia específica (Excitación/Emisión= 490/250 

nm).  

Para la determinación de los niveles de GSH/GGSG se utilizaron muestras de 

plasma de todos los sacrificios y grupos experimentales. Las muestras fueron 

diluidas 1:10 en tampón Assay, proporcionado por el kit, y se cargaron 20 μL de 

muestra en cada uno de los 4 pocillos correspondientes. Se prepararan dos rectas 

patrón a partir de dos soluciones madre de GHS y GSSG. Las concentraciones de las 

rectas fueron para el GSH de 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.1563 μM; y para el 

GSSG de 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.1563 y 0.078 μM. Se prepararon 220 μL de cada 

disolución para cada ensayo y se mantuvieron en hielo hasta que se llenó la placa. 

Además, se prepararon soluciones de GSH Assay Mixture (GAM) y Total GSH Assay 

Mixture (TGAM). 

La placa se dividió en dos mitades: una para la determinación de GSH, con su 

correspondiente recta patrón, y otra para la determinación de GSSG, también con su 

correspondiente recta patrón (Figura 17). 
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Figura 17. Diseño estándar de una placa para la determinación GSH/GSSG. B: blanco; m: muestra. 

 

Se añadieron 50 μL de las muestras y de las soluciones estándar en los 

respectivos pocillos. En la mitad izquierda de la placa se añadieron 50 μL de la 

solución GAM y en la mitad derecha se añadieron 50 μL en la solución TGAM. Más 

tarde se introdujo la placa en el lector y tras una incubación de 30 minutos se midió 

la fluorescencia a Ex/Em= 490/250 nm. 

Para el tratamiento de los resultados se representaron gráficamente las 

concentraciones de las rectas estándar respecto a la fluorescencia obtenida. Los 

valores de fluorescencia de las muestras se interpolaron en las rectas patrón 

calculando así, para cada muestra un valor (μM) de GSH y de GSH total (recta patrón 

de GSSG). Con los valores de GSH y GSH total para cada muestra se calcularon los 

siguientes parámetros: 

 

- GSSG = (GSH total - GSH)/2  GSH total = GSH + 2 GSSG 

- GSH/GSH total 

- GSH/GSSG 

- GSH total= GSH + GSSG 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A B B m1 m1 m9 m9 B B m1 m1 m9 m9

B
0,1563µM 

GSH

0,1563µM 

GSH
m2 m2 m10 m10

0,078 µM 

GSSG

0,078 µM 

GSSG
m2 m2 m10 m10

C
0,3125 µM 

GSH

0,3125 µM 

GSH
m3 m3 m11 m11

0,1563 µM 

GSH

0,1563 µM 

GSH
m3 m3 m11 m11

D
0,625 µM 

GSH

0,625 µM 

GSH
m4 m4 m12 m12

0,3125 µM 

GSH

0,3125 µM 

GSH
m4 m4 m12 m12

E
1,25 µM 

GSH

1,25 µM 

GSH
m5 m5 m13 m13

0,625 µM 

GSH

0,625 µM 

GSH
m5 m5 m13 m13

F
2,5 µM 

GSH

2,5 µM 

GSH
m6 m6 m14 m14

1,25 µM 

GSH

1,25 µM 

GSH
m6 m6 m14 m14

G 5 µM GSH 5 µM GSH m7 m7 m15 m15
2,5 µM 

GSH

2,5 µM 

GSH
m7 m7 m15 m15

H
10 µM 

GSH

10 µM 

GSH
m8 m8 m16 m16 5 µM GSH 5 µM GSH m8 m8 m16 m16
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3.9. DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES PLASMÁTICOS DE MDA. 

CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICACIA (CLAE).  

La técnica de detección mediante Cromatografía líquida (CLAE/VIS) fue realizada 

en colaboración con el departamento de Fisiología de la Facultad de Medicina de la 

Universidad de Valencia.  

La cromatografía líquida de alta eficacia se encuadra dentro de la cromatografía 

de elución. En ésta, un líquido (fase móvil) circula en íntimo contacto con un sólido u 

otro líquido inmiscible (fase estacionaria); al introducir una mezcla de substancias 

(analitos) en la corriente de fase móvil, cada analito avanzará a lo largo del sistema 

con una velocidad diferente que dependerá de su afinidad por cada una de las fases. 

Después de terminado el recorrido de la muestra por la columna, cada una de las 

substancias introducidas en el sistema eluirá con un tiempo diferente, es decir, 

separadas unas de otras. En concreto, la técnica utilizada para la determinación de 

malondialdehído (MDA) fue la cromatografía de reparto/adsorción en fase reversa. 

Ésta se basa en un reparto del soluto entre la fase móvil y la fase estacionaria, siendo 

ésta última de naturaleza apolar (cadenas hidrocarbonadas, grupos fenilo) 

produciéndose así interacciones inespecíficas (efecto solvófobo). 

Para la determinación de los niveles de MDA se utilizó el método descrito por 

Wong y colaboradores (Wong et al., 1987), en el cual una molécula de MDA 

reacciona con dos moléculas de ácido tiobarbitúrico (TBA) produciendo un 

cromógeno rosado con un pico máximo de absorción entre longitudes de onda de 

532-535 nm. Los resultados obtenidos se expresaron por mL de plasma. 

Los reactivos utilizados en este método se elaboraron de la siguiente manera: 

- Tampón acetato sódico anhidro (AcONa) 2M pH 3,5, con TBA 0,2%. Para 

preparar 1L de tampón se tomaron 118 ml de ácido acético glacial (PM = 

60,05; δ =1,05g/ml; r=99,7%) y se añadieron 600 ml de agua. Se ajustó el 

pH hasta 3,5 con NaOH 10M. Una vez ajustado el pH, se añadieron 2 g de 

TBA y se mantuvo en agitación a 50-60ºC hasta la disolución del TBA. Se 

comprobó que se mantenía el pH  y si no fue así, se volvió a ajustar. 

Finalmente se aforó el volumen a 1L y se guardó protegido de la luz a 4 

ºC. 
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- Tampón KH2PO4 50 mM, pH 6,8. Para preparar 500 ml se pesaron 3,4 g de 

KH2PO4 y se añadieron unos 400 ml de agua, el pH se ajustó con KOH 1M 

hasta 6,8 y se aforó con agua hasta el volumen final. Se guardó a 4ºC. 

- Tampón KH2PO4 50 mM, pH 3,5. Para preparar 500 ml se pesaron 3,4 g de 

KH2PO4 y se añadieron unos 400 ml de agua; el pH se ajustó con HCl 1M 

hasta 3,5 y se aforó con agua hasta el volumen final. Se guardó a 4ºC. 

Al tratarse de un método isocrático (el solvente conserva la misma concentración 

durante todo el tiempo de corrida) se necesitaron dos fases diferentes: la “fase de 

lavado” y la “fase de elución”. La fase de elución (fase B) está constituida por una 

mezcla de acetonitrilo/agua (70/30), ambos de máxima pureza. En relación a la fase 

de lavado (fase A), la sal que contiene esta fase es KH2PO4 50 mM, pH 

6,8/acetonitrilo (83/17). Se pesaron 13.6 g de KH2PO4  y disolvieron en unos 1800 

ml de agua. Se ajustó el pH de esta disolución hasta 6,8 con KOH 1M o, en su lugar, 

disoluciones de KOH de distinta concentración, y se enrasó el volumen hasta 2 L con 

agua. A estos 2 L de disolución se añadieron 410 mL de acetonitrilo y se agitó hasta 

su completa homogenización. Finalmente la solución de filtró (con bomba de vacío y 

filtro 0.22 µm de Milllipore) y desgasificó con un baño de ultrasonidos durante 20 

minutos. 

La identificación y cuantificación del MDA de las muestras analizadas se llevó a 

cabo mediante una curva patrón, por lo cual previamente al ensayo hubo que 

preparar diferentes concentraciones de MDA. Se partió de una solución comercial de 

MDA-bis (Merk Millipore) de una concentración 12.2 M y se obtuvo una dilución 10 

mM (410 μL de MDA 12.2 M y 500 mL de agua desionizada). Se diluyó la solución 

anterior a la mitad, con lo que se obtuvo una nueva solución 5 mM y a partir de aquí 

se obtuvieron las necesarias para los puntos de la recta patrón: 50 µM (dilución 

1/100 5 mM de MDA); 25 µM (dilución ½ 50 µM); 12,5 µM (dilución ½ 25 µM); 5 µM 

(dilución 1/5 25 µM); 2,5 µM (dilución s ½ 5 µM); 1,25 µM (dilución ½ 2,5 µM); y 

Blanco (25 µl de agua + 500 µl de tampón AcOH 2M pH 3,5 + TBA 0,2%). 

Las muestras de plasma obtenidas durante los sacrificios de los animales fueron 

conservadas a -80ºC y protegidas de la luz desde su extracción hasta su utilización. 

Se utilizaron muestras de todos los grupos y sacrificios con una n=5. Antes de ser 
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introducidas en el aparato de CLAE las muestras fueron preparadas como se 

describe a continuación.  

Para cada muestra se prepararon eppendorfs con 500 µL de tampón AcOH 2M pH 

3,5, TBA 0,2% a los cuales se les añadió 20 µL de muestra o patrón. Tras una 

agitación, las muestras se incubaron durante 60 minutos a una temperatura de 

+95ºC. En este tiempo se produce la hidrólisis de los lipoperóxidos y la consiguiente 

liberación de moléculas de MDA, que se conjugan con dos moléculas de TBA. Por 

tanto, estrictamente, se determina el aducto MDA-TBA2 como índice de 

peroxidación lipídica. Después de la incubación, las muestras se mantuvieron en 

hielo y se añadieron 500 µL de tampón KH2PO4 50 mM pH 6,8 a cada muestra o 

patrón. Tras una agitación las muestras se centrifugaron 5 minutos a 13.000g y a 

+4ºC y justo después se tomaron 200 µL de sobrenadante y se añadieron 200 µL de 

tampón KH2PO4 50 mM pH 3,5 y se agitó. Por último se tomaron 200 µL y se 

colocaron en una placa transparente de poliestireno de absorción en el visible para 

realizar el análisis por CLAE. 

Las condiciones cromatográficas fueron las siguientes: Flujo de 1,2 mL/min; 

detección mediante detector uv-vis a 532 nm; columna C-18 Spherisorb de 15 cm de 

longitud y 5 µm  de diámetro de partícula. 

El método cromatográfico que se utilizó fue el isocrático, por ello solo se necesitó 

programar el tiempo que estarían pasando cada una de las fases líquidas 

correspondientes. Cada cromatograma fue de 30 min de duración y la secuencia de 

las fases móviles a través del CLAE fueron las que se muestran en la Figura 18. 

 

 

 

 

La programación de muestras supone repetir cada secuenciación anterior tantas 

veces como muestras y patrones se deseen analizar, de tal manera que para cada 

muestra se obtiene un cromatograma (Figura 19). 

 

Figura 18. Programación de la duración (minutos) de las fases A y B durante un cromatograma 
del análisis de MDA. 
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3.10. DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES PLASMÁTICOS DE 

PROTEÍNAS OXIDADAS EN PLASMA  

Para la determinación del daño oxidativo en proteínas se utilizó el kit Protein 

Oxidation Detection Kit S7150 (Oxyblot). El fundamento del método consiste en que 

los radicales libres son capaces de oxidar los aminoácidos que conforman las 

proteínas originando grupos carbonilo que pueden detectarse mediante Western 

Blot. El kit permite cuantificar estos grupos carbonilo, proporcionando así un 

indicador del grado de oxidación de las proteínas. 

Las muestras de plasma se diluyeron 1:10 para su cuantificación por el método 

Protein ASSAY Kit (Sigma-Aldrich Química). Para la preparación del reactivo Lowry 

se añadieron 40 mL de agua en la botella de reactivo Lowry Reagent Powder y se 

agitó a temperatura ambiente hasta su completa disolución. Para la preparación del 

reactivo de Folin-Ciocalteau se añadieron 88 mL de agua y 18 mL de la solución Folin 

Ciocalteau’s Phenol Reagent en una botella opaca. Este método constó de dos etapas. 

En una primera etapa se añadieron 10 µL de muestra, 490 μL de agua bidestilada y 

500 μL del reactivo Lowry. Las muestras se incubaron a oscuridad durante 20 

minutos. Durante este tiempo los iones Cu2+ se unen a las proteínas formando 

complejos con los átomos de nitrógeno de los enlaces peptídicos, lo que provoca el 

desdoblamiento de su estructura tridimensional y los residuos de tirosina quedan 

expuestos. En una segunda etapa se añadieron 250 μL del reactivo Folin y se 

incubaron las muestras durante 30 minutos en oscuridad. Durante este tiempo se 

produjo la reducción de este reactivo por los grupos fenólicos de tirosina actuando 

el cobre como catalizador. El principal constituyente del reactivo de Folin-Ciocalteau 

Figura 19. Cromatograma de una muestra problema. 
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es el ácido fosfomolibdotúngstico, de color amarillo, que al ser reducido por los 

grupos fenólicos da lugar a un complejo de color azμL intenso. Finalmente se midió 

la absorbancia a 660 nm utilizando cubetas de poliestireno. La concentración de 

proteínas se calculó interpolando los valores de absorbancia de cada muestra en una 

recta patrón. Para ello se prepararon diferentes concentraciones de BSA y se 

representaron sus valores de absorbancia respecto a sus concentraciones. Se 

escogió la parte lineal de la curva y se calculó la recta de regresión que mejor se 

ajustaba. 

Después de cuantificar las proteínas se procedió a la derivatización de las 

muestras. El procedimiento de derivatización tuvo como objetivo el marcaje de los 

grupos carbonilo de las proteínas con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) 

transformando así estos grupos en 2,4-dinitrofenilhidrazone, los cuales son 

detectados por los anticuerpos proporcionados por el kit. Se añadieron 5 µL de 

muestra en cada eppendorf conteniendo 15 µg de proteína, 5 µL de SDS al 12 % p/v y 

10 µL de DNPH. Para el control negativo se añadió la solución de derivatización 

control. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos y se 

añadieron 7,5 µL del reactivo de neutralización y 1,5 µL de βME. 

La determinación de los niveles de proteínas oxidadas se realizó mediante 

Western Blot.  En este caso, las muestras fueron separadas por electroforesis en 

geles de 12,5% de acrilamida (29:1 acrilamida: bisacrilamida) con 0.1% de SDS 

como agente desnaturalizante. Se aplicó un campo eléctrico de voltaje constante de 

100 mV durante 90 minutos en tampón Tris-Glicina-SDS (véase apartado C.4). 

Posteriormente las muestras fueron transferidas a una membrana de PVDF 

(Schelider & Shuel, USA) a amperaje constante de 170 mA durante una hora a +4ºC 

en tampón de transferencia Tris-Glicina (25 mM Tris, 192 mM Gicina, Metanol 20% 

v/v, pH 8,3). A continuación la membrana fue bloqueada en tampón 10% p/v de 

BSA, 0.1 Tween-20 en 1xPBS (PBS-T) durante 60 minutos a temperatura ambiente 

en agitación. La membrana se incubó con el anticuerpo primario específico de los 

grupos carbonilo derivatizados proporcionado por el kit a una concentración de 

1:150 en tampón de bloqueo durante toda la noche en agitación a +4ºC. Se 

realizaron 3 lavados de 10 minutos con 15 mL de PBS-T 0.1%. La membrana fue 

incubada durante 3 horas con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de 
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rábano contra el anticuerpo primario a una dilución 1:300 en tampón de bloqueo. 

Finalmente se realizaron 3 lavados como en el paso anterior y la membrana se 

incubó con el sistema de detección quimioluminiscente ECL (Amersham Pharmacia, 

USA) durante 2 minutos y las imágenes fueron captadas mediante el programa 

Image Gauge V4.0 de Fujifilm. Las imágenes obtenidas fueron almacenadas en 

formato digital TIF para poder realizar la densitometría de las bandas, utilizando el 

programa Image J. Como control de carga, se tiñeron las membranas con rojo 

Ponceau en solución acuosa. Así, se calculó la densitometría haciendo la ratio: 

densitometría de la carbonilación de proteínas/ densitometría de la membrana 

teñida con rojo Ponceau. Los resultados se expresaron como unidades arbitrarias de 

proteínas oxidadas. 

3.11. DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES DE 8-OHdG EN EL ADN DE 

GLÁNDULA MAMARIA  

Para la determinación del daño oxidativo en el DNA se utilizó el kit comercial 

Oxidative DNA Damage Elisa Kit 8-OHdG Quantitation (OxiSelect™). El método se 

basa en un ELISA competitivo. Todos los reactivos fueron proporcionados por el kit 

excepto las enzimas nucleasa y fosfatasa alcalina. Primeramente, la placa fue 

incubada durante 16 horas con el reactivo 8-OHdG conjugate a +4ºC. 

Se prepararon las muestras de ADN en un rango de 50-200ng/µL y fueron 

incubadas a 95ºC durante 5 min para su desnaturalización. Inmediatamente 

después, fueron tratadas con 0.02 U de enzima nucleasa P1 (SIGMA) en 20 mM de 

acetato de sodio pH 5,2 e incubadas durante 2 horas a 37 ºC para su digestión en 

nucleótidos simples. Transcurrida la incubación, las muestras se trataron con 0.125 

U de fosfatasa alcalina (SIGMA) en TRIS para la conversión de los nucleótidos en 

nucleósidos. Se prepararon soluciones de 20; 10; 5; 2.5; 1,25; 0,625; 0,313; 0,156 y 

0,078 ng/mL de 8-OHdG a partir del reactivo 8-OHdG Standard 2 µg/mL.  

La placa fue bloqueada con el reactivo Assay Diluent durante 1 hora a 

temperatura ambiente en agitación orbital. Tras retirar el agente bloqueante se 

añadieron las muestras, el blanco y los estándares en la placa por duplicado. 

Transcurridos 10 minutos se añadió en todos los pocillos 50 µL del anticuerpo 
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primario Anti-8-OHdG Antibody y se incubó a temperatura ambiente durante 1 hora 

en agitación orbital. Seguidamente, se retiró el anticuerpo primario y se lavó la placa 

con el reactivo Wash Buffer  y se añadieron 100 µL de anticuerpo secundario 

Secondary Antibody, HPR Conjugate en todos los pocillos. La placa se incubó a 

temperatura ambiente durante una hora en agitación orbital. Más tarde, se lavaron 

los pocillos y se añadió el reactivo  Substrate Solution en todos los pocillos. 

Transcurridos dos minutos (momento que coincidió con la aparición de color azul) 

se añadió el reactivo Stop Solution e inmediatamente después se procedió a la 

lectura de la placa en el especfotómetro a 450 nm. Al tratarse de un ensayo 

competitivo, las muestras con menor color fueron las que tuvieron una mayor 

cantidad de 8-OHdG. Al añadir la muestra con el anticuerpo primario se produjo la 

unión de éste al antígeno de la muestra (8-OHdG) y el excedente se unió a los 

antígenos de la placa. Sólo esta segunda unión provocó color. Es por ello que a 

mayor color, más anticuerpo libre pudo unirse a los antígenos de la placa, y por 

tanto menor fue la cantidad de 8-OHdG presente en la muestra. 

Se representó una recta estándar con los valores de absorbancia de las soluciones 

estándar frente a sus respectivas concentraciones de 8-OHdG. En esta recta se 

interpolaron los valores de absorbancia de las muestras calculando así sus 

concentraciones de 8-OHdG. Finalmente, se relativizó cada valor de concentración a 

su correspondiente cantidad de DNA en el pocillo. Así, los resultados de las muestras 

se expresaron en ng de 8-OHdG/mL /µg DNA. 

3.12. DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES DE DAÑO EN EL ADN 

MEDIANTE EL ENSAYO COMET EN GLÁNDULA MAMARIA 

El ensayo Comet, también conocido como “Single Cell Gel Electrophoresis” (SCGE) 

se basa en una electroforesis de células individuales en geles de agarosa. La técnica 

consiste en someter una suspensión celular a una lisis alcalina, a un tratamiento 

para desenrollar el ADN y, finalmente, a una migración electroforética de corta 

duración. El material genético no dañado migrará agrupado en forma esférica, 

mientras que los fragmentos de menor medida, producidos por roturas en el ADN, 
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migrarán a una distancia superior dando lugar a una imagen parecida a la cola de un 

cometa (Figura 20). 

 

 
 

Figura 20. Imagen representativa del ensayo comet. a: ADN genómico de una célula; b: ADN no 
dañado o cabeza; c: fragmentos de ADN o cola. 

 

En primer lugar, se preparó una primera capa de agarosa al 1% sobre un 

portaobjetos. Para ello se hirvieron los portas en 10 volúmenes de agua oxigenada y 

agua desionizada en una proporción 2:1 durante 1 hora. Tras dejar secar los portas 

al aire, estos fueron incubados en etanol 70% durante un mínimo de 1 hora. Una vez 

desengrasados, los portaobjetos se sumergieron en agarosa caliente al 1% durante 

unos segundos con el fin de crear una fina capa de agarosa en su superficie. A 

continuación se obtuvo la suspensión celular a partir de muestras de glándula 

mamaria. Tras disgregar el tejido glandular mamario se realizó una incubación con 

tripsina al 0.5% a +37ºC durante 10 minutos. A continuación se añadieron 3 mL de 

PBS al 1% y suero (9:1) y se incubó en hielo para ayudar a precipitar los restos de 

tejido. Se recuperó el sobrenadante y posteriormente se centrifugó a 1000 rpm 

durante 5 minutos. Al sobrenadante resultante se le añadieron 500 μL de PBS al 1% 

y suero (9:1). Se tomaron 35 μl de la suspensión celular obtenida y se mezclaron con 

80μl de agarosa de bajo punto de fusión al 1%. Una vez realizada la mezcla, se 

aplicaron unas gotas sobre el portaobjetos recubierto de una primera capa de 

agarosa y se cubrió con un cubreobjetos dejándolo reposar en horizontal a -20ºC 

durante 6 minutos. Pasado este tiempo se quitaron los cubreobjetos. 

El siguiente paso consistió en la lisis celular realizada en una solución de lisis a 

pH ≥13 alcalina que contenía NaCl 2.5 M, Na-EDTA 100 mM, Tris 10 mM, 6 g de 

NaOH y Lauryl Sarcosine al 1. Los portas fueron sumergidos en la solución de lisis 
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durante 2 horas a +4ºC. Transcurrido el tiempo, los portas se colocaron en la cubeta 

de electroforesis y se cubrieron con tampón de electroforesis (Na2EDTA 1 mM,  

NaOH 300 mM, pH ≥13). El tiempo de incubación necesario para conseguir 

desenrollar el ADN fue de 40 minutos. A continuación se realizó la electroforesis 

alcalina a 25 V y 300 mA durante 40 minutos. Al finalizar se realizaron 3 lavados en 

tampón Tris-HCl pH 7.5, previamente enfriado, de 5 minutos cada uno. Los portas se 

dejaron secar al aire hasta el momento del análisis. 

Antes de analizar las muestras al microscopio, los portas secados se hidrataron 

en agua ultrapura durante 10 minutos y a continuación se tiñeron con 4,6 Diamino-

2-Phenylindole Dihydrachloride Hydrate (DAPI) a una concentración de 5 μg/ml 

durante 3 minutos. La captación y análisis de imagen se realizó con el programa 

analySIS®. Las muestras se ensayaron por duplicado y se analizaron más de 90 

células por muestra. La cuantificación del daño en el ADN consistió en el cálculo del 

porcentaje de la señal obtenida de la cola respecto al total (Figura 20).  

4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

La normalidad de los datos se comprobó con el test Kolmogorov-Smirnov y la 

homogeneidad de varianzas con el test de Levene observándose así que los datos no 

seguían una distribución normal y las varianzas eran heterogéneas. Por tanto, se 

aplicó una estadística no paramétrica en todo el estudio para dar homogeneidad a 

los análisis estadísticos. Se utilizó el software SPSS Statistics 20. El nivel de 

significación estadística se estableció en p<0.05. 

4.1. ENSAYOS BIOLÓGICOS  

 ESTUDIO DE LA EVOLUCIÓN PONDERAL Y DE LA MASA CORPORAL 4.1.1.

 Datos cuantitativos. 

Para el análisis de la evolución ponderal se utilizó el test estadístico de Modelos 

No lineales Mixtos (Pinheiro, 2000) para ajustar los datos de cada grupo a una 

función de regresión asintótica. Se realizó una estimación del peso corporal diario 
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de los animales mediante una regresión lineal para predecir los valores que faltaban. 

Los datos del peso e índices de masa corporal de los animales en momentos 

determinados del ensayo (sacrificios) se analizaron mediante la prueba no 

paramétrica de la U de Mann-Whitney. 

 CARCINOGENESIS 4.1.2.

Los datos obtenidos de los ensayos biológicos procedieron de dos situaciones 

experimentales distintas, cada una con diferente exactitud y precisión de las 

medidas tomadas. Así, los datos procedentes de las mediciones tomadas in vivo 

durante las palpaciones semanales y los datos obtenidos en el momento del 

sacrificio de los animales se analizaron por separado. Los datos de las palpaciones 

(estudio temporal) fueron siempre analizados en conjunto. Las pruebas estadísticas 

empleadas se citan a continuación. 

 

 Datos cualitativos. 

- Estudio temporal: Comparación entre curvas mediante el análisis de la 

varianza no paramétrico de 2 factores -test de Friedman-.  

- Sacrificio: Prueba de la ji-cuadrado (2). Los tratamientos con dos 

caracteres fueron de dos tipos: comparación de frecuencias observadas, y 

comparación de reparticiones observadas frente a reparticiones teóricas 

dadas por la hipótesis nula de equiprobabilidad. En el caso de más de dos 

caracteres, la estrategia del tratamiento se basó en el análisis de relación 

de todos ellos (Domenech, 1977). Se aplicaron sistemáticamente los 

criterios de Lewontin RC y Felsenstein J para las frecuencias calculadas de 

todas las tablas 2xN. 

 

 Datos cuantitativos. 

- Estudio temporal: la comparación entre curvas de los parámetros de la 

carcinogénesis se realizó mediante el análisis de la varianza no 

paramétrico de 2 factores -test de Friedman-.   
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- Sacrificio: Prueba no paramétrica de la U de Mann-Withney para la 

comparación de 2 poblaciones y test no paramétrico de Kruskal-Wallis 

para varias poblaciones.  

4.2. ANÁLISIS MORFOLÓGICO DE LA GLÁNDULA MAMARIA 

 Datos cualitativos 

Se utilizó la prueba de (2) para analizar los datos obtenidos del estudio de la 

densidad de la glándula mamaria. 

 Datos cuantitativos 

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

Mann- Whitney. 

 

4.3. BIOQUÍMICA Y BIOLOGÍA MOLECULAR 

 Datos cuantitativos 

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

Mann-Whitney en el caso de las comparaciones dos a dos, y mediante el test no 

paramétrico de Friedman en las comparaciones de resultados globales a lo largo del 

tiempo. 

El grado de correlación de los diferentes parámetros fue calculado a partir de 

correlaciones bivariadas calculando el coeficiente de Tau-b de Kendall para datos no 

paramétricos, con sus niveles de significación. 
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Los resultados de este trabajo se han agrupado en tres apartados: I) Efectos de 

los lípidos de la dieta sobre la evolución ponderal y el estrés oxidativo en animales 

sanos; II) Efectos de los lípidos de la dieta sobre el estrés oxidativo en la iniciación 

de la iniciación de la carcinogénesis mamaria; III) Efectos de los lípidos de la dieta 

sobre la evolución ponderal, la carcinogénesis mamaria y el estrés oxidativo en  

animales inducidos con el carcinógeno.  
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1. EFECTOS DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA 

EVOLUCIÓN PONDERAL Y EL ESTRÉS OXIDATIVO EN 

ANIMALES SANOS 

Con el objetivo de estudiar la influencia de los lípidos de la dieta sobre el estrés 

oxidativo en animales sanos, se determinaron diferentes parámetros de estrés en los 

tres grupos en diferentes edades. Así, se estudió la defensa antioxidante enzimática, 

mediante la determinación de la expresión y la actividad de diferentes genes 

antioxidantes; la defensa antioxidante no enzimática, mediante los parámetros del 

glutatión; y la peroxidación lipídica, mediante la determinación de los niveles de 

MDA. 

Con el fin de asegurar que las diferencias observadas entre los grupos 

experimentales fueran atribuidas exclusivamente al tipo de dieta, se consideró 

necesario descartar posibles patologías debidas a desequilibrios nutricionales así 

como comprobar el correcto crecimiento de en los  animales. Este estudio se basó, 

por una parte, en la exploración sistemática de los animales a lo largo del ensayo y, 

por otra, en el análisis de la evolución ponderal y la masa corporal, ya que ambos 

parámetros se consideran un buen reflejo del desarrollo de los animales. 

1.1. EVOLUCIÓN PONDERAL Y DE LA MASA CORPORAL 

El estudio del crecimiento de los animales incluyó el análisis ponderal, a partir de 

la evolución del peso corporal a lo largo del tiempo. Los datos se obtuvieron a partir 

de las 20 determinaciones semanales que se realizaron. Previamente se comprobó la 

linealización de los datos  mediante el análisis de residuos utilizando los datos del 

tiempo en logaritmos.  Los datos se ajustaron a una regresión polinómica de grado 2, 

obteniéndose en todos los casos valores de R2 superiores a 0,8. La función obtenida 

fue la siguiente: 

 

𝑃𝑒𝑠𝑜 = 𝑎 + 𝛽1 × log(𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜) +  𝛽2 × log(𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜)2 + 𝛽3 × log(𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜)3 
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El ajuste a una regresión polinómica permitió una mejor interpretación de los 

resultados ya que fue posible explicar las diferencias entre dietas a partir de los 

parámetros del modelo: una diferencia en ordenadas indicará que en origen los 

grupos ya eran distintos, mientras que una diferencia en pendientes (coeficiente de 

log(tiempo/β2) indicará una distinta evolución a lo largo del tiempo. 

En la Figura 21 se muestra la evolución ponderal media y la de los coeficientes de 

variación del peso corporal de los diferentes grupos de la serie experimental. Tal 

como se puede observar, los pesos fueron homogéneos a lo largo del estudio y los 

coeficientes de variación uniformemente bajos y de evolución constante en todos los 

grupos.  

El grupo de animales sanos alimentados con la dieta de aceite de maíz mostró 

valores de peso corporal significativamente superiores que los animales de los 

grupos control y de aceite de oliva, que mostraron pesos similares (Figura 21 A). 

Por otra parte, utilizando los datos del peso corporal y de la longitud naso-anal 

obtenidos en las  determinaciones semanales, se analizó la masa corporal a través 

del Índice de Lee, específico de rata (Figura 22 A, B), y el Índice de Masa Corporal o 

Índice de Quetelet (Figura 23 A, B). Para el Índice de Lee se realizó el análisis 

estadístico no paramétrico de Friedman, mientras que en el caso del Índice de Masa 

Corporal se realizó un ajuste de regresión polinómica:  

 

𝐼𝑀𝐶 = 𝑎 + 𝛽1 × log(𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜) +  𝛽2 × log(𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜)2 

 

En ambos casos, las diferencias estadísticas entre los grupos fueron escasas. En el 

caso del Índice de Masa Corporal, el grupo de aceite de maíz presentó valores 

significativamente superiores a los del grupo de aceite de oliva (Figura 23 A), y éstos 

fueron similares a los del grupo control. 
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Figura 21. Evolución y coeficiente de variación ponderales de los animales sanos de los 
diferentes grupos experimentales a lo largo del tiempo. A. Evolución del peso corporal (media). B. 
Coeficiente de variación del peso corporal. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz sano; 
Os: grupo de aceite de oliva sano. 
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Figura 22. Evolución del Índice de Lee de los animales sanos de los diferentes grupos 
experimentales a lo largo del tiempo. A. Evolución del Índice de Lee ([(peso corporal –g-)1/3 / 
longitud naso-anal –mm-] x 10000) (media). B. Índice de Lee en cada una de las edades estudiadas. Cs: 
grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite de oliva sano. n: número de 
efectivos; DE: desviación estándar; CV%: coeficiente de variación %. 

 

 

52 53,5 54 55 58 63 100 150

n 5 5 5 5 5 5 5 5

Media 300,08 302,13 303,40 307,16 300,81 299,58 295,97 300,88

DE 9,13 6,35 5,65 3,06 8,78 5,97 1,14 6,16

CV% 3,04 2,10 1,86 1,00 2,92 1,99 0,38 2,05

Mediana 298,17 299,82 303,33 306,98 299,91 303,36 296,04 298,34

n 5 5 5 5 5 5 5 5

Media 301,79 300,81 300,43 303,50 302,15 296,61 299,14 303,21

DE 5,76 6,24 6,65 3,92 5,60 20,13 7,86 5,63

CV% 1,91 2,07 2,21 1,29 1,85 6,79 2,63 1,86

Mediana 301,64 299,73 300,85 302,68 304,72 304,30 297,29 306,10

n 5 5 5 5 5 5 5 5

Media 304,56 299,59 302,85 302,43 308,84 301,67 295,65 300,07

DE 4,44 2,80 7,31 6,06 2,69 7,89 2,12 6,91

CV% 1,46 0,93 2,41 2,00 0,87 2,62 0,72 2,30

Mediana 307,67 300,57 303,26 305,04 307,74 304,65 295,61 299,95

Tiempo (días)

Os

Ms

Cs

A. 

B. 
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Figura 23. Evolución del Índice de Masa Corporal de los animales sanos de los diferentes grupos 
experimentales a lo largo del tiempo. A. Evolución del Índice de Masa Corporal (peso corporal –g- / 
longitud naso-anal2  -cm2-) (media). B: Índice de Masa Corporal en cada una de las edades estudiadas. 
Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite de oliva sano. n: número 
de efectivos; DE: desviación estándar; CV%: coeficiente de variación %. 

  

52 53,5 54 55 58 63 100 150

n 5 5 5 5 5 5 5 5

Media 0,51 0,53 0,53 0,56 0,54 0,54 0,58 0,61

DE 0,04 0,04 0,03 0,02 0,04 0,03 0,01 0,03

CV% 8,34 7,43 5,71 2,70 7,72 6,18 2,14 5,47

Mediana 0,49 0,52 0,53 0,56 0,55 0,55 0,57 0,61

n 5 5 5 5 5 5 5 5

Media 0,52 0,53 0,52 0,55 0,54 0,54 0,59 0,64

DE 0,03 0,03 0,03 0,02 0,03 0,10 0,05 0,03

CV% 5,86 5,83 6,74 3,71 6,37 18,95 9,08 5,27

Mediana 0,52 0,52 0,52 0,55 0,55 0,58 0,59 0,65

n 5 5 5 5 5 5 5 5

Media 0,54 0,52 0,54 0,54 0,59 0,56 0,57 0,61

DE 0,02 0,02 0,04 0,02 0,03 0,04 0,02 0,04

CV% 3,73 3,28 7,57 4,27 5,43 6,83 3,15 7,06

Mediana 0,55 0,52 0,53 0,54 0,60 0,57 0,56 0,62

Tiempo (días)

Ms

Os

Cs

A. 

B. 
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1.2. ESTRÉS OXIDATIVO 

 DEFENSA ANTIOXIDANTE ENZIMÁTICA 1.2.1.

El estudio de la defensa antioxidante enzimática consistió en el análisis de los 

niveles de expresión de las principales enzimas antioxidantes (CAT, SOD1, SOD2, 

GPX1, GPX4 y GR) en hígado y en glándula mamaria mediante la determinación de 

los niveles relativos de ARNm. Asimismo, se determinaron los niveles de actividad 

hepática de las enzimas SOD total, CAT y GPX total. Además, para profundizar en el 

estudio de la regulación de la expresión hepática de dichas enzimas se determinaron 

los niveles proteicos totales del factor de transcripción NRF2 así como los niveles de 

su retención citoplasmática, como medida indirecta de su grado de activación. 

1.2.1.1. CARACTERIZACIÓN DEL PERFIL DE EXPRESIÓN ANTIOXIDANTE EN 

HÍGADO Y GLÁNDULA MAMARIA 

El perfil de expresión de las enzimas antioxidantes de caracterizó tanto en hígado 

como en glándula mamaria en cada uno de los grupos experimentales. Para ello se 

escogieron 4 edades representativas de la vida de la rata: 24, 52, 100 y 150 días de 

edad, correspondientes a la etapa prepuberal, postpuberal inmediata, adulta joven y 

adulta avanzada, respectivamente. El estudio contempló tres aproximaciones 

distintas. 

Primeramente se comparó la expresión de las diferentes enzimas a lo largo del 

tiempo en cada uno de los grupos experimentales. En hígado, la enzima CAT fue la  

de mayor expresión, seguida de GPX1, SOD1, GPX4, SOD2 y GR (Tabla 5, Figura 24). 

Las diferencias estadísticas fueron significativas en todos los casos excepto entre 

SOD1 y GPX4, y entre SOD2 y GR (Tabla 6). En glándula mamaria la enzima 

mayoritaria también fue CAT, seguida de GPX1, GPX4, SOD1 y SOD2, todas ellas con 

niveles de expresión similares, y finalmente GR (Tabla 5, Figura 25). Las diferencias 

fueron significativas en todos los casos excepto entre SOD1 y SOD2, SOD1 y GR, y 

GPX1 y GPX4 (Tabla 6). Se comprobó que la dieta no provocó cambios en este perfil 

de expresión de las enzimas antioxidantes en ninguno de los dos tejidos. 

 Al comparar los niveles de expresión de las enzimas antioxidantes entre ambos 

tejidos se observó que la expresión de CAT, SOD1 y GPX1 en hígado fue 

significativamente superior a la expresión en glándula mamaria  en todos los grupos 
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experimentales. Los animales alimentados con dietas hiperlipídicas presentaron, 

además, unos niveles de GR superiores en hígado que en tejido mamario. Por otra 

parte, en animales alimentados con dieta de aceite de oliva los niveles de expresión 

de SOD2 hepáticos fueron inferiores a los obtenidos en glándula mamaria (Tablas 5 

y 7, Figuras 24 y 25). 

En segundo lugar, se analizaron las diferencias de expresión entre las distintas 

enzimas antioxidantes en cada una de las edades estudiadas. Así, en tejido hepático, 

justo después del destete, a los 24 días de edad, la enzima de mayor expresión fue 

CAT, seguida de GPX1, y de GPX4, SOD1, SOD2 y GR. En la edad postpuberal 

inmediata, el perfil de expresión fue similar pero la expresión de SOD1 fue superior 

a la de GPX4. Este perfil se mantuvo en la edad adulta, tanto a 100 como a 150 días. 

No se observaron cambios a ninguna edad por efecto del tipo de dieta administrada 

(Tabla 5, Figura 24). Todas las diferencias observadas entre enzimas en cada una de 

las edades fueron estadísticamente significativas, excepto entre SOD2 y GR cuyos 

niveles de expresión fueron prácticamente idénticos entre sí, a todas las edades y en 

todos los grupos experimentales (Tabla 8). En glándula mamaria, a 24 días de edad, 

CAT también fue la enzima antioxidante de mayor expresión, seguida de GPX4 y 

GPX1, y de SOD2, GR y SOD1. En el resto de edades, las tres enzimas mayoritarias 

continuaron siendo CAT, GPX1 y GPX4, seguidas de SOD2 o SOD1 y GR. Este perfil de 

expresión se mantuvo con escasas diferencias en los diferentes grupos 

experimentales (Tabla 5, Figura 25). En general, todas las diferencias observadas 

fueron estadísticamente significativas, excepto entre SOD1 y SOD2 que mostraron 

niveles de expresión similares entre sí en todas las edades independientemente del 

tipo de dieta (Tabla 8). 
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Figura 24. Perfil de expresión de las enzimas antioxidantes en hígado de animales sanos a 
diferentes edades según el tipo de dieta administrada. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite 
de maíz sano; Os: grupo de aceite de oliva sano. 
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Figura 25.  Perfil de expresión de las enzimas antioxidantes en glándula mamaria de animales 
sanos a diferentes edades según el tipo de dieta administrada. Cs: grupo control sano; Ms: grupo 
de aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite de oliva sano. 
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Tabla 6. Análisis estadístico del estudio de la expresión a lo largo del tiempo de las diferentes 
enzimas antioxidantes en hígado y glándula mamaria de animales sanos. 

 

Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite de oliva sano; **: p<0.05; *: 0.05<p<1; 
test no paramétrico de Friedman. 

 

Tabla 7. Análisis estadístico de la comparación de la expresión de las 
enzimas antioxidantes a lo largo del tiempo entre hígado y glándula 
mamaria de animales sanos. 

 
Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite de 
oliva sano; **: p<0.05; *: 0.05<p<1; test no paramétrico de Friedman. 

Finalmente, se analizaron los cambios producidos en la expresión de cada una de 

las  enzimas antioxidantes por efecto de la edad.  Así, se comprobó que, en hígado, 

las enzimas CAT y GR mantuvieron su expresión constante y sin diferencias por 

efecto de la edad, independientemente del tipo de dieta. En cambio, las enzimas 

SOD1 y SOD2 aumentaron sus niveles de ARNm hasta los 100 días de edad para 

luego estabilizarse. El aumento de SOD1 ocurrió en todos los grupos experimentales, 

mientras que el aumento de SOD2 sólo se observó en la dieta normolipídica (Tablas 

5 y 9, Figura 24). 

 En glándula mamaria la expresión de las enzimas CAT y SOD2 fue constante a lo 

largo de la vida de los animales, independientemente del tipo de dieta. En el resto de 

las enzimas se obtuvieron algunas diferencias en determinados grupos 

experimentales, pero sin una tendencia clara por efecto de la edad (Tablas 5 y 9, 

Figura 25). 

GPX4 vs.

SOD2 CAT GPX1 GPX4 GR CAT GPX1 GPX4 GR GPX1 GPX4 GR GPX4 GR GR

Cs 0,046** 0,046** 0,046** 0,317 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 0,317 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 0,046**

Ms 0,046** 0,046** 0,046** 0,317 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 0,317 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 0,046**

Os 0,046** 0,046** 0,046** 0,317 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 0,317 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 0,046**

Cs 0,564 0,046** 0,046** 0,046** 1 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 0,317 0,046** 0,046**

Ms 1 0,046** 0,046** 0,046** 0,317 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 0,317 0,046** 0,046**

Os 1 0,046** 0,046** 0,046** 0,317 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 1 0,046** 0,046**

SOD1 vs. SOD2 vs. CAT vs. GPX1 vs.

G
. 

M
a

m
a

r
ia

H
íg

a
d

o

CAT SOD1 SOD2 GPX1 GPX4 GR

Cs 0,046** 0,046** 1,000 0,046** 1,000 0,317

Ms 0,046** 0,046** 0,317 0,046** 0,317 0,046**

Os 0,046** 0,046** 0,046** 0,046** 1,000 0,046**
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Tabla 9. Análisis estadístico de los cambios en la expresión de las 
diferentes enzimas antioxidantes por efecto de la edad en hígado y 
glándula mamaria de animales sanos.  

Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite de oliva 
sano;  **: p<0,05; *: 0.05<p<1 test no paramétrico U de Mann-Whitney. 

 

1.2.1.2. EXPRESIÓN Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN HÍGADO 

Este estudio se realizó con los datos obtenidos de las muestras de los siguientes 

sacrificios: 52, 54, 55, 58, 63, 100 y 150 días. 

1.2.1.2.1. Expresión génica 

Se determinaron los niveles de expresión del ARNm de las enzimas estudiadas 

mediante 2 tipos de análisis: A) comparación entre grupos experimentales a lo largo 

del tiempo (test de Friedman); y B) comparación en cada una de las edades 

estudiadas (test U de Mann-Whitney).  

 

 Catalasa 

En general no se observaron cambios de expresión del enzima CAT a lo largo del 

tiempo por efecto de los lípidos de la dieta (Figura 26 A, C). Únicamente a día 55 el 

Cs Ms Os Cs Ms Os Cs Ms Os

SOD1 0,002** 0,002** 0,002** 0,004** 0,007** 0,050* 0,250 0,754 0,347

SOD2 0,141 0,050* 0,066* 0,010** 0,390 0,125 0,91681 0,074* 0,464

CAT 0,902 0,462 0,391 0,050* 0,327 0,327 0,347 0,916 0,601

GPX1 0,014** 0,002** 0,002** 0,002** 0,007** 0,002** 0,028** 0,016** 0,601

GPX4 0,177 0,0274 0,111 0,050* 0,462 0,220 0,047** 0,009** 0,173

GR 0,270 0,141 0,141 0,500 0,425 0,462 0,916 0,464 0,529

SOD1 0,623 0,010** 0,003** 0,390 0,327 0,540 0,529 0,916 0,174

SOD2 0,177 0,270 0,270 0,580 0,854 0,270 0,753 0,754 0,075*

CAT 0,806 0,806 0,540 0,806 0,391 0,391 0,916 0,916 0,347

GPX1 0,007** 0,014** 0,014** 0,066* 0,806 0,902 0,016** 0,916 0,028**

GPX4 0,713 0,037* 0,391 0,037** 0,391 0,624 0,754 0,916 0,347

GR 0,624 1,000 0,220 0,327 0,002** 0,667 0,916 0,009** 0,463

100 vs. 150

H
íg

a
d

o
G

. M
a

m
a

ri
a

24 vs.  52 52 vs. 100
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grupo alimentado con la dieta de aceite de oliva mostró unos niveles superiores de 

expresión respecto al de la dieta de aceite de maíz (Figura 26 B, C). 

 

 

 
Figura 26. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
CAT en hígado de animales sanos. A. Expresión a lo largo del tiempo. B. Expresión en cada una de las 
edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz 
sano; Os: grupo de aceite de oliva sano; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: 
media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

 Superóxido dismutasa 1 

El análisis de la expresión de SOD1 a lo largo del tiempo no mostró diferencias 

entre los diferentes grupos experimentales (Figura 27 A, C). En cambio, en dos 

edades concretas sí se observaron diferencias por efecto de los lípidos de la dieta. 

Así, a día 54 la dieta de aceite de oliva provocó un aumento de expresión de SOD1 

respecto a la dieta de aceite de maíz (Figura 27 B, C). A día 58, en cambio, esta 

C.

n

M ± DE 137,2±36,1 132,7±32,8 148,2±21,1 187,0±42,5 207,0±53,6 176,0±19,1 166,5±36,9

perc. 5-95 92,0–181,6 97,9–164,7 119,8–164,8 144,4–240,8 155,3–267,2 159,5–196,8 132,8–215,5

m

n

M ± DE 150,5±29,0 133,4±24,8 145,5±19,5 187,9±20,5 192,1±21,2 165,9±15,6 160,2±32,2

perc. 5-95 112,6–188,2 110,4–163,3 130,0–171,7 164,4–210,9 169,6–213,9 148,0–183,8 124,1–193,4

m

n

M ± DE 150,0±24,8 148,3±19,2 179,4±22,8 193,4±21,8 177,1±26,0 160,1±27,4 153,9±34,0

perc. 5-95 120,8–188,8 124,9–168,6 152,7–204,3 171,9–220,9 146,3–204,6 131,9–194,0 115,4–193,4

m 173,0 156,4 149,0

5 5 5 5

150,0 122,8 138,5 185,3 200,5 164,2 150,5

Os

10 5 5 5 5 5 5

146,4 145,6 184,1 194,8

63 100 150

Cs

10 5 5 5

52 54 55 58

5 5 5

137,7 142,5 154,3

Tiempo (días)

181,3 200,2 167,3 156,3

Ms

10 5 5
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misma dieta se asoció a unos niveles de expresión inferiores a los de la dieta control, 

situación que se repitió a día 63, aunque no de manera significativa. A partir de día 

100 los niveles de expresión se duplicaron respecto a los de 63 días en todos los 

grupos experimentales, aunque las diferencias no fueron estadísticamente 

significativas. 

 

 

 
Figura 27. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
SOD1 en hígado de animales sanos. A. Expresión a lo largo del tiempo. B. Expresión en cada una de 
las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz 
sano; Os: grupo de aceite de oliva sano; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: 
media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

 Superóxido dismutasa 2 

En relación a la expresión de SOD2, los lípidos de la dieta tampoco provocaron 

cambios significativos a lo largo del tiempo (Figura 28 B, C). A día 100, sin embargo, 

C.

n

M ± DE 15,7±4,1 21,8±3,3 148,2±21,1 13,6±1,8 12,2±1,3 29,3±7,5 33,8±7,7

perc. 5-95 11,4–21,9 19,4–26,0 119,8–164,8 12,1–15,9 10,7–13,7 21,1–36,4 24,2–40,8

m

n

M ± DE 16,3±6,2 20,0±1,9 145,5±19,5 12,5±2,1 11,5±0,8 27,1±3,4 29,1±5,4

perc. 5-95 9,4–25,7 17,5–21,7 130,0–171,7 10,5–15,2 11,0–12,6 24,1–31,2 23,8–35,4

m

n

M ± DE 19,6±7,6 148,3±19,2 21,8±0,6 12,0±1,4 15,8±9,0 29,9±7,7 26,2±6,4

perc. 5-95 12,0–31,7 124,9–168,6 21,1–22,4 10,9–13,8 9,3–27,5 19,4–35,5 19,4–33,2

m

5

5

145,6 21,9 11,6 9,7 32,5 27,7

12,1 11,1 25,3 27,8

16,8

15,0 19,6

5

12,3 32,1

15,7 20,8

10

10 5

100 150

Cs

5 5 5 5 5

154,3 12,7

52 54 55 58 63

Os

5 5 5 5

35,5

Ms

5 5 5 5 5

138,5

10

Tiempo (días)
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los grupos de dieta hiperlipídica mostraron niveles inferiores a los del grupo control, 

aunque únicamente la diferencias con el grupo de aceite de maíz fue 

estadísticamente significativa (Figura 28 A, C). 

Por otra parte, no se halló correlación entre la expresión de SOD2 y la de SOD1 

(Anexo Tabla 2). 

 

 

 
Figura 28. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
SOD2 en hígado de animales sanos. A. Expresión a lo largo del tiempo. B. Expresión en cada una de 
las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz 
sano; Os: grupo de aceite de oliva sano; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: 
media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

 Glutatión peroxidasa 1 

Los resultados del análisis de la expresión de GPX1 mostraron una tendencia de 

la dieta de aceite de oliva a aumentar dicha expresión a lo largo del tiempo respecto 

C.

n

M ± DE 2,1±0,4 2,4±0,4 2,4±0,2 2,4±0,3 2,3±0,4 2,7±0,3 2,6±0,5

perc. 5-95 1,5–2,5 2,1–2,8 2,3–2,8 2,1–2,8 1,9–2,8 2,3–2,9 2,1–3,2

m

n

M ± DE 2,1±0,2 2,3±0,2 2,6±0,2 2,5±0,3 2,3±0,4 2,2±0,3 2,5±0,3

perc. 5-95 1,9–2,4 2,0–2,5 2,4–2,9 2,3–2,9 1,9–2,8 1,9–2,4 2,1–2,8

m

n

M ± DE 2,1±0,3 2,5±0,3 2,2±0,2 2,3±0,2 2,1±0,1 2,4±0,5 2,2±0,3

perc. 5-95 1,8–2,4 2,1–2,7 2,0–2,5 2,0–2,4 2,0–2,2 2,1–3,0 2,0–2,6

m

Tiempo (días)

2,2 2,4 2,2 2,7

5

2,1 2,6 2,3 2,2 2,3 2,1

2,4 2,1 2,3 2,5

10 5 5 5 5
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5

2,4
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a las otras dos dietas (Figura 29 A, C). Además, a 52, 55 y 58 días de edad, los 

animales alimentados con dietas hiperlipídicas mostraron unos niveles de expresión 

significativamente superiores a los de los animales control. A 54 días, se observó la 

misma tendencia (Figura 29 B, C). A partir de día 63, el patrón de expresión cambió 

y la dieta de aceite de maíz se asoció a unos niveles de expresión inferiores en 

comparación a las otras dietas, aunque solo de manera significativa a día 100 

respecto a la dieta de aceite de oliva.  

 

 

 
Figura 29. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
GPX1 en hígado de animales sanos. A. Expresión a lo largo del tiempo. B. Expresión en cada una de 
las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz 
sano; Os: grupo de aceite de oliva sano; *: p<0.1 vs. Cs; #: p<0.1 vs. Ms; test de Friedman.  ⌐¬: p< 0.05; 
test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: 
percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

C.

n

M ± DE 53,4±15,4 50,6±15,3 48,1±12,2 72,7±10,7 71,2±21,0 101,7±13,7 145,9±36,6

perc. 5-95 32,7–74,0 39,0–71,5 33,4–60,2 63,1–86,9 45,2–89,2 88,9–119,4 115,6–193,6

m

n

M ± DE 71,7±9,4 64,0±15,0 68,4±10,0 85,0±7,7 78,7±17,1 89,2±7,9 113,9±16,8

perc. 5-95 58,8–82,5 52,3–84,2 60,4–81,9 76,0–93,0 62,0–97,3 80,3–98,6 99,7–134,0

m

n

M ± DE 76,1±12,3 61,4±15,9 82,1±14,5 95,5±14,7 101,9±30,3 115,8±14,4 124,5±25,8

perc. 5-95 61,0–94,8 43,1–79,9 68,0–98,2 81,5–113,6 73,2–141,7 100,6–133,5 97,3–151,9

m

90,1 104,3

10 5 5 5 5 5 5

74,6 59,3 66,7 84,6 70,5

115,7 123,174,2 63,4 75,0 92,7 94,1

100 150

Cs

Ms

Os

10 5 5 5

52 54 55 58 63

5 5 5

50,6 45,2 47,2 69,7 82,8 100,1 146,1

10 5 5 5

Tiempo (días)

5 5 5
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 Glutatión peroxidasa 4 

La dieta de aceite de maíz aumentó la expresión de GPX4 a lo largo del tiempo, de 

forma significativa respecto al grupo control y cercano a la significación respecto a la 

dieta de aceite de oliva (Figura 30 A, C). Al realizar el análisis en cada una de las 

edades, los resultados mostraron que en todas ellas, excepto a día 100, la expresión 

en el grupo Ms fue superior, significativamente a la del control a día 52, 55, 58 y 63. 

A día 55 además, dicha expresión también fue superior a la del grupo de aceite de 

oliva (Figura 30 B, C) 

 

 

 
Figura 30. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
GPX4 en hígado de animales sanos. A. Expresión a lo largo del tiempo. B. Expresión en cada una de 
las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz 
sano; Os: grupo de aceite de oliva sano; **: p<0.05 vs. Cs; *: p<0.1 vs. Cs; #: p<0.1 vs. Ms; test de 
Friedman. ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: desviación 
estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

C.

n

M ± DE 9,3±1,3 9,7±0,8 8,2±0,8 9,0±1,2 9,0±0,4 10,8±1,5 13,9±3,0

perc. 5-95 8,2–11,6 8,7–10,6 7,5–9,2 7,9–10,6 8,6–9,5 9,4–12,8 11,2–17,6

m

n

M ± DE 10,3±1,2 10,1±1,8 9,7±1,0 10,7±0,7 10,9±1,1 10,9±0,6 14,0±1,6

perc. 5-95 8,8–12,0 7,8–11,8 8,7–11,0 9,8–11,2 9,4–11,8 10,2–11,7 12,3–16,1

m

n

M ± DE 9,7±1,2 9,4±0,8 8,6±0,6 9,8±1,7 9,5±1,0 10,8±1,7 12,1±1,5

perc. 5-95 8,5–11,5 8,5–10,2 8,0–9,3 8,1–12,0 8,2–10,4 8,5–12,4 10,5–13,8

m

5

10,2 10,5 9,5 11,0 11,2

11,4 12,69,4 9,6 8,4 9,4 9,6

5 5 5 5 5 5

Cs

Ms

Os

10

8,9

10 5 5 5 5 5 5

9,7 8,1 8,5 8,8 10,6 12,5

10,8 13,8

10 5 5 5 5 5

52 54 55 58 63 100 150Tiempo (días)
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Por otra parte, los niveles de expresión de GPX4 se hallaron correlacionados 

positivamente con los de GPX1 en el grupo de aceite de oliva a 54, 55 y 58 días con 

un p-valor de 0.05; y grupo en el grupo control a 55 días donde correlacionaron 

positiva y significativamente (Anexo Tabla 3). 

 

 Glutatión reductasa 

Respecto a los niveles de ARNm de la enzima GR, no se observaron cambios 

significativos debidos a los lípidos de la dieta a lo largo del tiempo, aunque la dieta 

de aceite maíz tendió a presentar valores inferiores a los de las dietas control y de 

aceite de oliva (Figura 31 A, C). Esta misma tendencia se observó al realizar el 

análisis individual en cada edad. Excepto a día 58, los niveles del grupo de aceite de 

maíz tendieron a ser inferiores a los del control. La dieta de aceite de oliva también 

tendió a presentar niveles inferiores a los del control, excepto a día 54 y 150, donde 

mostró unos niveles similares o ligeramente superiores. A día 55, ambas dietas 

hiperlipídicas provocaron unos niveles de expresión significativamente inferiores a 

los de la dieta control (Figura 31 C, B). 
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Figura 31. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
GR en hígado de animales sanos. A. Expresión a lo largo del tiempo. B. Expresión en cada una de las 
edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz 
sano; Os: grupo de aceite de oliva sano; *: p<0.1 vs. Cs; #: p<0.1 vs. Ms; test de Friedman ⌐¬: p< 0.05; 
test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: 
percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

1.2.1.2.2. Actividad enzimática 

Para profundizar en el estudio de los efectos de los lípidos de la dieta sobre la 

capacidad antioxidante enzimática, también se determinaron los niveles de 

actividad de las enzimas CAT, SOD y GPX. En el caso de SOD y GPX, se consideró que 

la actividad obtenida fue el resultado de la suma de actividades de sus 

correspondientes isoformas. 

 

 

C.

n

M ± DE 2,4±0,6 3,2±0,6 2,8±0,6 2,9±0,5 2,5±0,6 2,5±0,2 2,8±0,9

perc. 5-95 1,6–3,2 2,7–3,9 2,2–3,5 2,3–3,5 1,8–3,0 2,3–2,7 1,9–3,8

m

n

M ± DE 2,2±0,4 2,6±0,2 2,1±0,3 2,7±0,3 2,2±0,4 2,3±0,3 2,4±0,2

perc. 5-95 1,8–2,7 2,4–2,9 1,9–2,5 2,3–2,9 1,9–2,7 2,0–2,7 2,2–2,6

m

n

M ± DE 2,2±0,3 2,8±0,4 2,2±0,3 2,3±0,4 2,0±0,2 2,4±0,6 2,7±0,4

perc. 5-95 1,8–2,6 2,5–3,3 1,9–2,6 1,9–2,7 1,8–2,3 1,8–3,1 2,3–3,1

m 2,72,2 2,8 2,1 2,2 2,0

2,2 2,3

10 5 5 5 5 5 5

2,2 2,5 2,0 2,8 2,0

100 150

Cs

Ms

Os

10 5 5 5

52 54 55 58 63

5 5 5

2,5 2,8 2,8 2,8 2,6 2,5 2,5

10 5 5 5 5 5 5

2,4

Tiempo (días)
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 Catalasa 

El análisis de la actividad CAT a lo largo del tiempo no mostró diferencias entre 

grupos experimentales (Figura 32 A, C). En cambio, en determinadas edades sí se 

observaron cambios en función de la dieta administrada (Figura 32 B, C). Así, a día 

52, la dieta de aceite de maíz se asoció a unos niveles significativamente superiores 

de actividad respecto a la dieta de aceite de oliva. A día 58 y día 63, la dieta de aceite 

de maíz también provocó el aumento de la actividad CAT respecto a los otros dos 

tipos de dieta, pero sólo de manera significativa a 58 días respecto a la dieta control. 

A día 100 y día 150, el patrón de actividad se invirtió de manera que la dieta de 

aceite de maíz se asoció a unos niveles inferiores respecto las otras dos dietas, 

siendo las diferencias significativas a día 150. A esta edad, los dos grupos de dietas 

hiperlipídicas presentaron una actividad CAT significativamente inferior respecto al 

control.  

Por otra parte, no se halló ninguna correlación entre los niveles de expresión y 

actividad de dicha enzima (Anexo Tabla 1).  

 

 Superóxido dismutasa  

Los resultados de la actividad SOD total a lo largo del tiempo únicamente 

mostraron una tendencia a unos niveles superiores debido a la dieta de aceite de 

oliva respecto a la dieta de aceite de maíz (Figura 33 A, C). Tampoco se apreciaron 

grandes diferencias entre los niveles de actividad de los diferentes grupos en edades 

concretas (Figura 33 B, C). A día 55, la dieta de aceite de oliva se asoció a un 

aumento significativo respecto a la dieta control y a la de aceite de maíz. A día 58, en 

cambio,  el grupo de aceite de oliva presentó niveles inferiores a los otros dos 

grupos.  

Los niveles de actividad de SOD no correlacionaron con los de la expresión de 

SOD1 y SOD2. Únicamente se obtuvo una correlación positiva significativa entre la 

expresión de SOD1 y la actividad SOD en el grupo de dieta de aceite de maíz a 52 

días (Anexo Tabla 2). 
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Figura 32. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de actividad de CAT en hígado de 
animales sanos. A. Actividad a lo largo del tiempo. B. Actividad en cada una de las edades estudiadas. 
C. Parámetros estadísticos. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz sano; Os: grupo de 
aceite de oliva sano; s-1/ mg: unidades de actividad enzimática relativizadas a mg de proteína ⌐¬: p< 
0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: 
percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

 

 

C.

n

M ± DE 4,9±0,7 5,0±0,6 3,6±0,4 3,8±0,4 4,0±0,5 4,1±0,5 5,2±1,1

perc. 5-95 4,0–5,8 4,3–5,6 3,0–3,9 3,4–4,3 3,3–4,5 3,5–4,6 4,0–6,5

m

n

M ± DE 5,0±1,1 4,4±0,5 3,7±0,5 4,8±1,0 4,3±0,6 2,9±1,8 4,0±0,3

perc. 5-95 3,3–6,3 3,6–4,7 3,1–4,2 3,8–6,1 3,6–5,0 0,9–4,7 3,7–4,4

m

n

M ± DE 4,1±1,0 4,2±0,8 3,8±0,3 3,8±0,6 3,9±0,4 4,4±0,8 4,0±0,7

perc. 5-95 2,5–5,1 3,5–5,2 3,5–4,1 3,1–4,5 3,4–4,3 3,6–5,4 3,1–4,7

m

52 54 55 58 63 100 150
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Figura 33. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de actividad de SOD en hígado de 
animales sanos. A. Actividad a lo largo del tiempo. B. Actividad en cada una de las edades estudiadas. 
C. Parámetros estadísticos. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz sano; Os: grupo de 
aceite de oliva sano; % inhibición: unidades de actividad enzimática. #: p<0.1 vs. Ms; test de Friedman. 
⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 
5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

 Glutatión peroxidasa  

La actividad GPX total a lo largo del tiempo fue distinta en función del grupo 

experimental. Así, la dieta de aceite de maíz presentó unos niveles 

significativamente superiores respecto a la dieta control, y la dieta de aceite de oliva 

tendió presentar mayor actividad respecto a la dieta control y menor actividad 

respecto a la dieta de aceite de maíz (Figura 34 A, C). El análisis de los resultados en 

cada una de las edades estudiadas mostró que los niveles de actividad debidos a la 

dieta de aceite de oliva fueron significativamente superiores a los del control hasta 

C.

n

M ± DE 87,3±4,5 88,9±1,0 89,5±0,7 91,8±0,7 83,5±1,4 81,1±2,6 82,0±1,4

perc. 5-95 81,8–92,6 87,7–89,8 88,5–90,1 90,8–92,3 81,9–85,2 78,2–84,2 80,7–83,9

m

n

M ± DE 88,3±3,2 87,3±2,1 89,9±1,3 91,4±0,9 83,1±1,1 75,5±2,8 80,6±2,0

perc. 5-95 84,4–92,8 84,5–89,1 88,0–90,8 90,6–92,5 81,7–84,3 72,6–78,9 78,0–82,3

m

n

M ± DE 88,8±3,3 89,2±1,5 91,8±1,6 85,3±3,6 83,1±1,6 77,5±2,4 83,9±5,6

perc. 5-95 84,6–93,0 87,4–90,6 90,4–93,9 81,9–89,9 81,0–84,4 74,5–79,7 77,5–89,3

m

52 54 55 58 63 100 150

Cs

5 5

81,5 81,5

5 5

87,8 87,5 90,5 91,2 83,2 75,3 81,3

Ms

Os

10 5 5 5 5

87,5 89,4 89,7 91,9 83,4

10 5 5 5 5

10 5 5 5 5 5

89,1 89,4 91,5 85,1 84,1 78,5 86,6

5

Tiempo (días)
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día 100 (Figura 34 B, C). De hecho, las dietas hiperlipídicas se asociaron a una mayor 

actividad respecto a la dieta control en todos los sacrificios excepto a día 150, donde 

la dieta de aceite de oliva mostró unos niveles similares a los de la dieta control.  

 

 

 
Figura 34. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de actividad de GPX en hígado de 
animales sanos. A. Actividad a lo largo del tiempo. B. Actividad en cada una de las edades estudiadas. 
C. Parámetros estadísticos. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz sano; Os: grupo de 
aceite de oliva sano; mU/mg: unidades de actividad enzimática relativizadas a mg de proteína;** 
p<0.05 vs. Cs; *: p<0.1 vs. Cs; #: p<0.1 vs. Ms; test de Friedman. ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: 
número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

Por otra parte, la actividad GPX no correlacinó significativamente con la 

expresión de cada isoforma. Únicamente a día 55, se observó una correlación 

positiva significativa entre la actividad y la expresión de GPX1 en el grupo de aceite 

de oliva; y a día 63, una correlación negativa significativa entre los niveles de  la 

actividad y la expresión de GPX4 (Anexo Tabla 3).  

C.

n

M ± DE 34,1±14,1 49,4±15,9 39,0±16,5 50,4±12,1 42,8±11,8 65,1±9,9 89,2±4,3

perc. 5-95 15,8–54,2 30,6–67,4 20,9–55,4 36,6–63,4 31,0–56,2 55,5–76,5 86,0–95,1

m

n

M ± DE 51,9±17,8 66,6±15,5 53,4±7,0 59,2±12,0 64,3±9,4 66,9±4,0 94,8±12,0

perc. 5-95 32,0–79,8 51,1–84,1 45,8–62,1 43,3–69,9 53,3–74,7 63,6–72,2 82,1–107,2

m

n

M ± DE 52,3±14,0 58,4±5,7 56,8±6,7 70,6±16,8 71,8±7,2 78,4±5,8 98,8±17,0

perc. 5-95 37,6–75,0 53,9–65,5 47,5–61,2 50,2–84,1 67,5–81,7 70,8–82,8 86,1–118,0

m

52 54 55 58 63 100 150

5 5
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5 5
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10 5 5 5 5

10 5 5 5 5
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1.2.1.2.3. Regulación de la expresión génica 

Para profundizar en el estudio de los efectos de los lípidos de la dieta sobre la 

capacidad antioxidante enzimática, especialmente sobre la expresión de GPX y GR, 

se analizaron los niveles del factor de transcripción NRF2 así como su estado de 

activación. En el primer caso se determinaron los niveles de proteína total NRF2, y 

en el segundo, los de NRF2 inmunoprecipitado con un anticuerpo anti-NRF2 e 

inmunodetectado con un anticuerpo anti-KEAP1. 

 

 NRF2 total 

Al comparar los niveles totales de NRF2 a lo largo del tiempo entre los diferentes 

grupos experimentales, los resultados no mostraron diferencias significativas, 

aunque sí se observó una tendencia a la disminución debido a la dieta de aceite de 

maíz respecto a la control (Figura 35 A, C). A día 52 dicha disminución fue 

estadísticamente significativa (Figura 35 B). El cambio más notable se produjo a día 

100 cuando el grupo control duplicó sus valores respecto a los de día 63, siendo la 

diferencia significativa respecto al grupo de aceite de maíz. En el resto de edades no 

se apreciaron cambios significativos entre grupo experimentales.  

Por otra parte, los niveles de NRF2 correlacionaron positiva y significativamente 

con los niveles de expresión de GPX1 y GPX4 en el grupo de aceite de maíz a 55 días, 

y con GPX1 a esa misma edad en el grupo de aceite de oliva (Anexo Tabla 4). 

 

 Retención citoplasmática de NRF2 

El grado de activación de NRF2 se analizó indirectamente a través de la 

determinación de los niveles del factor de transcripción inactivo, es decir, unido en 

citoplasma a KEAP1, mediante la técnica de inmunoprecipitación, en 4 edades 

diferentes. Los resultados no mostraron cambios en los niveles de retención 

citoplasmática de NRF2 a lo largo del tiempo debidos a los lípidos de la dieta (Figura 

36 A, C). Sin embargo, a día 54 la dieta de aceite de oliva se asoció a un menor grado 

de activación de NRF2 respecto a la dieta control, mientras que a día 55 fue la dieta 

de aceite de maíz la que presentó unos mayores niveles de retención citoplasmática 

de NRF2 respecto la dieta control, y con ello, un menor grado de activación del factor 

de transcripción. A día 52 y día 100 no se apreciaron diferencias significativas entre 

grupos experimentales (Figura 36 B, C).  
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Por otra parte, los niveles de NRF2 unido a KEAP1 no correlacionaron con los 

niveles totales del factor de transcripción, pero sí se obtuvo una correlación negativa 

estadísticamente significativa con la expresión de GPX4 a 54 días en el grupo de 

dieta de maíz, y con la expresión de GPX1 a 55 días en el grupo control (Anexo Tabla 

4). 

 

 

 
Figura 35. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles relativos de NRF2 en hígado de 
animales sanos. A. Niveles a lo largo del tiempo. B. Niveles en cada una de las edades estudiadas. C. 
Parámetros estadísticos. Niveles de proteína relativizados a la cantidad de proteína por pocillo. Cs: 
grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite de oliva sano;*: p<0.1 vs. Cs; 
test de Friedman. ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: 
desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

 

C.

n

M ± DE 4E+08±4E+08 8E+08±7E+08 8E+07±2E+07 9E+07±1E+07 4E+08±5E+08 1E+08±1E+07 1E+09±8E+07

perc. 5-95 4E+07– 1E+09 1E+08– 2E+09 6E+07– 1E+08 8E+07– 1E+08 4E+07– 1E+09 1E+08– 1E+08 9E+08– 1E+09

m

n

M ± DE 2E+08±2E+08 8E+07±3E+07 7E+07±2E+07 8E+08±4E+08 4E+07±1E+07 5E+07±8E+06 1E+08±1E+07

perc. 5-95 5E+07– 4E+08 5E+07– 1E+08 5E+07– 9E+07 2E+08– 1E+09 3E+07– 5E+07 4E+07– 6E+07 1E+08– 1E+08

m

n

M ± DE 8E+07±2E+07 9E+07±2E+07 7E+07±1E+07 8E+08±2E+08 4E+07±1E+07 8E+08±2E+08 8E+07±3E+07

perc. 5-95 5E+07– 1E+08 7E+07– 1E+08 6E+07– 8E+07 5E+08– 1E+09 2E+07– 5E+07 5E+08– 1E+09 4E+07– 1E+08

m

52 54 55 58 63 100 150
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10 5 5 5 5 5

2E+08 5E+08 8E+07 8E+07 6E+07 1E+08

10 5 5 5 5 5

5

8E+07 8E+07 7E+07 8E+08 4E+07 8E+08 8E+07

5

1E+08 8E+07 8E+07 9E+08 4E+07 5E+07 1E+08

Ms

Os

10 5 5 5 5 5

Tiempo (días)
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 EXPRESIÓN ANTIOXIDANTE EN GLÁNDULA MAMARIA. 1.2.2.

Del mismo modo que en hígado, se determinaron los niveles de expresión del 

ARNm de las enzimas antioxidantes y se analizaron los posibles efectos de los 

lípidos de la dieta a lo largo del tiempo y en cada una de las edades estudiadas. Cabe 

destacar que, en general, se obtuvieron menos diferencias en tejido mamario que en 

hígado. 

 

 Catalasa 

La comparación de la expresión de CAT a lo largo del tiempo entre los diferentes 

grupos experimentales no mostró diferencias significativas (Figura 37 A, B). En 

general, las dietas hiperlipídicas tendieron a asociarse a niveles de expresión 

inferiores a los de la dieta control, excepto a día 54 y 58. A día 63 el grupo de dieta 

C.

n

M ± DE 1E+07 ±8E+06 2E+07 ±3E+07 2E+07 ±2E+07 5E+06 ±6E+06

perc. 5-95 3E+06 –3E+07 1E+06 –6E+07 8E+05 –3E+07 7E+05 –1E+07

m

n

M ± DE 3E+07 ±4E+07 2E+07 ±4E+07 2E+07 ±1E+07 6E+06 ±5E+06

perc. 5-95 3E+06 –9E+07 2E+06 –8E+07 9E+06 –3E+07 2E+06 –1E+07

m

n

M ± DE 1E+07 ±1E+07 1E+07 ±8E+06 1E+07 ±1E+07 8E+06 ±6E+06

perc. 5-95 2E+06 –3E+07 4E+06 –2E+07 1E+06 –2E+07 2E+06 –2E+07

m

10 5 5 5

52 54 55 100

1E+07 6E+06 2E+07 2E+06

1E+07 3E+06 3E+07 3E+06

7E+06 1E+07 1E+07 5E+06

Cs

10 5 5 5

Ms

Os

10 5 5 5

Tiempo (días) Figura 36. Efectos de los lípidos de la 
dieta sobre los niveles de retención 
citoplasmática de NRF2 en hígado de 
animales sanos. A. Niveles a lo largo del 
tiempo. B. Niveles en cada una de las 
edades estudiadas. C. Parámetros 
estadísticos. Niveles de proteína 
relativizados a la cantidad de proteína por 
pocillo. Cs: grupo control sano; Ms: grupo 
de aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite 
de oliva sano. ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann 
Whitney. n: número de efectivos; M: media; 
DE: desviación estándar; perc. 5-95: 
percentiles 5 y 95; m: mediana. 
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de aceite de oliva mostró unos niveles significativamente inferiores a los de la dieta 

control (Figura 37 B, C). 

Por otra parte,  no se halló correlación entre la expresión de CAT en glándula 

mamaria y en hígado, excepto a día 150 en el grupo control, donde ambas 

expresiones correlacionaron negativamente de forma significativa (Anexo Tabla 5). 

 

 

 
Figura 37. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
CAT en glándula mamaria de animales sanos. A. Expresión a lo largo del tiempo. B. Expresión en 
cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de 
aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite de oliva sano; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número 
de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

 Superóxido dismutasa 1 

La expresión de SOD1 a lo largo del tiempo no se modificó por efecto de los 

lípidos de la dieta (Figura 38 A, C). En determinadas edades sí se hallaron algunas 

C.

n

M ± DE 23,8±11,7 16,7±3,3 19,6±5,5 19,4±7,5 29,1±11,8 25,2±10,0 24,5±8,1

perc. 5-95 4,5–36,3 14,1–20,7 12,8–24,8 14,3–29,7 14,3–41,2 13,7–37,0 15,0–33,7

m

n

M ± DE 23,0±10,2 16,1±6,1 13,3±3,8 22,4±1,4 23,6±24,7 20,3±5,2 21,0±6,8

perc. 5-95 9,1–36,7 9,9–23,1 9,1–16,7 20,8–23,6 5,8–57,5 15,8–26,6 13,3–27,7

m

n

M ± DE 22,9±8,3 19,1±5,7 16,2±5,0 21,2±6,1 15,0±4,6 18,3±4,7 22,1±4,8

perc. 5-95 13,7–36,2 11,4–22,8 10,5–21,5 14,5–28,5 9,6–19,5 13,8–23,8 15,9–26,4

m

52 54 55 58 63 100 150

Cs

5 5

22,9 17,1 15,4 22,8 15,0 17,7 22,9

5 5

26,0 14,5 21,4 15,8 30,8 25,1 26,4

10 5 5 5 5

10 5 5 5 5

5 5

21,6 21,0 17,6 20,6 17,3 16,8 22,1

Os

10 5 5 5 5

Tiempo (días)

Ms
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diferencias. Así, a día 58 la dieta de aceite de oliva se asoció a un aumento 

significativo de expresión de SOD1 respecto a la dieta control. En cambio, a día 63 

fue el grupo control el que presentó niveles significativamente superiores a la dieta 

de aceite de oliva. La menor expresión del grupo de aceite de oliva se mantuvo a día 

100 aunque no significativamente (Figura 38 B, C). 

Por otra parte, la expresión de SOD1 en glándula mamaria no correlacionó con la 

expresión en hígado (Anexo Tabla 5). 

 

 

 
Figura 38. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
SOD1 en glándula mamaria de animales sanos. A. Expresión a lo largo del tiempo. B. Expresión en 
cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de 
aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite de oliva sano; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número 
de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

 

C.

n

M ± DE 2,3±1,4 2,6±0,6 2,2±0,6 1,7±0,5 4,6±0,8 2,9±0,6 2,7±0,4

perc. 5-95 0,8–4,2 1,8–3,3 1,5–2,8 1,3–2,3 3,9–5,8 2,2–3,4 2,3–3,2

m

n

M ± DE 2,5±1,0 2,2±0,5 1,6±0,1 2,5±0,4 3,8±1,8 3,0±0,8 2,8±0,3

perc. 5-95 1,3–4,1 1,6–2,8 1,5–1,8 2,1–3,0 1,8–6,0 2,3–4,0 2,3–3,1

m

n

M ± DE 2,5±0,6 3,1±1,2 1,7±1,1 2,1±0,7 2,2±0,5 2,5±0,9 2,7±0,2

perc. 5-95 1,6–3,2 2,3–4,7 1,1–3,2 1,4–3,0 1,7–2,8 1,9–3,6 2,4–2,9

m

52 54 55 58 63 100 150

Cs

5

2,5

5

2,5 2,3 1,6 2,6 3,6 2,6 2,9

Ms

Os

10 5 5 5 5 5

2,0 2,7 2,2 1,6 4,5 3,2

10 5 5 5 5 5

5 5 5 5 5 5

2,7 2,7 1,3 1,9 2,2 2,1 2,8

10

Tiempo (días)
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 Superóxido dismutasa 2 

Los resultados del análisis a lo largo del tiempo mostraron una tendencia en el 

grupo de aceite de oliva a presentar unos niveles inferiores a los del grupo de aceite 

de maíz (Figura 39 A, C). En concreto, a día 63 dicha disminución fue significativa 

respecto a los otros dos grupos experimentales (Figura 39 B, C).  

Por otra parte, los niveles relativos de ARNm de SOD2 en glándula mamaria e 

hígado no se correlacionaron entre sí (Anexo Tabla 5). 

 

 

 

Figura 39. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
SOD2 en glándula mamaria de animales sanos. A. Expresión a lo largo del tiempo. B. Expresión en 
cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de 
aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite de oliva sano; #: p<0.1 vs. Ms; test de Friedman. ⌐¬: p< 0.05; 
test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: 
percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

C.

n

M ± DE 2,9±1,0 3,7±1,3 3,0±1,1 3,0±0,8 4,3±1,0 2,7±1,0 2,7±0,4

perc. 5-95 1,8–4,5 2,1–5,1 2,2–4,5 2,1–3,9 3,2–5,5 1,8–4,1 2,3–3,2

m

n

M ± DE 2,5±0,8 3,9±0,7 3,6±1,4 3,2±0,8 4,3±1,5 2,6±0,8 2,7±0,6

perc. 5-95 1,5–3,7 3,2–4,7 2,5–5,5 2,4–4,2 3,0–6,3 1,8–3,7 2,3–3,6

m

n

M ± DE 2,6±0,9 3,1±0,6 2,5±0,8 3,3±0,5 2,5±0,6 3,0±0,5 2,2±0,7

perc. 5-95 1,5–4,0 2,5–3,8 1,9–3,5 2,9–3,9 1,8–3,3 2,5–3,6 1,4–3,1

m

52 54 55 58 63 100 150

Cs

5

2,5

5

2,5 3,7 3,1 3,1 3,6 2,6 2,4

Ms

Os

10 5 5 5 5 5

2,6 4,2 2,5 2,8 4,1 2,6

10 5 5 5 5 5

5 5 5 5 5 5

2,3 3,0 2,2 3,0 2,5 2,8 2,2

10

Tiempo (días)
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 Glutatión peroxidasa 1 

Los lípidos de la dieta no se asociaron a cambios significativos de la expresión de 

GPX1 a lo largo del tiempo. Sin embargo, se observó una tendencia del grupo de 

aceite de maíz a mostrar niveles superiores de expresión respecto a los otros dos 

tipos de dietas (Figura 40 A, C). Al comparar los resultados a lo largo del tiempo con 

los obtenidos en hígado, se observó que aunque en los dos tejidos existió una 

tendencia al aumento de expresión por efecto de las dietas hiperlipídicas, en hígado 

la dieta de aceite de oliva tendió a presentar niveles superiores que los otros dos 

tipos de dietas, mientras, en el tejido mamario fue la dieta de aceite de maíz la que 

mostró unos niveles generalmente superiores a los otros dos tipos de dietas (Figura  

29 A y 40 A).  

A día 54 y 55, el grupo de la dieta de aceite de oliva presentó mayores niveles de 

expresión de GPX1 respecto al control. En cambio, a día 58, 63 y 100, fue la dieta de 

aceite de maíz la que se asoció a niveles superiores de expresión, aunque no de 

manera significativa, respecto las otras dos dietas. A estas edades, la dieta de aceite 

de oliva mostró una situación similar a la control. A día 150 el grupo de aceite de 

oliva disminuyó significativamente la expresión de GPX1 respecto los otros dos 

grupos (Figura 40 B, C).  

Por otra parte, la expresión de GPX1 en glándula mamaria no correlacionó con la 

hepática (Anexo Tabla 5).  

 

 Glutatión peroxidasa 4 

La expresión de GPX4 a lo largo del tiempo no se modificó por efecto de los 

lípidos de la dieta (Figura 41 A, C). Dicha expresión no se correspondió a la 

encontrada en hígado (Figura 30 A), donde la dieta de aceite de maíz provocó un 

aumento de expresión respecto la dieta control.  En glándula mamaria, a día 52 la 

dieta de aceite de maíz se asoció a una disminución significativa de sus niveles de 

expresión respecto a la dieta control, quedando la dieta de aceite de oliva con 

valores intermedios. A día 150, en cambio, el grupo de dieta de aceite de maíz 

presentó mayor expresión respecto a la dieta de aceite de oliva (Figura 41 B, C). 

Por otra parte, no se halló correlación entre la expresión de GPX4 en glándula 

mamaria y la expresión en hígado (Anexo Tabla 5). 
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Figura 40. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
GPX1 en glándula mamaria de animales sanos. A. Expresión a lo largo del tiempo. B. Expresión en 
cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de 
aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite de oliva sano. *: p< 0.1 vs. Cs; #: p<0.1 vs. Ms. ⌐¬: p< 0.05; test U 
de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 
y 95; m: mediana. 

 

 

C.

n

M ± DE 16,7±4,4 19,2±5,9 12,7±4,8 22,3±6,8 12,5±2,0 13,0±2,4 18,9±2,6

perc. 5-95 11,7–24,0 11,7–25,2 8,3–18,9 15,7–30,8 10,0–14,6 10,5–15,8 15,9–22,0

m

n

M ± DE 16,2±3,9 29,0±11,3 17,0±4,3 27,0±9,4 25,6±13,5 16,5±3,3 18,4±8,3

perc. 5-95 10,3–21,3 18,2–42,1 12,3–22,0 18,2–37,4 8,9–39,0 12,4–19,9 11,7–29,2

m

n

M ± DE 15,4±6,0 29,4±8,2 20,4±4,6 21,4±6,6 16,8±9,7 15,6±4,3 7,2±4,1

perc. 5-95 9,4–24,4 22,5–38,4 14,9–25,5 13,4–27,7 10,3–30,0 11,6–21,1 4,4–12,8

m

52 54 55 58 63 100 150

Cs

5

19,0

5

16,5 26,0 16,1 24,0 24,4 17,6 13,8

Ms

Os

10 5 5 5 5 5

15,9 20,8 11,4 20,3 13,3 12,2

10 5 5 5 5 5

5 5 5 5 5 5

14,5 24,1 20,6 21,6 13,5 14,7 5,5

10

Tiempo (días)



Resultados 

166 

 

 

 
Figura 41. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
GPX4 en glándula mamaria de animales sanos. A. Expresión a lo largo del tiempo. B. Expresión en 
cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de 
aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite de oliva sano; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número 
de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

 Glutatión reductasa 

El análisis de la expresión de GR a lo largo del tiempo tampoco reveló diferencias 

entre grupos experimentales (Figura 42 A, C), al igual que sucedió en tejido hepático 

(Figura 31 A). A día 100, la dieta de aceite de maíz se asoció a una disminución de 

dicha expresión respeto a la dieta de aceite de oliva, la cual presentó valores 

similares a los del control (Figura 42 B, C).  

Por otra parte, los niveles de expresión de GR en glándula mamaria no se 

correlacionaron con los de hígado, excepto a 100 días en el grupo de aceite de oliva 

donde se halló una correlación positiva significativa (Anexo Tabla 5). 

C.

n

M ± DE 12,7±3,2 9,8±1,1 9,1±2,2 9,4±1,2 11,3±2,2 9,4±1,3 9,7±2,5

perc. 5-95 8,3–16,6 8,8–11,1 6,7–11,5 8,2–10,9 9,0–13,9 8,5–11,1 7,0–12,7

m

n

M ± DE 9,4±4,2 10,5±1,7 9,8±2,3 9,7±1,3 10,4±3,4 10,2±2,7 10,1±1,0

perc. 5-95 5,9–15,9 8,4–12,2 6,7–11,4 8,1–11,1 6,5–14,2 6,9–12,8 8,8–10,8

m

n

M ± DE 11,2±5,9 10,4±1,4 10,5±2,2 9,3±1,9 8,6±2,7 9,3±3,2 7,9±1,3

perc. 5-95 3,8–18,6 8,5–11,5 9,3–13,5 7,7–11,8 6,2–12,1 6,3–13,4 6,6–9,5

m

52 54 55 58 63 100 150

Cs

5

9,4

5

8,1 10,4 10,7 9,7 9,7 9,9 10,5

Ms

Os

10 5 5 5 5 5

12,7 9,9 8,9 9,3 10,8 8,8

10 5 5 5 5 5

5 5 5 5 5 5

9,7 11,2 9,6 8,3 8,7 9,0 7,9

10

Tiempo (días)
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Figura 42. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
GR en glándula mamaria de animales sanos. A. Expresión a lo largo del tiempo. B. Expresión en cada 
una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de 
maíz sano; Os: grupo de aceite de oliva sano; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de 
efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

 DEFENSA ANTIOXIDANTE NO ENZIMÁTICA. NIVELES 1.2.3.

PLASMÁTICOS DE GLUTATIÓN. 

El estudio de la defensa antioxidante no enzimática consistió en la determinación 

de los niveles plasmáticos de glutatión en sus formas oxidada (GSSG) y reducida 

(GSH), así como sus niveles totales (GSH + GSSG) y las ratios GSH/GSH total y 

GSH/GSSG. 

 

 

C.

n

M ± DE 1,8±0,7 1,3±0,1 1,5±0,1 2,4±0,5 1,9±0,4 1,5±0,6 1,7±0,4

perc. 5-95 0,9–2,6 1,2–1,5 1,3–1,6 1,8–2,7 1,6–2,4 0,7–2,1 1,3–2,2

m

n

M ± DE 1,6±0,3 1,4±0,3 1,7±0,6 2,7±0,6 1,6±0,5 0,7±0,1 1,9±0,1

perc. 5-95 1,1–2,0 1,1–1,8 0,9–2,2 2,0–3,5 1,0–2,2 0,6–0,8 1,7–2,0

m

n

M ± DE 1,5±0,4 1,6±0,4 1,6±0,6 2,0±0,6 1,6±0,5 1,7±0,5 1,8±0,3

perc. 5-95 0,9–1,9 1,2–2,0 1,2–2,4 1,4–2,7 1,2–2,4 1,3–2,4 1,4–2,1

m

52 54 55 58 63 100 150

Cs

5

1,7

5

1,6 1,3 1,9 2,9 1,7 0,8 1,9

Ms

Os

10 5 5 5 5 5

2,0 1,3 1,5 2,6 2,0 1,7

10 5 5 5 5 5

5 5 5 5 5 5

1,5 1,9 1,4 2,0 1,5 1,6 1,9

10

Tiempo (días)



Resultados 

168 

 

1.2.3.1. GSH  

No se observaron cambios en los niveles de GSH a los largo del tiempo entre los 

distintos grupos experimentales (Figura 43 A, C). En el análisis de cada una de las 

edades estudiadas, a día 63 el grupo de aceite de maíz presentó valores 

significativamente superiores al grupo de aceite de oliva (Figura 43 B, C). En el resto 

de las edades, los lípidos de la dieta no modificaron los niveles de GSH de manera 

significativa.  

Por otra parte los niveles plasmáticos de GSH no correlacionaron con los de la 

actividad de GPX (Anexo Tabla 6). 

 

 

 
Figura 43. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de GSH (µM) en plasma de animales 
sanos. A. Concentración a lo largo del tiempo. B. Concentración en cada una de las edades estudiadas. C. 
Parámetros estadísticos. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite 
de oliva sano; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: desviación 
estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

C.

n

M ± DE 270,1 54,4 123,4 11,3 217,6 12,3 308,0 48,6 329,6 6,0 213,7 60,6 213,0 6,8

perc. 5-95 198,4 342,8 110,9 136,5 201,4 228,9 249,1 362,2 324,4 337,4 153,8 279,6 206,7 221,8

m

n

M ± DE 276,0 46,7 106,5 23,0 226,6 23,0 318,9 34,8 362,6 34,0 196,2 13,7 232,3 31,4

perc. 5-95 216,0 344,8 84,8 136,4 196,3 246,1 291,0 365,4 319,1 395,8 178,5 209,3 202,3 273,2

m

n

M ± DE 271,7 45,9 135,3 47,1 228,5 12,1 308,4 28,0 308,7 27,1 205,1 10,6 219,2 18,9

perc. 5-95 209,4 329,6 92,7 197,7 215,6 242,1 277,8 337,2 280,0 338,8 193,7 215,5 203,5 244,7

m

Ms

10 5 5 5 5 5 5

272,5 96,9 232,2 311,3 369,2 201,2 220,7

Os

10 5 5 5 5 5 5

265,8 123,9 228,9 307,5 298,1 208,5 213,1

Tiempo (días) 52 54 55 58 63 100 150

Cs

10 5 5 5 5 5 5

273,1 123,0 219,7 311,9 328,1 197,9 212,9
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1.2.3.2. GSSG 

Los niveles de GSSG a lo largo del tiempo tampoco fueron distintos por efecto del 

tipo de dieta, aunque existió una tendencia en el grupo de aceite de maíz a presentar 

unos niveles superiores respecto a la dieta control (Figura 44 A, C). En dos edades 

concretas, a 54 y 55 días de edad, el grupo de la dieta de aceite de oliva mostró unos 

niveles significativamente superiores a los del grupo control. Este patrón se repitió a 

día 63, 100 y 150, aunque no de manera significativa. A día 100 se alcanzaron los 

niveles máximos de GSSG, de manera que las dietas hiperlipídicas duplicaron sus 

niveles respecto a 52 días. En cambio, 50 días más tarde, a 150 días de edad, los 

niveles de GSSG fueron hasta 4 veces menores que los de día 100 (Figura 44 B, C). 

  

 

  
Figura 44. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de GSSG (µM) en plasma de 
animales sanos. A. Concentración a lo largo del tiempo. B. Concentración en cada una de las edades 
estudiadas. C. Parámetros estadísticos. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz sano; Os: 
grupo de aceite de oliva sano; *: p< 0.1 vs. Cs; test de Friedman. ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: 
número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95 ; m: mediana. 

C.

n

M ± DE 56,8 38,0 10,1 2,6 34,7 2,0 80,5 22,0 33,0 34,4 72,7 47,9 38,9 63,6

perc. 5-95 8,9 103,5 7,5 13,2 32,6 37,1 52,5 102,9 12,5 80,5 20,7 128,1 4,1 125,6

m

n

M ± DE 52,6 41,0 14,9 8,1 42,4 11,2 87,0 17,9 30,8 23,8 109,9 15,4 38,0 50,3

perc. 5-95 9,9 107,0 9,4 25,9 34,2 57,7 69,7 110,1 15,4 63,6 97,8 130,7 13,4 105,8

m

n

M ± DE 48,6 40,0 24,8 15,2 39,5 3,6 77,1 14,5 34,7 6,6 109,5 14,1 43,7 46,5

perc. 5-95 5,5 96,7 13,1 45,4 34,6 42,6 61,8 94,3 27,9 43,1 95,0 125,8 19,4 106,9

m

Ms

10 5 5 5 5 5 5

50,9 11,9 38,4 85,8 20,5 106,0 16,3

Os

10 5 5 5 5 5 5

45,2 17,9 41,1 72,2 34,2 107,1 24,6

Tiempo (días) 52 54 55 58 63 100 150

Cs

10 5 5 5 5 5 5

57,7 10,0 34,9 82,8 15,8 81,5 10,6
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Al correlacionar los niveles de GSSG con los de GSH se obtuvo una correlación 

positiva estadísticamente significativa en todos los grupos a 52 y 58 días. Por otra 

parte, los niveles de GSSG no correlacionaron con los de la actividad GPX (Anexo 

Tabla 6 y 7). 

 

1.2.3.3. GSH total 

Los niveles de GSH total a lo largo del tiempo no difirieron entre grupos 

experimentales (Figura 45 A, C). A día 55, ambas dietas hiperlipídicas se asociaron a 

niveles significativamente superiores de GSH total respecto a la dieta control (Figura 

45 B, C). Este patrón se repitió a 100 y 150 días, aunque no de manera 

estadísticamente significativa. En el resto de las edades no se observaron diferencias 

significativas entre grupos.  

Por otra parte, se obtuvieron correlaciones postivas entre los niveles de GSH total 

y los de GSH en todos los grupos experimentales a todas las edades, aunque no todas 

ellas fueron significativas. Así, se obtuvo significación estadística a 52, 54 y 58 días 

en todos los grupos experimentales, y en el resto de edades en determinados grupos 

independientes (a 55 días en el grupos control y a 63,100 y 150 días en el grupo de 

aceite de oliva) (Anexo Tabla 6). 
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Figura 45. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de GSH total (µM) en plasma de 
animales sanos. A. Concentración a lo largo del tiempo. B. Concentración en cada una de las edades 
estudiadas. C. Parámetros estadísticos. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz sano; Os: 
grupo de aceite de oliva sano; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; 
DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

1.2.3.4. Ratio GSH/GSH total  

El cociente GSH/GSH total a lo largo del tiempo no se modificó por efecto de los 

lípidos de la dieta, aunque el grupo de la dieta de aceite de maíz tendió a presentar 

unos valores inferiores a los del control (Figura 46 A, C). A día 55, la dieta de aceite 

de oliva se asoció a valores significiativamente inferiores a los de la dieta control 

(Figura 46 B, C). A pesar de la falta de significación estadística, a día 54, 63 y 150, las 

dietas hiperlipídicas mostraron unos ratios inferiores a las del control. 

 

C.

n

M ± DE 383,7 124,9 143,7 11,2 287,0 8,7 469,0 92,4 395,6 67,9 359,1 65,8 290,8 127,8

perc. 5-95 251,0 549,8 132,8 157,9 275,6 295,1 354,1 568,0 351,4 488,4 309,6 447,6 216,4 466,3

m

n

M ± DE 381,3 122,9 136,3 31,9 311,4 7,3 493,0 69,0 424,2 31,2 416,1 39,9 308,3 84,5

perc. 5-95 262,0 558,8 103,7 172,9 302,6 319,0 433,0 585,5 391,1 456,3 374,0 466,1 250,6 424,4

m

n

M ± DE 368,8 120,2 184,9 76,9 307,5 11,2 462,6 56,0 378,0 31,1 424,0 20,6 306,6 111,2

perc. 5-95 250,8 523,1 122,3 288,6 296,0 320,7 402,3 525,7 347,5 417,5 399,4 445,8 243,2 458,6

m

Ms

10 5 5 5 5 5 5

355,5 123,0 310,3 469,7 421,1 413,3 277,7

Os

10 5 5 5 5 5 5

338,0 159,7 310,4 447,3 369,1 430,2 262,2

Tiempo (días) 52 54 55 58 63 100 150

Cs

10 5 5 5 5 5 5

370,3 139,2 289,4 477,6 369,9 349,0 234,5
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Figura 46. Efectos de los lípidos de la dieta sobre la ratio GSH/GSH total (%) de animales sanos. 
A. Ratio a lo largo del tiempo. B. Ratio en cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. 
Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite de oliva sano; *: p<0.1; 
test de Friedman. ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: 
desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

1.2.3.5. Ratio GSH/GSSG 

Finalmente, el cociente GSH/GSSG a lo largo del tiempo tampoco varió de forma 

estadísticamente significativa en función de la dieta (Figura 47 A, C). Aún y así,  

generalmente, las dietas hiperlipídicas se asociaron a valores inferiores a los de la 

dieta control. A 54 días, las diferencias entre el grupo de aceite de oliva y el control 

fueron significativas, de manera que éste duplicó sus niveles respecto al primero. A 

día 63  y 150, se repitió la misma tendencia pero sin significación estadística (Figura 

47 B, C). En el resto de las edades las tres dietas mostraron valores muy similares.  

C.

n

M ± DE 73,4±12,4 85,9±3,6 75,8±2,1 66,2±3,3 85,0±12,3 61,2±21,7 81,2±22,8

perc. 5-95 62,4–93,0 82,0–89,2 73,0–77,6 63,8–70,7 68,0–92,9 43,0–87,1 50,0–96,2

m

n

M ± DE 75,9±13,8 78,8±7,3 72,8±7,2 64,9±2,6 85,9±10,0 47,3±2,6 79,5±20,1

perc. 5-95 60,8–92,9 69,1–85,3 62,9–78,0 62,1–68,0 72,2–92,4 43,7–49,2 52,3–90,8

m

n

M ± DE 77,5±14,6 74,6±5,1 74,3±2,4 66,9±2,4 81,7±2,9 48,5±4,3 75,7±14,7

perc. 5-95 63,0–95,8 68,7–80,4 72,5–77,5 64,2–69,5 79,0–85,5 43,5–52,4 55,7–84,2

m

52 54 55 58 63 100 150

Cs

5

91,0

5

71,2 80,0 75,2 65,2 89,5 48,1 87,3

Ms

Os

10 5 5 5 5 5

69,1 87,4 75,9 65,3 91,3 48,1

10 5 5 5 5 5

5 5 5 5 5 5

73,0 74,3 73,6 66,4 80,8 50,2 81,3

10

Tiempo (días)
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La ratio GSH/GSSG correlacionó negativamente de manera significativa con los 

niveles de GSSG en todas las edades en todos los grupos experimentales, excepto en 

el grupo de aceite de maíz a 100 días. Además, también correlacionó negativamente 

con los niveles de GSH total a 52 días en todos los grupos experimentales.  A 58, 100 

y 150 días dicha correlación sólo fue significativa en los grupos control y de aceite 

de oliva,  y a 63 días sólo en el control (Anexo Tabla 6).  

 

 

 
Figura 47. Efectos de los lípidos de la dieta sobre la ratio GSH/GSSG en plasma de animales 
sanos. A. Ratio a lo largo del tiempo. B. Ratio en cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros 
estadísticos. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite de oliva 
sano; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; 
perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

C.

n

M ± DE 10,3±13,6 12,9±3,6 6,3±0,7 4,0±0,7 17,1±9,6 5,8±6,2 26,2±29,4

perc. 5-95 3,3–33,5 9,1–16,5 5,4–6,9 3,5–4,9 5,1–26,6 1,5–14,2 3,4–65,7

m

n

M ± DE 11,2±10,1 8,2±3,0 5,7±1,6 3,7±0,4 16,4±7,9 1,8±0,2 13,0±7,3

perc. 5-95 3,1–26,7 4,7–11,7 3,5–7,1 3,3–4,2 6,3–24,3 1,6–1,9 3,9–20,3

m

n

M ± DE 16,7±18,9 6,1±1,7 5,8±0,8 4,1±0,4 9,2±2,1 1,9±0,3 7,9±3,5

perc. 5-95 3,4–47,8 4,4–8,3 5,3–6,9 3,6–4,6 7,5–12,0 1,5–2,2 3,2–10,7

m

52 54 55 58 63 100 150

Cs

5

20,2

Tiempo (días)

5

5,1 8,0 6,0 3,7 17,0 1,9 13,8

Ms

Os

10 5 5 5 5 5

4,6 13,9 6,3 3,8 21,0 1,9

10 5 5 5 5 5

5 5 5 5 5 5

5,7 5,8 5,6 4,0 8,4 2,0 8,7

10
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 DAÑO OXIDATIVO EN LÍPIDOS. NIVELES PLASMÁTICOS DE MDA 1.2.4.

El daño oxidativo sobre los lípidos se analizó mediante la determinación de los 

niveles plasmáticos de MDA. Los resultados no mostraron diferencias significativas 

entre dichos niveles a lo largo del tiempo entre los grupos experimentales, aunque sí 

se obtuvo una tendencia en el grupo de dieta de aceite de maíz a presentar valores 

superiores al resto (Figura 48 A, C).  

 

 

 
Figura 48. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de MDA (µM) en plasma de 
animales sanos. A. Concentración a lo largo del tiempo. B. Concentración en cada una de las edades 
estudiadas. C. Parámetros estadísticos. Cs: grupo control sano; Ms: grupo de aceite de maíz sano; Os: 
grupo de aceite de oliva sano;*: p< 0.1 vs. Cs; #: p<0.1 vs. Ms; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: 
número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

El análisis de cada una de las edades reveló que la dieta de aceite de maíz se 

asoció a niveles de MDA superiores a los otros dos tipos de dieta excepto a 54 días 

donde los niveles fueron superiores sólo respecto al control,  y a 100 días, donde el 

C.

n

M ± DE 2,3±0,7 1,4±0,2 2,5±0,9 1,8±0,7 2,3±0,4 2,7±0,6 3,3±0,6

perc. 5-95 1,4–3,5 1,2–1,6 1,8–3,8 1,1–2,5 1,8–2,7 2,0–3,3 2,5–3,8

m

n

M ± DE 2,5±0,5 2,0±0,5 2,8±1,2 2,5±0,9 3,3±1,5 2,4±0,8 3,8±0,9

perc. 5-95 1,8–3,1 1,6–2,7 1,7–4,4 1,7–3,6 2,0–5,0 1,7–3,4 2,8–4,8

m

n

M ± DE 2,3±0,5 2,1±0,8 1,6±0,5 2,0±0,5 1,6±0,8 1,5±0,3 2,9±0,6

perc. 5-95 1,6–3,2 1,4–3,2 1,2–2,4 1,4–2,6 1,0–2,7 1,3–1,8 2,5–3,8

m

52 54 55 58 63 100 150

Cs

5

3,4

Tiempo (días)

10 5 5 5 5 5

2,2 1,5 2,0 2,0 2,3 2,7

10 5 5 5 5 5

5

2,3 2,1 1,6 2,1 1,4 1,3 2,6

5

2,6 1,9 2,3 2,1 2,5 2,3 3,9

10 5 5 5 5 5

Ms

Os
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grupo de aceite de maíz presentó valores mayores que el grupo de aceite de oliva 

pero menores que el control. La dieta de aceite de oliva, en cambio, se asoció a 

menores niveles de MDA que los otros dos tipos de dietas, excepto a 52 y 54 días 

donde fueron similares a los del control. Desde día 55, dicha dieta se asoció a valores 

inferiores a los de la dieta control (Figura 48 B, C). 

2. EFECTOS DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA SOBRE EL ESTRÉS 

OXIDATIVO EN LA INICIACIÓN DE LA CARCINOGÉNESIS 

MAMARIA 

Con el objetivo de estudiar la influencia de los lípidos de la dieta sobre el estrés 

oxidativo en la iniciación de la carcinogénesis mamaria, se determinaron diferentes 

parámetros de estrés en las horas posteriores a la inducción con el carcinógeno. 

Concretamente a 12, 24 y 48 horas post-inducción, equivalentes, respectivamente, a 

53.5, 54 y 55 días de edad de los animales. Además, se tuvieron en cuenta los niveles 

de los diferentes parámetros 12 horas antes de la administración del carcinógeno 

(estado basal), con el fin de dilucidar de una manera más clara los posibles efectos 

de éste. Las comparaciones entre dichos tiempos para cada uno de los grupos 

experimentales se realizaron mediante el test de U de Mann Whitney (Tabla 10), 

dado que al tratarse únicamente de 4 puntos no pudo realizarse el análisisd e curvas 

de Friedman 

Así, se analizaron los niveles de expresión de las enzimas antioxidantes (CAT, 

SOD1, SOD2, GPX1, GPX4 y GR) en hígado y en glándula mamaria, y los niveles de 

actividad hepática de SOD total, CAT y GPX total. Para profundizar en la regulación 

de la expresión hepática de dichas enzimas, se determinaron los niveles proteicos 

totales del factor de transcripción NRF2, así como los niveles de su retención 

citoplasmática. Además, se analizó la defensa antioxidante no enzimática, mediante 

la determinación de los parámetros de glutatión en plasma así como la expresión de 

la enzima GSS y la actividad GR en determinadas edades, con el fin de valorar su 

posible influencia sobre los niveles de glutatión. Además, se analizaron diferentes 

parámetros de daño sobre las macromoléculas, como la peroxidación lipídica en 
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plasma, mediante la determinación de los niveles de MDA; el daño oxidativo y daño 

total sobre el ADN en glándula mamaria, mediante la determinación de los niveles de 

8-OHdG y el ensayo Comet respectivamente; y los niveles de proteínas oxidadas en 

plasma. 

2.1. DEFENSA ANTIOXIDANTE ENZIMÁTICA 

Para evaluar la respuesta antioxidante enzimática de los animales de los 

diferentes grupos tras la administración del carcinógeno se analizaron los niveles de 

ARNm relativo de las principales enzimas antioxidantes, tanto en hígado como en 

glándula mamaria, así como la actividad hepática. Además se determinaron los 

niveles relativos de NRF2 y su retención citoplasmática hepática. 

 EXPRESIÓN Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN HÍGADO  2.1.1.

El estudio en el tejido hepático permitió evaluar los efectos de los lípidos de la 

dieta sobre el estrés oxidativo en el principal órgano metabolizador del carcinógeno, 

antes y después de su administración. De esta manera, se analizó la diferente 

respuesta de los animales al carcinógeno según el tipo de dieta administrada.  

 

2.1.1.1. Expresión génica 

 

 Catalasa 

Doce horas después de la administración del carcinógeno la expresión de CAT fue 

menor en todos los grupos experimentales respecto a la situación basal (previa a 

dicha administración). Tras esta disminución se produjo un aumento en todos ellos 

(24h vs. 12h) hasta retornar a niveles similares a los basales (Figura 49 A, C y Tabla 

10).  

Al comparar  la expresión entre los distintos grupos, los resultados mostraron 

que 12 horas después de la inducción con el carcinógeno, la dieta de aceite de maíz 

se asoció a unos niveles inferiores de expresión de CAT respecto a la dieta control, 

mientras que la dieta de aceite de oliva mantuvo unos niveles similares (Figura 49 B, 

C). En el resto de las edades no se observaron diferencias debidas al tipo de dieta. 
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Figura 49. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
CAT en hígado tras la administración del carcinógeno. Expresión durante la iniciación. B. Expresión 
en cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 días); DMBA: 
administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: 
grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: 
media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

 Superóxido dismutasa 1 

En todos los grupos experimentales se observó un aumento de la expresión de 

SOD1 tras la administración del carcinógeno (Figura 50 A, C y Tabla 10). 

Al analizar las diferencias entre grupos experimentales, a las 12 horas post-

inducción las dietas hiperlipídicas se asociaron a unos menores niveles de expresión 

respecto a la dieta control. Este efecto no se mantuvo en las horas posteriores, de 

manera que a las 48 horas el grupo de dieta de aceite de oliva mostró una mayor 

expresión respecto a la dieta control (Figura 50 B, C).  

C.

n

M ± DE 137,2 ± 36,1 105,5 ± 17,1 139,2 ± 18,4 154,8 ± 34,2

perc. 5-95 92,0 – 181,6 86,5 – 127,9 110,2 – 163,2 118,8 – 207,3

m

n

M ± DE 150,5 ± 29,0 84,6 ± 16,9 154,7 ± 21,8 148,7 ± 10,5

perc. 5-95 112,6 – 188,2 65,8 – 109,0 132,1 – 189,7 134,1 – 162,1

m

n

M ± DE 150,0 ± 24,8 95,4 ± 17,5 143,3 ± 30,6 153,5 ± 29,8

perc. 5-95 120,8 – 188,8 70,7 – 115,5 100,6 – 187,0 115,1 – 199,2

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas)

146,2 148,8

B 12 24 48

137,7 100,7 140,0 149,0

Ms

10 10 10 10

150,0

Cs

10 10 10 10

83,3 154,4 151,0

Os

10 10 10 10

146,4 99,7
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Figura 50. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
SOD1 en hígado tras la administración del carcinógeno. Expresión durante la iniciación. B. 
Expresión en cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 
días); DMBA: administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz 
inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de 
efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

 Superóxido dismutasa 2 

El grupo que más modificó sus niveles de expresión de SOD2 tras la 

administración del carcinógeno fue el grupo de aceite de maíz. En general, la 

expresión hepática de SOD2 aumentó en todos los grupos experimentales 24 horas 

después de la inducción respecto a la situación basal. Este aumento estuvo seguido 

de una disminución en el grupo de aceite de maíz y de una estabilización de los 

niveles en el resto de grupos (Figura 51 A, C Tabla 10). 

C.

n

M ± DE 15,7 ± 4,1 23,2 ± 4,3 33,5 ± 6,0 32,6 ± 5,4

perc. 5-95 11,4 – 21,9 17,6 – 29,4 25,3 – 41,7 24,7 – 39,8

m

n

M ± DE 16,3 ± 6,2 17,9 ± 3,0 37,5 ± 7,0 35,9 ± 3,7

perc. 5-95 9,4 – 25,7 14,5 – 22,4 30,0 – 48,8 31,7 – 42,1

m

n

M ± DE 19,6 ± 7,6 18,3 ± 3,2 33,9 ± 4,7 38,6 ± 5,0

perc. 5-95 12,0 – 31,7 14,6 – 22,7 28,6 – 40,5 31,4 – 44,8

m

B 12 24 48

Tiempo
 post-inducción 

(horas)

Ci

Mi

Oi

10 10

10 10 10 10

16,8 18,0 32,8

10 10

38,9

10 10

15,7 17,8 35,7 35,2

10 10

15,0 23,6 32,8 33,2
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El análisis en cada una de las edades estudiadas mostró que a 24 y 48 horas tras 

la inducción, el grupo de dieta de aceite de maíz presentaba unos niveles de 

expresión superiores a los del grupo de aceite de oliva. Dicho grupo mostró unos 

niveles inferiores incluso al control a las 48 horas (Figura 51 B, C).  

Por otra parte, cabe destacar que la expresión de SOD1 se correlacionó 

positivamente con la de SOD2 en el grupo control a las 12 y 48 horas después de la 

administración del carcinógeno. En el grupo de aceite de maíz dicha correlación 

positiva se observó a las 12 horas (Anexo Tabla 9). 

 

  
 

Figura 51. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
SOD2 en hígado tras la administración del carcinógeno. Expresión durante la iniciación. B. 
Expresión en cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 
días); DMBA: administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz 
inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de 
efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

C.

n

M ± DE 2,1 ± 0,4 2,0 ± 0,4 2,3 ± 0,3 2,4 ± 0,2

perc. 5-95 1,5 – 2,5 1,5 – 2,6 2,1 – 2,8 2,1 – 2,6

m

n

M ± DE 2,1 ± 0,2 1,9 ± 0,3 2,5 ± 0,2 2,3 ± 0,2

perc. 5-95 1,9 – 2,4 1,6 – 2,4 2,2 – 2,7 2,1 – 2,7

m

n

M ± DE 2,1 ± 0,3 2,0 ± 0,3 2,2 ± 0,2 2,0 ± 0,2

perc. 5-95 1,8 – 2,4 1,7 – 2,4 2,0 – 2,5 1,8 – 2,3

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

Ci

Mi

Oi

2,1 2,0

2,1 1,8

2,1 2,0

10 10 10

10 10 10

2,2 2,4

10 10 10 10

10

2,1 2,0

2,5 2,2

10
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 Glutatión peroxidasa 1 

La expresión de GPX1 disminuyó en todos los grupos experimentales a las 12 

horas de la inducción con el carcinógeno. Dicha disminución fue mayor en los dos 

grupos de dietas hiperlipídicas dado que presentaban valores basales superiores a 

los del control. Sin embargo, 12 horas después de esta disminución, todos los grupos 

experimentales recuperaron sus niveles respecto a los basales, observándose un 

aumento de la expresión de todos los grupos 24 horas después de la administración 

del DMBA (Figura 52 A, C y Tabla 10). 

 

 
 

 
 

Figura 52. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
GPX1 en hígado tras la administración del carcinógeno. Expresión durante la iniciación. B. 
Expresión en cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 
días); DMBA: administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz 
inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de 
efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

C.

n

M ± DE 53,4 ± 15,4 37,9 ± 11,2 54,7 ± 16,7 46,6 ± 18,9

perc. 5-95 32,7 – 74,0 21,2 – 50,3 24,3 – 69,2 19,2 – 68,5

m

n

M ± DE 71,7 ± 9,4 33,1 ± 7,1 77,9 ± 19,0 78,3 ± 11,7

perc. 5-95 58,8 – 82,5 24,4 – 41,8 57,4 – 111,0 66,2 – 96,8

m

n

M ± DE 76,1 ± 12,3 36,5 ± 8,8 70,9 ± 22,5 72,3 ± 15,6

perc. 5-95 61,0 – 94,8 24,3 – 46,8 37,4 – 99,3 55,9 – 96,5

m

B 12 24 48

Ci

Mi

Oi

50,6 41,1 60,1 53,4

10 10 10

10 10 10 10

74,2 39,4 74,6 70,6

10

Tiempo
 post-inducción 

(horas)

74,6 32,3 72,7 75,8

10 10 10 10
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En todas las edades estudiadas, excepto a las 12 horas post-inducción, los grupos 

de dietas hiperlipídicas presentaron unos mayores niveles de expresión de GPX1 

respecto a la dieta control (Figura 52 B, C).  

 

 Glutatión peroxidasa 4  

Tras la administración del carcinógeno (12 horas) la expresión de GPX4 

disminuyó en los dos grupos de dietas hiperlipídicas. Sin embargo, a las 24 horas 

aumentó en todos los grupos experimentales mostrando los niveles máximos de 

expresión. Tras este aumento se produjo una disminución significativa en el grupo 

control y de aceite de maíz, hasta valores similares a los basales, excepto en este 

último grupo que continuó con unos niveles aumentados (Figura 53 A, C y Tabla 10). 

En general el grupo de aceite de maíz mostró unos niveles superiores de 

expresión de GPX4, respecto a la dieta control antes de la administración del 

carcinógeno,  y también respecto al grupo de aceite de oliva a las 24 horas post-

inducción. A las 48 horas las diferencias no fueron significativas. A las 12 horas sin 

embargo los grupos de dietas hiperlipídicas presentaron unos niveles inferiores a 

los del control. El grupo de aceite de oliva mostró, generalmente, unos niveles 

inferiores al grupo de dieta de aceite de maíz y más similares a los del grupo control 

(Figura 53 B, C).  

Por otro lado, los niveles de expresión de GPX1 y de GPX4 no se correlacionaron 

entre sí en ningún grupo experimental en ninguna de las edades estudiadas (Anexo 

Tabla 10). 

 

 Glutatión reductasa 

Los niveles de expresión de GR aumentaron en todos los grupos experimentales a 

las a las 12 y 24 horas post-inducción. Tras este aumento, las dietas hiperlipídicas se 

asociaron a una disminución de los niveles de GR, hasta niveles basales, mientras 

que el grupo control mantuvo unos niveles elevados (Figura 54 A, C y Tabla 10).  

El análisis de las diferencias entre los grupos experimentales en cada una de las 

edades estudiadas mostró una tendencia por parte de los grupos de dietas 

hiperlipídicas a presentar una menor expresión de GR respecto al control, aunque 

sólo de manera significativa a las 48 horas post-inducción (Figura 54 B, C). 
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Figura 53. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
GPX4 en hígado tras la administración del carcinógeno. Expresión durante la iniciación. B. 
Expresión en cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 
días); DMBA: administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz 
inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de 
efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

  

C.

n

M ± DE 9,3 ± 1,3 9,9 ± 1,5 11,8 ± 1,1 9,8 ± 1,5

perc. 5-95 8,2 – 11,6 7,7 – 12,2 10,3 – 13,0 8,5 – 12,2

m

n

M ± DE 10,3 ± 1,2 8,6 ± 1,3 13,5 ± 0,9 11,9 ± 1,0

perc. 5-95 8,8 – 12,0 7,4 – 10,6 12,3 – 14,7 10,7 – 13,1

m

n

M ± DE 9,7 ± 1,2 8,0 ± 1,0 11,5 ± 1,2 10,6 ± 1,2

perc. 5-95 8,5 – 11,5 6,5 – 9,1 10,1 – 13,2 9,4 – 12,6

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

10

10,2 7,9 13,4 12,2

10 10 10 10

9,4 7,9 11,4 10,4

10

Ci

Mi

Oi

10 10 10 10

8,9 9,9 12,3 9,7

10 10
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Figura 54. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
GR en hígado tras la administración del carcinógeno. Expresión durante la iniciación. B. Expresión 
en cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 días); DMBA: 
administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: 
grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: 
media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

2.1.1.2. Actividad enzimática 

Del mismo modo que en los animales sanos, se determinó la actividad CAT, SOD 

total y GPX total en hígado de los animales inducidos con el carcinógeno. 

 

 

 

C.

n

M ± DE 2,4 ± 0,6 3,0 ± 0,8 3,5 ± 0,9 3,3 ± 0,7

perc. 5-95 1,6 – 3,2 1,8 – 3,9 2,5 – 5,0 2,6 – 4,4

m

n

M ± DE 2,2 ± 0,4 2,5 ± 0,6 3,2 ± 0,6 2,3 ± 0,2

perc. 5-95 1,8 – 2,7 1,8 – 3,4 2,4 – 4,1 2,1 – 2,6

m

n

M ± DE 2,2 ± 0,3 2,6 ± 0,5 3,5 ± 0,5 2,4 ± 0,4

perc. 5-95 1,8 – 2,6 2,1 – 3,4 2,8 – 4,2 1,8 – 2,9

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

2,5 3,3 3,3 3,1

10 10 10 10

2,2 2,4 3,1 2,3

10 10 10 10

2,2 2,5 3,5 2,4

10 10 10 10

Ci

Mi

Oi
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 Catalasa 

La actividad hepática CAT disminuyó en los grupos control y de aceite de maíz a 

las 12 horas de la administración del carcinógeno. Sin embargo, 48 horas después, 

todos los grupos experimentales mostraron unos niveles similares a los 

correspondientes basales (Figura 55 A, C y Tabla 10).  

 

 

 

 

 
 
Figura 55. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de  actividad hepática de CAT tras la 
administración del carcinógeno. Expresión durante la iniciación. B. Expresión en cada una de las 
edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 días); DMBA: administración del 
carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de 
oliva inducido; s-1/mg: unidades de actividad enzimática. ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: 
número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

C.

n

M ± DE 4,9 ± 0,7 3,6 ± 1,4 4,2 ± 0,7 4,7 ± 1,7

perc. 5-95 4,0 – 5,8 1,5 – 5,2 3,1 – 5,2 2,2 – 6,8

m

n

M ± DE 5,0 ± 1,1 3,8 ± 1,5 4,7 ± 0,5 4,9 ± 1,4

perc. 5-95 3,3 – 6,3 1,4 – 5,8 4,2 – 5,3 2,5 – 6,3

m

n

M ± DE 4,1 ± 1,0 4,3 ± 0,7 4,3 ± 0,9 4,9 ± 0,7

perc. 5-95 2,5 – 5,1 3,2 – 5,0 3,0 – 5,3 4,1 – 6,1

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

Ci

Mi

Oi

5,0 4,0 4,6 5,4

10 10 10 10

4,2 4,4 4,5

10 10 10 10

4,9 3,5 4,3 4,7

4,8

10 10 10 10
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En ninguna de las edades estudiadas de la iniciación se hallaron diferencias en la 

actividad CAT entre grupos experimentales (Figura 55 B, C).  

Por otra parte, no se halló ninguna correlación entre los niveles de expresión y 

los de actividad de esta enzima (Anexo Tabla 8).  

 
 Superóxido dismutasa 

La actividad hepática de SOD no se modificó tras la administración del 

carcinógeno en los grupos control y de aceite de maíz. En cambio, el grupo de aceite 

de oliva mostró una disminución de sus niveles de actividad a las 24 horas, seguida 

de un aumento a las 48 horas, alcanzando valores similares a los basales (Figura 56 

A, C y Tabla 10).  

Además, no se observaron diferencias en la actividad de la enzima SOD entre 

grupos experimentales excepto a las 24 horas, donde la dieta de aceite de oliva se 

asoció a unos niveles inferiores de actividad respecto a los otros dos grupos (Figura 

56 B, C).  

Por otra parte, al correlacionar los niveles de expresión de SOD1 y SOD2 con los 

niveles de actividad SOD, se obtuvo una correlación negativa entre la expresión de 

SOD2 y la actividad SOD a las 48 horas post-inducción (Anexo Tabla 9). 

 
 Glutatión peroxidasa  

En los grupos de dietas hiperlipídicas no se observaron cambios significativos en 

la actividad hepática de GPX, de manera que sus niveles 48 horas post-inducción 

fueron similares a los basales. En cambio, el grupo control presentó una disminución 

de dicha actividad,  quedando por debajo de los niveles basales (Figura 57 A, C y 

Tabla 10).  

En cuanto al análisis de las diferencias entre los grupos experimentales en cada 

una de las edades, los grupos de dietas hiperlipídicas se asociaron a unos niveles 

superiores de actividad GPX respecto al grupo control en estado basal y a 24 y 48 

horas post-inducción, aunque en esta última edad sólo se observó significación 

estadística en el grupo de aceite de maíz (Figura 57 B, C). Esta tendencia fue similar 

a la encontrada en los niveles de expresión de GPX1 (Figura 52) y GPX4 (Figura 53), 

Cabe destacar que la mayor actividad GPX en los grupos de dietas hiperlipídicas 

también se observó en los animales sanos (Figura 34). 
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Por otra parte, los niveles de expresión de GPX1 correlacionaron positivamente 

con los niveles de actividad GPX en el grupo de aceite de maíz a las 24 horas, y en el 

grupo de aceite de oliva a las 24 y 48 horas tras la administración del DMBA (Anexo 

Tabla 10). 

 
 

 
 
 

Figura 56. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de  actividad hepática de SOD tras la 
administración del carcinógeno. Expresión durante la iniciación. B. Expresión en cada una de las 
edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 días); DMBA: administración del 
carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de 
oliva inducido; % inhibición: unidades de actividad enzimática. ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: 
número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: 
mediana.perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

C.

n

M ± DE 87,3 ± 4,5 89,0 ± 1,2 89,3 ± 2,2 86,3 ± 4,7

perc. 5-95 81,8 – 92,6 87,5 – 90,6 86,4 – 92,4 78,6 – 91,5

m

n

M ± DE 88,3 ± 3,2 86,5 ± 7,7 87,7 ± 3,5 88,7 ± 4,9

perc. 5-95 84,4 – 92,8 75,0 – 90,2 81,3 – 90,7 84,4 – 97,6

m

n

M ± DE 88,8 ± 3,3 89,9 ± 1,9 83,9 ± 3,6 88,3 ± 1,8

perc. 5-95 84,6 – 93,0 87,2 – 92,4 78,8 – 88,8 85,5 – 90,1

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

10 10 10

89,8 83,0 88,7

Ci

Mi

Oi

10

87,5

10

87,8

10

89,1

10 10 10

88,9 89,7 87,1

10 10 10

88,5 88,8 87,2
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Figura 57. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de  actividad hepática de GPX tras la 
administración del carcinógeno. Expresión durante la iniciación. B. Expresión en cada una de las 
edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 días); DMBA: administración del 
carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de 
oliva inducido; mU/mg: unidades de actividad enzimática. ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: 
número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: 
mediana.perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

2.1.1.3. Regulación de la expresión génica 

Con el objetivo de profundizar en el posible efecto de los lípidos de la dieta sobre 

la expresión hepática de las enzimas antioxidantes, se determinaron los niveles 

proteicos relativos del factor de transcripción NRF2 así como los de su retención 

citoplasmática. 

 

C.

n

M ± DE 34,1 ± 14,1 40,0 ± 10,0 40,3 ± 13,6 19,6 ± 9,7

perc. 5-95 15,8 – 54,2 23,3 – 49,3 23,0 – 56,1 8,4 – 34,2

m

n

M ± DE 51,9 ± 17,8 47,1 ± 11,8 45,6 ± 12,6 46,2 ± 11,4

perc. 5-95 32,0 – 79,8 29,4 – 63,4 36,2 – 69,1 32,9 – 61,2

m

n

M ± DE 52,3 ± 14,0 56,2 ± 7,4 48,3 ± 15,1 49,5 ± 11,0

perc. 5-95 37,6 – 75,0 45,9 – 65,2 29,6 – 71,8 36,3 – 60,9

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

10

50,3 54,4 47,2 52,2

Ci

Mi

Oi

10 10 10 10

34,1 43,1 45,7 19,8

10 10 10 10

51,4 49,4 40,2 42,8

10 10 10
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 NRF2 total 

Los niveles relativos de la proteína NRF2 disminuyeron en todos los grupos 

experimentales tras la inducción con el carcinógeno. Únicamente el grupo de aceite 

de oliva mostró un aumentó a 24 horas, respecto a sus niveles 12 horas antes, 

aunque volvió a disminuir a las 48 horas (Figura 58 A, C y Tabla 10). 

 

 

 

 

 

Figura 58. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles relativos de NRF2 en hígado tras la 
administración del carcinógeno. A. Niveles durante la iniciación. B. Niveles en cada una de las edades 
estudiadas. C. Parámetros estadísticos. Niveles de proteína relativizados a la cantidad de proteína por 
pocillo. B: niveles basales (52 días); DMBA: administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; 
Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann 
Whitney. N: número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: 
mediana. 

En cuanto a las diferencias entre los grupos experimentales en cada de las edades 

analizadas de la iniciación, se observó que el grupo de aceite de maíz presentó unos 

C.

n
M ± DE 4,3E+08 ± 3,8E+08 9,2E+07 ± 4,9E+07 1,3E+08 ± 1,0E+08 3,6E+07 ± 4,0E+07

perc. 5-95 3,9E+07 – 9,6E+08 4,7E+07 – 1,7E+08 3,3E+06 – 2,7E+08 1,4E+07 – 1,1E+08

m

n
M ± DE 1,9E+08 ± 1,5E+08 1,4E+08 ± 9,8E+07 3,2E+07 ± 4,7E+07 9,7E+07 ± 8,1E+07

perc. 5-95 5,4E+07 – 4,1E+08 3,0E+07 – 2,9E+08 1,7E+06 – 1,1E+08 4,6E+06 – 2,0E+08

m
n

M ± DE 8,1E+07 ± 2,4E+07 1,7E+08 ± 1,5E+08 1,5E+08 ± 9,9E+07 7,7E+07 ± 1,2E+08

perc. 5-95 4,8E+07 – 1,1E+08 1,8E+07 – 4,0E+08 3,2E+07 – 3,0E+08 9,5E+05 – 2,7E+08

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

4,98E+068,39E+07 1,12E+08 1,47E+08

Ci

Mi

Oi

1,17E+08 1,04E+08 6,35E+06 1,14E+08

10 10 10 10

10 10 10 10

2,26E+08 7,80E+07 1,24E+08 2,04E+07

10 10 10 10
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niveles significativamente inferiores a los de los otros grupos, excepto a 48 horas, 

donde no se observaron diferencias. El grupo de aceite de oliva también mostró 

niveles inferiores al grupo control, a las 12 horas, mientras que a las 24 horas post-

inducción mostró unos niveles significativamente superiores a los otros dos grupos 

(Figura 58 B, C).  

Por otro lado, los niveles de NRF2 correlacionaron positiva y significativamente 

con la expresión de GPX1 en el grupo control a las 24 horas. Además, dichos niveles 

también correlacionaron positivamente con la expresión de GR en el grupo de aceite 

de oliva a las 12 horas (Anexo Tabla 11). 

 
 Retención citoplasmática de NRF2 

En referencia a los cambios encontrados en la retención citoplasmática de NRF2 

tras la administración del carcinógeno, a las 24 horas se observó un aumento de los 

niveles de NRF2 unido a KEAP1, respecto a los basales, en el grupo control y en el de 

aceite de maíz. Sin embargo, a las 48 horas, dichos niveles disminuyeron situándose 

en un rango similar a los basales. El grupo de la dieta de aceite de oliva, pese a ser el 

que menos fluctuó, a las 48 horas presentó niveles superiores respecto a la situación 

basal (Figura 59 A, C y Tabla 10). 

Al comparar los grupos experimentales en cada edad, se observó que los niveles 

de NRF2 unido a KEAP1, tendieron a ser inferiores en el grupo de aceite de oliva, 

aunque sólo de manera significativa a las 24 horas de la inducción con el DMBA. El 

grupo de dieta de aceite de maíz, al contrario, presentó unos niveles superiores a los 

del grupo de aceite de oliva en todas las edades, aunque sólo significativamente a las  

24 horas (Figura 59 B, C).  

Al correlacionar los niveles de NRF2 unido a KEAP 1 con los niveles de NRF2 total 

se obtuvo una correlación negativa en el grupo control a las 12. Los niveles de NRF2 

unido a KEAP1 también correlacionaron negativamente con la expresión de GR en el 

grupo control a las 12 horas, y en el grupo de aceite de maíz a las 24 horas. (Anexo 

Tabla 11). 
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Figura 59. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles relativos de retención 
citoplasmática de NRF2 en hígado tras la administración del carcinógeno. A. Niveles durante la 
iniciación. B. Niveles en cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. Niveles de 
proteína relativizados a la cantidad de proteína por pocillo. B: niveles basales (52 días); DMBA: 
administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: 
grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. N: número de efectivos; M: 
media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

 EXPRESIÓN ANTIOXIDANTE EN GLÁNDULA MAMARIA  2.1.2.

Al igual que en tejido hepático, se determinaron los niveles relativos de ARNm de 

las enzimas antioxidantes a 12, 24 y 48 horas tras la administración del carcinógeno, 

correspondientes a 53,5, 54 y 55 días de edad, respectivamente, tomando como 

referencia el estado basal (52 días). 

 

C.

n

M ± DE 1,3E+07 ± 8,2E+06 5,2E+07 ± 5,2E+07 5,6E+07 ± 3,3E+07 1,4E+07 ± 7,3E+06

perc. 5-95 3,1E+06 – 2,6E+07 5,5E+05 – 1,4E+08 2,5E+07 – 1,0E+08 4,6E+06 – 2,4E+07

m

n

M ± DE 2,9E+07 ± 3,5E+07 3,8E+07 ± 3,3E+07 5,3E+07 ± 3,7E+07 3,0E+07 ± 1,6E+07

perc. 5-95 3,3E+06 – 8,9E+07 6,1E+06 – 8,6E+07 1,2E+07 – 9,7E+07 6,5E+06 – 4,8E+07

m

n

M ± DE 9,9E+06 ± 1,1E+07 2,0E+07 ± 1,1E+07 1,6E+07 ± 6,3E+06 1,6E+07 ± 6,2E+06

perc. 5-95 1,5E+06 – 2,7E+07 9,0E+06 – 3,6E+07 7,5E+06 – 2,5E+07 7,0E+06 – 2,4E+07

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

10 10 10 10

7,18E+06 1,60E+07 1,58E+07 1,58E+07

Oi

Ci

Mi

10 10 10 10

1,19E+07 4,24E+07 4,40E+07 1,38E+07

10 10 10 10

1,01E+07 3,15E+07 5,31E+07 3,23E+07
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 Catalasa 

En cuanto a los niveles de expresión de CAT, se observó que 12 horas post-

inducción, el grupo control mostró un aumento de éstos. Sin embargo, a 24 horas, se 

observó una disminución de los niveles de expresión de CAT en todos los grupos 

experimentales, que terminaron siendo, a 48 horas, similares a los basales (Figura 

60 A, C y Tabla 10). 

 

 

 

Figura 60. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
CAT en glándula mamaria tras la administración del carcinógeno. Expresión durante la iniciación. 
B. Expresión en cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 
días); DMBA: administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz 
inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de 
efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

C.

n

M ± DE 23,8 ± 11,7 38,9 ± 11,0 22,4 ± 5,8 21,9 ± 6,5

perc. 5-95 4,5 – 36,3 27,6 – 54,8 16,7 – 31,6 15,0 – 31,4

m

n

M ± DE 23,0 ± 10,2 27,3 ± 7,4 18,5 ± 7,3 19,5 ± 6,1

perc. 5-95 9,1 – 36,7 18,7 – 38,0 9,2 – 28,6 12,8 – 29,2

m

n

M ± DE 22,9 ± 8,3 20,9 ± 7,2 14,9 ± 4,7 20,6 ± 6,7

perc. 5-95 13,7 – 36,2 11,5 – 31,0 9,3 – 22,1 13,5 – 30,2

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

Mi

Oi

10 10 10 10

21,6 21,0 13,6 20,0

Ci

10 10 10 10

26,0 36,2 20,5 19,4

10 10 10 10

22,9 27,3 19,0 18,4
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El análisis en cada una de las edades estudiadas mostró una tendencia de los 

grupos de las dietas hiperlipídicas a presentar una menor expresión de CAT que el 

grupo control. Esta disminución fue significativa a 12 y a 24 horas en el grupo de 

aceite de oliva y a 12 horas en el de aceite de maíz. A las 48 horas de la 

administración del DMBA, los tres grupos mostraron niveles de expresión similares 

entre sí (Figura 60 B, C).  

Por otro lado, se obtuvo una correlación negativa y significativa entre los niveles 

de expresión de CAT en hígado y los niveles en glándula mamaria a 24 horas en el 

grupo de aceite de maíz y a 48 horas en el grupo control (Anexo Tabla 12). 

 

 Superóxido dismutasa 1 

Al analizar los niveles de expresión de SOD1 durante el período de la iniciación, 

se observó que los grupos de aceite de maíz y control aumentaron dichos niveles 12 

horas después de la administración del carcinógeno respecto a los basales. A 

continuación, se observó una diminución de la expresión hasta unos niveles 

similares a los basales a las 48 horas. En cuanto al grupo de aceite de oliva, éste no 

modificó sus niveles de expresión a lo largo del periodo analizado (Figura 61 A, C y 

Tabla 10). 

Comparando los diferentes grupos experimentales en cada una de las edades, se 

observó una tendencia por parte de los grupos de dietas hiperlipídicas a presentar 

una menor expresión de SOD1 respecto al grupo control. Así, a 12 y 24 horas post-

inducción, dichos grupos mostraron unos niveles inferiores a éste último (Figura 61 

B, C). 

Al correlacionar los niveles de expresión de SOD1 en glándula mamaria con los 

obtenidos en hígado, se observó una correlación positiva y significativa en el grupo 

de aceite de maíz a las 24 horas, y una correlación negativa y significativa en el 

grupo control a las 48 horas (Anexo Tabla 12). 

 

 Superóxido dismutasa 2 

Los resultados del análisis de expresión de SOD2 mostraron que tras la 

administración del carcinógeno, en concreto 24 horas después, se produjo una 

disminución de la expresión en todos los grupos experimentales. Esta disminución 
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estuvo seguida por un aumento a 48 horas de manera que todos los grupos 

retornaron a los niveles basales (Figura 62 A, C y Tabla 10).  Al analizar las 

diferencias entre los grupos experimentales, se observó que los de dietas 

hiperlipídicas tendieron a mostrar una menor expresión de SOD2 respecto al grupo 

control. Las diferencias fueron significativas a las 12 y las 24 horas de la inducción 

(Figura 62 B, C).  Estas diferencias fueron similares a las encontradas en los niveles 

de expresión de SOD1 (Figura 61).  

 

 
 

Figura 61. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
SOD1 en glándula mamaria tras la administración del carcinógeno. Expresión durante la 
iniciación. B. Expresión en cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles 
basales (52 días); DMBA: administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de 
aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: 
número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

C.

n

M ± DE 2,3 ± 1,4 5,3 ± 2,5 3,3 ± 0,4 2,8 ± 0,7

perc. 5-95 0,8 – 4,2 3,5 – 9,1 2,7 – 3,8 2,2 – 3,8

m

n

M ± DE 2,5 ± 1,0 3,9 ± 0,7 2,8 ± 0,5 2,5 ± 0,9

perc. 5-95 1,3 – 4,1 3,1 – 4,9 2,1 – 3,6 1,5 – 3,8

m

n

M ± DE 2,5 ± 0,6 2,6 ± 0,3 2,7 ± 0,7 2,5 ± 0,7

perc. 5-95 1,6 – 3,2 2,3 – 3,0 1,6 – 3,7 1,9 – 3,7

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

Ci

Mi

Oi

10 10 10 10

2,0 5,0 3,4 2,5

10 10 10 10

2,5 3,9 2,8 2,1

10 10 10 10

2,7 2,5 2,8 2,3
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Figura 62. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
SOD2 en glándula mamaria tras la administración del carcinógeno. Expresión durante la 
iniciación. B. Expresión en cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles 
basales (52 días); DMBA: administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de 
aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: 
número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

No se obtuvieron correlaciones estadísticamente significativas entre los niveles 

de expresión de SOD2 en glándula mamaria y los obtenidos en hígado (Anexo Tabla 

12). En cambio, la expresión de SOD2 correlacionó positivamente con la de SOD1 en 

el grupo de aceite de oliva en el momento previo a la administración del carcinógeno 

y a las 48 horas,  y en el grupo control a las 48 horas de manera negativa (Anexo 

Tabla 13). 

 

C.

n

M ± DE 2,9 ± 1,0 2,9 ± 0,4 2,1 ± 0,3 4,1 ± 6,0

perc. 5-95 1,8 – 4,5 2,4 – 3,5 1,7 – 2,6 1,6 – 13,0

m

n

M ± DE 2,5 ± 0,8 2,5 ± 0,6 2,0 ± 0,5 2,3 ± 0,9

perc. 5-95 1,5 – 3,7 1,8 – 3,5 1,5 – 2,8 1,3 – 3,6

m

n

M ± DE 2,6 ± 0,9 2,3 ± 0,7 1,5 ± 0,2 2,2 ± 1,2

perc. 5-95 1,5 – 4,0 1,5 – 3,3 1,2 – 1,8 1,4 – 4,1

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

Ci

Mi

Oi

2,6 2,8 2,1 2,4

10 10 10 10

2,5 2,4 1,8 2,3

10 10 10 10

2,3 2,3 1,5 1,8

10 10 10 10
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 Glutatión peroxidasa 1 

Los resultados de la expresión de GPX1 mostraron que los grupos de las dietas 

hiperlipídicas disminuyeron sus niveles de expresión tras la administración del 

carcinógeno, concretamente 24 horas después. Sin embargo, a las 48 horas se 

recuperaron los niveles basales (Figura 63 A, C y Tabla 10). 

 

 

 

Figura 63. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
GPX1 en glándula mamaria tras la administración del carcinógeno. Expresión durante la 
iniciación. B. Expresión en cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles 
basales (52 días); DMBA: administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de 
aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: 
número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

Al comparar los niveles de expresión de GPX1 entre los diferentes grupos 

experimentales, se observó que a las 24 horas post-inducción el grupo de aceite de 

C.

n

M ± DE 16,7 ± 4,4 13,6 ± 2,0 12,9 ± 3,6 18,9 ± 8,0

perc. 5-95 11,7 – 24,0 11,4 – 16,5 7,3 – 17,3 10,4 – 32,2

m

n

M ± DE 16,2 ± 3,9 15,4 ± 3,2 8,6 ± 2,7 17,1 ± 4,5

perc. 5-95 10,3 – 21,3 10,8 – 19,1 5,0 – 12,6 10,9 – 22,2

m

n

M ± DE 15,4 ± 6,0 13,8 ± 3,6 10,1 ± 2,1 11,9 ± 2,3

perc. 5-95 9,4 – 24,4 9,5 – 19,5 7,1 – 12,5 9,3 – 15,1

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

Ci

Mi

Oi

15,9 13,1 13,2 16,8

10 10 10 10

16,5 15,6 8,7 18,3

10 10 10

10 10 10 10

10

14,5 13,2 9,9 11,2
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maíz mostraba unos niveles inferiores a los del grupo control, mientras que a 48 

horas fue la dieta de aceite de oliva la que se asoció a una menor expresión respecto 

a las otras dietas (Figura 63 B, C). La tendencia observada en el tejido hepático a 

presentar mayores niveles de expresión de GPX1 en los grupos de dietas 

hiperlipídicas no se reprodujo en glándula mamaria. 

Por otra parte, en general la expresión de GPX1 en glándula mamaria no 

correlacionó con la expresión en hígado. Únicamente se obtuvo una correlación 

negativa y significativa en el grupo control a las 24 horas tras la administración del 

carcinógeno (Anexo Tabla 12). 

 

 Glutatión peroxidasa 4 

Tras la administración del carcinógeno no se observó un comportamiento único 

en los niveles de ARNm de GPX4 en los diferentes grupos experimentales. Así, a las 

24 horas se observó una disminución en el grupo control y en el de dieta de aceite de 

maíz. Dicha disminución estuvo seguida de un aumento de expresión en estos 

grupos hasta alcanzar unos niveles similares a los basales en el grupo control y un 

aumento respecto los basales en el grupo de aceite de maíz. El grupo de aceite de 

oliva, por otro lado, no modificó significativamente sus niveles de expresión tras la 

administración del carcinógeno (Figura 64 A, C y Tabla 10).  

Respecto las diferencias entre los grupos experimentales en cada edad, las dietas 

hiperlipídicas se asociaron, generalmente, a unos niveles inferiores de expresión de 

GPX4 que el grupo control. Así, el grupo de aceite de maíz mostró niveles 

significativamente inferiores a los de los otros dos grupos 24 horas después de la 

administración del carcinógeno, mientras que la dieta de aceite de oliva se asoció a 

niveles inferiores al control a las 12 y las 48 horas. En esta última edad las 

diferencias fueron también significativas respecto al grupo de aceite de maíz. 

(Figura 64 B, C).  

Al comparar los niveles de expresión de GPX4 en glándula mamaria con los 

obtenidos en hígado, únicamente se observó una correlación negativa y significativa 

en el grupo control 24 horas después de la administración del carcinógeno (Anexo 

Tabla 12). Además, la expresión de GPX4 correlacionó positivamente con la de GPX1 

de forma significativa en el grupo de aceite de oliva en el momento previo a la 
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administración del carcinógeno y a las 48 horas, así como en el grupo control a las 

48 horas (Anexo Tabla 14). 

 

 

 

 

Figura 64. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
GPX4 en glándula mamaria tras la administración del carcinógeno. Expresión durante la 
iniciación. B. Expresión en cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles 
basales (52 días); DMBA: administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de 
aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: 
número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

 Glutatión reductasa 

Al analizar los niveles de expresión de GR en glándula mamaria tras la 

administración del carcinógeno, no se observaron grandes cambios en los grupos 

experimentales, de manera que a las 48 horas todos ellos mostraron niveles 

C.

n

M ± DE 12,7 ± 3,2 9,9 ± 1,0 9,9 ± 1,7 13,9 ± 4,9

perc. 5-95 8,3 – 16,6 8,5 – 11,1 7,9 – 12,6 7,5 – 20,9

m

n

M ± DE 9,4 ± 4,2 9,3 ± 1,6 4,6 ± 1,3 10,8 ± 2,0

perc. 5-95 5,9 – 15,9 8,0 – 12,1 3,2 – 6,7 8,3 – 13,0

m

n

M ± DE 11,2 ± 5,9 8,6 ± 0,9 8,2 ± 3,2 8,0 ± 1,8

perc. 5-95 3,8 – 18,6 7,7 – 9,9 3,6 – 11,1 5,5 – 10,3

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

Ci

Mi

10 10 10 10

12,7 10,1 9,5 13,6

10 10 10 10

Oi

8,1 8,9 4,4 11,3

10 10 10 10

9,7 8,6 9,5 7,9
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similares a los basales. Únicamente el grupo de aceite de oliva disminuyó 

significativamente la expresión de GR a las 48 horas respecto a las 12 horas post-

inducción (Figura 65 A, C y Tabla 10). 

 

 

Figura 65. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
GR en glándula mamaria tras la administración del carcinógeno. Expresión durante la iniciación. B. 
Expresión en cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 
días); DMBA: administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz 
inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de 
efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

En cuanto a las diferencias entre los grupos experimentales en cada una de las 

edades estudiadas, en el grupo de aceite de oliva se observó una tendencia a 

presentar valores inferiores a los del grupo control. Las diferencias fueron 

significativas a las 12 y 48 horas tras la administración del carcinógeno (Figura 65 B, 

C.

n

M ± DE 1,8 ± 0,7 2,0 ± 0,2 1,6 ± 0,3 1,8 ± 0,5

perc. 5-95 0,9 – 2,6 1,7 – 2,2 1,2 – 1,9 1,3 – 2,6

m

n

M ± DE 1,6 ± 0,3 1,8 ± 0,4 1,5 ± 0,5 1,6 ± 0,7

perc. 5-95 1,1 – 2,0 1,4 – 2,4 0,8 – 2,3 0,6 – 2,5

m

n

M ± DE 1,5 ± 0,4 1,6 ± 0,2 1,7 ± 0,3 1,3 ± 0,3

perc. 5-95 0,9 – 1,9 1,3 – 1,9 1,4 – 2,2 1,0 – 1,8

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

Ci

Mi

Oi

10 10 10 10

2,0 2,0 1,7 1,7

10 10 10 10

1,6 1,8 1,5 1,9

10 10 10 10

1,5 1,6 1,7 1,1



 Resultados 

199 

 

C). Esta tendencia fue más o menos similar a la encontrada en hígado, donde las 

dietas hiperlipídicas se asociaron en la mayoría de las edades a unos niveles de 

expresión de GR inferiores a los del grupo control (Figura 59 B).  

No se obtuvieron correlaciones significativas entre los niveles de GR en hígado y 

en glándula mamaria (Anexo Tabla 12). 

 

2.2. DEFENSA ANTIOXIDANTE NO ENZIMÁTICA. NIVELES 

PLASMÁTICOS DE GLUTATIÓN. 

El estudio de la defensa antioxidante no enzimática en el periodo de la iniciación 

consistió en la determinación de los niveles plasmáticos de glutatión en sus formas 

oxidada (GSSG) y reducida (GSH), así como sus niveles totales (GSH + GSSG) y las 

ratios GSH/GSH total y GSH/ GSSG, en estado basal (previo a la administración del 

carcinógeno) y a las 12, 24 y 48 horas post-inducción.  

 

 GSH  2.2.1.

A las 12 horas de la administración del carcinógeno se observó una disminución 

significativa de los niveles plasmáticos de GSH en todos los grupos experimentales. 

Tras esta disminución, los niveles se mantuvieron por debajo de los basales (Figura 

66 A, C y Tabla 10).  

No se hallaron diferencias significativas entre los niveles de GSH de los diferentes 

grupos experimentales (Figura 66 B, C).  

Por otra parte, al correlacionar los niveles de GSH con los de la actividad hepática 

de GPX se obtuvo una correlación negativa en el grupo de aceite de oliva en el 

momento previo a la administración del carcinógeno, así como una correlación 

positiva en el grupo de aceite de maíz a las 24 horas (Anexo Tabla 16). 
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Figura 66. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de GSH (µM) en plasma tras la 
administración del carcinógeno. A. Concentración durante la iniciación. B. Concentración en cada 
una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 días); DMBA: 
administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: 
grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: 
media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

 GSSG 2.2.2.

Al igual que sucedió con los niveles plasmáticos de GSH, 12 horas después de 

administración del DMBA también se observó una disminución de los niveles de 

GSSG en todos los grupos experimentales, aunque dicha disminución sólo fue 

significativa en el caso del grupo control. Sin embargo, 12 horas más tarde los 

niveles de GSSG aumentaron, y finalmente, a las 48 horas post-inducción volvieron a 

C.

n

M ± DE 270,1 54,4 139,1 23,8 172,5 46,6 159,3 44,9

perc. 5-95 198,4 342,8 114,5 171,0 122,5 230,6 120,0 231,0

m

n

M ± DE 276,0 46,7 140,8 28,2 174,9 36,9 165,9 47,9

perc. 5-95 216,0 344,8 118,8 184,4 144,0 233,5 111,8 220,9

m

n

M ± DE 271,7 45,9 129,3 9,6 143,0 17,4 164,2 54,7

perc. 5-95 209,4 329,6 119,4 146,5 119,3 166,5 96,4 240,1

m

Oi

10 10 10 10

265,8 127,7 147,7 154,5

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

Ci

10 10 10 10

273,1 135,6 167,3 139,7

Mi

10 10 10 10

272,5 126,0 153,6 147,3
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disminuir hasta valores inferiores a los basales en todos los grupos experimentales 

(Figura 67 A, C y Tabla 10).  

En general, no se observaron grandes cambios en los niveles plasmáticos de GSSG 

entre los diferentes grupos. Únicamente a las 24 horas los grupos de dietas 

hiperlipídicas mostraron unos niveles superiores al control. A las 12 y 48 horas se 

observó esa misma tendencia pero no fue estadísticamente significativa (Figura 67 

B, C).  

 

 

 

Figura 67. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de GSSG (µM) en plasma tras la 
administración del carcinógeno. A. Concentración durante la iniciación. B. Concentración en cada 
una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 días); DMBA: 
administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: 
grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: 
media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

C.

n

M ± DE 56,8 38,0 21,7 10,0 37,0 9,5 13,3 17,7

perc. 5-95 8,9 103,5 10,4 36,6 23,7 47,5 2,1 41,7

m

n

M ± DE 52,6 41,0 25,6 4,9 52,0 13,1 19,1 13,8

perc. 5-95 9,9 107,0 20,9 32,7 32,7 67,7 6,5 40,4

m

n

M ± DE 48,6 40,0 25,2 9,8 57,6 8,8 18,8 14,1

perc. 5-95 5,5 96,7 9,7 34,9 45,6 66,9 6,4 41,0

m

Mi

10 10 10 10

50,9 23,8 55,5 17,7

Oi

10 10 10 10

45,2 26,9 60,4 15,9

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

Ci

10 10 10 10

57,7 21,7 38,3 6,5
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Los niveles plasmáticos de GSSG y de GSH se correlacionaron positivamente de 

forma significativa en estado basal en los tres grupos experimentales; en el grupo 

control a las 12 horas; en el grupo de aceite de maíz a las 24 horas; y en el grupo de 

aceite de oliva a las 24 y 48 horas (Anexo Tabla 15). Además, los niveles de GSSG se 

correlacionaron negativamente con los de la actividad GPX a las 24 horas de la 

administración del carcinógeno en el grupo control y en el grupo de aceite de maíz 

(Anexo Tabla 16). 

 

 GSH total 2.2.3.

Los niveles de glutatión disminuyeron significativamente en todos los grupos 

experimentales a las 12 horas de la administración del carcinógeno. Sin embargo, a 

las 24 horas, se observó un aumento significativo en todos los grupos y un nuevo 

descenso a las 48 horas, significativo en los grupos control y de aceite de maíz. Los 

valores finales fueron significativamente inferiores a los basales en todos los grupos 

(Figura 68 A, C y Tabla 10). 

Al comparar los niveles de GSH total entre los diferentes grupos experimentales 

en cada una de las edades, no se encontraron diferencias significativas (Figura 68 B, 

C).  

Por otra parte, los niveles de GSH total y los niveles de GSH, en general, 

correlacionaron positiva y significativamente en todos los grupos experimentales. 

Este hecho también se observó al correlacionar los niveles de GSH total y GSSG salvo 

en algunos grupos en edades concretas (Anexo Tabla 15). 

 

 Ratio GSH/GSH total 2.2.4.

La ratio GSH/GSH total disminuyó en los grupos de dietas hiperlipídicas a las 24 

horas de la administración del carcinógeno. Posteriormente aumentó hasta retornar 

a los valores basales a las 48 horas. En cambio, el grupo control presentó una ratio 

superior a la basal a las 48 horas (Figura 69 A, C y Tabla 10).  

Al comparar la ratio GSH/GSH total entre los diferentes grupos experimentales, 

se observó que las dietas hiperlipídicas se asociaban a valores inferiores a los de la 
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dieta control a 24 y 48 horas post-carcinógeno. A las 24 horas, el grupo de dieta de 

aceite de oliva fue el que presentó los valores más bajos (Figura 69 B, C).  

 

 

 

Figura 68. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de GSH total (µM) en plasma tras la 
administración del carcinógeno. A. Concentración durante la iniciación. B. Concentración en cada 
una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 días); DMBA: 
administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: 
grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: 
media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

C.

n

M ± DE 383,7 124,9 182,5 16,8 246,6 46,2 186,0 64,7

perc. 5-95 251,0 549,8 157,6 202,6 184,1 308,0 128,1 272,2

m

n

M ± DE 381,3 122,9 192,0 26,0 278,9 25,3 204,1 58,8

perc. 5-95 262,0 558,8 165,7 231,9 254,9 319,0 134,3 262,7

m

n

M ± DE 368,8 120,2 179,7 21,4 258,2 34,2 201,8 68,7

perc. 5-95 250,8 523,1 147,6 202,8 212,3 299,7 112,1 284,3

m

Oi

10 10 10 10

338,0 184,0 268,5 212,4

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

Ci

10 10 10 10

370,3 180,2 246,2 148,5

Mi

10 10 10 10

355,5 182,8 270,9 216,9
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Figura 69. Efectos de los lípidos de la dieta sobre la ratio GSH/ GSH total (%) en plasma tras la 
administración del carcinógeno. A. Ratio durante la iniciación. B. Ratio en cada una de las edades 
estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 días); DMBA: administración del 
carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de 
oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: desviación 
estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

 Ratio GSH/GSSG 2.2.5.

La ratio GSH/GSSG fue constante en el grupo control hasta 24 horas después de la 

administración del carcinógeno, mientras en los grupos de dietas hiperlipídicas se 

observó una disminución de la ratio a 24 horas respecto a 12 horas.  Sin embargo, en 

los tres grupos experimentales se observó un aumento de la ratio a las 48 horas, de 

C.

n

M ± DE 73,4 ± 12,4 76,2 ± 10,3 69,3 ± 9,0 88,3 ± 12,0

perc. 5-95 62,4 – 93,0 62,1 – 89,2 58,2 – 77,8 69,6 – 96,7

m

n

M ± DE 75,9 ± 13,8 72,9 ± 6,0 62,4 ± 9,7 82,1 ± 9,8

perc. 5-95 60,8 – 92,9 64,6 – 81,3 54,4 – 77,4 65,2 – 91,2

m

n

M ± DE 77,5 ± 14,6 72,9 ± 10,0 55,5 ± 1,6 82,4 ± 9,0

perc. 5-95 63,0 – 95,8 64,4 – 89,4 53,4 – 57,5 67,3 – 89,1

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

10 10 10 10

69,1 73,5 74,7 91,0

10 10 10 10

71,2 74,2 57,2

69,8 55,0 85,2

Ci

Mi

Oi

10 10 10 10

73,0

84,8
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manera que los grupos de dietas hiperlipídicas retornaron a los valores basales, 

mientras los del grupo control fueron significativamente superiores (Figura 70 A, C y 

Tabla 10). 

 

 

 

 

Figura 70. Efectos de los lípidos de la dieta sobre la ratio GSH/GSSG en plasma tras la 
administración del carcinógeno. A. Ratio durante la iniciación. B. Ratio en cada una de las edades 
estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 días); DMBA: administración del 
carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de 
oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: desviación 
estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

Al comparar la ratio GSH/GSSG entre los grupos experimentales, se observó que a 

24 y 48 horas los dos grupos de dietas hiperlipídicas mostraron unos niveles 

significativamente inferiores a los del grupo control (Figura 70 B, C).  

C.

n

M ± DE 10,3 ± 13,6 8,3 ± 5,2 5,0 ± 1,9 28,1 ± 21,6

perc. 5-95 3,3 – 33,5 3,3 – 16,7 2,8 – 7,0 7,1 – 62,8

m

n

M ± DE 11,2 ± 10,1 5,7 ± 1,8 3,8 ± 1,9 11,7 ± 6,2

perc. 5-95 3,1 – 26,7 3,7 – 8,7 2,4 – 6,9 4,1 – 21,6

m

n

M ± DE 16,7 ± 18,9 20,1 ± 48,4 2,5 ± 0,2 11,1 ± 4,1

perc. 5-95 3,4 – 47,8 3,6 – 90,0 2,3 – 2,7 4,8 – 16,4

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

Ci

Mi

10 10 10 10

Oi

10 10 10 10

5,7 4,6 2,4 11,5

4,6 5,5 5,9 21,6

10 10 10 10

5,1 5,8 2,7 11,2
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Por otro lado, se obtuvieron correlaciones negativas significativas entre los 

valores de la ratio GSH/GSSG y los de GSH antes de la administración del 

carcinógeno en los 3 grupos experimentales; y correlaciones positivas a las 12 horas 

en los grupos control y de aceite de maíz de manera positiva; y a las 24 horas en el 

grupo de aceite de maíz. Además, también se correlacionaron positivamente los 

valores de la ratio GSH/GSSG y los niveles de GSH total 12 horas antes de la 

administración del carcinógeno en los tres grupos experimentales, y a las 48 horas 

en el grupo control. Finalmente, la ratio GSH/GSSG y los niveles de GSSG 

correlacionaron negativa y significativamente en todos los grupos experimentales a 

todas las edades (Anexo Tabla 15). 

 Expresión hepática de Glutatión Sintasa (GSS) 2.2.6.

La ausencia de diferencias entre los diferentes grupos experimentales en los 

niveles plasmáticos de GSH y GSH total (Figuras 66 y 68), sugirió la posible 

influencia de la dieta sobre otros parámetros relacionados con el glutatión, como la 

expresión de la enzima GSS, una de las enzimas limitantes de su síntesis. 

 Los niveles de expresión de GSS tendieron a aumentar a las 24 horas de la 

administración del carcinógeno en todos los grupos, aunque este aumento no  fue 

estadísticamente significativo (Figura 71 A, C y Tabla 10).  

Además, los niveles de expresión de GSS no mostraron diferencias significativas 

entre los diferentes grupos experimentales Figura 71 B, C). 

Por otro lado, no se obtuvieron correlaciones significativas entre los niveles de 

expresión de GSS y los niveles de GSH total (Anexo Tabla 17). 

 Actividad hepática Glutatión Reductasa (GR) 2.2.7.

Con el fin de profundizar en el ciclo del GSH y en las diferencias halladas entre 

grupos experimentales, además de la actividad GPX, se determinó la actividad del 

enzima responsable de la regeneración del GSSG en GSH, la GR. Se determinaron sus 

niveles en estado basal y a las 48 horas de la administración del carcinógeno, ya que 

en ésta última edad fue a la que se hallaron diferencias significativas en la expresión 

de GR entre los grupos experimentales.  
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Los resultados mostraron que a las 48 horas de la administración del DMBA, se 

produjo un aumento de los niveles de actividad en el grupo de aceite de maíz 

respecto sus niveles basales (Figura 72 y Tabla 10). 

Además en estado basal, el grupo de aceite de maíz presentó unos menores 

niveles de actividad de GR que los otros dos grupos (Figura 7 A).  

Por otra parte, no se obtuvieron correlaciones significativas entre los niveles de 

actividad de GR y los de GSH (Anexo Tabla 18). 

 

 

 

Figura 71. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
GSS en hígado tras la administración del carcinógeno. Expresión durante la iniciación. B. Expresión 
en cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 días); DMBA: 
administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: 
grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: 
media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

C.

n

M ± DE 1,4 ± 0,6 2,3 ± 1,5 1,3 ± 1,0

perc. 5-95 0,5 – 2,1 0,3 – 4,1 0,3 – 2,8

m

n

M ± DE 1,6 ± 0,7 2,2 ± 1,4 1,6 ± 0,8

perc. 5-95 0,5 – 2,3 0,4 – 3,9 0,5 – 2,3

m

n

M ± DE 1,6 ± 0,7 2,6 ± 1,6 1,7 ± 1,1

perc. 5-95 0,3 – 2,4 0,4 – 4,2 0,5 – 3,6

m

10

Ci

Mi

Oi

10 10 10

1,5 2,4 1,3

10 10 10

1,8 2,5 2,0

10 10

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 24 48

1,8 3,1 1,4
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Figura 72. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de  actividad hepática de GR tras la 
administración del carcinógeno. Expresión durante la iniciación. B. Expresión en cada una de las 
edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 días); DMBA: administración del 
carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de 
oliva inducido; mU/mg: unidades de actividad enzimática relativizadas a mg de proteína. ⌐¬: p< 0.05; 
test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: 
percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

2.3. EFECTOS DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA SOBRE EL DAÑO 

OXIDATIVO EN MACROMOLÉCULAS DURANTE LA INICIACIÓN 

DE LA CARCINOGÉNESIS MAMARIA. 

Para evaluar los posibles efectos de los lípidos de la dieta sobre el daño en 

macromoléculas tras la administración del carcinógeno, se analizaron los niveles de 

daño oxidativo en lípidos y proteínas en plasma, mediante la determinación del 

MDA, así como los niveles de daño en el ADN en glándula mamaria, mediante la 

determinación de la base modificada 8-OHdG y el Comet. 

 DAÑO OXIDATIVO EN LÍPIDOS. NIVELES PLASMÁTICOS DE MDA 2.3.1.

Al analizar los niveles plasmáticos de MDA, no se observaron cambios 

significativos en ningún grupo experimental. Únicamente, el grupo de aceite de maíz 

presentó un aumento de sus niveles a las 24 horas respecto a sus niveles basales 

(Figura 73 A, C y Tabla 10).  

B.

n

M ± DE 76,8 ± 13,1 83,6 ± 16,2

perc. 5-95 65,9 – 98,0 64,1 – 103,5

m

n

M ± DE 65,6 ± 13,1 81,2 ± 9,2

perc. 5-95 56,0 – 89,1 68,4 – 92,0

m

n

M ± DE 78,3 ± 11,0 82,6 ± 8,6

perc. 5-95 65,4 – 95,1 70,4 – 93,7

m

Oi

10 10

61,2 80,4

85,0

10 10

71,8 81,5

Ci

Mi

10 10

78,1

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 48
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El análisis de las diferencias entre los grupos experimentales en cada una de las 

edades estudiadas mostró una tendencia por parte del grupo de aceite de maíz a 

mayores niveles de MDA en comparación a los otros dos grupos. Sin embargo, las 

diferencias sólo fueron significativas a las 12 horas de la inducción carcinogénica 

(Figura 73 B, C).  

 

 

 

 

Figura 73. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de MDA (µM) en plasma tras la 
administración del carcinógeno. A. Concentración durante la iniciación. B. Concentración en cada 
una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 días); DMBA: 
administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: 
grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: 
media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

C.

n

M ± DE 2,3 ± 0,7 2,1 ± 0,4 2,7 ± 1,0 2,8 ± 0,9

perc. 5-95 1,4 – 3,5 1,7 – 2,5 2,0 – 4,1 2,1 – 4,0

m

n

M ± DE 2,5 ± 0,5 2,8 ± 0,5 3,7 ± 0,9 2,9 ± 0,7

perc. 5-95 1,8 – 3,1 2,2 – 3,4 2,8 – 4,9 2,3 – 3,9

m

n

M ± DE 2,3 ± 0,5 2,1 ± 0,6 2,6 ± 0,6 3,0 ± 1,1

perc. 5-95 1,6 – 3,2 1,5 – 2,9 1,9 – 3,2 2,0 – 4,2

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

5 5

2,3 1,9 2,8 2,5

Ci

Mi

Oi

10 5 5 5

2,2 1,9 2,4 2,4

10 5 5 5

2,6 2,7 3,4 2,6

10 5
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 DAÑO EN EL ADN DE GLÁNDULA MAMARIA 2.3.2.

Para continuar con el estudio del daño causado por el estrés oxidativo en las 

macromoléculas, se determinó el daño oxidativo en el ADN en el órgano diana del 

carcinógeno, la glándula mamaria.  

Este daño se evaluó de dos maneras diferentes: el daño oxidativo en el ADN, 

mediante la determinación de la base modificada 8-OHdG, y el daño general en el 

ADN, cuantificado mediante la técnica del Comet. 

2.3.2.1. Daño oxidativo. Niveles de 8-OHdG  

Los resultados del análisis de los niveles de 8-OHdG en glándula mamaria 

mostraron que los grupos de las dietas hiperlipídicas presentaban un aumento 

significativo de sus niveles a las 12 horas de la administración del carcinógeno 

respecto a sus niveles basales, mientras que la dieta control no aumentó dichos 

niveles hasta 24 horas después de la inducción (Figura 74 A, C y Tabla 10). Al 

comparar los niveles de daño al final de la iniciación con los niveles basales en cada 

grupo, se observó que los grupos de dietas hiperlipídicas mostraron unos niveles 

superiores, mientras que el grupo control mantuvo sus niveles similares a los 

previos (Figura 74 B, C y Tabla 10). 

Atendiendo a las diferencias entre los grupos experimentales en cada edad, se 

observó que en el momento previo a la inducción los grupos de dietas hiperlipídicas 

mostraron unos mayores niveles de 8-OHdG que el grupo control (Figura 74 B). 

Además, a las 12 horas de administrar el carcinógeno, dichos grupos continuaron 

presentando unos mayores niveles de dicha base modificada que la dieta control, 

siendo en este caso el grupo de aceite de oliva el que presentó los valores más altos y 

el grupo de aceite de maíz los valores intermedios. A partir de las 24 horas desde la 

administración del DMBA, no se obtuvieron diferencias significativas entre los 

grupos (Figura 74 B). 

Por otra parte, no se hallaron correlaciones significativas entre los niveles de 8-

OHdG y los de MDA, ni entre los de 8-OHdG y los de proteínas oxidadas (Anexo Tabla 

19). 
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Figura 74. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de 8-OHdG en glándula mamaria 
tras la administración del carcinógeno. A. Durante la iniciación. B. En cada una de las edades 
estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 días); DMBA: administración del 
carcinógeno; (ng/mL) 8-OHdG/µg ADN: unidades de 8-OHdG relativizadas a µg de ADN. Ci: grupo 
control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 
0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: 
percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

2.3.2.2. Daño oxidativo y no oxidativo: Comet 

A pesar de las diferencias observadas en los niveles de daño genómico en cada 

grupo experimental durante la iniciación, el análisis estadístico únicamente mostró 

diferencias significativas en la disminución de dicho daño en el grupo de aceite de 

oliva de las 12 a las 24 horas post-inducción (Figura 75 A, C y Tabla 10). 

C.

n

M ± DE 0,10 ± 0,02 0,12 ± 0,04 0,25 ± 0,12 0,15 ± 0,05

perc. 5-95 0,07 0,13 0,06 0,18 0,12 0,42 0,09 0,22

m

n

M ± DE 0,12 ± 0,02 0,16 ± 0,02 0,17 ± 0,08 0,17 ± 0,03

perc. 5-95 0,09 0,15 0,13 0,19 0,07 0,29 0,13 0,22

m

n

M ± DE 0,13 ± 0,03 0,29 ± 0,10 0,18 ± 0,08 0,22 ± 0,07

perc. 5-95 0,10 0,17 0,17 0,45 0,11 0,31 0,14 0,32

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

Oi

10 10 10 10

0,14 0,27 0,17 0,20

Ci

10 10 10 10

0,10 0,12 0,20 0,15

Mi

10 10 10 10

0,12 0,16 0,16 0,17
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Asimismo, al comparar el nivel de daño genómico entre grupos en cada una de las 

edades analizadas, a pesar de las diferencias observadas, ninguna fue significativa, a 

excepción del menor daño en el grupo de aceite de oliva respecto al control a las 48 

horas post-inducción (Figura 75 B, C). 

 

 

 

Figura 75. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de daño genómico total tras la 
administración del carcinógeno en glándula mamaria. A. Durante la iniciación. B. En cada una de 
las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 días); DMBA: administración 
del carcinógeno. % fluorescencia: unidades de daño. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de 
maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de 
efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

C.

n

M ± DE 38,4 ± 26,0 47,6 ± 25,3 35,8 ± 32,9 43,6 ± 19,6

perc. 5-95 9,3 – 81,1 9,1 – 76,2 4,9 – 83,1 22,3 – 74,5

m

n

M ± DE 20,7 ± 16,2 37,2 ± 26,4 23,3 ± 18,6 27,3 ± 14,1

perc. 5-95 4,1 – 46,4 6,3 – 74,1 1,2 – 46,9 10,6 – 48,6

m

n

M ± DE 28,6 ± 28,1 30,6 ± 12,6 16,1 ± 11,4 28,8 ± 15,2

perc. 5-95 4,9 – 76,4 16,7 – 47,5 3,5 – 32,5 9,4 – 51,6

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

26,6

10 10 10 10

15,3 27,5 12,8 25,7

Ci

Mi

Oi

10 10 10 10

32,7 54,4 26,6 38,8

10 10 10 10

17,5 36,8 29,6
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 DAÑO OXIDATIVO EN PROTEÍNAS EN PLASMA 2.3.3.

Para completar el análisis del daño en macromoléculas se inició el estudio del 

daño oxidativo a nivel de proteínas plasmáticas. Para ello se analizaron muestras de 

52 días (estado basal) y 12 horas post-inducción. 

Los resultados, mostraron unos niveles significativamente superiores en el grupo 

de aceite de maíz respecto la dieta control a 52 días. Después de la inducción con el 

carcinógeno no se detectaron diferencias significativas entre los grupos 

experimentales (Figura 76 A, B). 

Por otra parte, no se halló ninguna correlación entre los niveles de proteínas 

oxidadas y los de MDA, ni entre los niveles de proteínas oxidadas y los de 8-OHdG 

(Anexo Tabla 19). 

  
Figura 76. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles relativos de proteínas oxidadas en 
plasma tras la administración del carcinógeno. Niveles durante la iniciación. B. Parámetros 
estadísticos. B: niveles basales (52 días); DMBA: administración del carcinógeno. Ci: grupo control 
inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U 
de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 
y 95; m: mediana.    

  

B.

n

M ± DE 82,9 ± 29,9 93,0 ± 45,4

perc. 5-95 52,8 – 127,5 45,2 – 141,9

m

n

M ± DE 115,9 ± 27,5 80,6 ± 33,3

perc. 5-95 79,4 – 153,9 50,6 – 119,5

m

n

M ± DE 137,4 ± 69,3 92,4 ± 21,6

perc. 5-95 58,8 – 220,2 71,4 – 116,7

m

115,9 68,9

10 5

132,0 90,7

Ci

Mi

Oi

10 5

84,6 100,4

10 5

Tiempo
 pos-inducción 

(horas) B 12
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2.4. REPARACIÓN DEL DAÑO OXIDATIVO EN EL ADN DE GLÁNDULA 

MAMARIA  

Para completar el estudio del daño oxidativo genómico también se analizó la 

reparación de este daño en el tejido mamario. Para ello, se determinaron los niveles 

de expresión de las dos enzimas principales encargadas de la reparación del daño 

genómico por estrés oxidativo, la OGG y la PARP. 

 Expresión de OGG 2.4.1.

Los resultados del análisis de la expresión de OGG no mostraron grandes cambios 

tras la administración del DMBA. Únicamente el grupo control mostró un aumento 

significativo de los niveles del ARNm relativo de OGG a 24 horas respecto a los 

niveles a 12 horas. Los grupos de las dietas hiperlipídicas no modificaron sus 

respectivos niveles de expresión a lo largo de la iniciación (Figura 77 A, C y Tabla 

10). 

En cuanto a las diferencias entre grupos, en general, los de las dietas 

hiperlipídicas se asociaron unos niveles superiores de expresión que los de la dieta 

control. Este aumento fue significativo para los dos grupos de dietas hiperlipídicas 

antes de la administración del carcinógeno así como a las 12 horas post-inducción. A 

las 24 horas el aumento sólo fue significativo para el grupo de aceite de maíz (Figura 

77 B, C).  

Los niveles de expresión de OGG y los de 8-OHdG únicamente correlacionaron 

positiva y significativamente en el momento previo a la inducción en el grupo 

control (Anexo Tabla 20). 

 Expresión de PARP 2.4.2.

Respecto los niveles de expresión de PARP, en los grupos de dietas hiperlipídicas 

no se obtuvieron diferencias significativas durante la iniciación, a pesar de ligeras 

modificaciones observadas en dichos niveles de expresión. En cambio, en el grupo 

control los cambios observados a lo largo del tiempo fueron significativos y los 

niveles de PARP a las 48 horas de la inducción fueron superiores a los basales 

(Figura 78 A, C y Tabla 10).  
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Figura 77. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
OGG en glándula mamaria tras la administración del carcinógeno. Expresión durante la iniciación. 
B. Expresión en cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles basales (52 
días); DMBA: administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz 
inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de 
efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

Al comparar los niveles de expresión entre las diferentes dietas en cada una de 

las edades, se observó que antes de la inducción el grupo de dieta aceite de maíz 

mostró unos niveles significativamente superiores de expresión que los del control. 

Además, a las 12 y 24 horas de la administración del DMBA se repitió este mismo 

patrón, aunque sólo con diferencias significativas a las 24 horas. El grupo de dieta de 

aceite de oliva no mostró diferencias significativas con el grupo control a ninguna 

edad (Figura 78 B, C). 

 

C.

n

M ± DE 0,17 ± 0,03 0,13 ± 0,05 0,18 ± 0,03 0,15 ± 0,07

perc. 5-95 0,13 – 0,21 0,07 – 0,19 0,14 – 0,23 0,07 – 0,26

m

n

M ± DE 0,23 ± 0,04 0,19 ± 0,07 0,24 ± 0,06 0,21 ± 0,07

perc. 5-95 0,19 – 0,28 0,11 – 0,29 0,17 – 0,31 0,13 – 0,31

m

n

M ± DE 0,20 ± 0,04 0,22 ± 0,07 0,22 ± 0,06 0,21 ± 0,07

perc. 5-95 0,15 – 0,26 0,14 – 0,34 0,14 – 0,29 0,14 – 0,31

m

B 12 24 48

Ci

Mi

Tiempo
 post-inducción 

(horas)

10 10 10 10

0,16 0,13 0,18 0,14

10 10 10 10

0,22 0,20 0,22 0,20

10 10 10 10

0,20 0,22 0,22 0,19

Oi
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Por otro lado, los niveles de expresión de PARP correlacionaron positivamente 

con los de 8-OHdG a las 12 horas tras la administración del DMBA en el grupo de 

aceite de maíz (Anexo Tabla 20). Además, la expresión de PARP en general 

correlacionó con la de OGG positivamente salvo en algunos grupos en edades 

concretas (Anexo Tabla 20). 

 

 

 

Figura 78. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
PARP en glándula mamaria tras la administración del carcinógeno. Expresión durante la 
iniciación. B. Expresión en cada una de las edades estudiadas. C. Parámetros estadísticos. B: niveles 
basales (52 días); DMBA: administración del carcinógeno. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de 
aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: 
número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

C.

n

M ± DE 3,3 ± 0,5 4,0 ± 0,6 2,9 ± 0,5 4,2 ± 1,3

perc. 5-95 2,7 – 3,8 3,3 – 4,9 2,3 – 3,7 2,8 – 6,3

m

n

M ± DE 3,9 ± 0,7 4,5 ± 0,8 4,0 ± 1,3 3,5 ± 1,6

perc. 5-95 2,9 – 4,8 3,5 – 5,9 2,7 – 5,9 1,1 – 5,8

m

n

M ± DE 3,4 ± 0,8 3,6 ± 1,1 3,8 ± 1,1 3,3 ± 0,9

perc. 5-95 2,4 – 4,6 2,4 – 5,4 2,3 – 5,2 2,1 – 4,5

m

Tiempo
 post-inducción 

(horas) B 12 24 48

Oi

3,3 3,9 2,8 3,8

10 10 10 10

3,9 4,5 3,7 3,7

10 10 10 10

3,5 3,5 4,0 3,2

10 10 10 10

Ci

Mi
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3. EFECTOS DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA 

EVOLUCIÓN PONDERAL, LA CARCINOGÉNESIS MAMARIA Y 

EL ESTRÉS OXIDATIVO EN ANIMALES INDUCIDOS CON EL 

CARCINÓGENO  

Con el fin de estudiar el papel de los efectos de los lípidos de la dieta sobre el 

estrés oxidativo en el desarrollo del cáncer de mama inducido químicamente con 

DMBA, se analizaron diversos parámetros relacionados con dicho estrés en los 

animales adultos (100 y 150 días de edad) previamente inducidos con el 

carcinógeno. El desarrollo del cáncer de mama se analizó mediante el análisis 

morfológico de las estructuras epiteliales proliferativas, el grado de densidad de la 

glándula mamaria y, fundamentalmente, diversos parámetros clínicos de la 

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

Además, y en primer lugar, se realizó el estudio del crecimiento de los animales, a 

través del análisis de la evolución ponderal y de la masa corporal, junto con la 

exploración de las posibles patologías causadas por desequilibrios nutricionales. 

3.1. EVOLUCIÓN PONDERAL Y DE LA MASA CORPORAL  

El análisis de la evolución ponderal se efectuó a partir de los datos obtenidos en 

las 20 determinaciones semanales del peso. Por su parte, el estudio de la masa 

corporal se basó en el Índice de Lee y el Índice de Masa Corporal, determinados a 

partir de esos mismos datos del peso además de los correspondientes a la longitud 

naso-anal. En la Figura 79 se muestra la evolución ponderal media y la de los 

coeficientes de variación del peso corporal de los diferentes grupos experimentales. 

Tal como se puede observar, los pesos fueron homogéneos a lo largo del estudio y 

los coeficientes de variación uniformemente bajos y de evolución constante en todos 

ellos.  

El análisis de los resultados mostró que los animales inducidos alimentados con 

la dieta de aceite de maíz tuvieron un peso significativamente superior a los 

animales alimentados con la dieta control. A diferencia de lo ocurrido en los 
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animales sanos, en los animales inducidos el grupo de aceite de oliva no mostró 

diferencias respecto al grupo de aceite de maíz. 

 

  
Figura 79. Evolución y coeficiente de variación ponderales de los animales inducidos de los 
diferentes grupos experimentales a lo largo del tiempo. A. Evolución del peso corporal a lo largo 
del tiempo. B. Coeficiente de variación del peso corporal a lo largo del tiempo. Ci: grupo control 
inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 
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En relación al análisis de la evolución de la masa corporal, los animales 

alimentados con dietas hiperlipídicas mostraron un Índice de Lee significativamente 

superior a los alimentados con la dieta control. No se hallaron diferencias 

significativas entre los dos tipos de dietas hiperlipídicas (Figura 80 A, B). 

 

 
 

Figura 80. Evolución del Índice de Lee de los animales inducidos de los diferentes grupos 
experimentales a lo largo del tiempo. A. Evolución del Índice de Lee ([(peso corporal -g-)1/3/longitud 
naso-anal -mm-] x 10000) a lo largo del tiempo. B. Índice de Lee en cada una de las edades estudiadas. 
Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 
n: número de efectivos; DE: desviación estándar; CV%: Coeficiente de variación %. 

 

 

B.
52 53,5 54 55 58 63 100 150

n 5 10 10 10 10 10 10 10

Media 307,55 301,44 300,04 293,69 297,34 294,87 302,00 300,73

DS 4,37 8,07 8,21 7,57 6,13 5,06 4,23 7,11

CV% 1,42 2,68 2,74 2,58 2,06 1,72 1,40 2,36

Mediana 306,46 302,92 302,88 294,60 297,65 295,14 300,25 299,75

n 5 10 10 10 10 10 10 10

Media 307,93 300,64 298,42 292,15 298,14 300,37 300,89 305,72

DS 6,75 9,12 5,09 15,80 6,69 5,59 4,60 5,35

CV% 2,19 3,03 1,71 5,41 2,25 1,86 1,53 1,75

Mediana 309,45 302,71 298,68 294,54 296,77 301,02 300,85 305,58

n 5 10 10 10 10 9 10 9

Media 309,53 300,03 294,41 298,46 296,55 303,52 302,94 305,48

DS 2,92 7,07 7,72 6,70 5,66 5,94 6,37 7,42

CV% 0,94 2,36 2,62 2,24 1,91 1,96 2,10 2,43

Mediana 309,46 301,85 294,79 299,83 296,55 303,13 305,13 305,20

Tiempo (días)

Ci

Mi

Oi
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Por otra parte, el Índice de Masa Corporal también fue mayor en los grupos de 

dietas hiperlipídicas pero las diferencias sólo fueron significativas para el grupo de 

aceite de oliva (Figura 81 A, B). 

 

 

 

Figura 81. Evolución del Índice de Masa Corporal de los animales inducidos de los diferentes 
grupos experimentales a lo largo del tiempo. A. Evolución del Índice de Masa Corporal (peso 
corporal -g-/longitud naso-anal2 -cm2-) a lo largo del tiempo. B: Índice de Masa Corporal en cada una de 
las edades estudiadas. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de 
aceite de oliva inducido. N: número de efectivos; DE: desviación estándar; CV%: Coeficiente de 
variación %. 

 

 

B.
52 53,5 54 55 58 63 100 150

n 5 10 10 10 10 10 10 10

Media 0,55 0,54 0,54 0,49 0,53 0,54 0,59 0,60

DS 0,03 0,04 0,04 0,04 0,03 0,03 0,02 0,04

CV% 5,06 7,66 7,39 7,20 6,30 5,59 3,37 6,43

Mediana 0,54 0,54 0,55 0,49 0,53 0,53 0,59 0,59

n 5 10 10 10 10 10 10 10

Media 0,56 0,54 0,53 0,51 0,54 0,55 0,58 0,63

DS 0,04 0,04 0,03 0,07 0,04 0,03 0,02 0,03

CV% 6,34 8,27 5,98 13,38 6,50 6,01 4,27 4,52

Mediana 0,58 0,55 0,53 0,53 0,53 0,55 0,58 0,64

n 5 10 10 10 10 9 10 9

Media 0,57 0,54 0,52 0,52 0,54 0,57 0,60 0,62

DS 0,03 0,03 0,04 0,02 0,04 0,04 0,03 0,05

CV% 4,59 5,88 7,24 4,59 6,55 6,76 5,10 7,33

Mediana 0,57 0,54 0,52 0,53 0,53 0,57 0,60 0,63

Ci

Mi

Oi

Tiempo (días)
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3.2. DEFENSA ANTIOXIDANTE ENZIMÁTICA  

La defensa antioxidante enzimática se estudió mediante el análisis de la 

expresión y la actividad hepáticas de las enzimas CAT, SOD GPX y GR, así como de la 

expresión de dichos enzimas en glándula mamaria. En hígado también se exploró el 

posible papel de NRF2.  

 EXPRESIÓN Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN HÍGADO 3.2.1.

3.2.1.1. Expresión génica 

Respecto a las diferencias encontradas en los niveles de expresión  de CAT, SOD1, 

SOD2, GPX1, GPX4 y GR para una misma dieta entre las dos edades adultas 

analizadas (Figura 82), el grupo de dieta de aceite de maíz mostró un aumento 

significativo de los niveles de expresión de CAT, SOD2 y GR a 150 días respecto a 

100 días. En los grupos de oliva y control no se hallaron diferencias (Figura 82 A, C, 

F y Tabla 11). 

El análisis de las diferencias entre los distintos grupos experimentales para una 

misma edad mostró, en general, menores diferencias en los niveles de expresión en 

la etapa adulta que en la de la iniciación de la carcinogénesis (Figura 82 y apartado 

2.1.1.1.). Ello ya sucedió en estas mismas edades en los animales sanos (Apartado 

1.2.1.2.1). Así, la única diferencia significativa hallada fue la menor expresión 

hepática de SOD2 en el grupo de aceite de oliva respecto al control a los 100 días de 

edad (Figura 82 C).  

Por otro lado se halló una correlación positiva y significativa entre los niveles de 

SOD1 y SOD2 a 150 días en el grupo de aceite de maíz (Anexo Tabla 22). 
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Figura 82. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de las 
enzimas CAT (A), SOD1 (B), SOD2 (C), GPX1 (D), GPX4 (E) y GR (F) en hígado de animales  adultos 
previamente inducidos con DMBA. G: Parámetros estadísticos. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de 
aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: 
número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

G.
Edad Grupo

n

M ± DE 17,00 ± 6,34 2,43 ± 0,36 185,06 ± 52,02 95,02 ± 14,84 10,32 ± 1,38 2,65 ± 0,47

perc. 5-95 10,18 – 27,72 2,08 – 2,97 134,44 – 271,33 76,84 – 118,13 8,45 – 12,38 2,01 – 3,25

m

n

M ± DE 18,66 ± 7,04 2,25 ± 0,30 181,63 ± 35,53 97,45 ± 14,52 10,73 ± 0,87 2,40 ± 0,32

perc. 5-95 14,20 – 31,31 1,95 – 2,69 143,65 – 237,54 75,40 – 116,33 9,65 – 11,93 1,91 – 2,75

m

n

M ± DE 17,44 ± 5,88 2,04 ± 0,21 197,38 ± 38,58 103,81 ± 17,36 9,91 ± 1,42 2,36 ± 0,26

perc. 5-95 10,13 – 27,10 1,71 – 2,29 153,20 – 262,44 85,32 – 131,15 7,72 – 11,54 1,98 – 2,64

m

n

M ± DE 15,12 ± 6,05 2,80 ± 0,59 225,53 ± 64,95 106,92 ± 25,68 11,35 ± 1,63 3,03 ± 0,42

perc. 5-95 10,05 – 25,30 2,20 – 3,69 149,58 – 326,30 75,23 – 143,02 9,32 – 13,42 2,52 – 3,59

m

n

M ± DE 15,30 ± 4,95 2,68 ± 0,44 219,63 ± 24,20 91,77 ± 14,35 11,04 ± 0,54 3,05 ± 0,54

perc. 5-95 9,91 – 21,19 2,13 – 3,33 190,56 – 255,50 70,62 – 108,88 10,34 – 11,86 2,53 – 3,94

m

n

M ± DE 15,21 ± 4,70 2,68 ± 0,98 207,95 ± 80,72 105,76 ± 41,29 9,89 ± 1,37 2,58 ± 0,57

perc. 5-95 10,31 – 22,44 1,85 – 4,33 94,85 – 314,42 41,81 – 142,53 7,81 – 11,37 1,90 – 3,42

m

10,00

9

115,29 10,46 2,50

10

110,92 11,39 2,90

10 10 10

91,80 11,07 2,94

10

9 9

2,42

10 10 10

98,94 10,26

GPX1 GPX4 GR

10 10 10

92,70 10,21 2,67

2,33

99,10 10,82

10 10,00

10

10 10

10

9 9

10

2,24 178,04

2,57 220,25

10

16,70 2,04 189,73

10 10

2,54 216,87

2,57 207,82

SOD1

16,16

10

10

16,09

CATSOD2

10 10

10,00 10,00

2,28 168,20

100

150

Oi

Mi

Ci

Ci

Mi

Oi

9

13,77

10

12,86

10

15,21
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3.2.1.2. Actividad enzimática 

Al analizar los niveles de actividad enzimática entre las dos edades para un 

mismo grupo experimental se observó que la actividad CAT se mantuvo sin cambios, 

mientras que la actividad SOD disminuyó a 150 días en todos los grupos 

experimentales. Respecto a la actividad GPX, sus niveles no variaron en los grupos 

de aceite de maíz y control, mientras que en el grupo de aceite de oliva aumentó sus 

niveles a 150 días respecto a 100 días (Figura 83 A, B, C, D y Tabla 11). 

 

 

 

 
 
 
Figura 83. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de actividad de las enzimas CAT (A), 
SOD (B), GPX (C), en hígado de animales adultos previamente inducidos con DMBA. 
D. Parámetros estadísticos. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo 
de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: 
desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

  

D.

Grupo

n

M ± DE 4,77 ± 1,29 89,25 ± 3,33 71,22 ± 14,46 3,96 ± 0,72 85,06 ± 4,40 73,76 ± 8,89

perc. 5-95 2,99 – 6,26 84,10 – 92,31 53,11 – 90,93 2,88 – 5,00 77,28 – 89,13 61,10 – 83,45

m

n

M ± DE 4,04 ± 1,46 87,14 ± 1,86 70,82 ± 12,90 3,95 ± 1,35 82,01 ± 1,35 75,88 ± 18,04

perc. 5-95 1,48 – 5,52 84,39 – 89,52 52,81 – 85,80 1,66 – 5,18 80,06 – 83,64 44,69 – 95,15

m

n

M ± DE 3,58 ± 1,31 88,27 ± 1,26 67,89 ± 12,02 3,82 ± 1,33 82,99 ± 3,86 83,10 ± 30,04

perc. 5-95 1,42 – 4,87 86,86 – 90,18 50,02 – 83,13 1,91 – 5,56 78,63 – 88,41 33,17 – 107,99

m

9

3,96 88,07 67,60 4,01 82,23 91,51

9

Oi

10 10 10 9

10,00

4,47 87,24 74,18 4,42 82,40 82,74

10,00

Mi

10 10,00 10,00 10

10

4,86 90,94 68,30 3,92 86,11 73,84

10

Ci

10 10 10 10

150 días

CAT SOD GPX CAT SOD GPX

100 días
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Por otra parte, no se hallaron diferencias entre los grupos experimentales en la 

actividad CAT. En cambio, a 150 días el grupo de aceite de maíz mostró unos niveles 

inferiores de actividad SOD respecto al control y el grupo de aceite de oliva unos 

niveles superiores de actividad GPX respecto a la dieta control (Figura 83 A, B, C). 

Por otro lado se hallaron correlaciones positivas y estadísticamente significativas 

entre la expresión de SOD2 y la actividad SOD a 150 días de edad en el grupo de 

aceite de maíz  y entre la expresión de SOD1 y la actividad SOD a 100 días en el 

grupo de aceite de oliva y a 150 días en los grupos de dietas hiperlipídicas (Anexo 

Tabla 22) y entre la expresión de GPX1 la actividad GPX a 150 días en los grupos de 

aceite de maíz y de aceite de oliva (Anexo Tabla 23). 

 

3.2.1.3. Regulación de la expresión génica 

Al igual que en los bloques anteriores de resultados, se determinaron los niveles 

totales del factor de transcripción NRF2 así como de su retención en citoplasma.  

 

 NRF2 total y retención citoplasmática de NRF2. 

Los niveles de NRF2 total aumentaron significativamente a 150 días respecto a 

100 días independientemente del grupo experimental (Figura 84 A,  C y Tabla 11).  

Además, se observaron diferencias entre grupos de manera que dichos niveles a 

día 100 fueron menores en el grupo de aceite de maíz respecto a los otros dos. Sin 

embargo, a día 150 no se observaron diferencias entre grupos experimentales 

(Figura 84 A).  

A 100 días también se analizaron los niveles de NRF2 unido a KEAP1, no 

obteniéndose diferencias en función de la dieta administrada (Figura 84 B). 

 Por otro lado no se hallaron correlaciones significativas entre los niveles de 

NRF2 total y las expresiones de GPX1, GPX4 y GR (Anexo Tabla 24). 
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Figura 84. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles relativos de A. proteína NRF2 y B. 
retención citoplasmática de NRF2 en hígado de animales previamente inducidos  con DMBA; C: 
Parámetros estadísticos. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de 
aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: 
desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

  

C.

Grupo

n

M ± DE 2,40E+07 ± 8,21E+06 2,65E+07 ± 1,49E+07 2,94E+08 ± 3,57E+08

perc. 5-95 1,46E+07 – 3,65E+07 1,16E+07 – 5,12E+07 2,03E+07 – 8,01E+08

m

n

M ± DE 2,58E+08 ± 2,77E+08 3,22E+07 ± 2,64E+07 3,11E+08 ± 2,43E+08

perc. 5-95 1,66E+07 – 6,57E+08 6,07E+06 – 7,40E+07 5,79E+07 – 6,32E+08

m

n

M ± DE 3,79E+08 ± 3,95E+08 3,06E+07 ± 2,87E+07 5,77E+07 ± 2,52E+07

perc. 5-95 2,05E+07 – 8,96E+08 1,49E+06 – 7,00E+07 2,99E+07 – 9,44E+07

m

Ci

10 10

100 días

NRF2 total NRF2-KEAP1

Oi

10 10

1,36E+08 2,49E+07

Mi

10 10

9

150 días

NRF2 total

2,14E+08 3,13E+07 5,45E+07

2,88E+08

10

2,30E+07 2,33E+07 2,74E+07

10
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 EXPRESIÓN ANTIOXIDANTE EN GLÁNDULA MAMARIA 3.2.2.

Al comparar los niveles de expresión de las enzimas antioxidantes en la glándula 

mamaria entre las dos edades en un mismo grupo experimental, se observó que 

dichos niveles generalmente no variaban. Únicamente, la enzima SOD1 aumentó su 

expresión en el grupo de aceite de maíz a 150 días (Figura 85 y Tabla 11). 

Al analizar las diferencias entre grupos experimentales, los resultados mostraron 

que la expresión de las enzimas CAT, SOD2 y GR  no varió significativamente (Figura 

85 A, C, G). En cambio, el grupo de aceite de maíz a 150 días mostró un aumento de 

la expresión de SOD1 y una disminución de la de GPX4 en comparación con los otros 

grupos experimentales (Figura 85 B, E). El grupo de aceite de oliva mostró un 

aumento significativo de los niveles de expresión de GPX1 respecto al grupo de 

aceite de maíz a 100 días (Figura 85 D). A pesar de la tendencia en los grupos de 

dietas hiperlipídicas a presentar unos niveles de expresión de CAT inferiores a los 

del grupo control, las diferencias no fueron significativas (Figura 85 A). 

Al correlacionar los niveles de expresión de cada enzima en glándula mamaria 

con los obtenidos en hígado, se observó una correlación positiva y significativa en 

SOD1  y GR a 150 días en el grupo control, en SOD2 y GPX4 a 100 días en el grupo de 

aceite de oliva. Además se halló una correlación negativa significativa entre las 

expresiones de SOD1 a 150 días en el grupo de aceite de oliva (Anexo Tabla 25). Por 

otro lado se halló una correlación positiva y significativa entre las expresiones de 

SOD1 y SOD2 en glándula mamaria a 150 días en el grupo de aceite de maíz (Anexo 

Tabla 26) y entre las expresiones de GPX1 y GPX4 a 100 días en todos los grupos 

experimentales (Anexo Tabla 27). 
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Figura 85. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de las 
enzimas CAT (A), SOD1 (B), SOD2 (C), GPX1 (D), GPX4 (E) y GR (F) en glándula mamaria de animales 
adultos previamente inducidos con DMBA. G: Parámetros estadísticos. Ci: grupo control inducido; Mi: 
grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann 
Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: 
mediana. 

G.
Edad Grupo

n

M ± DE 25,25 ± 6,30 2,70 ± 0,94 3,90 ± 1,21 28,94 ± 16,36 13,28 ± 4,10 2,60 ± 0,58

perc. 5-95 17,43 – 34,90 1,40 – 3,92 2,58 – 5,81 13,62 – 57,50 9,27 – 20,19 1,90 – 3,55

m

n

M ± DE 20,02 ± 5,11 2,51 ± 0,55 3,21 ± 1,23 20,48 ± 8,53 11,39 ± 3,59 2,08 ± 0,56

perc. 5-95 12,50 – 26,88 1,94 – 3,32 1,49 – 4,69 11,38 – 33,92 6,77 – 16,59 1,29 – 2,80

m

n

M ± DE 23,38 ± 9,62 2,42 ± 0,55 4,13 ± 2,13 29,77 ± 9,60 12,58 ± 3,72 2,27 ± 0,73

perc. 5-95 12,63 – 39,24 1,75 – 3,18 2,79 – 7,34 17,10 – 41,48 9,10 – 18,70 1,44 – 3,41

m

n

M ± DE 26,68 ± 13,67 2,91 ± 0,68 4,51 ± 1,88 28,56 ± 15,76 11,73 ± 3,37 2,26 ± 1,03

perc. 5-95 7,77 – 47,32 2,12 – 3,81 2,49 – 7,43 8,59 – 52,93 6,96 – 15,45 1,08 – 3,80

m

n

M ± DE 20,53 ± 10,35 4,08 ± 1,86 5,16 ± 2,71 28,07 ± 8,27 9,31 ± 3,68 1,70 ± 0,81

perc. 5-95 7,22 – 35,27 1,97 – 7,10 1,45 – 9,41 17,48 – 39,14 4,26 – 14,56 0,68 – 2,84

m

n

M ± DE 22,83 ± 8,23 2,35 ± 0,65 4,02 ± 1,74 34,03 ± 15,07 13,43 ± 3,27 2,16 ± 0,85

perc. 5-95 11,06 – 32,49 1,44 – 3,25 1,79 – 6,60 16,24 – 54,31 10,37 – 18,33 1,29 – 3,32

m

150

2,30 3,61 35,55 12,32 1,83

2,07

21,47 3,61 4,89 27,97

Oi

21,77

Mi

10

9 9 9 9 9 9

1,76

25,01 2,71 12,36 2,4825,02

SOD1 SOD2 CAT GPX1 GPX4

9,18

17,16 11,37

27,27 12,30

2,47 3,66 29,42

10 10 10 10 10

100

Ci

10 10 10 10 10 10

Mi

10 10,00 10,00 10 10,00 10,00

Oi

10 10 10 10 10 10

2,14

11,23

GR

Ci

10 10 10 10 10 10

2,00

20,46 2,47 3,25

26,06 2,81 3,72

3,74

20,97
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3.3. DEFENSA ANTIOXIDANTE NO ENZIMÁTICA. NIVELES 

PLASMÁTICOS DE GLUTATIÓN 

Al analizar los diversos parámetros relacionados con el glutatión, se observaron 

cambios significativos para un mismo grupo experimental al comparar las dos 

edades analizadas. Así, mientras que los niveles de GSH se mantuvieron sin cambios,  

en todos los grupos experimentales los niveles de GSSG aumentaron a 150 días, a la 

vez que disminuyeron las ratios de GSH/GSH total y GSH/GSSG  Además, en el grupo 

de aceite de maíz los niveles de GSH total también aumentaron a 150 días (Figura 86 

y Tabla 11).  

Los resultados no mostraron diferencias entre grupos experimentales en ninguno 

de los parámetros relacionados con el glutatión (Figura 86).  

Por otro lado se obtuvieron correlaciones positivas significativas entre los niveles 

de GSH y GSH total a 100 y 150 días en todos los grupos experimentales; entre los 

nieles de GSH y GSSG a 100 días en el grupo control; entre GSSG y GSH total a 100 

días en los grupos control y de aceite de maíz, y a 150 días en el grupo de aceite de 

oliva; entre los niveles de GSSG y la ratio GSH/GSSG a 100 días en los grupos control 

y de aceite de maíz; y entre los niveles de GSH y la ratio GSH/GSSG a 150 días en 

todos los grupos experimentales (Anexo Tabla 28). Además se halló una correlación 

positiva significativa entre los niveles de GSSG y la actividad GPX a 100 días en el 

grupo de aceite de oliva (Anexo Tabla 29). 



Resultados 

230 

 

 

 
Figura 86. Efectos de los lípidos de la dieta sobre la concentración de GSH (µM) (A), GSSG (µM) 
(B); GSH total (µM) (C); y las ratios GSH/GSH total (D), GSH/GSSG (E) en plasma en animales 
adultos previamente inducidos. F. Parámetros estadísticos. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de 
aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: 
número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

F.
Edad (días) Grupo

n

M ± DE 175,08 49,64 280,04 78,55 52,48 18,64 62,86 ± 5,83 3,50 ± 0,81

perc. 5-95 107,08 241,42 164,75 370,56 28,84 78,22 52,93 – 69,73 2,25 – 4,62

m

n

M ± DE 165,60 44,40 276,00 53,79 55,20 13,44 59,57 ± 7,69 3,13 ± 1,08

perc. 5-95 117,89 226,23 208,48 338,89 42,94 77,08 50,49 – 70,76 2,05 – 4,84

m

n

M ± DE 165,17 45,82 273,04 60,77 53,94 14,44 60,24 ± 6,79 3,18 ± 1,00

perc. 5-95 109,31 227,79 178,85 329,32 34,77 75,35 52,57 – 70,68 2,22 – 4,84

m

n

M ± DE 144,32 42,97 307,78 47,39 81,73 6,90 46,06 ± 7,07 1,77 ± 0,52

perc. 5-95 102,05 201,83 252,95 368,49 71,92 91,13 39,02 – 55,38 1,28 – 2,49

m

n

M ± DE 158,52 47,49 321,96 59,89 81,72 16,62 48,64 ± 8,53 1,99 ± 0,66

perc. 5-95 94,98 223,25 227,08 392,32 63,61 107,11 38,71 – 57,91 1,27 – 2,76

m

n

M ± DE 153,37 48,13 304,69 61,06 75,66 22,35 50,08 ± 10,29 2,14 ± 0,74

perc. 5-95 94,66 208,77 209,23 363,12 55,94 111,14 33,73 – 59,10 1,04 – 2,89

m

9 9

163,31 318,82 73,26 55,83 2,53

10 10

160,61 332,39 78,48 48,82 1,98

10 10

124,69 301,81 81,22 43,44 1,54

150

Ci

10 10 10

Mi

10 10 10

Oi

10 10 10

10 10

166,97 304,59 51,28 58,68 2,85

10 10,00

158,96 282,30 48,94 56,56 2,61

10 10

173,91 306,04 50,23 639,88 35,54

100

Ci

10 10 10

Mi

10 10 10

Oi

10 10 10

GSH GSH total GSSG GSH/ GSH total GSH/ GSSG
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3.4. DAÑO OXIDATIVO EN MACROMOLÉCULAS 

 DAÑO OXIDATIVO EN LÍPIDOS. NIVELES PLASMÁTICOS DE MDA 3.4.1.

Los resultados del análisis de los niveles plasmáticos de MDA mostraron una 

tendencia por parte del grupo de aceite de maíz a presentar unos niveles superiores 

a los de los otros dos grupos. Las diferencias fueron significativas sólo a 100 días 

entre dicho grupo y el de la dieta de aceite de oliva (Figura 87). 

         
Figura 87. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de MDA (µM) en plasma en 
animales adultos previamente inducidos. A. Concentración. B. Parámetros estadísticos. Ci: grupo 
control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 
0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: 
percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

 DAÑO OXIDATIVO EN EL ADN DE GLÁNDULA MAMARIA. NIVELES 3.4.2.

DE 8-OHdG  

El daño oxidativo en la glándula mamaria se determinó mediante la 

cuantificación de los niveles de la base modificada 8-OHdG al final del estudio (150 

días). Los resultados no mostraron diferencias significativas entre los diferentes 

grupos experimentales (Figura 88), a diferencia de lo ocurrido en la etapa de la 

iniciación (Figura 73).  

B.

Grupo

n

M ± DE 2,47 ± 0,83 2,27 ± 0,81

perc. 5-95 1,81 – 3,58 1,57 – 3,36

m

n

M ± DE 2,57 ± 0,40 3,48 ± 1,36

perc. 5-95 2,17 – 3,09 2,27 – 5,26

m

n

M ± DE 1,85 ± 0,17 2,28 ± 0,51

perc. 5-95 1,64 – 2,04 1,75 – 2,87

m

Mi

Oi

Ci

2,52

10

1,84 2,33

100 150

2,31

10

10

10

2,01

10

2,94

9
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No se hallaron correlaciones significativas entre los niveles de 8-OHdG en 

glándula mamaria y los de MDA en plasma (Anexo Tabla 30). 

   
Figura 88. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de 8-OHdG en glándula mamaria de 
animales adultos (150 días) previamente inducidos. A. Niveles de 8-OHdG. B. Parámetros 
estadísticos. (ng/mL) 8-OHdG/µg ADN: unidades de 8-OHdG relativizadas a µg de ADN. Ci: grupo 
control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 
0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: desviación estándar; perc. 5-95: 
percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

 REPARACIÓN DEL DAÑO OXIDATIVO EN EL ADN DE GLÁNDULA 3.4.3.

MAMARIA  

Los resultados del análisis de la expresión de los genes de reparación OGG y 

PARP en glándula mamaria a 150 días mostraron que el grupo de aceite de maíz 

presentaba unos niveles de expresión inferiores respecto a los otros dos grupos 

(Figura 89). Las diferencias fueron significativas para la enzima de  PARP entre el 

grupo de aceite de maíz y el control. El grupo de aceite de oliva mostró unos niveles 

de expresión de ambos genes similares a los del grupo control (Figura 89). 

Por otro lado únicamente se halló una correlación positiva significativa entre los 

niveles de expresión de PARP y los de 8-OHdG en el grupo control (Anexo tabla 31). 

 

 

B.
Grupo

n

M ± DE 0,25 ± 0,07

perc. 5-95 0,16 – 0,35

m

n

M ± DE 0,21 ± 0,06

perc. 5-95 0,11 – 0,26

m

n

M ± DE 0,23 ± 0,05

perc. 5-95 0,16 – 0,29

m

Ci

10

0,23

Mi

10

0,22

Oi

9

0,23
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Figura 89. Efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles de expresión relativa de la enzima 
A. OGG y B. PARP en glándula de animales adultos (150 días) previamente inducidos. C. 
Parámetros estadísticos. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo 
de aceite de oliva inducido; ⌐¬: p< 0.05; test U de Mann Whitney. n: número de efectivos; M: media; DE: 
desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana. 

 

 

Tabla 11. Efecto de los lípidos de la dieta sobre diferentes parámetros de estrés oxidativo en la 
carcinogénesis mamaria a entre 100 y 150 días de edad. 

 

 

Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 
p-valor< 0.05 (en rojo). Test estadístico de U de Mann Whitney. 
 

C.

Grupo

n

M ± DE 0,15 ± 0,10 3,15 ± 0,37

perc. 5-95 0,08 – 0,31 2,83 – 3,73

m

n

M ± DE 0,11 ± 0,05 2,80 ± 0,46

perc. 5-95 0,06 – 0,21 2,29 – 3,49

m

n

M ± DE 0,12 ± 0,04 3,08 ± 0,71

perc. 5-95 0,07 – 0,18 2,26 – 4,12

m

Mi

Oi

0,12 2,96

9

10

0,10

9

10

2,82

Ci

10

3,06

OGG PARP

10

0,12

Grupo CAT SOD1 SOD2 GPX1 GPX4 GR CAT SOD GPX NRF2 total
,151 ,450 ,089 ,406 ,151 ,082 ,151 ,023 ,597 ,000

,005 ,450 ,013 ,450 ,427 ,007 ,940 ,000 ,257 ,002

,624 ,414 ,072 ,683 ,935 ,414 ,935 ,005 ,014 ,003

Expresión Actividad

100 días vs. 150 días

Hígado

Ci

Mi

Oi

Grupo CAT SOD1 SOD2 GPX1 GPX4 GR GSH GSSG GSH total GSH/ GSH total GSH/ GSSG MDA

Ci ,705 ,545 ,734 ,940 ,545 ,290 ,226 ,001 ,496 ,001 ,001 ,602

Mi ,821 ,005 ,070 ,070 ,257 ,199 ,683 ,002 ,041 ,018 ,020 ,251

Oi ,744 ,744 ,870 ,594 ,286 ,424 ,414 ,014 ,253 ,041 ,041 ,175

Glándula mamaria

Expresión

Plasma

100 días vs. 150 días
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3.5. CARCINOGÉNESIS MAMARIA EXPERIMENTAL 

Con el objetivo de estudiar la influencia de los lípidos de la dieta sobre la 

carcinogénesis mamaria se realizaron dos tipos de estudio. En primer lugar, un 

estudio morfológico de la glándula mamaria que consistió, por una parte, en el 

análisis del número de estructuras proliferativas epiteliales y, por otra, en el de su 

grado de densidad, ya que ésta está considerada como un factor de riesgo de cáncer 

de mama en humanos. En segundo lugar, se realizó el estudio completo de la 

evolución de la carcinogénesis mamaria a través del análisis de diversos parámetros 

clínicos.  

 ESTUDIO MORFOLÓGIO DE LA GLÁNDULA MAMARIA. 3.5.1.

El estudio morfológico de la glándula mamaria se llevó a cabo en preparaciones 

Whole Mount de las glándulas abdominales de los animales de 100 días de edad.  

3.5.1.1. Estructuras proliferativas y epiteliales 

Se identificaron y cuantificaron las diferentes estructuras proliferativas del 

epitelio mamario: PIDL1, PIDL2, tumores e hiperplasias. (Figura 90).  

En primer lugar, se caracterizó el perfil del tipo de estructuras que presentaba 

cada grupo experimental,  y en segundo lugar se analizaron las diferencias en cada 

una de dichas estructuras entre los grupos experimentales. En ambos casos el 

análisis de los datos se efectuó considerando tanto la suma total de estructuras 

como el valor de la mediana.  

aceite de maíz respecto a los otros dos grupos. No obstante, las diferencias no 

fueron estadísticamente significativas. En el resto de estructuras no se hallaron 

diferencias entre grupos (Figura 91 C, D).  
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Figura 90. Imagen representativa de las diferentes estructuras en glándula mamaria de rata en 
animales adultos (100 días) previamente inducidos. A, B) PIDL1; C, D) PIDL2; E, F) Tumor; G, H) 
Hiperplasia. 
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Los resultados mostraron que en los tres grupos experimentales la estructura 

mayoritaria fueron los PIDL1, seguidos de los PIDL2, los tumores y, por último, las 

hiperplasias. El grupo de dieta de aceite de maíz presentó unos niveles 

significativamente más elevados de tumores que de PIDL2. Los grupos control y de 

aceite de oliva, al presentar un menor número de tumores, no mostraron diferencias 

significativas entre estas estructuras. En cambio, el grupo de aceite de oliva fue el 

único que mostró diferencias significativas entre el número de PIDL2 y el de 

hiperplasias. Por otra parte, todos los grupos experimentales mostraron diferencias 

entre los niveles de estructuras PIDL y de PIDL2,  siendo minoritaria ésta última. Sin 

embargo, no se hallaron diferencias entre los niveles de PIDL1 y de tumores en 

ningún grupo experimental, ya que estos fueron muy similares. Además, todos los 

grupos experimentales mostraron una cantidad de hiperplasias inferior a la de  

tumores y de PIDL1 (Figura 91 A, B).  

En segundo lugar, se comparó el tipo de estructuras epiteliales entre grupos 

experimentales, observándose un mayor número de tumores y de hiperplasias en el 

grupo de la dieta de aceite de maíz. 
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Figura 91. Estructuras proliferativas epiteliales. Sumatorio de estructuras de cada tipo en cada 
grupo experimental (A), Mediana del total de estructuras de cada tipo en cada grupo experimental (B), 
Sumatorio de estructuras en función del grupo experimental (C), Mediana del total de estructuras en 
función del grupo experimental (D). T: tumor; H: Hiperplasia; Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de 
aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. n: número de efectivos; M: media; DE: 
desviación estándar; perc. 5-95: percentiles 5 y 95; m: mediana; total: número total de estructuras. 

E.

n

M ± DE 11,4 ± 5,9 3,4 ± 3,6 5,8 ± 5,0 0,4 ± 0,5

perc. 5-95 6,0 – 19,0 0,2 – 8,2 2,0 – 12,6 0,0 – 1,0

m

total

n

M ± DE 15,8 ± 10,5 2,6 ± 1,8 9,6 ± 5,6 1,6 ± 1,3

perc. 5-95 7,2 – 28,8 0,4 – 4,6 4,2 – 16,6 0,2 – 3,0

m

total

n

M ± DE 13,6 ± 9,8 3,6 ± 2,9 6,0 ± 2,3 0,4 ± 0,9

perc. 5-95 6,4 – 27,0 1,2 – 7,4 2,8 – 7,8 0,0 – 1,6

m

total

PIDL1 PILD2 Tumor Hiperplasia

Ci

5 5 5 5

10 2 4 0

57 17 29 2

5

10 3 10 1

2

Mi

5 5 5

79

Tipo de estructura: 

7 0

68 18 30 2

13 48 8

Oi

5 5 5 5

9
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3.5.1.2. Densidad de la glándula mamaria 

Se realizó un estudio comparativo de la densidad de la glándula mamaria entre 

los diferentes grupos experimentales. Dicho estudio se basó en la categorización 

cualitativa de las glándulas mamarias en cuatro clases (I a IV, de menor a mayor 

densidad) y un análisis estadístico de los resultados mediante el test de ji-cuadrado.  

Al analizar las diferencias entre los grupos de animales inducidos, se observó que 

el grupo de aceite de oliva no presentó ninguna glándula de clase I, mostrando en 

cambio un mayor número de glándulas de clase II; mientras que el grupo de aceite 

de maíz presentó generalmente glándulas de las clases I y II; y el grupo control 

presentó un mayor número de glándulas de clase II y III (Figura 92). 

 

 

 

Figura 92. Categorización cualitativa de la glándula mamaria en función de su grado de 
densidad estructural. A) Representación gráfica. C) Número de muestras por clase en animales sanos 
e inducidos. 

Clase

Grupo

Nº de 

muestras %

Nº de 

muestras 

Nº de 

muestras %

Nº de 

muestras %

Ci 1 20% 2 40% 2 40% 0 0%

Mi 2 40% 2 40% 1 20% 0 0%

Oi 0 0% 3 60% 1 20% 1 20%

Clase

Grupo

Nº de 

muestras %

Nº de 

muestras %

Nº de 

muestras %

Nº de 

muestras %

Cs 1 20% 4 80% 0 0% 0 0%

Ms 0 0% 2 40% 3 60% 0 0%

Os 1 20% 2 40% 2 40% 0 0%

IVIIIIII

I II III IV

A. 

B. 
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Los resultados obtenidos se compararon con los obtenidos en los animales sanos. 

En este caso, el grupo control presentó un mayor número de glándulas de clase II, 

mientras que los grupos de dietas hiperlipídicas mostraron un mayor número de 

glándulas de densidad mayor (clase II y III). Al analizar las diferencias entre los 

grupos de dietas hiperlipídicas se observó que mientras que el grupo de aceite de 

maíz no presentaba ninguna glándula de clase I, el grupo de aceite de oliva presentó 

un 20% de glándulas de dicha clase. Además, los dos grupos presentaron el mismo 

número de glándulas de clase II, pero el grupo de aceite de maíz presentó el 60% de 

clase III mientras que la dieta de aceite de oliva el 40% (Figura 92). 

A pesar de las diferencias observadas, éstas no fueron estadísticamente 

significativas (Tabla 12). 

 

Tabla 12. Análisis estadístico del grado de densidad de la glándula mamaria en los diferentes 
grupos experimentales 

 
χ²: test de la Ji-cuadrado. NS: diferencias no significativas. 

 

 

 

 

Grupos 

comparados
χ² Observada χ² Teórica Significación

Cs/Ms 4,67 5,99 NS

Cs/Os 2,67 5.99 NS

Ms/Os 1,2 5,99 NS

Ci/Mi 0,67 5,99 NS

Ci/Oi 2,53 7,81 NS

Mi/Oi 3,2 7,81 NS

Cs/Ci 2,67 5,99 NS

Ms/Mi 3 5,99 NS

Os/Oi 2,53 7,81 NS
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 PARÁMETROS CLÍNICOS DE LA CARCINOGÉNESIS 3.5.2.

3.5.2.1. Patología de las lesiones mamarias observadas. Clasificación 

histopatológica. 

El diagnóstico de las afecciones que presentaron los animales se basó en los 

exámenes anatomopatológicos de las biopsias de órganos, nódulos u otras 

estructuras que en el momento de la necropsia aparecieron como anormales por su 

aspecto o tamaño. 

 

Tabla 13. Diagnóstico anatomopatológico de las muestras mamarias obtenidas al final del 
estudio. 

 
 
 

Las afecciones mamarias se clasificaron en función de los diferentes tipos 

histológicos como patología maligna y benigna. En el primer caso ésta consistió en el 

adenocarcinoma. Dentro de la patología mamaria benigna se consideraron 

diferentes tipos de lesiones, ya que algunas de ellas pueden evolucionar 

desfavorablemente. Por otra parte, cabe destacar que no se encontraron carcinomas 

escamosos (patología neoplásica mamaria no maligna) (Tabla 13). 

 

Ci Mi Oi
PATOLOGÍA NEOPLÁSICA MAMARIA MALIGNA

Adenocarcinomas 44 107 86

PATOLOGÍA NEOPLÁSICA MAMARIA BENIGNA

Neoplásica
Adenoma - 1 3
Fibroma - - -
Fibroadenoma 2 9 3
Otras 2 - 2

Papiloma - - -
Lipoma - - -
Fibrolipoma - - -
Hemangioma - - -
Linfangioma - - -

Otras lesiones
Quísticas

Ductal
Epidérmica 1 1 3

No quísticas
Hiperplasia Lobulillar 2 2 -
Mastopatia - - -
Fibrosis - - -
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Figura 93. Imágenes histopatológicas representativas de los adenocarcinomas mamarios de los 
diferentes grupos experimentales. Aumento 200X. Ci: grupo control inducido. Mi: grupo de aceite de 
maíz inducido. Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 

 

3.5.2.2. Tiempo de latencia 

El análisis del tiempo de latencia de los tumores se caracterizó de tres formas 

diferentes. En primer lugar, se consideró el tiempo de aparición del primer tumor 

del grupo. Así, en los tres grupos experimentales el primer tumor se detectó a los 28 

días de la administración del carcinógeno (Tabla 14). 

 
Tabla 14. Tiempo de aparición del primer tumor en los diferentes grupos experimentales. 

 
.t: tiempo de latencia (post-inducción) en días; N: número de palpación de la primera afectación. 

 

En segundo lugar, se estudió el tiempo medio de latencia de los animales 

afectados. Dicho parámetro se define como:  

 

𝐿𝑖 =
1

𝑛
∑ 𝑡𝑖

𝑛

𝑖=1

 

 

siendo n  el número de ratas afectadas dentro de un grupo experimental, y ti el 

tiempo en el que aparece por primera vez la patología maligna en la rata i  del grupo. 

 

Ci Mi Oi

t 28 28 28

N 3 3 3
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Tabla 15. Tiempo medio de latencia de los tumores de los diferentes grupos experimentales. 

 
n: número de efectivos; M: tiempo medio de latencia (días); m: mediana; DE: desviación estándar; CV: 

coeficiente de variación (%). 

 

En este caso el grupo Mi presentó un tiempo medio de latencia inferior al del 

resto de los grupos, seguido del grupo Oi y finalmente del Ci (Tabla 15). Sin 

embargo, las diferencias encontradas no fueron estadísticamente significativas 

(Tabla 17). 

Finalmente, se analizó la distribución en el tiempo de los animales afectados 

dentro de un mismo grupo experimental, agrupando las palpaciones por clases en 

función del tiempo de la primera aparición de tumores mamarios malignos de cada 

rata (1 clase: 3 palpaciones) (Tabla 16). Los resultados no mostraron diferencias 

significativas (Tabla 17). 

 
Tabla 16. Distribución por clases de la primera afectación de la patología mamaria maligna de 
los diferentes grupos experimentales.  

 
P: palpación. 

 

Tabla 17. Análisis estadístico de la distribución por clases de la primera afectación de la 
patología mamaria maligna de los diferentes grupos experimentales.  

 
χ²: test de la ji-cuadrado. ND: diferencias no significativas. 

Ci Mi Oi

n 9 10 10

M 60 45 47

m 53 42,3 49,7

DE 12,5 10 15

CV 28,8 23,6 30,3

I II III IV V

(P1-P3) (P4-P6) (P7-P9) (P10-P12) (P13-P15)

Ci 1 (10%) 2 (20%) 2 (20%) 4 (40%) 0

Mi 2 (20%) 2 (20%) 5 (50%) 1 (10%) 0

Oi 2 (20%) 2 (20%) 5 (50%) 2 (20%) 0

Clases

Grupos comparados χ² Observada χ² Teórica Significación

Ci vs.  Mi 3,38 9,49 NS

Ci vs. Oi 1,91 9,49 NS

Mi vs. Oi 0,67 9,49 NS
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3.5.2.3. Incidencia 

La incidencia de afectación se define como el cociente entre el número de 

animales que presentan uno o más tumores respecto al total de animales por grupo. 

Su análisis constó de dos partes: 1) el estudio temporal, a partir de los datos 

registrados en las distintas palpaciones y 2) el estudio puntual, con los datos 

obtenidos al final del ensayo, en el momento del sacrificio final. 

La incidencia de animales afectados aumentó durante todo el estudio en todos los 

grupos experimentales. Los valores del grupo Mi estuvieron por encima de los de los 

otros dos grupos durante prácticamente todo el estudio, siendo estadísticamente 

significativas las diferencias con ellos (Figura 94). El grupo Oi, por su parte, presentó 

valores de incidencia intermedios entre el grupo Mi y Ci, siendo también 

significativas las diferencias con el grupo Ci. 

En el momento del sacrificio, los porcentajes de incidencia fueron los siguientes: 

Ci, 90% (9 animales de 10); Mi, 100% (10 animales de 10) y Oi, 100% (10 animales 

de 10). 

 
Figura 94. Incidencia de la patología mamaria maligna de los diferentes grupos experimentales. 
Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 
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3.5.2.4. Contenido tumoral 

El estudio del contenido tumoral se realizó utilizando dos parámetros: el 

contenido tumoral total y el contenido tumoral medio. 

3.5.2.4.1. Contenido Tumoral Total (Tj) 

El contenido tumoral total se define como el número total de tumores por grupo 

experimental. La definición es la siguiente:  

 

𝑇𝑗 = ∑ 𝐾𝑖

𝑚

𝑖=1

 

 

donde m es el número total de ratas dentro del grupo y Ki  el total de tumores que 

posee una rata i de ese grupo en la palpación j. 

El parámetro T puede tener el mismo valor en grupos con distinta incidencia, por 

lo que la información que proporciona es parcial. En consecuencia, a fin de realizar 

una aproximación lo más precisa posible, se estudió dicho parámetro junto con el 

contenido tumoral medio (Kj) que se explicará a continuación.  

El contenido tumoral total aumentó en todos los grupos a lo largo del ensayo, 

siendo el grupo Mi el que presentó un número total de tumores superior, seguido del 

grupo Oi y Ci (Figura 95). Las diferencias a lo largo del estudio fueron 

estadísticamente significativas para todas las comparaciones. Cabe destacar que no 

se observó la estabilización de este parámetro en ningún grupo experimental. Al 

final del estudio el número total de tumores obtenidos para cada grupo fue: 44 en Ci, 

107 en Mi y 86 en Ci. Las diferencias entre Ci y los otros dos grupos fueron 

estadísticamente significativas. 
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Figura 95. Contenido tumoral total de la patología mamaria maligna en los diferentes grupos 
experimentales. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite 
de oliva inducido. ** p<0.05 vs. Ci en test de U de Mann Whitney. 

 

3.5.2.4.2. Contenido Tumoral Medio (Kj) 

El contenido tumoral medio se define como el número medio de tumores por 

animal afectado de cada grupo. La definición de este parámetro es la siguiente: 

 

𝐾𝑗 =
1

𝑛
∑ 𝐾𝑖

𝑛

𝑖=1

 

 

donde n es el número de ratas cancerosas de un grupo experimental en el día j 

del ensayo y Ki el total de tumores que posee una rata i de ese grupo en ese 

momento. 

El valor medio K constituye un parámetro indicativo de la cantidad de tumores, 

respecto al tiempo, que podría esperarse que tuviera una rata que ha contraído la 

enfermedad cancerosa por el hecho de pertenecer a un grupo experimental 

determinado. Dicho parámetro presenta el inconveniente de estar afectado por la 
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dinámica de aparición de tumores en animales no afectados anteriormente y, por 

tanto, sufrir fluctuaciones importantes en las palpaciones. Por ese motivo, y por los 

expuestos anteriormente en el contenido tumoral total, se estudiaron ambos 

parámetros con el fin de tener una idea global del contenido tumoral. 

 
Figura 96. Contenido tumoral medio de la patología mamaria maligna de los diferentes grupos 
experimentales. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite 
de oliva inducido. 

El contenido tumoral medio también aumentó a lo largo de todo el estudio en 

todos los grupos experimentales. El grupo Mi presentó valores significativamente 

superiores a los de los otros dos grupos, mientras que el grupo Oi mostró una 

situación intermedia entre el grupo Mi y Ci, siendo significativas las diferencias con 

ambos (Figura 96). El grupo Ci presentó los valores más bajos. Por otra parte, las 

diferencias observadas al final del ensayo no fueron estadísticamente significativas. 

3.5.2.5. Volumen tumoral 

El análisis de la evolución del volumen tumoral a lo largo del tiempo permite 

hacer el seguimiento del crecimiento tumoral. El volumen tumoral se calculó a partir 

de los dos diámetros mayores (D1 y D2) de cada tumor, determinados durante las 

palpaciones, aplicando la fórmula del volumen del elipsoide de revolución.  

 



 Resultados 

247 

 

𝑉 =
4

3
𝜋

𝐷1

2
(

𝐷2
2⁄ )

2

       (D1>D2) 

 

Dado que en el momento del sacrificio el tercer diámetro fue fácilmente 

calculable, el volumen tumoral en ese momento se determinó a partir del volumen 

de la elipse. Sin embargo, en las gráficas se siguió el mismo tratamiento que durante 

las palpaciones, es decir, el cálculo del volumen a partir de los dos diámetros 

mayores, a fin de que la representación fuese homogénea. 

Para el estudio del volumen tumoral se utilizaron 3 parámetros: 1) el volumen 

tumoral total de grupo (V, cm3); 2) el volumen tumoral medio por animal afectado 

del grupo (VA, cm3/animal,); y 3) el volumen medio por tumor del grupo (Vk, 

cm3/tumor). Los dos primeros tienen las mismas ventajas e inconvenientes que el 

contenido tumoral total y el contenido tumoral medio respectivamente. Por otra 

parte, Vk presenta el problema de ser mucho más variable que los otros dos 

parámetros del volumen. Sin embargo, la utilización conjunta de los tres parámetros 

proporcionó una buena aproximación al estudio del tamaño tumoral y a su 

evolución temporal. 

3.5.2.5.1. Volumen tumoral total (V) 

La expresión matemática del volumen tumoral total es la siguiente:  

Si Ka es el número de tumores de un animal a, el volumen tumoral total V (cm3) 

de ese animal vendrá expresado por: 

𝑉𝑎 = ∑ 𝑉1𝑖

𝐾𝑎

𝑖=1

 

Si n es el número de ratas afectadas de un grupo experimental que existen en una 

palpación j del ensayo, el volumen tumoral total del grupo Vj se define como: 

  

𝑉𝑗 = ∑ 𝑉𝑎

𝑛

𝑎=1

 

En el momento del sacrificio no se puede analizar estadísticamente este 

parámetro porque sólo existe un dato por grupo. Sin embargo, la utilización de este 
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parámetro se justifica por el hecho de ser independiente de la incidencia y, por 

tanto, estar libre de oscilaciones debidas a los animales que debutan con tumores. 

 
Figura 97. Volumen tumoral total de la patología mamaria maligna en los diferentes grupos 
experimentales. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite 
de oliva inducido. 
 

El análisis de las curvas del volumen tumoral total mostró que el grupo Ci 

presentó valores inferiores a los de los otros dos grupos a lo largo de todo el estudio. 

Además, en general, el volumen tumoral total fue inferior en el grupo Oi respecto al 

Mi, excepto en las últimas palpaciones donde el volumen en el grupo Oi fue superior 

al del Mi. En el sacrificio final los resultados del volumen fueron los siguientes: 48.8 

cm3 en Ci, 70.9 cm3 en Mi y 113.4 cm3 para Oi (Figura 97).  

3.5.2.5.2. Volumen tumoral medio por animal (VA) 

El volumen tumoral medio por animal se define de la siguiente manera: 

 

𝑉𝐴 =
1

𝑛
∑ 𝑉𝑎

𝑛

𝑎=1

= (1
𝑛⁄ )𝑉 
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Los valores de VA (cm3/animal) aumentaron, en general, en todos los grupos 

experimentales a lo largo del tiempo, siendo el grupo Ci el que presentó, de forma 

estadísticamente significativa, los niveles más bajos en comparación con los otros 

dos grupos (Figura 98). Por otro lado, los grupos de dieta hiperlipídica presentaron 

valores variables, superiores para el grupo de aceite de maíz en la primera mitad del 

estudio y mayores para el grupo de dieta de aceite de oliva a partir de los 60 días 

post-inducción, aproximadamente. Las diferencias a lo largo del estudio entre estos 

dos grupos fueron estadísticamente significativas. En cambio, en el momento del 

sacrificio final no hubo tales diferencias (Figura 98). 

 
Figura 98. Volumen tumoral medio por animal de la patología mamaria maligna de los 
diferentes grupos experimentales. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; 
Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 

 

3.5.2.5.3. Volumen tumoral medio por tumor (VK) 

El volumen medio por tumor (cm3/ tumor) del grupo vendrá dado por: 

 

𝑉𝐾 =
1

𝐾
∑ 𝑉𝑎

𝑛

𝑎=1

= (1
𝐾⁄ )𝑉 
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donde K es el número de tumores de un grupo experimental que existen en una 

palpación j del ensayo.  

Debido a las características de este parámetro, que tal y como se comentó en el 

caso del contenido tumoral medio se ve afectado por la aparición de nuevos tumores 

de volumen pequeño, el volumen medio por tumor presentó bastantes fluctuaciones. 

Del mismo modo que con los otros dos parámetros de volumen, el grupo Ci presentó 

los valores más bajos. El grupo Mi presentó los valores más altos hasta 

aproximadamente el día 55 y a partir de entonces fue el grupo Oi el que pasó a tener 

el mayor volumen tumoral medio por tumor (Figura 99). En el momento del 

sacrificio final el grupo Oi presentó los valores más altos seguido del grupo Ci y del 

Mi. Estas diferencias fueron estadísticamente significativas.  

 
Figura 99. Volumen medio por tumor en la patología mamaria maligna de los diferentes grupos 
experimentales. Ci: grupo control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite 
de oliva inducido. ** p< 0.05 vs. Ci; ## p< 0.05 vs. Mi en test de U de Mann Whitney.
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1. EFECTOS DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA 

EVOLUCIÓN PONDERAL Y EL ESTRÉS OXIDATIVO EN 

ANIMALES SANOS 

Con el fin de asegurar la especificidad de los resultados, en primer lugar se quiso 

constatar el correcto desarrollo de los animales. Teniendo en cuenta que el peso 

corporal es un buen reflejo de éste, los resultados del estudio de la evolución 

ponderal y de la masa corporal mostraron la idoneidad de las tres dietas 

experimentales para producir el crecimiento normal de los animales del ensayo. 

Dicho crecimiento fue homogéneo en todos los grupos experimentales, como refleja 

la pequeña magnitud de las diferencias observadas a lo largo del tiempo y el 

paralelismo de las curvas de evolución ponderal. Además los coeficientes de 

variación fueron uniformemente bajos, indicando que no existían diferencias 

individuales entre los pesos de los animales de un mismo grupo. El estudio del 

crecimiento de los animales se completó con la determinación del IMC y el índice de 

Lee, éste último específico del grado de adiposidad en rata (Ip et al., 1980). Los 

resultados mostraron que en el caso de los parámetros del peso corporal y el IMC 

aumentaron paulatinamente en todos los grupos, y más rápidamente en las 

primeras edades del animal. En el caso del índice de Lee, se produjo un descenso 

desde los 24 días de edad, inicio del estudio, hasta los 40 días de edad 

aproximadamente, momento en el que los valores para todos los grupos parecieron 

estabilizarse. La menor variación encontrada en este parámetro respecto a los otros 

dos probablemente es debida a las características de la ecuación para su cálculo, en 

la cual la importancia del parámetro que más varía, el peso corporal, es menor. 

Por otra parte, cabe destacar que la ausencia de patologías significativas halladas 

en las exploraciones realizadas sistemáticamente a los largo del ensayo permitió 

descartar que se hubieran producido alteraciones por desequilibrios nutricionales 

(Rogers, 1979; Subcomitee on laboratory animal nutrition, 1978; Martinez de la 

Vistoria, 200).  
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Por tanto, los resultados obtenidos del correcto crecimiento de los individuos 

junto con la ausencia de patologías reflejaron la idoneidad de las dietas para realizar 

el estudio, indicando que ni la dieta ni otros factores experimentales ejercieron un 

efecto inespecífico sobre los resultados, ni selectivo sobre los individuos. En caso 

contrario, los animales se hubieron adaptado, aumentando así la variabilidad de las 

respuestas individuales. 

Un segundo aspecto a considerar es el posible efecto diferencial de los tipos de 

dieta hiperlipídica sobre el peso y la masa corporal. En este sentido, los animales 

alimentados con la dieta de aceite de maíz mostraron un aumento significativo del 

peso corporal así como del IMC. En cambio, los animales alimentados con la dieta de 

aceite de oliva presentaron unos valores similares al grupo de dieta control en 

ambos parámetros. Estos resultados son coherentes con los obtenidos en un estudio 

previo del grupo investigador desarrollado en otra serie experimental. Otros autores 

también han descrito un efecto diferencial del tipo de grasa de la dieta sobre el peso 

corporal. Así, estudios en modelos en rata han descrito un aumento del peso por 

efecto de una dieta hiperlipídica de PUFA n-6 en comparación con una dieta control 

(Innami et al., 1973; Frisch et al., 1975). En cuanto al efecto de las dietas 

hiperlipídicas de aceite de oliva existen menos datos en la literatura. En ratas ha sido 

descrito que la administración de una dieta rica en aceite de oliva virgen extra 

durante 28 días produce una disminución del peso corporal en comparación con una 

dieta hiperlipídica de aceite de maíz (Oi-Kano et al., 2007). Por otro lado, estudios 

epidemiológicos que han analizado los efectos beneficiosos de una dieta con un 

contenido relativamente elevado de aceite de oliva concluyen que dicha dieta no 

provoca un aumento del peso corporal (Estruch, 2010). Además, en otros estudios 

en humanos se ha relacionado el consumo durante 4 semanas de una dieta 

hiperlipídica de ácidos grasos saturados (40% de la energía total) con un aumento 

del peso corporal, mientras que una dieta hiperlipídica basada en aceite de oliva se 

ha asociado con una disminución de dicho peso (Piers et al., 2003). En el estudio 

previo del grupo investigador anteriormente citado, también se demostró que la 

dieta rica en aceite de maíz administrada desde el destete aumentaba el peso y la 

masa corporal mientras que dicho efecto no se producía por efecto de la dieta de 

aceite de oliva. Además, se pudo constatar que dicha dieta aumentaba la expresión 

hepática de UCP2, sugiriendo una disminución del balance entre consumo y gasto 
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energético (Moral et al., 2016). Estos cambios también se asociaron a un aumento de 

los niveles de expresión de oxitocina hipotalámtica así como a un tendencia al 

aumento de niveles de OEA por parte de dicha dieta, protegiendo así de la obesidad 

en comparación con una dieta rica en aceite de maíz (Sospedra et al., 2015). Por 

tanto, existen suficientes evidencias de que además de la cantidad total de grasa 

ingerida existe un aspecto cualitativo relacionado con el tipo de lípido consumido en 

el control y mantenimiento del peso corporal. Es interesante destacar que la 

obesidad y la maduración sexual precoz asociada al balance energético positivo 

constituyen factores de riesgo del cáncer de mama en humanos (Hsieh et al., 1990; 

WCRF/AICR, 2007). 

Dentro ya del estudio del estrés oxidativo, en primer lugar, se caracterizó el perfil 

de expresión de las enzimas antioxidantes en hígado y en glándula mamaria. Para 

ello se analizaron las enzimas CAT, SOD, GPX y GR ya que se consideran las 

principales enzimas que actúan como barrera fisiológica para la eliminación de los  

ROS (Valko et al., 2006). Se estudiaron en 4 edades distintas de la rata, 

representativas de diferentes estados de maduración: prepuberal, postpuberal 

inmediada, adulta joven y adulta avanzada. Se ha descrito que los lípidos de la dieta 

pueden afectar la expresión de estas enzimas (Ruiz-Gutierrez et al., 1999). En el caso 

de SOD y GPX se determinaron los niveles de expresión de aquellas isoformas que 

presentaban mayor interés. Así, de SOD se estudiaron la isoforma citosólica 

(CuZnSOD/SOD1) y la mitocondrial (MnSOD/SOD2) ya que está descrito que pueden 

estar afectadas por los lípidos de la dieta (Taranu et al., 2014; Lluis et al., 2013). De 

GPX se estudiaron las isoformas citosólica (cGPX) y la PHGPX, por ser la única 

peroxidasa que actúa sobre los hidroperóxidos de fosfolípidos incorporados en 

membrana (Loscalzo, 2008). Los resultados mostraron que en hígado la enzima 

antioxidante de expresión mayoritaria fue CAT, seguida de GPX1, SOD1, GPX4, y 

finalmente SOD2 y GR, con niveles de expresión muy similares entre sí. En glándula 

mamaria el orden de magnitud de las enzimas fue muy similar: CAT, GPX1, GPX4, 

SOD1, SOD2 y GR. Este orden de magnitud en general se mantuvo en ambos tejidos 

en todas las edades estudiadas. Cabe destacar que los niveles de expresión de las 

enzimas CAT, SOD1 y GPX1 fueron superiores en hígado que en glándula mamaria, 

independientemente del tipo de dieta. Concretamente, los niveles de expresión de 

CAT y GPX1 en general y de  SOD1 a 150 días fueron del orden de 5 veces superiores 
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en hígado. En cambio, GPX4, SOD2 y GR mostraron una expresión similar en ambos 

tejidos. Estos resultados concuerdan con los descritos en la literatura, donde se ha 

establecido que CAT, SOD1 y GPX1 se expresan mayoritariamente en hepatocitos 

(Kinnula and Crapo, 2004; Jefferies et al., 2003; Jung and Henke, 1996). Por otra 

parte, los lípidos de la dieta no modificaron de manera significativa el orden de 

magnitud de la expresión de las enzimas antioxidantes en ninguno de los dos tejidos. 

Esta ausencia de diferencias entre tejidos y por efecto del tratamiento dietético 

sugiere la importancia de estas enzimas en la respuesta antioxidante celular, y 

concuerda con lo descrito por otros autores que describen a CAT, GPX y SOD como 

las enzimas antixidantes más eficientes y que constituyen la primera línea de 

defensa contra el estrés oxidativo (Valko et al., 2006; Mates et al., 1999).  

Respecto a los cambios de expresión de las enzimas antioxidantes debidos a la 

edad, se comprobó que los niveles de SOD1 y SOD2 aumentaron significativamente 

en hígado, mientras que los del resto de enzimas se mantuvieron constantes. En 

glandula mamaria, en cambio, no se observaron grandes cambios de expresión con 

la edad. El aumento de SOD1 en hígado fue independiente del tipo de dieta, mientras 

que el aumento de SOD2 no se observó en las dietas hiperlipídicas. Estudios 

realizados en cerebro de rata han justificado este aumento como un mecanismo de 

defensa contra la acumulación de ROS con la edad, y en particular el O2-• (Santiago et 

al., 1993). Sin embargo, otros estudios han descrito un aumento general de la 

actividad las enzimas antioxidantes con la edad en tejido muscular pero una 

disminución en tejido hepático (Ji et al., 1990).  

En segundo lugar, se analizaron los efectos de los lípidos de la dieta sobre la 

expresión y actividad de las enzimas antioxidantes tanto en hígado como en 

glándula mamaria. Los resultados mostraron que en hígado los lípidos de la dieta no 

modificaron significativamente los niveles de CAT, SOD1 y SOD2. En este sentido, 

otros autores también han descrito que las dietas ricas en grasas no modifican los 

niveles de actividad de CAT en hígado de ratones (Noeman et al., 2011). Sin 

embargo, sí se encontró un efecto de los lípidos de la dieta en las enzimas 

relacionadas con el ciclo del GSH (GPX1, GPX4 y GR). Así, las dietas hiperlipídicas 

generalmente aumentaron la expresión GPX. La dieta de aceite de maíz aumentó la 

expresión de GPX4 a lo largo de todo el ensayo y la de GPX1 hasta día 58, y la dieta 

de aceite de oliva generalmente tendió a aumentar la de ambas isoformas. Estos 
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resultados se asociaron a un aumento de actividad GPX a lo largo del tiempo debido 

a las dietas hiperlipídicas, de forma significativa en el caso de la dieta de aceite de 

maíz. En este caso, los resultados sugerirían que dicho aumento se produciría a 

expensas de GPX4 más que de GPX1, a pesar de ser ésta última la isoforma 

mayoritaria. Este hecho sería compatible con una mayor oxidación de los 

fosfolípidos de la membrana en los grupos de dieta hiperlipídica, especialmente de 

aceite de maíz, como se discutirá más adelante. En general, los niveles de expresión 

de GPX y los de su actividad no se hallaron correlacionados entre sí. La falta de 

correlaciones significativas podría ser debida al tamaño de la muestra del estudio 

(n=5). Por otra parte, la dieta de aceite de maíz mostró una tendencia a lo largo del 

tiempo a disminuir los niveles de expresión de GR respecto a las otras dos dietas. 

Por tanto, en líneas generales, dicha dieta aumentaría la expresión y actividad GPX a 

la vez que disminuiría la expresión de GR respecto a la dieta normolipídica. Los 

efectos encontrados para la dieta de aceite de oliva fueron en el mismo sentido en el 

caso de GPX pero no para GR, cuya expresión fue similar a la del grupo control. 

La influencia de los lípidos de la dieta sobre GPX y GR junto con la ausencia de 

efectos sobre el resto de enzimas antioxidantes están en línea con trabajos que han 

descrito la GPX como la enzima más importante que regula el estrés oxidativo 

celular. En condiciones normales, la inhibición de esta enzima parece ser suficiente 

para alterar la supervivencia de la célula (Remacle et al., 1992). Además, el aumento 

de la actividad GPX se ha correlacionado con la ingesta de una dieta rica en PUFAs 

(Codoner-Franch et al., 2009). Tanto CAT como GPX son capaces de neutralizar los 

peróxidos, pero se ha descrito la mayor capacidad de GPX para neutralizar los 

hidroperóxidos lipídicos (Fernandes et al., 1996). Además, numerosos trabajos han 

demostrado efectos de los lípidos de la dieta sobre el ciclo del glutatión 

(Venkatraman et al., 1998; Abel et al., 2004). Así, se han relacionado mayores niveles 

de estrés oxidativo con mayores niveles de GPX y GR, lo que se traduciría en una 

aceleración del ciclo del GSH (Kim et al., 2003). Los mayores niveles de expresión y 

actividad de GPX debidos a las dietas hiperlipídicas sugieren unos mayores niveles 

de estrés oxidativo respecto la dieta control. Además, la expresión de GR no sólo no 

aumentó, a diferencia de lo descrito por otros autores, sino que disminuyó por 

efecto de la dieta de aceite de maíz sugiriendo una menor regeneración del glutatión 

oxidado y, en consecuencia, niveles todavía superiores de estrés oxidativo por efecto 
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de la dieta de maíz en comparación a la de aceite de oliva. Aún y así, cabría 

comprobar la menor actividad de GR ya que se ha descrito que la disminución de su 

expresión puede no verse traducida en una disminución de su actividad (Rhee et al., 

2005; Begara-Morales et al., 2016). El mayor nivel de estrés oxidativo causado por 

las dietas hiperlipídicas, y especialmente la dieta de aceite de maíz, podría ser 

debido tanto a la elevada ingesta de lípidos como a la elevada susceptibilidad de los 

PUFA n-6 a oxidarse y convertirse en radicales libres (Wagner et al., 1994). 

A partir de estos resultados, y para profundizar en los mecanismos por los cuales 

los lípidos de la dieta podrían afectar de manera diferencial  la expresión de las 

enzimas antioxidantes GPX y GR, se determinaron los niveles del factor de 

transcripción NRF2, ya que está descrito que mediante su unión a las secuencias 

ARE promotoras es capaz de inducir la expresión de la GR (Harvey et al., 2009) y la 

GPX (Leong, 2016). Los resultados mostraron que los lípidos de la dieta no 

modificaron significativamente los niveles totales de NRF2 a lo largo del tiempo, 

aunque se observó una tendencia en la dieta aceite de maíz a presentar niveles 

inferiores a los de la dieta control. Estos resultados concuerdan con lo descrito en un 

estudio en el que se muestran unos menores niveles de expresión de NRF2 en 

ratones alimentados con dieta hiperlipídica (Tanaka et al., 2008). Respecto a los 

niveles de activación de NRF2, los resultados no mostraron una tendencia clara, 

aunque en general las dietas hiperlipídicas se asociaron a unos niveles inferiores de 

activación que la dieta normolipídica. Por tanto, la posible influencia de las dietas 

hiperlipídicas sobre la expresión y/o activación de NRF2 y su papel en la regulación 

de la expresión de GPX y GR no queda clara a partir de los resultados obtenidos. 

Cabe señalar que el sistema de activación de NRF2 está en constante estudio ya que 

no está totalmente dilucidado. Se ha descrito que la oxidación de las Cys presentes 

en la estructura de KEAP1 sería suficiente para la translocación de NRF2 al núcleo 

(Zhang and Hannink, 2003; Dinkova-Kostova et al., 2002). En este sentido, los PUFA-

n3, concretamente el DHA y el EPA, son capaces de activar directamente NRF2 

mediante su desestabilización del complejo KEAP1 y CULLIN3 (Gao et al., 2007). Sin 

embargo, algunos autores han propuesto que la activación de NRF2 depende de 

otros factores y que el factor limitante todavía se desconoce (Gao et al., 2007; Hong 

et al., 2005). Las dietas ricas en PUFA n-6 o MUFA podrían, por tanto, no estar 
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afectando directamtente sino a otros mecanismos implicados en la regulación de la 

expresión de GPX y GR.  

El análisis de los efectos de los lípidos de la dieta sobre la expresión de las 

enzimas antioxidantes también se efectuó en la glándula mamaria. Cabe destacar 

que se observaron menos cambios que en el tejido hepático. Únicamente se halló 

una tendencia por parte de la dieta de aceite de maíz a presentar una mayor 

expresión de GPX1, igual que en hígado. Debido a la ausencia de tendencias claras en 

los niveles de expresión los ensayos de actividad en este tejido no se realizaron. 

Estos resultados sugieren que los lípidos de la dieta ejercerían un mayor efecto 

sobre la defensa antioxidante enzimática en un órgano metabolizador clave como es 

el hígado que en un órgano periférico como es la glándula mamaria. También cabe la 

posibilidad de que la escasa influencia de la dieta en este órgano sea debido a su 

administración crónica. Son pocos los trabajos que han descrito efectos de los 

lípidos de la dieta sobre el tejido mamario sano. Así, una dieta normolipídica rica en 

PUFA n-3 ejerció un efecto protector sobre la glándula, aumentando las enzimas 

antioxidantes y disminuyendo el daño oxidativo sobre el DNA (Bartsch et al., 1999). 

Otros autores han descrito el efecto contrario al aumentar la ratio n-6/n-3 en la 

dieta (MacLennan and Ma, 2010).  

El siguiente paso en el estudio consistió en el análisis de la defensa antioxidante 

no enzimática, en concreto del ciclo del glutatión. Así, se determinaron los niveles de 

los principales parámetros de éste compuesto en plasma, ya que está descrito que el 

glutatión puede ser transportado fuera de las células por difusión facilitada a través 

de proteínas transportadoras (Townsend et al., 2003). El glutatión plasmático se 

origina principalmente en el hígado aunque una pequeña parte procede del intestino 

y alcanza el hígado por el sistema portal (Wu et al., 2004). Además, los niveles del 

compuesto en plasma ofrecen una visión más general o sistémica del estado 

oxidativo del organismo. A pesar de que en la literatura se han descrito efectos de 

los lípidos de la dieta sobre los niveles plasmáticos de GSH (Romieu et al., 2008; 

Meza-Miranda et al., 2014), los resultados de este trabajo no mostraron un efecto 

claro de las dietas hiperlipídicas del estudio sobre los parámetros de GSH. Las dietas 

hiperlipídicas en general se asociaron a mayores niveles plasmáticos de GSSG, de 

forma cercana a la significación a lo largo del tiempo en el caso de la dieta de aceite 

de maíz, y significativamente en 2 edades concretas (54 y 55 días) en el caso de la 
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dieta de aceite de oliva. Además, la dieta de aceite de oliva disminuyó la ratio 

GSH/GSSG a 54 días. Dicha ratio se considera un buen marcador de estrés oxidativo 

(Jones, 2002; Jones, 2006). Mientras algunos autores han descrito que una dieta rica 

en grasas tiende a disminuir los niveles de GSH total en hígado de ratas (Noeman et 

al., 2011), otros estudios han mostrado un aumento de los niveles de GSH en tejido 

cardíaco de ratones obesos como resultado de una mayor necesidad de defensa 

frente a los mayores niveles de estrés debidos a la obesidad (Vincent et al., 2001; 

Noeman et al., 2011). Por otro lado, también se ha descrito el efecto de los 

compuestos dietéticos antioxidantes sobre la ratio GSH/GSSG. En este sentido, 

estudios realizados en ratones alimentados con una dieta rica en semillas de uva 

mostraron un aumento de dicha ratio en el hígado. Estos efectos se atribuyeron a los 

polifenoles de la uva, que al aumentar la ratio GSH/GSSG ejercerían un efecto 

protector frente al estrés oxidativo. Además, estudios recientes muestran este 

mismo efecto en plasma de personas alimentadas con una dieta rica en aceite de 

oliva (Meza-Miranda et al., 2014). Sin embargo, contrariamente a lo esperado, los 

resultados de este trabajo no mostraron dicho aumento de la ratio GSH/GSSG en el 

grupo de dieta de aceite de oliva. Es posible que al tratarse de una dieta hiperlipídica 

los posibles efectos beneficiosos de los componentes minoritarios del aceite de oliva 

hayan quedado enmascarados. También debe considerarse la posibilidad de que los 

niveles de glutatión en plasma no reflejen los niveles de este compuesto a nivel 

tisular. Así, algunos autores han descrito la falta de correlación entre los niveles de 

GSSG en plasma y en otros tejidos (Ikegami et al., 1994). En este sentido, sería 

interesante determinar los niveles hepáticos de GSH y GSSG en hígado, ya que éstos 

podrían verse afectados por el efecto diferencial de las dos dietas hiperlipídicas 

sobre la expresión y actividad de las enzimas antioxidantes en este tejido. Diversos 

estudios han descrito una correlación positiva entre los niveles de GSSG y GPX en 

eritrocitos de ratones (Romeu et al., 2002). Finalmente, cabe considerar que la 

regulación del ciclo del GSH es un proceso complejo que depende de muchos 

factores (Wu et al., 2004), por lo que otros mecanismos (como la biodisponibilidad 

de aminoácidos) podrían enmascarar los efectos de estas dietas sobre los 

parámetros del GSH. 

El último apartado del estudio en animales sanos consistió en el análisis de los 

niveles de daño oxidativo en los lípidos de membrana. Para ello se determinaron los 
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niveles de MDA, ya que es el principal producto de la peroxidación lipídica (Marnett, 

2002). El análisis se realizó en plasma con el objetivo de conocer el estado de 

peroxidación lipídica a nivel sistémico (Chalasani et al., 2004). Diversos estudios han 

demostrado los efectos de la dieta, y en concreto de los lípidos, sobre los niveles de 

peroxidación lipídica (Hu et al., 1989; Benzie, 1996). Los resultados mostraron una 

tendencia en el grupo de aceite de maíz a presentar unos niveles plasmáticos de 

MDA más elevados que el resto de grupos a lo largo del tiempo. Además, en la 

mayoría de las edades analizadas los niveles de MDA en este grupo fueron mayores 

que en el grupo control o el grupo de aceite de oliva. Este último grupo en general 

presentó los menores niveles, aunque de forma significativa respecto al control sólo 

a 100 días. Estos resultados concuerdan con los de la literatura, donde se han 

descrito mayores niveles de MDA en hígado y sangre de ratas alimentadas con una 

dieta rica en aceite de maíz (Haggag Mel et al., 2014). Ello está de acuerdo con que el 

aumento de ácidos grasos poliinsaturados en la dieta aumenta la susceptibilidad de 

los lípidos de membrana a ser oxidados (Wagner et al., 1994). Por otra parte, se ha 

descrito que la peroxidación lipídica aumenta la expresión de GPX4 como defensa 

frente a los mayores niveles de estrés. La hepoxilina A3, un producto de la 

peroxidación lipídica derivado del ácido araquidónico, un PUFA n-6, se ha 

demostrado capaz de inducir la expresión de dicha enzima (Zafiriou et al., 2007). En 

este sentido, el aumento de expresión de GPX4 causado por la dieta de aceite de 

maíz podría estar relacionado con el aumento de peroxidación lipídica de esta dieta. 

Asimismo, diversos estudios muestran un papel protector de las dietas de aceite de 

oliva sobre la peroxidación lipídica, debido principalmente a su contenido en 

componentes minoritarios antioxidantes como polifenoles (Kirimlioglu et al., 2008; 

Kanner et al., 2012) o vitamina E (Mataix et al., 1998). El hecho de que la dieta de 

aceite de oliva fuera hiperlipídica podría justificar, tal como se comentó 

anteriormente, la falta de mayores diferencias respecto al control, ya que el aumento 

de los niveles de MDA debido al mayor contenido lipídico en general e insaturado en 

particular, podría haberse contrarrestado parcialmente por los efectos de los 

componentes minoritarios de este aceite. 
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2. EFECTOS DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA SOBRE EL ESTRÉS 

OXIDATIVO EN LA INICIACIÓN DE LA CARCINOGÉNESIS 

Tras los resultados obtenidos en animales sanos, se procedió a estudiar los 

posibles efectos de los lípidos de la dieta sobre el estrés oxidativo en el período de la 

iniciación de la carcinogénesis mamaria, ya que se ha descrito que dicho estrés juega 

un importante papel en el inicio de la carcinogénesis (Valko et al., 2006), El 

carcinógeno químico utilizado en el modelo experimental del estudio, el DMBA, es 

un hidrocarburo aromático policíclico que tras su metabolización, 

fundamentalmente hepática, genera metabolitos reactivos que actuan como 

radicales libres aumentando el estrés oxidativo (Xue and Warshawsky, 2005).  

En primer lugar, se estudiaron los efectos de los lípidos de la dieta sobre la 

expresión y actividad de las diferentes enzimas antioxidantes, tanto en hígado como 

en glándula mamaria, dado que se ha descrito una desregulación de estas enzimas 

en cáncer (Oberley and Oberley, 1997) y, en particular, en cáncer de mama 

(Padmavathi et al., 2006). El estudio en hígado reveló que las enzimas que se vieron 

más afectadas por los lípidos de la dieta fueron, al igual que en los animales sanos, la 

GPX y la GR, mientras que en el resto de enzimas no se apreciaron grandes cambios 

ni tendencias generales. En general, las dietas hiperlipídicas aumentaron la 

expresión y actividad de GPX y disminuyeron la expresión de GR en la etapa de la 

iniciación. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en animales sanos e 

indicarían que dichas dietas, en comparación a la dieta normolipídica, aumentan el 

nivel de estrés oxidativo a nivel hepático tras la administración del carcinógeno. Tal 

como ya se comentó en el apartado anterior, en la literatura se han relacionado 

mayores niveles de GPX con mayor estrés oxidativo (Kim et al. 2003). Además, el 

aumento de actividad GPX en respuesta al consumo de dietas ricas en grasas se ha 

descrito mayor en dietas ricas en acido linoleico que en oleico (Chen et al., 1993).  

A la vista de los resultados, se consideró de importancia comprobar si la la 

disminución de la expresión de la GR por parte de las dietas hiperlipídicas se 

acompañaba de una disminución de su actividad.  Ésta se determinó a los 52 días de 

edad de los animales, 24 horas antes de la administración del carcinógeno, y a las 48 

horas post-inducción, o 55 días de edad, dado que la disminución de la expresión fue 
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significativa a esta edad. Los resultados mostraron que a 52 días la dieta rica en 

aceite de maíz, pero no la de aceite de oliva, también disminuía la actividad GR, pero 

a las 48 horas de la administración del carcinógeno no hubo diferencias por efecto 

de la dieta. Por tanto, la disminución observada en la expresión de GR por efecto de 

las dietas hiperlipídicas no se correspondió del todo con una menor actividad 

enzimática. Cabría considerar la posibilidad que cambios en la expresión detectados 

en un momento determinado se tradujeran en cambios de actividad en un tiempo 

posterior.  

Cuando se analizó el posible papel del factor de transcripción NRF2 en los efectos 

de los lípidos de la dieta sobre la expresión antioxidante en hígado en el periodo de 

la iniciación, los resultados mostraron la misma tendencia que en los animales 

sanos. Así, la dieta de aceite de maíz disminuyó tanto los niveles totales de NRF2 

como su activación, respecto a las otras dos dietas. Esta disminución del factor de 

transcripción estaría de acuerdo con la disminución de la expresión de GR 

observada también por efecto de esta dieta, pero no con el aumento de expresión de 

GPX. Tal como ya se discutió en el apartado anterior, la influencia de los lípidos de la 

dieta sobre la expresión de enzimas antioxidantes, a priori regulados por NRF2, 

podría realizarse a través de otros mecanismos. En este punto es interesante 

destacar que resultados previos del grupo de investigación sobre el papel de los 

lípidos de la dieta en el metabolismo de xenobióticos obtenidos en esta misma serie 

experimental revelaron también una disminución de la expresión de NQO1 

(Manzanares, 2016), un gen que codifica una enzima de fase II cuya expresión está 

regulada, al menos en parte, por NRF2 (Dinkova-Kostova and Talalay, 2010). 

En cualquier caso, la propia disminución de NRF2 asociada a la dieta de aceite de 

maíz, tanto antes de la administración del carcinógeno como después, podría haber 

tenido un papel en la iniciación de la carcinogénesis y, por tanto, en el desarrollo 

posterior de la enfermedad cancerosa, ya existen evidencias de que NRF2 juega un 

papel importante en la prevención de la carcinogénesis ejerciendo un efecto 

protector en las etapas tempranas de la enfermedad (Kwak and Kensler, 2010). En 

este sentido, también se ha descrito un fenotipo más agresivo de la carcinogénesis 

mamaria tras la administración de DMBA en ratones knockout para NRF2 que en 

ratones wildtype (Becks et al., 2010). Sin embargo, estudios recientes han mostrado 

la dualidad de NRF2, describiendo un papel protector en las etapas previas de la 
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carcinogénesis frente a un papel oncogénico/estimulador durante la progresión de 

la enfermedad (Moon and Giaccia, 2015). Una vez instaurada la carcinogénesis, una 

activación constitutiva de NRF2 podría inducir las defensas antioxidantes de manera 

descontrolada, lo que conllevaría un aumento de supervivencia celular y una evasión 

de las vías apoptóticas (Jaramillo and Zhang, 2013; Satoh et al., 2013). En este 

trabajo los menores niveles de NRF2 durante la iniciación de la carcinogénesis 

debido a la dieta de aceite de maíz se asociaron a una mayor carcinogénesis tal como 

se discutirá en el apartado 3 de la Discusión. 

Independientemente de los efectos de los lípidos de la dieta, los resultados 

también mostraron la disminución de la expresión hepática de CAT y GPX a las 12 

horas de la administración del carcinógeno, que retornó a los niveles previos a las 

48 horas (55 días). Esta disminución de la expresión se asoció a una disminución de 

los niveles totales de NRF2 al mismo tiempo y a un aumento de su retención 

citoplasmática a las 48 horas. No se produjo, sin embargo, una disminución de la 

actividad CAT ni GPX, sugiriendo la existencia de modificaciones posttraduccionales 

en la regulación de estos enzimas (Sadi et al., 2014). Además, la expresión de SOD1 

aumentó a lo largo de la etapa de la iniciación. No se han encontrado datos en la 

literatura sobre cambios en los niveles de expresión de enzimas antioxidantes tras la 

administración de carcinógenos químicos cuya metabolización genera aumento de 

ROS.  

En glándula mamaria los efectos de los lípidos de la dieta sobre la expresión de 

las enzimas antioxidantes fueron distintos a los encontrados en hígado, sugiriendo 

que los lípidos de la dieta tendrían efectos específicos de tejido. Así, en el tejido 

mamario se observó una disminución generalizada de la expresión de las enzimas 

antioxidantes por efecto de los lípidos de la dieta. Concretamente, ambas dietas 

disminuyeron la expresión de CAT a las 12  horas, de SOD1 a las 12 y 24 horas, y de 

SOD2 a las 24 horas. Además, la dieta de aceite de maíz también disminuyó la 

expresión de GPX1 y GPX4 a las 24 h, y la dieta de aceite de oliva la de CAT a las 24 

horas, la de SOD2 a las 12 horas, la de GPX1 a las 48 horas, y la de GPX4 a a las 12 y 

48 horas. Esta dieta también disminuyó la expresión de GR a las 12 y 48 horas. Por 

tanto, la disminución de la expresión de las enzimas antioxidantes fue mayor por 

efecto de la dieta de aceite de oliva. La interpretación de datos relacionados con las 

defensas antioxidantes es compleja. Así, en la literatura se encuentran tanto trabajos 
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que describen que los menores niveles de defensas antioxidantes son consecuencia 

de una menor necesidad de detoxificación, como trabajos que describen que esta 

disminución de la defensa antioxidante es la causa del aumento de los niveles de 

estrés oxidativo (Kinnula and Crapo, 2004; Valko et al., 2006). Los resultados 

obtenidos en este trabajo junto con todos los datos que apoyan la hipótesis de que 

las dietas ricas en grasas provocan un aumento de estrés oxidativo sugieren que en 

el tejido diana las dietas hiperlipídicas y, en especial, la dieta de aceite de oliva, 

provocó un aumento del estrés oxidativo durante el periodo de la iniciación de la 

carcinogénesis, debido principalmente a una disminución de la expresión de las 

enzimas antioxidantes. En este sentido, la dieta de aceite de oliva estaría provocando 

unos mayores niveles de estrés oxidativo en el tejido diana del carcinógeno. Tal 

como se discutirá más adelante, los resultados de los niveles de daño oxidativo en el 

ADN en este tejido fueron en el mismo sentido. 

Respecto a la defensa antioxidante no enzimática, las dietas hiperlipídicas 

provocaron una disminución de las ratios GSH/GSSG y GSH/GSHtotal y unos mayores 

niveles de GSSG a las 24 y 48 horas de la inducción con el carcinógeno. Estos efectos 

podrían ser debidos, al menos en parte, al efecto que dichas dietas ejercieron sobre 

dos de las principales enzimas del ciclo del glutatión en el hígado, el aumento de 

actividad GPX y la disminución de la expresión de GR. Ambos efectos  irían a favor de 

los resultados de los niveles plasmáticos de glutatión. De esta manera, el  aumento 

de GSSG sería consecuencia del aumento de la actividad GPX (como principal 

producto de su catálisis) así como de la disminución de GR, que implicaría una 

acumulación del GSSG por una menor regeneración. Aunque ambas dietas 

hiperlipídicas tuvieron unos efectos similares entre sí, también existieron efectos 

diferenciales entre ellas, como la disminución de la actividad de la GR en el momento 

previo a la administración del carcinógeno por parte de la dieta de aceite de maíz, 

que podría haber condicionado la capacidad de regeneración del GSSG después de 

dicha administración. 

Cabe destacar que con independencia del tipo de dieta, 12 horas después de la 

administración del DMBA se produjo una disminución de los niveles totales de 

glutatión así como una disminución de GSH y GSSG. Previsiblemente la disminución 

de las formas oxidada y reducida de GSH fue consecuencia de la disminución de los 

niveles totales, de manera que al disminuir ambas formas la ratio GSH/GSSG no se 
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modificó. Con estos datos, se podría afirmar que la administración del carcinógeno, 

además de inducir cambios en las enzimas antioxidantes, provocó cambios en el 

sistema del glutatión. Algunos autores han descrito que cuando aumentan los 

aductos del glutatión se puede producir una disminución de sus niveles totales. Este 

hecho ocurriría porque la formación de estos aductos conllevaría una disminución 

del glutatión “libre” o ”cuantificable” (Januel et al., 2003). Así, la disminución de los 

niveles totales de glutatión observada tras la administración del carcinógeno podría 

ser consecuencia de la elevada generación de metabolitos reactivos del DMBA y la 

posterior formación de aductos de dichos metabolitos con el glutatión, como 

mecanismo de defensa frente el aumento de moléculas reactivas. En un trabajo 

previo desarrollado en esta misma serie experimental se demostró la producción 

hepática de dichos metabolitos en las horas inmediatamente posteriores a la 

administración intragástrica del DMBA. Concretamente, se observó un aumento de 

los niveles plasmáticos de 3-OH-DMBA, 3,4-diOH-DMBA y 12-OH-Me-7-MBA 

(Manzanares, 2016). Estos metabolitos son capaces de formar aductos con el 

glutatión (Johnson et al., 2003). Por otra parte, cabe la posibilidad de que la 

disminución de los niveles totales de glutatión también fuera consecuencia de una 

disminución en su síntesis. Así, se determinó la expresión de una de las enzimas 

principales de la síntesis del glutatión, la GSS (Townsend et al., 2003), en el 

momento previo a la administración del DMBA y a las 24 y 48 horas después. Se ha 

demostrado una asociación entre los niveles de expresión de esta enzima y los 

niveles de glutatión totales en hígado (Luo et al., 1998). Sin embargo, los resultados 

mostraron que los cambios en los niveles totales de glutatión no se asociaron a una 

disminución de la expresión de la enzima GSS. Aún y así cabría determinar la 

actividad de esta enzima para poder descartar definitivamente su implicación en los 

cambios observados en el glutatión. También cabría considerar que la expresión de 

GSS en hígado pueda no asociarse a los niveles plasmáticos de glutatión. Finalmente, 

la síntesis de glutatión es un proceso complejo en el que intervienen múltiples 

enzimas además de la GSS, como la γGCS (Lu, 2013). Por tanto, para confirmar que 

no se produen cambios en la síntesis de glutatión cabría evaluar también otros 

enzimas. 

Una vez analizados los efectos de los lípidos de la dieta en la defensa antioxidante 

enzimática y no enzimática durante la ventana de la iniciación de la carcinogénesis, 
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se procedió a evaluar sus efectos sobre el daño en macromoléculas. Respecto al daño 

oxidativo sobre los lípidos, la dieta de aceite de maíz provocó un aumento de los 

niveles plasmáticos de MDA respecto a los otros dos tipos de dieta, siendo 

significativamente superiores a las 12 horas de la inducción con el carcinógeno 

respecto al control, sugiriendo mayores niveles de estrés oxidativo. Estos resultados 

estarían en línea con los obtenidos por Mansara y colaboradores, que demostraron 

una correlación positiva entre los niveles de peroxidación lipídica y el tratamiento 

con PUFAs de diferentes ratios crecientes n-6/n-3 en células de cáncer de mama 

(Mansara et al., 2015). Los niveles de peroxidación lipídica en cáncer son 

actualmente materia de debate. En células de hepatoma se han relacionado bajos 

niveles de peroxidación lipídica con células poco diferenciadas y elevada capacidad 

proliferativa (Hammer et al., 1997). Sin embargo, otros estudios han demostrado 

niveles elevados en células tumorales al compararlas con tejido sano (Young et al., 

2010; Skrzydlewska et al., 2001). También se ha descrito que unos niveles elevados 

de peroxidación lipídica en células cancerígenas pueden conllevar la activación de 

vías apoptóticas (Barrera, 2012). En este sentido, existen estudios que han decrito 

que el tratamiento de células cancerígenas con el PUFA n-3 DHA provoca la 

sensibilización de éstas al tratamiento con trióxido de arsénico al inducir la 

peroxidación lipídica y la activación de vías apoptóticas (Sturlan et al., 2003). Por el 

contrario, se ha postulado que si los niveles de peroxidación lipídica en células 

cancerígenas no son suficientemente elevados para inducir la apoptosis, la situación 

resultaría perjudicial para la célula, ya que conllevaría un mayor daño en el ADN y 

un aumento de posibles mutaciones (Barrera, 2012). En base a todo ello y a partir de 

los resultados obtenidos en este trabajo, sería interesante determinar el grado de 

peroxidación lipídica así como el grado de apoptosis en la propia glándula mamaria. 

Es interesante destacar que en relación al aceite de oliva, diversos estudios han 

demostrado la capacidad de algunos de sus compuestos minoritarios para inducir la 

apoptosis (Fabiani et al., 2006). Además, la peroxidación lipídica y las vías 

apoptóticas también se encuentran estrechamente relacionadas con los niveles de 

GSH, ya que existen estudios que demuestran una asociación entre la disminución de 

los niveles de GSH en tumores de animales inducidos con DMBA y la inducción de la 

apoptosis en el tejido tumoral (Todorova et al., 2004).  
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Para profundizar en el estudio de daño oxidativo se determinaron los niveles de 

proteínas oxidadas, concretamente de sus grupos carbonilo (Stadtman, 2001). En 

línea con lo esperado se observó que en el momento previo a la administración del 

carcinógeno las dietas hiperlipídicas, y especialmente la dieta de aceite de maíz, 

aumentaban el daño oxidativo en proteínas. Estos resultados concuerdan con lo 

descrito por algunos autores han descrito niveles elevados de proteínas oxidadas en 

ratas alimentadas con una dieta rica en PUFA n-6 (Gallardo et al., 2013). 

Finalmente se analizó el daño a nivel de ADN en la glándula mamaria. Por una 

parte, se analizaron los niveles de daño total, mediante el ensayo Comet, y por otra 

de daño oxidativo, mediante la determinación de los niveles de la base modificada 8-

OHdG. Respecto a los resultados del daño total en el ADN, éstos no fueron en línea 

con lo esperado, ya que el grupo control tendió a mostrar niveles de daño oxidativo 

más elevados que los grupos de dietas hiperlipídicas. Muy probablemente esta 

situación sea atribuible a aspectos metodológicos, dado que la técnica Comet, a 

pesar de no ser de una gran complejidad técnica, tiene aspectos críticos tales como 

el tiempo que pasa desde la obtención de la muestra hasta el inicio de su 

procesamiento. Teniedo en cuenta estas consideraciones, los resultados obtenidos 

en este apartado no se consideraron concluyentes. La situación fue muy distinta en 

cuanto a la detección del daño oxidativo, a través de los niveles de 8-OHdG. Además 

ésta se complementó con el análisis de la expresión de las principales enzimas 

implicados en la reparación de dicha base dicha base, la PARP y la OGG (Noren 

Hooten et al., 2011). Los resultados mostraron que después de la inducción con el 

carcinógeno aumentó el daño oxidativo en todos los grupos experimentales sin 

observarse cambios en la expresión de las enzimas de reparación. Estos resultados 

están en línea con los de Vinothini y colaboradores que demostraron mayores 

niveles de 8-OHdG en ratas Sprague Dawle inducidas con DMBA al compararlas con 

ratas control (Vinothini et al., 2009). Otros autores han descrito un aumento de los 

niveles 8-OHdG en tejido mamario sano de pacientes con cáncer de mama al 

compararlas con tejido de mujeres sanas (Li et al., 2001). En líneas generales, en la 

literatura se describen unos niveles elevados de 8-OHdG en cáncer de mama 

(Soliman et al., 2004), próstata y vejiga (Chiou et al., 2003), y pulmón (Erhola et al., 

1997). Es por ello que también se ha propuesto a esta base modificada como 

marcador de la progresión tumoral (Foksinski et al., 2000). Mientras que la principal 
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causa de los mayores niveles 8-OHdG son los mayores niveles de estrés oxidativo en 

la célula, las consecuencias no están del todo claras. Está descrito que el aumento de 

daño oxidativo en el ADN tiene como consecuencia la inestabilidad genómica y el 

aumento de la tasa de mutación, haciendo a la célula más vulnerable a la 

transformación neoplásica. En este sentido, se ha demostrado que muestras de 

cáncer de colon con unos niveles elevados de 8-OHdG presentaban más de dos 

mutaciones en genes supresores de tumores, siendo en un 71% de los casos p53 

(Oliva et al., 1997). Sin embargo, el aumento de daño oxidativo en el ADN también 

puede tener consecuencias beneficiosas, como la inducción de la apoptosis de las 

células cancerosas (Radak and Boldogh, 2010).  

Respecto a los efectos que los lípidos de la dieta tuvieron sobre los niveles de  

8-OHdG, las dietas hiperlipídicas aumentaron los niveles de daño oxidativo en la 

glándula mamaria previamente a la inducción con el carcinógeno. Estos resultados 

están en línea con los descritos en la literatura, donde se la demostrado que las 

dietas ricas en grasas provocan un aumento del daño de 8-OHdG en hígado de 

animales sanos (Eder et al., 2006). Además, en este mismo momento, las dietas 

hiperlipídicas también aumentaron la expresión de la enzima de reparación OGG, y 

la dieta de aceite de maíz también la de PARP. Doce horas después de la inducción 

con el carcinógeno también se obervó este mismo efecto de las dietas hiperlipídicas 

pero en este caso la dieta de aceite de oliva provocó un aumento superior del daño 

de manera que los niveles de 8-OHdG fueron mayores que los de las otras dos dietas. 

A partir de las 24 horas de la inducción no se observaron efectos por parte de las 

dietas en los niveles de daño oxidativo en el ADN. El mayor daño oxidativo inducido 

por la dieta de aceite de oliva resultó a priori inesperado dado que se ha descrito una 

correlación positiva entre los niveles de 8-OHdG y la ingesta de ácido linoleico (Eder 

et al., 2006). Cabe destacar, que resultados previos del grupo de investigación 

desarrollados en otra serie experimental también demostraron un aumento por 

parte de la dieta de aceite de oliva del daño oxidativo en tejido mamario “sano” de 

animales con cáncer de mama inducido con DMBA. En cuanto a los efectos de los 

lípidos de la dieta sobre las enzimas de reparación tras la administración del DMBA, 

las dietas hiperlipídicas tendieron, al igual que en el momento previo a la inducción, 

a aumentar su expresión. Este aumento fue especialmente significativo en el caso de 

la dieta de aceite de maíz. En líneas generales, por tanto, la dieta de aceite de oliva 
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provocaría un aumento del daño oxidativo mayor que el aumento que indujo en la 

reparación, lo cual sugeriría unos niveles relativos de daño oxidativo mayores 

respecto a la dieta de aceite de maíz y la control. Sería interesante determinar la 

actividad de ambas enzimas de reparación, ya que está descrito que tanto la PARP 

(Desmarais et al., 1991) como la OGG (Slyskova et al., 2014) pueden sufrir 

modificaciones posttraduccionales que modificarían su actividad. En este sentido, 

recientemente se han identificado 8 formas de splicing así como 160 microRNAs 

responsables de la estabilidad del transcrito de OGG (Slyskova et al., 2014). El 

análisis de la actividad de estas enzimas ayudaría a conocer mejor el proceso de 

reparación del daño oxidativo tras el carcinógeno, así como los efectos diferenciales 

de las dietas. En cualquier caso, el relativo mayor daño oxidativo en el ADN de la 

glándula mamaria debido a la dieta de aceite de oliva estaría en línea con la 

disminución observada en la expresión de las enzimas antioxidantes por parte de 

dicha dieta en este mismo tejido. Diversos autores han relacionado un aumento de 

daño oxidativo o una menor defensa antioxidante con la activación de vías 

apoptóticas (Radak and Boldogh, 2010). En este sentido, se podría hipotetizar que la 

dieta de aceite de oliva, mediante la disminución de las defensas antioxidantes y la 

consecuente acumulación de daño oxidativo en el ADN, podría estar induciendo la 

apoptosis en el tejido diana del carcinógeno, la glándula mamaria, en los primeros 

momentos tras la administración del carcinógeno. En trabajos previos del grupo 

investigador realizados en otra serie experimental se demostró un aumento de 

apoptosis en los adenocarcinomas mamarios de los animales alimentados con la 

dieta de aceite de oliva (Solanas et al., 2010). Asimismo, otros resultados previos 

mostraron una menor apoptosis en la glándula mamaria de animales de edad 

puberal y pospuberal (36 y 51 días, respectivamente) por parte de la dieta de aceite 

de maíz en comparación con los otros dos tipos de dietas (Moral et al., 2016). Todos 

estos resultados estarían de acuerdo con la menor carcinogénesis que se observó en 

los animales alimentados con la dieta de aceite de oliva en comparación a los 

alimentados con la dieta de aceite de maíz. Diversos autores han demostrado los 

efectos beneficiosos de compuestos minoritarios de la dieta, como epigalocatequina, 

genisteína, curcumina o resveratrol, a través de la estimulación de la apoptosis, 

principalmente por la vía extrínseca (Khan et al., 2010). El efecto pro-apoptótico de 

algunos de estos compuestos también se ha relacionado con su capacidad pro-
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oxidante. Así, recientemente se ha descrito que las características pro-oxidantes de 

los polifenoles serían la causa del aumento de daño oxidativo celular y la 

consecuente activación de las vías apoptóticas (Leon-Gonzalez et al., 2015). 

3. EFECTOS DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA 

EVOLUCIÓN PONDERAL, LA CARCINOGÉNESIS MAMARIA Y 

EL ESTRÉS OXIDATIVO EN ANIMALES INDUCIDOS CON EL 

CARCINÓGENO  

Tras investigar los efectos de las dietas ricas en aceite de maíz o en aceite de oliva 

en diferentes parámetros de estrés oxidativo en animales sanos a diferentes edades 

(apartado 1) y en la ventana de la iniciación de la carcinogénesis mamaria inucida 

con DMBA (apartado 2), se analizaron dichos efectos en animales adultos con cáncer 

de mama ya establecido. El objetivo último consistió en relacionar los efectos sobre 

el estrés oxidativo con la influencia que dichas dietas ejercieron en la carcinogénesis 

mamaria. Para ello, por una parte, se analizaron parámetros de estrés tanto en 

hígado como en glándula mamaria de animales previamente inducidos con el 

carcinógeno, a 100 y a 150 días, y, por otro, se realizó el estudio de la carcinogénesis.  

Del mismo modo que en los animales sanos, y con el fin de asegurar la 

especificidad de los resultados, en primer lugar se constató el correcto desarrollo de 

los animales inducidos con el carcinógeno y alimentados con las distintas dietas 

experimentales a lo largo de todo el ensayo. Así, el análisis de la evolución ponderal 

y la masa corporal mostró que dicho crecimiento fue homogéneo en todos los 

grupos experimentales y que no existieron diferencias individuales entre los pesos 

de los animales de un mismo grupo. Ello, junto con la ausencia de patologías por 

desequilibrios nutricionales, reflejó la idoneidad de las dietas para realizar el 

estudio. Respecto al efecto diferencial de las dietas hiperlipídicas sobre el peso y la 

masa corporal, la dieta de aceite de maíz indujo un aumento significativo de ambos 

parámetros. En el caso de la masa corporal dicho aumento se observó en el Índice de 

Lee pero no en el IMC, al revés que en los animales sanos. Por su parte, la dieta de 

aceite de oliva no modificó el peso corporal, pero también se asoció a un aumento 
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significativo de la masa corporal respecto al control. Estos resultados no 

concordaron exactamente con los hallados en los animales sanos, aunque siguieron 

la misma tendencia excepto en el caso de la dieta de aceite de oliva y la masa 

corporal. Este hecho podría ser debido al efecto del carcinógeno o a la enfermedad 

cancerosa, que podrían haber modificado de alguna manera el efecto diferencial que 

estas dietas ejercerían en condiciones normales sobre el peso corporal y que ya se 

discutió en el apartado 1 de la Discusión. Así, es bien conocido que la demanda 

energética se encuentra aumentada en procesos cancerosos que en determinadas 

situaciones puede incluso llevar a la caquexia (Das and Hoefler, 2013). 

El análisis de la defensa antioxidante enzimática a nivel hepático mostró relativos 

pocos cambios debidos a los lípidos de la dieta en comparación a los obtenidos en el 

periodo de la iniciación de la carcinogénesis (apartado 2 de la Discusión). Así, en los 

niveles de expresión las dietas no tuvieron prácticamente efectos, y en los de 

actividad la dieta de aceite de oliva aumentó la actividad GPX en a 150 días. Este 

hecho podría atribuirse a diferentes motivos, no excluyentes entre sí: i) que los 

animales jóvenes (postpuberales) respondan más a factores externos como la dieta; 

ii) que el periodo de la iniciación de la carcinogénesis sea especialmente sensible a la 

acción de tales factores; y iii) que el tratamiento crónico, a largo plazo, con las dietas 

experimentales disminuya sus efectos sobre los parámetros analizados.  

Respecto al posible papel del factor de transcripción NRF2, los resultados 

mostraron que la dieta hiperlipídica de aceite de maíz provocó una disminución de 

los niveles totales de NRF2 respecto a los otros dos tipos de dieta a día 100. Estos 

resultados están en línea con los obtenidos en la etapa de la iniciación, donde dicha 

dieta provocó cambios en este mismo sentido. No obstante, no se observaron 

cambios en los niveles de retención citoplasmática de NRF2 por efecto del 

tratamiento dietético a esa edad. Los menores niveles totales de NRF2 podrían 

sugerir una menor inducción de la defensa antioxidante enzimática debida a la dieta 

de aceite de maíz. Sin embargo, los resultados de la expresión no apoyan esta 

hipótesis, ya que como se ha comentado no hubo cambios en la expresión hepática 

de las enzimas antioxidantes debidos a las dietas. Considerando que la enfermedad 

cancerosa ya está instaurada en esta etapa, las consecuencias propias del cáncer 

podrian haber contribuido a que estos efectos no se observaran con claridad. En 

cualquier caso, tal como ya se discutió ampliamente en el apartado anterior, la 
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disminución de NRF2 asociada a la dieta de aceite de maíz podría haber tenido un 

papel en la carcinogénesis. El hecho de que dicha disminución se produjera tanto en 

la iniciación del proceso como en la enfermedad ya establecida va a favor de esta 

hipótesis y sugiere un efecto diferencial de esta dieta respecto a la de aceite de oliva 

que se reflejaría en su efecto claramente estimulador de la carcinogénesis mamaria. 

Cabe destacar que independientemente de la dieta, los niveles de expresión y de 

actividad de las enzimas antioxidantes a 100 y 150 días no variaron respecto a los de 

la iniciación, a excepción de la enzima SOD1. La expresión de esta enzima aumentó a 

lo largo de la iniciación para luego descender (más o menos la mitad) a 100 días y 

situarse de nuevo niveles similares a los previos a la inducción con el carcinógeno. 

Asimismo, al comparar las dos edades entre sí, se observó una tendencia a aumentar 

la actividad GPX y una disminución de la actividad SOD en todos los grupos, así como 

un aumento de la expresión de CAT, SOD2 y GR en el grupo de aceite de maíz. Por 

otro lado, al comparar los niveles de expresión de las enzimas antioxidantes en los 

animales inducidos a 100 y 150 con los de los animales sanos a esta misma edad, se 

observó que en los animales inducidos dichos niveles fueron prácticamente la mitad 

que los observados en animales sanos y los niveles de actividad iguales o 

ligeramente inferiores. Ello sugeriría una disminución de la capacidad de inducir la 

expresión antioxidante en el hígado en los animales inducidos respecto a los sanos, 

lo cual podría asociarse a un estado de mayor estrés oxidativo en los primeros. 

Numerosos trabajos han descrito diferencias en el nivel de estrés oxidativo en 

diversos tejidos de ratas inducidas con DMBA al compararlos con ratas sanas 

(Anbuselvam et al., 2007; Kumaraguruparan et al., 2007). Este mismo efecto 

también se ha observado en estudios realizados en humanos (Mannello et al., 2009; 

Sinha et al., 2009; Yuvaraj et al., 2008). La disminución de la capacidad antioxidante 

se ha observado además en animales o humanos con cáncer diferente al de mama 

respecto a un grupo control sano (Sanchez et al., 2006). En cualquier caso, con los 

datos disponibles no puede determinarse si la menor expresión de las enzimas 

anitioxidantes es causa o consecuencia del proceso carcinogénico.  

En la glándula mamaria, la expresión antioxidante tampoco mostró grandes 

diferencias por efecto de los lípidos de la dieta, aunque se observaron más cambios 

que en hígado. Así, la dieta de aceite de maíz aumentó la expresión SOD a 150 días y 

disminuyó la de GPX1 y GPX4 a 100 y 150 días, respectivamente. En cambio, la dieta 
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de aceite de oliva se asoció a niveles  de expresión similares a los del control. En un 

estudio previo del grupo investigador desarrollado en otra serie experimental 

tampoco se detectaron cambios en la expresión de enzimas antioxidantes en la 

glándula mamaria de animales adultos con cáncer de mama por efecto de los lípidos 

de la dieta. Es interesante destacar que la pérdida de la expresión antioxidante en 

hígado no se observó en la glándula mamaria. 

El análisis de la defensa antioxidante no enzimática tampoco mostró cambios 

significativos en los parámetros del glutatión en plasma debidos a los lípidos de la 

dieta. Esta situación fue distinta a lo ocurrido en la etapa de la iniciación, cuando las 

dietas hiperlipídicas aumentaron los niveles de GSSG. La ausencia de diferencias en 

los niveles plasmáticos de glutatión estuvo en línea con los resultados obtenidos en 

el análisis de la defensa antioxidante enzimática en hígado, especialmente las 

enzimas del ciclo del glutatión, en las que tampoco se observaron diferencias 

debidas a los lípidos de la dieta, y podría estar relacionada con el tratamiento 

dietético a largo plazo. Sin embargo, existen trabajos que demuestran un efecto de 

los lípidos de la dieta así como de componentes minoritarios de la dieta como 

polifenoles, sobre los niveles de glutatión (Romieu et al., 2008; Meza-Miranda et al., 

2014).  

En cambio, independientemente del tipo de dieta, se observó un aumento de los 

niveles de GSSG de 100 a 150 días y, consecuentemente una disminución de la ratio 

GSH/GSSG, principal indicador de los niveles de estrés plasmático. Este hecho 

estaría de acuerdo con la tendencia de la actividad GPX a aumentar entre estas dos 

edades y sugeriría un aumento de los niveles de estrés oxidativo a 150 días. Estos 

mayores niveles de estrés se asociarían a una aceleración de la enfermedad 

cancerosa en todos los grupos experimentales, tal como se halló en el análisis de los 

parámetros de la carcinogénesis mamaria que se discutirán a continuación. En estos 

cambios también podría haber cierta influencia de la edad de los animales. En este 

sentido, existen estudios que demuestran una correlación positiva entre los niveles 

de GSSG y la edad y una correlación negativa entre los niveles de GSH y la edad 

(Giustarini et al., 2006). Además, también se ha descrito un shift o cambio entre las 

formas reducidas y oxidadas en plasma al aumentar la edad. Este shift consistiría en 

un cambio general de las formas reducidas, de GSH o grupos tiol de las proteínas, en 

sus respectivas formas oxidadas, GSSG y proteínas oxidadas o formas disulfuro 
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(Maher, 2005). Este shift tendría un papel importante en numerosas enfermedades 

relacionadas con el envejecimiento, como enfermedades cardiovasculares, diabetes, 

artritis y enfermedades neurológicas (Giustarini et al., 2006; Go and Jones, 2005; 

Samiec et al., 1998). La causa de este cambio general en los grupos tiol es todavía 

desconocida. Así, se ha hipotetizado que su causa podría ser simplemente el 

aumento de radicales libres y estrés oxidativo con la edad. Sin embargo, estas 

diferencias no se observaron en los animales sanos, con lo cual los posibles efectos 

de la edad requerirían de un análisis más profundo. Por otra parte, también con 

independencia de los efectos de la dieta, los niveles de los parámetros del glutatión 

fueron inferiores en animales inducidos a 150 días a los de los animales sanos a esa 

misma edad, excepto los niveles de GSSG, que fueron superiores. Estos resultados 

están en línea con lo observado en la expresión de las enzimas antioxidantes 

hepáticas, en las que se constató una pérdida de la capacidad antioxidante en los 

animales afectados de cáncer de mama. Sobre el papel del glutatión en el desarrollo 

del cáncer diversos autores lo definen como un arma de doble filo (Traverso et al., 

2013). Así, una estrategia bien conocida contra la progresión tumoral consistiría en 

el aumento de la capacidad antioxidante del glutatión y sus enzimas relacionadas 

para aumentar así la defensa antioxidante celular y de esta manera proteger a la 

célula de posibles mutaciones. Por otro lado, otra estrategia más reciente y cada día 

más aplicada, consistiría en todo lo contrario, ya que promoviendo la depleción o 

vaciado del glutatión celular y la inhibición de sus vías de detoxificación 

relacionadas se sensibiliza a las células para el tratamiento tumoral, haciéndolas 

menos quimioresistentes  (Lushchak, 2012). 

Cuando se analizó el daño oxidativo en lípidos, los niveles plasmáticos de MDA 

mostraron la misma tendencia que en animales sanos y en animales inducidos en la 

etapa de la iniciación, de manera que la dieta de aceite de maíz aumentó los niveles 

de peroxidación lipídica en plasma respecto a los otros dos tipos de dietas. Además, 

los niveles de MDA se mantuvieron en el mismo rango que durante la etapa de la 

iniciación y tampoco variaron entre los 100 y los 150 días. Como ya se comentó al 

tratar los efectos en animales sanos (apartado 1 de Resultados), está descrito que las 

dietas de aceite de maíz pueden provocar un aumento de peroxidación lipídica 

(Haggag Mel et al., 2014) y que las dietas de aceite de oliva tendrían un efecto 

protector debido principalmente a sus componentes minoritarios (Kanner et al., 
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2012). El papel de la peroxidación lipídica en cáncer es controvertido y tal como ya 

se ha discutido parece tener un papel dual. Mientras que elevados niveles de daño 

oxidativo en lípidos tienen un claro efecto negativo para la célula, en diversas 

situaciones en las que la enfermedad cancerosa está instaurada, estos niveles 

elevados podrían contribuir bien a la activación de vías apoptóticas (Barrera, 2012),  

bien a la sensibilización de las células frente al tratamiento quimioterápico (Sturlan 

et al., 2003). En este trabajo, la mayor peroxidación lipídica debido a la dieta de 

aceite de maíz se asoció a una mayor carcinogénesis. 

En cuanto al análisis del daño oxidativo a nivel de ADN, los resultados no 

mostraron diferencias en los niveles de 8-OHdG a 150 días debido al tipo de dieta. 

Esta ausencia de efectos podría deberse a que una vez instaurada la enfermedad 

cancerosa tendrían una mayor influencia los mecanismos propios del cáncer que los 

posibles efectos de los lípidos de la dieta. Además, el tratamiento dietético a largo 

plazo también podría haber contribuído. Por otra parte, independientemente de los 

efectos de los lípidos de la dieta, los niveles de la base modificada aumentaron 

respecto a los niveles hallados en la etapa de la iniciación. Este aumento podría 

deberse al desarrollo de la enfermedad cancerosa en sí. Tal como ya se ha discutido 

en el apartado anterior, se han descrito unos niveles más elevados de 8-OHdG en 

tejido mamario sano de mujeres con cáncer de mama que en mujeres sanas (Li et al., 

2001). Por otro lado, Hashimoto y colaboradores han demostrado un aumento de 8-

OHdG en ratas con el aumento de la edad. Estos autores defienden que el aumento 

de esta base modificada se debe a una menor activación de los mecanismos de 

reparación, que promueve la acumulación de la base modificada (Hashimoto et al., 

2007). Los resultados de este trabajo están en línea con los de estos autores, ya que 

a 150 días la expresión de los enzimas de reparación OGG y PARP disminuyó 

respecto a los niveles de la etapa de la iniciación, mientras que el daño oxidativo en 

el ADN aumentó. Con estos datos podría hipotetizarse que el aumento de daño 

oxidativo en las ratas adultas tratadas con el carcinógeno sería debido tanto a la 

enfermedad como al aumento de edad, y que estos mayores niveles de daño también 

serían consecuencia, al menos en parte, de una menor reparación. Sería interesante 

determinar la actividad enzimática de las enzimas OGG y PARP en esta misma edad 

para analizar más profundamente los niveles reales de reparación de estas enzimas. 
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Finalmente, la última parte del estudio consistió en el análisis de la 

carcinogénesis mamaria con el objetivo de evaluar los efectos de los lípidos de la 

dieta en el desarrollo del cáncer y correlacionarlos con los parámetros de estrés 

oxidativo tanto en la iniciación como en etapas posteriores. El estudio de la 

carcinogénesis comprendió el análisis morfológico de la glándula mamaria y el de su 

densidad a 100 días, así como el análisis de los parámetros clínicos.  

Para el estudio morfológico de la glándula mamaria de los animales inducidos se 

categorizaron las diferentes estructuras proliferativas epiteliales: PIDL1, PIDL2, 

tumores e hiperplasias. Esta clasificación se realizó en base a la establecida por 

Russo y Russo (Russo and Russo, 1996a). Los resultados mostraron que la estrucura 

proliferativa más frecuente en todos los grupos experimentales fueron las PIDL1, 

seguidas de los tumores, PIDL2 e hiperplasias. En cuanto a los posibles efectos de los 

lípidos de la dieta, el grupo de la dieta de aceite de maíz mostró un mayor número de 

estructuras proliferativas (PIDL1, tumores e hiperplasias) que los otros grupos. La 

dieta de aceite de oliva, en cambio, mostró unos niveles totales de estructuras más 

cercanos a los del grupo control. Respecto al número de tumores, la dieta de aceite 

de maíz provocó 1,6 veces más tumores que los otros dos tipos de dieta (48 tumores 

vs. 29 en el grupo de aceite de oliva y 30 en el control). En la literatura no se han 

hallado trabajos donde se analicen las microestructuras proliferativas de la glándula 

inducida con el carcinógeno y el posible efecto de los lípidos de la dieta. El aumento 

general del número de estructuras proliferativas debido a la dieta de aceite de maíz 

podría estar relacionado con su efecto sobre la capacidad proliferativa de la glándula 

mamaria y estaría de acuerdo con el efecto estimulador de dicha dieta en el cáncer 

ded mama experimental, tal como se demostró en este trabajo y en otros previos del 

grupo (Solanas et al., 2010; Escrich et al., 2004).  

Al analizar los efectos de los lípidos de la dieta sobre la densidad de la glándula 

mamaria no se obtuvieron diferencias significativas. Sin embargo, en los animales 

sanos se observó que los animales alimentados con dieta de aceite de maíz tendían a 

presentar una mayor densidad de la glándula mamaria, lo que podría asociarse a 

una mayor susceptibilidad o riesgo de padecer cáncer de mama. En los animales 

inducidos no se observó dicha tendencia, probablemente debido a diversos factores 

metodológicos, como el bajo número de muestras analizadas (n=5) y las 

características del estudio (contaje en cada campo), que dificultaron el análisis 
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estadístico de los resultados. Además, existieron otras limitaciones metodológicas, 

como la exéresis de los tumores macroscópicos durante la necropsia, antes del 

procesamiento y estudio morfológico de las glándulas. Teniendo en cuenta que el 

número de tumores en las glándulas del grupo de aceite de maíz fue superior al de 

los otros dos grupos, este hecho podría haber influído en los resultados, ya que las 

glándulas de este grupo tuvieron una menor superficie para ser analizadas. 

Asimismo, es importante recordar que el análisis morfológico  de la glándula 

mamaria mediante la técnica Whole Mount se realizó en la periferia de la glándula, 

debido a la imposibilidad de estudiar la zona central debido a la densidad mamaria. 

Todo ello dificultó la caracterización del estado neoplásico real de las glándulas 

mamarias.  

Finalmente se analizaron los parámetros clínicos de la carcinogénesis: tiempo de 

latencia, incidencia, contenido tumoral y volumen tumoral. El análisis del tiempo de 

latencia (tiempo medio de latencia y distribución por clases) mostró resultados 

concordantes entre sí, indicando que la dieta rica en aceite de maíz favoreció la 

aparición temprana de los adenocarcinomas mamarios, a pesar de que las 

diferencias observadas entre grupos no fueron estadísticamente significativas. La 

aparición temprana de la patología mamaria maligna en los grupos alimentados con 

la dieta rica en PUFA n-6 indicaría una aceleración de la enfermedad cancerosa 

asociada al consumo de dicha dieta, lo cual es compatible con el efecto estimulador 

de esta dieta, descrito por el grupo investigador en trabajos previos, así como por 

otros autores (Cohen et al., 1986b; Sundram et al., 1989; Woutersen et al., 1999; 

Escrich et al., 2004; Solanas et al., 2010). Este efecto sobre el tiempo de latencia se 

observó en menor grado en el caso de la dieta rica en aceite de oliva virgen extra, de 

manera que los grupos alimentados con dicha dieta mostraron valores intermedios 

entre los grupos control y de dieta de aceite de maíz. Por tanto, la dieta de aceite de 

oliva, a pesar de ser también una dieta hiperlipídica, tendría un efecto menor sobre 

la aceleración de la aparición de los tumores que la dieta rica en aceite de maíz. Por 

otra parte, cabe mencionar que la falta de significación estadística entre las 

diferencias observadas en este parámetro podría ser debida a la gran dispersión de 

los datos y al tamaño muestral, relativamente bajo. Cabe destacar que el diseño 

experimental fue optimizado con el objetivo de utilizar el menor número de 
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animales posibles con los que obtener la cantidad necesaria de muestras para los 

estudios biológicos, así como por razones de practicabilidad. 

En segundo lugar se analizó la incidencia de afectación. Los resultados mostraron 

que ésta aumentó en todos los grupos a lo largo del estudio, mostrando en todos 

ellos un comportamiento similar, con un crecimiento rápido del número de animales 

afectados en las primeras etapas y una estabilización en las etapas finales. El grupo 

alimentado con la dieta hiperlipídica de aceite de maíz presentó una incidencia 

significativamente mayor en comparación con los otros dos grupos a lo largo de todo 

el ensayo. Estos resultados junto con el menor tiempo de latencia indicarían un 

efecto estimulador de esta dieta. Por otra parte, el grupo de aceite de oliva presentó 

una incidencia intermedia entre el grupo de dieta de aceite de maíz y el control. 

Además, en el momento final del estudio, el porcentaje de animales afectados fue del 

100% en los grupos de dietas hiperlipídicas y del 90% en la dieta control. Esta 

elevada incidencia podría ser debida a la dosis del carcinógeno administrada (10 

mg), ya que en series experimentales anteriores del grupo de investigación, en las 

que se administró una dosis menor (5 mg), la incidencia no llegó a ser tan elevada. 

La similitud entre la incidencia de los grupos alimentados con dietas hiperlipídicas a 

partir de la penúltima palpación podría deberse al “enmascaramiento” de los efectos 

diferenciales de las dos dietas hiperlipídicas, una vez transcurrida la etapa de la 

iniciación por parte del carcinógeno. 

El tercer parámetro analizado fue el contenido tumoral. Éste se estudió a través 

del contenido medio por animal afectado y del número total de tumores por grupo, 

para poder obtener una idea integral del parámetro debido a que cada uno de ellos 

proporciona una información parcial. En el primer caso, el parámetro presenta el 

inconveniente de verse afectado por la dinámica de aparición de tumores en 

animales no afectados anteriormente, mientras que en el caso del contenido tumoral 

total, podrían presentar el mismo valor grupos con distinta incidencia de afectación. 

Ambos parámetros aumentaron a lo largo de todo el estudio en los tres grupos 

experimentales. Este aumento fue mayor en el grupo de dieta rica en aceite de maíz, 

mientras que el grupo de aceite de oliva virgen extra presentó unos valores 

intermedios entre los grupos de dieta de aceite de maíz y control, siendo este último 

grupo el que obtuvo los valores más bajos para ambos parámetros. Asimismo, no se 

observó una saturación de estos parámetros hacia el final del estudio, lo que sugiere 
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una apropiada combinación entre las dosis de DMBA utilizadas y la duración del 

ensayo, de manera que no se alcanzó el máximo de posibilidades en cuanto al 

contenido tumoral.  En cambio, en estudios previos del grupo de investigación con 

dosis de 20 mg/animal sí que se observaron situaciones de saturación (Escrich et al., 

1994b). Los resultados de este tercer parámetro estarían en concordancia con los de 

incidencia y tiempo de latencia lo que reforzaría el ya descrito efecto estimulador de 

la dieta rica en PUFA n-6 en la carcinogénesis mamaria experimental (Woutersen et 

al., 1999; Karmali et al., 1989; Escrich, 2006). En cambio, la dieta rica en aceite de 

oliva virgen ejercería un efecto intermedio o próximo al observado en el grupo de 

dieta control, a pesar de su alto contenido en lípidos. 

El último de los parámetros analizados fue el volumen tumoral. Éste se estudió 

mediante el volumen total por grupo (V), el volumen medio por animal del grupo 

(VA) y el volumen medio por tumor del grupo (VK). Son parámetros distintos 

conceptualmente y por ello se requiere de los tres para obtener una información 

completa del volumen tumoral. El volumen tumoral por animal sería más apropiado 

para establecer comparaciones entre los resultados obtenidos de los tumores 

experimentales y los humanos dado que en los animales existen seis pares de 

glándulas mamarias a diferencia de la glándula única de los humanos. El volumen 

por tumor permitiría comparar dentro del propio modelo experimental. Finalmente, 

el volumen tumoral total no tendría ningún significado práctico ni intuitivo pero 

complementaría la información proporcionada por los otros dos parámetros. 

Además, éste último, al no estar influenciado por la incidencia de afectación, no 

presenta sus problemas. Tal como sucedió con otros parámetros, en general el 

volumen tumoral aumentó a lo largo del estudio. Al estudiar el volumen tumoral 

total, se observó que los animales del grupo control presentaron valores de 

volúmenes inferiores a los otros dos grupos, mientras que en los grupos de las dietas 

hiperlipídicas los tumores parecieron ser de mayor tamaño. Al analizar el volumen 

tumoral con respecto al número de animales afectados, se pudo observar que en los 

grupos en los que la incidencia fue mayor, aquellos alimentados con la dieta rica en 

aceite de maíz, este parámetro puede verse disminuido con respecto al valor de los 

otros grupos experimentales. Del mismo modo, cuando el número de tumores 

también es superior en uno de los grupos con respecto a los otros, posiblemente 

debido a la aparición de nuevos tumores de pequeño tamaño, los valores de 
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volumen medio por tumor también podrían verse disminuidos, como sucedió en la 

dieta rica en aceite de maíz. A pesar de que los valores de volumen de los grupos de 

dieta rica en aceite de oliva virgen extra presentaron valores superiores a los del 

grupo control, e incluso en algunos casos superiores a los de la dieta de aceite de 

maíz, los estudios anatomopatológicos realizados por este grupo de investigación en 

estudios previos han demostrado la menor malignidad de los tumores mamarios de 

los animales de la dieta de aceite de oliva comparado con los tumores de los 

animales alimentados con la dieta de aceite de maíz. Además, estas características 

anatomopatológicas son similares a las de los tumores del grupo control (Costa et 

al., 2002).  

En resumen, los parámetros clínicos de la carcinogénesis estudiados 

demostraron un efecto estimulador de la dieta hiperlipídica de aceite de maíz, 

mientras que en el caso de la dieta rica en aceite de oliva virgen extra los resultados 

mostraron unos efectos intermedios entre las dietas de aceite de maíz y la control.  

El efecto estimulador de las dietas ricas en PUFA n-6 sobre la carcinogénesis ya ha 

sido ampliamente descrito (Ip, 1987; Bartsch et al., 1999; Solanas, 2000; Stoll, 

2002). En cambio, existen resultados contradictorios sobre el efecto del aceite de 

oliva en cáncer, habiéndose descrito desde un efecto protector (Solanas et al., 

2002b; Costa et al., 2004; Escrich, 2006), hasta uno débilmente promotor o una falta 

de efecto (Fay et al., 1997; Lee and Lin, 2000; la Vecchia et al., 1995; Stark and 

Madar, 2002; Sieri et al., 2008). 

En líneas generales, se podría afirmar que los lípidos de la dieta ejercieron un 

efecto modulador diferencial sobre la carcinogénesis mamaria experimental y que 

estos podrían deberse, al menos en parte, a sus efectos también diferenciales sobre 

el estrés oxidativo, tanto al aumentar el riesgo de la enfermedad en el animal sano, 

como durante la propia carcinogénesis, especialmente en la ventana de la iniciación.  

 

 



  Discusión 

283 

 

4. DISCUSIÓN INTEGRADA 

Los lípidos de la dieta constituyen los nutrientes que se han relacionado más 

directamente con el cáncer de mama. Sus efectos moduladores no sólo dependen de 

la cantidad sino también del tipo de grasas y del periodo de su administración. Las 

dietas ricas en PUFA n-6, como las basadas en aceites de semillas como el aceite de 

maíz, ejercen un efecto estimulador de la carcinogénesis mamaria. El papel de las 

dietas ricas en MUFA n-9, como el aceite de oliva virgen, que además contiene 

multitud de compuestos minoritarios antioxidantes, es más controvertido. A pesar 

de que existen abundantes evidencias epidemiológicas y experimentales de su 

potencial efecto protector y quimiopreventivo, existen también resultados 

discordantes en la literatura, habiéndose descrito desde falta de efecto hasta un 

efecto débilmente estimulador. Por otra parte, los efectos moduladores de los lípidos 

de la dieta parecen ejercerse fundamentalmente durante la etapa de la promoción 

de la carcinogénesis. Sin embargo, también se ha sugerido su posible papel durante 

la iniciación de dicho proceso. En trabajos previos del grupo investigador 

desarrollados en series experimentales anteriores se había constatado un efecto 

diferencial de las dietas según si su administración se producía desde antes de la 

inducción con el  carcinógeno DMBA, justo después del destete de los animales, o a 

partir de ésta (Solanas, 2000; Escrich et al., 2001; Solanas et al., 2001; Moral et al., 

2003). Más recientemente, en la misma serie experimental en la que se ha llevado a 

cabo el presente estudio se ha podido constatar que, efectivamente, el efecto 

modulador de los lípidos de la dieta en el cáncer de mama experimental también 

implica su influencia sobre los procesos de metabolización de xenobióticos en el 

hígado, y consecuentemente, sobre los niveles plasmáticos de metabolitos reactivos 

y de daño genotóxico en la glándula mamaria (Manzanares, 2016). En el presente 

trabajo se quiso abordar el papel del estrés oxidativo en los efectos moduladores de 

los lípidos de la dieta. 

En primer lugar, y en relación al análisis de la evolución ponderal y de la masa 

corporal, cabe destacar que la reproducibilidad de los resultados obtenidos en este 

trabajo con los de series anteriormente desarrolladas en el laboratorio demuestra la 

idoneidad de las dietas experimentales utilizadas y pone en evidencia que en el 

control y el mantenimiento del peso corporal no sólo interviene la cantidad de grasa 
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consumida sino también el tipo. En este sentido, la dieta rica en aceite de maíz 

aumentó el peso corporal y el grado de adiposidad de los animales sanos a lo largo 

de todo el estudio, mientras que la dieta rica en aceite de oliva presentó pesos 

similares a los del grupo control. Resultados previos demostraron que ambas dietas 

tienen un efecto diferencial sobre el destino metabólico de las grasas. En el caso de 

la dieta de aceite de oliva, dicho efecto diferencial probablemente esté mediado, al 

menos en parte, por la oleiletanolamida, un metabolito del ácido oleico, y su diana 

molecular UCP-2 (Fu et al., 2005; Fu et al., 2007). Dado que el aumento de 

adiposidad y la propia obesidad se consideran un factor de riesgo en cáncer de 

mama en la población humana (WCRF/AICR, 2007), el hecho de que la dieta de 

aceite de maíz aumente el peso corporal en comparación con la dieta de aceite de 

oliva y la control, supondría un riesgo incrementado frente al cáncer. Entre otros 

motivos, cabría destacar el hecho de que el tejido adiposo es un lugar de 

bioacumulación de compuestos potencialmente peligrosos (Irigaray et al., 2007). 

Por otra parte, también cabe destacar que en los animales inducidos con el 

carcinógeno, las diferencias de pesos debidas a las dietas fueron inferiores que las 

observadas en los animales sanos, efecto ya descrito por el grupo investigador 

(Moral et al., 2004).  

Está descrito que la dieta puede modificar el estado oxidativo celular. De hecho, 

la mayoría de antioxidantes no enzimáticos se adquieren a través de ella, como por 

ejemplo las vitaminas C y E, los compuestos polifenólicos, el Se y los antioxidantes 

tiol, entre otros. Diversos estudios han demostrado los efectos sobre el estado redox 

de la célula de compuestos como los polifenoles del té negro, la fibra y sobretodo los 

diferentes tipos de ácidos grasos (Watson et al., 2000; Murugan et al., 2007). Por 

otra parte, numerosos estudios epidemiológicos y experimentales sugieren la 

contribución del estrés oxidativo en un amplio rango de enfermedades y, en 

particular, en cáncer. Sin embargo, el papel del estrés oxidativo en cáncer es 

controvertido. Mientras que algunos estudios demuestran un efecto beneficioso del 

aumento de las defensas antioxidantes, otros no muestran ningún efecto, o incluso 

han descrito efectos perjudiciales para la salud (Zhang et al., 2008; Sesso et al., 

2008). Estas contradicciones han dado lugar a la llamada “paradoja del estrés 

oxidativo”. Brevemente, dicha paradoja consistiría en el doble papel que juega el 

estrés oxidativo en la carcinogénesis. Así, una disminución de las defensas 
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antioxidantes o unos elevados niveles de estrés podrían ser perjudiciales, ya que 

aumentarían el riesgo celular a nuevas mutaciones, o bien, en ocasiones podrían ser 

beneficiosos, llevando a la célula a la apoptosis (Biswas, 2016; Halliwell, 2000; 

Halliwell, 2013; Reuter et al., 2010). Con el objetivo de profundizar y clarificar los 

efectos de los lípidos de la dieta sobre el estrés oxidativo y su influencia en la 

carcinogénesis mamaria, se analizó la expresión y actividad hepáticas de las 

principales enzimas antioxidantes, así como del factor de transcripción NRF2, en 

animales sanos alimentados con dietas ricas en aceite de maíz o de oliva virgen 

extra, en comparación a una dieta control. En general, los resultados mostraron que 

las dietas hiperlipídicas administradas desde el destete se asociaron a unos mayores 

niveles de estrés oxidativo respecto a la dieta control, siendo dicho efecto más 

importante para la dieta de aceite de maíz. Así, las dietas hiperlipídicas, tendieron a 

aumentar la expresión y actividad GPX hepáticas y en menor medida en glándula 

mamaria. Además, la dieta de aceite de maíz tendió a disminuir la expresión GR. 

Estos cambios se asociaron a una tendencia al aumento de los niveles de GSSG por 

efecto de las dietas hiperlipídicas y a un aumento del MDA por efecto de la dieta de 

aceite de maíz. En consecuencia, el consumo de dietas ricas en grasas, especialmente 

de PUFA n-6, desde antes de la pubertad y a lo largo de toda a vida, podría estar 

aumentando el riesgo de sufrir enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo y, 

más en concreto, de desarrollar cáncer tras la exposición a agentes carcinógenos. El 

mayor daño oxidativo en el ADN observado justo antes de la administración del 

carcinógeno en los animales alimentados con dichas dietas va a favor de esta 

hipótesis. El daño en ADN, proteínas y lípidos inducido por ROS  juega un papel muy 

importante en el desarrollo y la progresión de numerosos procesos patológicos 

incluido el cáncer. En concreto, el daño oxidativo en el material genómico puede 

resultar en una parada o estimulación del proceso de replicación, inducción de vías 

de transducción de señales, errores en la replicación o inestabilidad genómica 

(Cooke et al., 2003). Estas lesiones pueden ser reparadas o fijarse como mutaciones 

en el ADN colaborando así en la transformación de una célula sana en tumoral. 

Además, en la progresión del cáncer, que implica el paso desde un estado 

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

la transducción de señales, así como en la capacidad invasiva y metastásica del 

tumor y la apoptosis (Zmijewski et al., 2005; Chiarugi and Fiaschi, 2007). El aumento 
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de estrés oxidativo asociado a las dietas hierlipídicas, especialmente de aceite de 

maíz, en animales sanos podría suponer un estrés oxidativo añadido al causado por 

el propio carcinógeno. Por todo ello, se decidió estudiar el efecto de los lípidos de la 

dieta en el estrés oxidativo durante la iniciación de la carcinogénesis inducida con 

DMBA. 

Los resultados de la etapa de la iniciación mostraron que, en línea con lo ocurrido 

en animales sanos, durante dicha etapa las dietas hiperlipídicas también se 

asociaban a un mayor estrés oxidativo al aumentar la expresión y actividad de GPX y 

disminuir la expresión GR en hígado, y aumentar los niveles plasmáticos de GSSG. 

Nuevamente, los efectos de la dieta rica en aceite de maíz fueron mayores, como 

reflejaron los mayores niveles de peroxidación lipídica y la menor actividad GR justo 

antes del carcinógeno. En la glándula mamaria, en cambio, las dietas hiperlipídicas, y 

en especial la dieta de aceite de oliva, tendieron a disminuir la defensa antioxidante. 

Este hecho, en principio, podría parecer contradictorio con lo ocurrido en hígado, 

sin embargo cabría considerar que los mecanismos por los cuales las células diana 

del carcinógeno “se defienden” del insulto oxidativo tras la administración de éste 

así como la propia influencia de la dieta podrían ser diferentes. Así, los niveles de 

daño oxidativo en el ADN en dicha glándula tras la administración del carcinógeno 

también fueron mayores por efecto de las dietas hiperlipídicas, pero sobre todo de la 

de aceite de oliva. Todo ello implicaría, por una parte, un mayor nivel de estrés 

oxidativo en la glándula mamaria de los animales alimentados con las dietas 

hiperlipídicas respecto al control y, por otro, que dicho estrés sería mayor por efecto 

de la dieta rica en aceite de oliva. Teniendo en cuenta el efecto pro-apoptótico 

previamente demostrado de esta dieta, podría hipotetizarse que la inducción de la 

apoptosis de las células iniciadas podría ser uno de los mecanismos de la acción 

moduladora de esta dieta.  

Los resultados del análisis de los parámetros clínicos de la carcinogénesis 

confirmaron los efectos moduladores diferenciales de las dietas ricas en PUFA n-6 y 

en aceite de oliva virgen en la carcinogénesis mamaria experimental y apoyaron la 

hipótesis de que éstos podrían ejercerse, al menos en parte, durante la etapa de la 

iniciación a través de la modulación diferencial del estrés oxidativo. Así, los lípidos 

de la dieta no tuvieron prácticamente efectos sobre los parámetros de estrés 

oxidativo en los animales adultos enfermos de cáncer de mama, ya sea porqué a 
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largo plazo los efectos del tratamiento  dietético no se mantienen o porqué una vez 

la enfermedad cancerosa está establecida los posibles efectos de los factores 

nutricionales quedan enmascarados total o parcialmente. Además, cabe destacar 

que en estos animales se observó una cierta disminución de la capacidad 

antioxidante en hígado y plasma respecto a los animales sanos, en línea con los 

descrito por otros autores (Sanchez et al., 2006). Por tanto, los resultados de este 

trabajo indicarían que la etapa de la iniciación de la carcinogénesis mamaria es 

especialmente sensible a la acción moduladora de los lípidos de la dieta. En este 

sentido, las dietas ricas en PUFA n-6, a través de sus efectos sobre el estrés 

oxidativo, y posiblemente también otros mecanismos, aumentarían la 

susceptibilidad de la glándula mamaria al desarrollo del cáncer inducido por un 

carcinógeno químico como el DMBA, ejerciendo por tanto un claro efecto 

estimulador del cáncer de mama. La disminución de NRF2 inducida por esta dieta 

podría jugar un papel en este efecto modulador, incluso más allá del estrés 

oxidativo. En cambio, el efecto débilmente estimulador observado para la dieta rica 

en aceite de oliva se realizaría, al menos en parte, a través de unos niveles de estrés 

oxidativo intermedios entre los inducidos por las dieta de aceite de maíz y la control 

a nivel hepático y generalmente superiores en el tejido diana. Cabe destacar que este 

efecto diferencial de ambas dietas no sólo se ejerce sobre el comportamiento clínico 

de los tumores sino también sobre sus características histopatológicas. Así, estudios 

previos del grupo han demostrado que los adenocarcinomas mamarios de los 

animales alimentados con la dieta de aceite de oliva son de menor grado de 

malignidad que los de los animales alimentados con la dieta de aceite de maíz, 

siendo más parecidos a los del grupo control (Costa et al., 2002). La particular 

composición del aceite de oliva virgen, con su alto contenido en MUFA n-9, su menor 

contenido en PUFA n-6 y su riqueza en compuestos bioactivos, sería responsable de 

estos efectos diferenciales sobre la carcinogénesis mamaria. El hecho de utilizar 

dietas hiperlipídicas podría explicar su efecto débilmente estimulador. En este 

sentido, sería de gran interés investigar si una dieta normolipídica de aciete de oliva 

virgen ejercería un efecto protector.   

Finalmente, cabe mencionar que la extrapolación de los resultados obtenidos en 

trabajos con modelos animales a humanos debe realizarse con precaución. Por otra 

parte, teniendo en cuenta que los efecto de algunos compuestos pueden llegar a ser 
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opuestos, quimiopreventivos o estimuladores, según las condiciones 

experimentales, resulta esencial ser cauto a la hora de utilizar la información 

derivada de la experimentación para recomendar determinados regímenes 

quimiopreventivos según si se trata de la población general, individuos con alto 

riesgo de cáncer o individuos con la enfermedad. 
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1. Del estudio de los efectos de los lípidos de la dieta sobre la evolución 

ponderal y el estrés oxidativo en animales sanos: 

1.1. Las dietas experimentales permitieron el crecimiento normal de los 

animales no inducidos del estudio. 

1.2. Los animales alimentados con la dieta de aceite de maíz mostraron un 

aumento significativo del peso corporal así como del IMC. En cambio, los 

animales alimentados con la dieta de aceite de oliva presentaron unos 

valores similares al grupo control en ambos parámetros. 

1.3. La enzima antioxidante de expresión mayoritaria tanto en hígado como en 

glándula mamaria fue CAT, seguida de GPX1, SOD1 o GPX4, SOD2 y 

finalmente GR. Este orden de magnitud se mantuvo en todas las edades 

estudiadas y no se modificó por efecto de los lípidos de la dieta. 

1.4. En general, las dietas hiperlipídicas aumentaron la expresión y la actividad 

GPX en hígado. Dicho efecto fue más importante en el caso de la dieta de 

aceite de maíz, la cual, además, tendió a disminuir la expresión de GR 

respecto a las otras dos dietas a lo largo de todo el ensayo, sugiriendo unos 

mayores niveles de estrés oxidativo por efecto de esta dieta. 

1.5. La dieta de aceite de maíz tendió a disminuir los niveles totales del factor de 

transcripción NRF2 en hígado respecto a la dieta control. Dicho efecto no se 

observó en el caso de la dieta de aceite de oliva. 

1.6. La influencia de las dietas hiperlipídicas sobre la expresión antioxidante en 

la glándula mamaria fue menor que en tejido hepático, observándose 

únicamente una tendencia a aumentar la expresión de GPX1 por parte de la 

dieta de aceite de maíz, al igual que ocurrió en hígado. 

1.7. Las dietas hiperlipídicas se asociaron a mayores niveles plasmáticos de la 

forma oxidada de glutatión, el GSSG. 

1.8. La dieta de aceite de maíz tendió a mostrar unos niveles plasmáticos de 

MDA superiores respecto a las otras dos dietas a lo largo del tiempo 

sugiriendo una mayor peroxidación lipídica y, por tanto, un mayor estrés 

oxidativo. 
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2. Del estudio de los efectos de los lípidos de la dieta sobre el estrés oxidativo 

en la iniciación de la carcinogénesis mamaria: 

2.1. Las dietas hiperlipídicas aumentaron la expresión y actividad GPX y 

disminuyeron la expresión de GR en hígado durante la etapa de la iniciación. 

Además, la dieta de aceite de maíz disminuyó la actividad GR 24 horas antes 

de la administración del carcinógeno.  Estos resultados concuerdan con los 

obtenidos en los animales sanos y sugieren unos mayores niveles de estrés 

causados por las dietas hiperlipídicas. 

2.2. La dieta de aceite de maíz disminuyó tanto los niveles totales de NRF2 como 

su activación en hígado respecto a la dieta de aceite de oliva y la control, que 

mostraron niveles similares entre sí. 

2.3. Independientemente del tipo de dieta, 12 horas después de la 

administración del carcinógeno disminuyó la expresión hepática de CAT y 

GPX. Esta disminución se asoció a una disminución de los niveles totales de 

NRF2 y a un aumento de su retención citoplasmática. 

2.4. En la glándula mamaria las dietas hiperlipídicas y, en especial, la dieta de 

aceite de oliva provocaron una disminución generalizada de la expresión de 

las enzimas antioxidantes, lo cual podría asociarse en el órgano diana del 

carcinógeno a unos mayores niveles de estrés.  

2.5. Las dietas hiperlipídicas en general se asociaron a una disminución de las 

ratios GSH/GSSG y GSH/GSHtotal y unos mayores niveles de GSSG, lo cual 

estaría de acuerdo con el aumento de actividad GPX y la disminución de la 

expresión de GR observados en hígado. 

2.6. Independientemente del tipo de dieta, 12 horas después de la 

administración del carcinógeno se produjo una disminución de los niveles 

totales de glutatión, de GSH y de GSSG. Estos cambios no se asociaron a 

cambios en la expresión de GSS, una de las enzimas implicadas en la síntesis 

de glutatión. 

2.7. La dieta de maíz se asoció a un aumento de los niveles plasmáticos de MDA 

respecto a las otras dos dietas, sugiriendo un aumento de peroxidación 

lipídica por parte de esta dieta y, por tanto, un mayor nivel de estrés. 
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2.8. Las dietas hiperlipídicas, y de manera significativa la dieta de aceite de maíz, 

provocaron un aumento del daño oxidativo en las proteínas plasmáticas 24 

horas antes de la administración del carcinógeno. 

2.9. Las dietas hiperlipídicas aumentaron los niveles del marcador de daño 

oxidativo en el ADN, 8-OHdG, en glándula mamaria, tanto antes como 

después de la administración del carcinógeno. Ambas dietas aumentaron la 

expresión en este tejido de las enzimas de reparación OGG, y la dieta de 

aceite de maíz también de PARP. En el caso de la dieta de aceite de oliva, el 

aumento de daño en el ADN fue relativamente mayor que en el de la dieta 

de aceite de maíz. Ello estaría de acuerdo con la menor expresión de las 

enzimas antioxidantes inducida por dicha dieta en este tejido y podría 

asociarse al efecto pro-apoptótico previamente demostrado. 

2.10. Independientemente del tipo de dieta, los niveles de daño oxidativo en el 

ADN de la glándula mamaria aumentaron tras la inducción con el 

carcinógeno, probablemente como consecuencia del efecto de la producción 

hepática de metabolitos reactivos del DMBA. 

 

3. Del estudio de los efectos de los lípidos de la dieta sobre la evolución 

ponderal, la carcinogénesis mamaria y el estrés oxidativo en animales 

inducidos con el carcinógeno:  

3.1. Las dietas experimentales permitieron el crecimiento normal de los 

animales inducidos del estudio.  

3.2. Los animales alimentados con la dieta de aceite de maíz mostraron un 

aumento del peso corporal así como del Índice de Lee. En cambio, la dieta 

de aceite de oliva no modificó el peso corporal aunque se asoció a un 

aumento de la masa corporal respecto al control. 

3.3. Los lípidos de la dieta tuvieron una influencia menor sobre la defensa 

antioxidante enzimática a nivel hepático a 100 y 150 días respecto al 

periodo de la iniciación de la carcinogénesis. 

3.4. La dieta de aceite de maíz disminuyó los niveles totales hepáticos del factor 

de transcripción NRF2 respecto a los otros dos tipos de dietas a día 100, del 

mismo modo que en animales sanos y durante el periodo de la iniciación. 
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Ello sugiere que dicha disminución podría jugar un papel en el efecto 

estimulador de esta dieta en la carcinogénesis mamaria. 

3.5. Independientemente del tipo de dieta, se observó una tendencia a aumentar 

la actividad GPX y una disminución de la actividad SOD en el hígado de los 

animales a 150 días respecto a 100 días. Además, la dieta de aceite de maíz 

provocó un aumento de la expresión de CAT, SOD2 y GR.  

3.6. Los animales inducidos mostraron unos niveles de expresión de las enzimas 

antioxidantes en hígado a 100 y 150 días inferiores a los de los animales 

sanos a esa misma edad, sugiriendo una menor capacidad antioxidante en 

los primeros. 

3.7. En la glándula mamaria, la dieta de aceite de maíz aumentó la expresión de 

SOD1 y disminuyó la de GPX, mientras que la dieta de aceite de oliva mostró 

unos niveles similares al control. En este tejido no se observó la pérdida de 

la capacidad antioxidante del hígado. 

3.8. Los lípidos de la dieta no afectaron la defensa antioxidante no enzimática, lo 

cual podría estar relacionado, al menos en parte, con el tratamiento 

dietético a largo plazo. 

3.9. Independientemente del tipo de dieta, los niveles de GSSG aumentaron de 

100 a 150 días. Además, todos los parámetros de glutatión a 150 días 

disminuyeron respecto a los de los animales sanos, excepto el GSSG que 

aumentó. Ello estaría de acuerdo con la menor expresión antioxidante en el 

hígado de estos animales y sugeriría unos mayores niveles de estrés 

respecto a los sanos. 

3.10. Independientemente del tipo de dieta, los niveles de GSSG aumentaron de 

100 a 150 días. Además, todos los parámetros de glutatión a 150 días 

disminuyeron respecto a los de los animales sanos, excepto el GSSG que 

aumentó. Ello estaría de acuerdo con la menor expresión antioxidante en el 

hígado de estos animales y sugeriría unos mayores niveles de estrés 

respecto a los sanos. 

3.11. La dieta de aceite de maíz aumentó los niveles plasmáticos de MDA, al igual 

que en los animales sanos y en los inducidos durante la etapa de la 
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iniciación, sugiriendo unos mayores niveles de peroxidación lipídica por 

efecto de dicha dieta. 

3.12. Los lípidos de la dieta no modificaron los niveles de daño oxidativo en el 

ADN de glándula mamaria en los animales afectados de cáncer de mama. 

Además, los niveles de 8-OHdG aumentaron a 150 días respecto a los de la 

iniciación en todos los grupos experimentales.  

3.13. Independientemente del tipo de dieta, los niveles de expresión de las 

enzimas de reparación disminuyeron respecto a los de la iniciación, lo cual 

se asociaría con los mayores niveles de daño oxidativo. 

3.14. La estructura proliferativa más frecuente de la glándula mamara fueron las 

PIDL1, seguida de tumores, PIDL2 e hiperplasias. La dieta de aceite de maíz 

se asoció a un mayor número de PIDL1, tumores e hiperplasias que las otras 

dietas, mientras que la dieta de aceite de oliva mostró unos niveles totales 

de estructuras más cercanos a los del grupo control. La dieta de aceite de 

maíz, además, aumentó la densidad de las glándulas mamarias de los 

animales sanos. En los animales inducidos no se observó dicho efecto. 

3.15. La dieta de aceite de maíz tuvo un efecto estimulador de la carcinogénesis 

mamaria, asociándose a menor tiempo de latencia, y mayores incidencia de 

afectación, contenido tumoral (medio por animal y total) y, en general, 

volumen tumoral. En cambio, la dieta de aceite de oliva, a pesar de ser 

también hiperlipídica, mostró un efecto débilmente estimulador, con 

valores de tiempo de latencia, incidencia y contenido tumoral intermedios 

entre los de la dieta de aceite de maíz y la control. 
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 ANEXO 

Anexo Tabla 1. Correlación entre la expresión y actividad CAT en hígado de animales sanos. 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall; p valor: nivel de significación 
para dos colas. Cs: grupo de dieta control sano; Ms: grupo de aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite de 
oliva sano. 

 

 

Edad Grupo n C.C p-valor 

Cs 10 -,111 ,655

Ms 10 ,111 ,655

Os 10 ,111 ,655

Cs 5 -,400 ,327

Ms 5 ,000 1,000

Os 5 ,000 1,000

Cs 5 -,400 ,327

Ms 5 -,200 ,624

Os 5 -,200 ,624

Cs 5 ,400 ,327

Ms 5 ,800 ,050

Os 5 ,200 ,624

Cs 5 -,400 ,327

Ms 5 ,600 ,142

Os 5 -,200 ,624

Cs 5 ,200 ,624

Ms 5 ,600 ,142

Os 5 ,400 ,327

Cs 5 ,200 ,624

Ms 5 ,200 ,624

Os 5 ,200 ,624

150d

100d

58d

63d

52d

54d

55d
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Anexo Tabla 2. Correlación entre la expresión de SOD1 y de SOD2 y la actividad SOD en hígado 

de animales sanos. 
 

 

 

Edad Grupo n C.C. p- valor C.C. p- valor

SOD1 mRNA ––– ––– 0,47 0,06

SOD Act. 0,33 0,18 0,24 0,33

SOD1 mRNA. ––– ––– 0,24 0,33

SOD Act. ,689** 0,01 0,29 0,24

SOD1 mRNA. ––– ––– 0,47 0,06

SOD Act. 0,33 0,18 0,07 0,79
SOD1 mRNA. ––– ––– 0,60 0,14

SOD Act. -0,40 0,33 -0,40 0,33

SOD1 mRNA. ––– ––– -1,000*

SOD Act. 1,000** -1,000**

SOD1 mRNA. ––– ––– 0,20 0,62

SOD Act. -0,60 0,14 0,20 0,62

SOD1 mRNA. ––– ––– 0,00 1,00

SOD Act. 0,00 1,00 -0,60 0,14

SOD1 mRNA. ––– ––– -0,20 0,62

SOD Act. 0,60 0,14 -0,20 0,62

SOD1 mRNA. ––– ––– -0,20 0,62

SOD Act. 0,20 0,62 -0,20 0,62

SOD1 mRNA. ––– ––– 0,80 0,05

SOD Act. 0,60 0,14 0,80 0,05

SOD1 mRNA. ––– ––– 0,60 0,14

SOD Act. -0,40 0,33 -0,80 0,05

SOD1 mRNA. ––– ––– 0,00 1,00

SOD Act. 0,80 0,05 0,20 0,62

SOD1 mRNA. ––– ––– 0,00 1,00

SOD Act. 0,20 0,62 0,40 0,33

SOD1 mRNA. ––– ––– 0,40 0,33

SOD Act. 0,60 0,14 0,80 0,05

SOD1 mRNA. ––– ––– 0,11 0,80

SOD Act. 0,20 0,62 -0,11 0,80

SOD1 mRNA. ––– ––– 0,40 0,33

SOD Act. 0,20 0,62 0,00 1,00

SOD1 mRNA. ––– ––– 0,53 0,21

SOD Act. 0,20 0,62 0,11 0,80

SOD1 mRNA. ––– ––– 0,40 0,33

SOD Act. 0,40 0,33 0,60 0,14

SOD1 mRNA. ––– ––– 0,20 0,62

SOD Act. -0,40 0,33 -0,40 0,33

SOD1 mRNA. ––– ––– 0,60 0,14

SOD Act. 0,40 0,33 0,00 1,00

SOD1 mRNA. ––– ––– 0,60 0,14

SOD Act. -0,80 0,05 -0,40 0,33

SOD1 mRNA SOD2mRNA

52

Cs 10

Ms 10

Os 10

54

Cs 5

Ms 5

Os 5

55

Cs 5

Ms 5

Os 5

58

Cs 5

Ms 5

Os 5

63

Cs 5

Ms 5

Os 5

100

Cs 5

Ms 5

150

Cs 5

Os 5

Ms 5

Os 5

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall; p valor: nivel de significación 
para dos colas; *: p<0.05 (en azul); **: p<0.001 (en rojo). Cs: grupo de dieta control sano; Ms: grupo de 
aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite de oliva sano. 
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Anexo Tabla 3. Correlación entre la expresión de GPX1 y de GPX4 y la actividad GPX en hígado 
de animales sanos 
.      

 
 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall; p valor: nivel de 
significación para dos colas; *: p<0.05 (en azul); **: p<0.001 (en rojo). Cs: grupo de dieta control sano; 
Ms: grupo de aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite de oliva sano. 

  

Edad Grupo n C.C. p- valor C.C. p- valor
GPX1 mRNA. ––– ––– 0,33 0,18

GPX Act. 0,42 0,09 0,02 0,93
GPX1 mRNA. ––– ––– 0,29 0,24

GPX Act. -0,07 0,79 0,02 0,93

GPX1 mRNA. ––– ––– -0,33 0,18

GPX Act. 0,33 0,18 -0,02 0,93
GPX1 mRNA. ––– ––– 0,20 0,62

GPX Act. 0,60 0,14 -0,20 0,62

GPX1 mRNA. ––– ––– 0,20 0,62

GPX Act. 0,00 1,00 -0,40 0,33

GPX1 mRNA. ––– ––– 0,80 0,05
GPX Act. 0,60 0,14 0,40 0,33

GPX1 mRNA. ––– ––– 1,000*

GPX Act. 0,20 0,62 0,20 0,62

GPX1 mRNA. ––– ––– 0,40 0,33
GPX Act. 0,00 1,00 0,60 0,14

GPX1 mRNA. ––– ––– 0,80 0,05

GPX Act. ,949* 0,02 0,74 0,08

GPX1 mRNA. ––– ––– 0,60 0,14
GPX Act. 0,00 1,00 0,00 1,00

GPX1 mRNA. ––– ––– 0,20 0,62

GPX Act. 0,00 1,00 0,40 0,33
GPX1 mRNA. ––– ––– 0,80 0,05

GPX Act. 0,20 0,62 0,00 1,00
GPX1 mRNA. ––– ––– -0,60 0,14

GPX Act. 0,60 0,14 -1,000**

GPX1 mRNA. ––– ––– 0,40 0,33

GPX Act. 0,00 1,00 -0,60 0,14
GPX1 mRNA. ––– ––– 0,60 0,14

GPX Act. 0,00 1,00 0,00 1,00
GPX1 mRNA. ––– ––– 0,20 0,62

GPX Act. 0,20 0,62 -0,60 0,14

GPX1 mRNA. ––– ––– 0,20 0,62
GPX Act. 0,20 0,62 -0,20 0,62

GPX1 mRNA. ––– ––– 0,20 0,62
GPX Act. 0,40 0,33 0,00 1,00

GPX1 mRNA. ––– ––– 0,40 0,33
GPX Act. 0,00 1,00 -0,20 0,62

GPX1 mRNA. ––– ––– 0,40 0,33
GPX Act. 0,00 1,00 0,60 0,14

GPX1 mRNA. ––– ––– -0,11 0,80

GPX Act. 0,20 0,62 0,32 0,45

GPX1 mRNA. GPX4 mRNA

52d

Cs 10

Ms 10

Os 10

54

Cs 5

Ms 5

Os 5

55

Cs 5

Ms 5

Os 5

58

Cs 5

Ms 5

Os 5

63

Cs 5

Ms 5

Os 5

100

Cs 5

Ms 5

150

Cs 5

Os 5

Os 5

Ms 5
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Anexo Tabla 4. Correlaciones entre los niveles de NRF2 total y NRF2 unido a KEAP1 y 
las expresiones de GPX1, GPX4 y GR en hígado de animales sanos. 
 

 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall; p valor: nivel de significación 
para dos colas; *: p<0.05 (en azul). Cs: grupo de dieta control sano; Ms: grupo de aceite de maíz sano; Os: 
grupo de aceite de oliva sano. 

  

Edad Grupo C.C. p-valor C.C. p-valor C.C. p-valor C.C. p-valor

NRF2 Total ––– ––– -,200 ,421 -,067 ,788 ,067 ,788

NRF2-KEAP1 -,022 ,929 ,111 ,655 ,244 ,325 ,111 ,655

NRF2 Total ––– ––– ,422 ,089 -,022 ,929 ,244 ,325

NRF2-KEAP1 ,111 ,655 ,244 ,325 ,511
* ,040 ,422 ,089

NRF2 Total ––– ––– -,022 ,929 -,289 ,245 ,022 ,929

NRF2-KEAP1 -,222 ,404 -,278 ,297 ,222 ,404 -,222 ,404

NRF2 Total ––– ––– ,400 ,327 ,000 1,000 -,200 ,624

NRF2-KEAP1 -,600 ,142 ,000 1,000 ,400 ,327 ,600 ,142

NRF2 Total ––– ––– ,200 ,624 -,200 ,624 ,000 ,624

NRF2-KEAP1 ,000 1,000 -,400 ,327 -0,8 ,050 -,600 ,142

NRF2 Total ––– ––– -,400 ,327 -,200 ,624 -,400 ,327

NRF2-KEAP1 -,200 ,624 ,400 ,327 ,200 ,624 ,800 ,050

NRF2 Total ––– ––– -,600 ,142 -,600 ,142 ,400 ,327

NRF2-KEAP1 ,400 ,327 -,800 ,050 -,800 ,050 -,200 ,624

NRF2 Total ––– ––– ,600 ,142 ,800 ,050 ,800 ,050

NRF2-KEAP1 -,400 ,327 -,400 ,327 -0,2 ,624 -,200 ,624

NRF2 Total ––– ––– ,800 ,050 ,600 ,142 ,200 ,624

NRF2-KEAP1 -,400 ,327 -,200 ,624 -,400 ,327 -,400 ,327

Cs NRF2 Total ––– ––– -,600 ,142 -,200 ,624 ,000 1,000

Ms NRF2 Total ––– ––– -,400 ,327 ,400 ,327 ,527 ,207

Os NRF2 Total ––– ––– -,400 ,327 -,600 ,142 -,200 ,624

Cs NRF2 Total ––– ––– ,200 ,624 0,2 ,624 ,600 ,142

Ms NRF2 Total ––– ––– ,000 1,000 -,200 ,624 ,400 ,327

Os NRF2 Total ––– ––– ,400 ,327 ,400 ,327 ,600 ,142

NRF2 Total ––– ––– ,600 ,142 -,200 ,624 ,000 1,000

NRF2-KEAP1 ,000 1,000 ,400 ,327 ,400 ,327 -,600 ,142

NRF2 Total ––– ––– ,000 1,000 -,800 ,050 -,600 ,142

NRF2-KEAP1 -,200 ,624 ,800 ,050 0 1,000 ,600 ,142

NRF2 Total ––– ––– ,200 ,624 -,200 ,624 ,600 ,142

NRF2-KEAP1 ,000 1,000 ,400 ,327 ,000 1,000 ,400 ,327

Cs NRF2 Total ––– ––– -,200 ,624 0,4 ,327 0 1

Ms NRF2 Total ––– ––– -,400 ,327 ,200 ,624 ,200 ,624

Os NRF2 Total ––– ––– -,200 ,624 ,316 ,448 ,000 1,000

GR mRNAGPX4 mRNAGPX1 mRNANRF2 Total

63

58

Ms52

Ms

Cs

54

Cs

Os

Os

Ms

150

Os

55

Cs

Ms

100

Cs

Os
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Anexo Tabla 5. Correlación de la expresión de las diferentes enzimas antioxidantes entre hígado 
y glándula mamaria de animales sanos 
. 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall; p valor: nivel de significación 
para dos colas; **: p<0.001 (en rojo). Cs: grupo de dieta control sano; Ms: grupo de aceite de maíz sano; 
Os: grupo de aceite de oliva sano. 

Edad Grupo n CAT SOD1 SOD2 GPX1 GPX4 GR

C.C -,200 ,225 ,022 ,156 -,022 ,378

p-valor ,421 ,369 ,929 ,531 ,929 ,128

C.C -,022 ,467 -,467 -,022 ,067 ,405

p-valor ,929 ,060 ,060 ,929 ,788 ,106

C.C ,111 ,467 ,022 ,289 ,200 -,045

p-valor ,655 ,060 ,929 ,245 ,421 ,857

C.C -,400 ,400 ,400 -,400 -,316 ,000

p-valor ,327 ,327 ,327 ,327 ,448 1,000

C.C ,600 -,400 ,400 -,200 -,400 -,800

p-valor ,142 ,327 ,327 ,624 ,327 ,050

C.C ,800 -,200 ,200 ,400 -,800 ,000

p-valor ,050 ,624 ,624 ,327 ,050 1,000

C.C ,400 ,400 ,000 ,400 -,400 ,105

p-valor ,327 ,327 1,000 ,327 ,327 ,801

C.C -,200 -,200 ,600 -,200 ,200 ,000

p-valor ,624 ,624 ,142 ,624 ,624 1,000

C.C -,400 ,200 ,800 ,400 -,200 ,200

p-valor ,327 ,624 ,050 ,327 ,624 ,624

C.C -,600 ,400 ,000 ,000 ,400 ,600

p-valor ,142 ,327 1,000 1,000 ,327 ,142

C.C -,600 -,400 ,600 -,200 ,000 -,444

p-valor ,142 ,327 ,142 ,624 1,000 ,298

C.C -,600 ,000 -,200 ,000 ,600 ,600

p-valor ,142 1,000 ,624 1,000 ,142 ,142

C.C ,200 -,400 ,800 -,600 -,400 -,400

p-valor ,624 ,327 ,050 ,142 ,327 ,327

C.C -,200 ,800 ,800 -,200 ,200 -,200

p-valor ,624 ,050 ,050 ,624 ,624 ,624

C.C -,800 -,400 ,316 ,400 ,200 ,200

p-valor ,050 ,327 ,448 ,327 ,624 ,624

C.C ,000 -,200 ,527 ,000 ,000 ,600

p-valor 1,000 ,624 ,207 1,000 1,000 ,142

C.C ,600 -,400 ,105 ,200 ,200 ,400

p-valor ,142 ,327 ,801 ,624 ,624 ,327

C.C ,000 ,200 ,000 ,800 -,200 1,000**

p-valor 1,000 ,624 1,000 ,050 ,624

C.C -1,000
** -,200 -,400 -,400 -,800 -,800

p-valor ,624 ,327 ,327 ,050 ,050

C.C -,200 ,738 -,400 ,200 -,800 -,600

p-valor ,624 ,077 ,327 ,624 ,050 ,142

C.C ,600 ,000 ,600 -,200 ,105 ,527

p-valor ,142 1,000 ,142 ,624 ,801 ,207
5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

55

Cs

Ms

Os

10

10

10

5

5

Ms

Os

150

Cs

Ms

Os

5

5

5

Cs

Ms

Os

63

Cs

Ms

Os

100

Cs

52

Cs

Ms

Os

58

Cs

Ms

Os

54
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Anexo Tabla 6. Correlación entre los parámetros de glutatión en plasma de animales sanos. 

 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall; p valor: nivel de significación 
para dos colas; *: p<0.05 (en azul); **: p<0.001 (en rojo). Cs: grupo de dieta control sano; Ms: grupo de 
aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite de oliva sano. 

Edad Grupo n C.C p-valor C.C p-valor C.C p-valor C.C p-valor

GSH ––– ––– ,822
** ,001 ,644

** ,009 -,556
* ,025

GSH total ,822
** ,001 ––– ––– ,822

** ,001 -,733
** ,003

GSSG ,644
** ,009 ,822

** ,001 ––– ––– -,911
** ,000

GSH ––– ––– ,867** ,000 ,600* ,016 -,511* ,040

GSH total ,867
** ,000 ––– ––– ,733

** ,003 -,644
** ,009

GSSG ,600
* ,016 ,733

** ,003 ––– ––– -,911
** ,000

GSH ––– ––– ,899
** ,000 ,629

* ,012 -,614
* ,015

GSH total ,899** ,000 ––– ––– ,733** ,003 -,719** ,004

GSSG ,629* ,012 ,733** ,003 ––– ––– -,989** ,000

GSH ––– ––– 0,8 ,050 0 1,000 0 1,000

GSH total 0,8 ,050 ––– ––– 0,2 ,624 -0,2 ,624

GSSG 0 1,000 0,2 ,624 ––– ––– -1,000
*

GSH ––– ––– 0,8 ,050 0,4 ,327 -0,2 ,624

GSH total 0,8 ,050 ––– ––– 0,6 ,142 -0,4 ,327

GSSG 0,4 ,327 0,6 ,142 ––– ––– -0,8 ,050

GSH ––– ––– 1,000* 0,8 ,050 -0,6 ,142

GSH total 1,000** ––– ––– 0,8 ,050 -0,6 ,142

GSSG 0,8 ,050 0,8 ,050 ––– ––– -0,8 ,050

GSH ––– ––– 0,8 ,050 -0,8 ,050 0,8 ,050

GSH total 0,8 ,050 ––– ––– -0,6 ,142 0,6 ,142

GSSG -0,8 ,050 -0,6 ,142 ––– ––– -1,000*

GSH ––– ––– 0 1,000 -0,8 ,050 1,000
*

GSH total 0 1,000 ––– ––– 0,2 ,624 0 1,000

GSSG -0,8 ,050 0,2 ,624 ––– ––– -0,8 ,050

GSH ––– ––– 0,4 ,327 -0,2 ,624 0,4 ,327

GSH total 0,4 ,327 ––– ––– 0,4 ,327 -0,2 ,624

GSSG -0,2 ,624 0,4 ,327 ––– ––– -0,8 ,050

GSH ––– ––– 1,000* 1,000* -1,000*

GSH total 1,000** ––– ––– 1,000* -1,000*

GSSG 1,000** 1,000** ––– ––– -1,000*

GSH ––– ––– 1,000* 0,8 ,050 -0,6 ,142

GSH total 1,000
** ––– ––– 0,8 ,050 -0,6 ,142

GSSG 0,8 ,050 0,8 ,050 ––– ––– -0,8 ,050

GSH ––– ––– 1,000
* 0,8 ,050 -0,8 ,050

GSH total 1,000
** ––– ––– 0,8 ,050 -0,8 ,050

GSSG 0,8 ,050 0,8 ,050 ––– ––– -1,000*

GSH ––– ––– 0 1,000 -0,2 ,624 0,2 ,624

GSH total 0 1,000 ––– ––– 0,8 ,050 -0,8 ,050

GSSG -0,2 ,624 0,8 ,050 ––– ––– -1,000
*

GSH ––– ––– 0,2 ,624 -0,2 ,624 0,2 ,624

GSH total 0,2 ,624 ––– ––– 0,6 ,142 -0,6 ,142

GSSG -0,2 ,624 0,6 ,142 ––– ––– -1,000*

GSH ––– ––– 0,8 ,050 0 1,000 0,2 ,624

GSH total 0,8 ,050 ––– ––– 0,2 ,624 0 1,000

GSSG 0 1,000 0,2 ,624 ––– ––– -0,8 ,050

GSH ––– ––– 0 1,000 -0,2 ,624 0,2 ,624

GSH total 0 1,000 ––– ––– 0,8 ,050 -0,8 ,050

GSSG -0,2 ,624 0,8 ,050 ––– ––– -1,000
*

GSH ––– ––– 0,8 ,050 0,8 ,050 0,4 ,327

GSH total 0,8 ,050 ––– ––– 1,000* 0,2 ,624

GSSG 0,8 ,050 1,000
** ––– ––– 0,2 ,624

GSH ––– ––– -0,2 ,624 -0,2 ,624 0,2 ,624

GSH total -0,2 ,624 ––– ––– 1,000
*

-1,000
*

GSSG -0,2 ,624 1,000** ––– ––– -1,000*

GSH ––– ––– 0,4 ,327 0,4 ,327 -0,4 ,327

GSH total 0,4 ,327 ––– ––– 1,000* -1,000*

GSSG 0,4 ,327 1,000** ––– ––– -1,000*

GSH ––– ––– 0,2 ,624 -0,4 ,327 0,6 ,142

GSH total 0,2 ,624 ––– ––– 0,4 ,327 -0,2 ,624

GSSG -0,4 ,327 0,4 ,327 ––– ––– -0,8 ,050

GSH ––– ––– 1,000
* 0,8 ,050 -0,8 ,050

GSH total 1,000** ––– ––– 0,8 ,050 -0,8 ,050

GSSG 0,8 ,050 0,8 ,050 ––– ––– -1,000*

5

5

GSH/GSSGGSSGGSH totalGSH

5

5

5

5

5

5

Cs

10

10

10

5

5

5

5

5

5

Os

150 Ms

Os

100

Cs

Ms

63

Cs

Ms

Os

Os
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5
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Cs
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Cs
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Ms

Os

Os
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Cs
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Anexo Tabla 7. Correlación entre la actividad hepática de GPX y los niveles plasmáticos de GSH y 
de GSSG en animales sanos 

 

 

 
n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall; p valor: nivel de significación 
para dos colas; *: p<0.05 (en azul); GPX Act: actividad GPX. Cs: grupo de dieta control sano; Ms: grupo de 
aceite de maíz sano; Os: grupo de aceite de oliva sano. 

  

Edad Grupo n C.C. p-valor C.C. p-valor

Cs 10 GPX Act. ,200 ,421 ,022 ,929

Ms 10 GPX Act. ,111 ,655 -,022 ,929

Os 10 GPX Act. -,584* ,020 -,422 ,089

Cs 5 GPX Act. -,200 ,624 ,400 ,327

Ms 5 GPX Act. -,200 ,624 ,000 1,000

Os 5 GPX Act. -,400 ,327 -,200 ,624

Cs 5 GPX Act. ,000 1,000 -,200 ,624

Ms 5 GPX Act. ,600 ,142 -,400 ,327

Os 5 GPX Act. ,527 ,207 -,316 ,448

Cs 5 GPX Act. -,600 ,142 -,600 ,142

Ms 5 GPX Act. ,200 ,624 ,000 1,000

Os 5 GPX Act. -,200 ,624 ,000 1,000

Cs 5 GPX Act. ,000 1,000 ,800 ,050

Ms 5 GPX Act. ,200 ,624 ,200 ,624

Os 5 GPX Act. ,000 1,000 ,600 ,142

Cs 5 GPX Act. -,600 ,142 ,200 ,624

Ms 5 GPX Act. -,200 ,624 ,000 1,000

Os 5 GPX Act. ,400 ,327 ,000 1,000

Cs 5 GPX Act. ,200 ,624 ,000 1,000

Ms 5 GPX Act. ,000 1,000 -,600 ,142

Os 5 GPX Act. ,000 1,000 ,200 ,624

100

150

GSSGGSH

54

52

55

58

63



Anexo 

346 

 

Anexo Tabla 8. Correlación entre la expresión y actividad CAT hepática tras la administración 
del carcinógeno. 

 

 

 
n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall; p valor: nivel de significación 
para dos colas; B: Niveles basales (52 días). Ci: grupo de dieta control inducido; Mi: grupo de aceite de 
maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 

  

Grupo n C.C. p-valor

Ci 10 -,111 ,655

Mi 10 ,111 ,655

Oi 10 ,111 ,655

Ci 10 ,200 ,421

Mi 10 -,378 ,128

Oi 10 -,022 ,929

Ci 10 ,200 ,421

Mi 10 ,067 ,788

Oi 10 ,067 ,788

Ci 10 -,200 ,421

Mi 10 ,111 ,655

Oi 10 -,067 ,788

24

12

B

Tiempo 
post-

inducción 
(horas)

48



 Anexo 

347 

 

Anexo Tabla 9. Correlación entre la expresión de SOD1 y de SOD2 y la actividad SOD en hígado 
tras la administración del carcinógeno.       

 

 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall; p valor: nivel de significación 
para dos colas; B: Niveles basales (52 días). *: p<0.05 (en azul);  **: p<0.001 (en rojo). Ci: grupo de dieta 
control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 

 

 

 

Grupo n p-valor C.C. p-valor

SOD1 mRNA ––– ––– 0,47 0,06

SOD Act. 0,33 0,18 0,24 0,33

SOD1 mRNA ––– ––– 0,24 0,33

SOD Act. ,689** 0,01 0,29 0,24

SOD1 mRNA ––– ––– 0,47 0,06

SOD Act. 0,33 0,18 0,07 0,79

SOD1 mRNA ––– ––– ,644** 0,01

SOD Act. -0,16 0,53 -0,07 0,79

SOD1 mRNA ––– ––– ,644** 0,01

SOD Act. 0,00 1,00 0,00 1,00

SOD1 mRNA ––– ––– 0,07 0,79

SOD Act. 0,07 0,79 -0,16 0,53

SOD1 mRNA ––– ––– 0,40 0,11

SOD Act. 0,02 0,93 -0,04 0,86

SOD1 mRNA ––– ––– 0,43 0,09

SOD Act. -0,11 0,65 -0,20 0,42

SOD1 mRNA ––– ––– 0,40 0,11

SOD Act. 0,16 0,53 -0,36 0,15

SOD1 mRNA ––– ––– ,523* 0,04

SOD Act. -0,02 0,93 0,20 0,42

SOD1 mRNA ––– ––– 0,07 0,79

SOD Act. 0,02 0,93 -,644** 0,01

SOD1 mRNA ––– ––– 0,45 0,07

SOD Act. -0,07 0,79 -0,31 0,21

Tiempo 

post-
inducción 

(horas)

Mi

Oi

12

Ci

MiB

Ci

10

Oi

48

Ci

Mi

10

10

Oi

24

Ci

Oi

Mi 10

10

SOD1 mRNA SOD2 mRNA

10

10

10

10

10

10

10
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Anexo Tabla 10. Correlación entre la expresión de GPX1 y de GPX4 y la actividad GPX en hígado 
tras la administración del carcinógeno.  
      

 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall; p valor: nivel de significación 
para dos colas; B: Niveles basales (52 días). *: p<0.05 (en azul). Ci: grupo de dieta control inducido; Mi: 
grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 

 

 

 

 

 

 

Grupo n C.C. p-valor C.C. p-valor

GPX1 mRNA ––– ––– 0,33 0,18

GPX Act. 0,42 0,09 0,02 0,93

GPX1 mRNA ––– ––– 0,29 0,24

GPX Act. -0,07 0,79 0,02 0,93

GPX1 mRNA ––– ––– -0,33 0,18

GPX Act. 0,33 0,18 -0,02 0,93

GPX1 mRNA ––– ––– 0,47 0,06

GPX Act. 0,11 0,65 0,02 0,93

GPX1 mRNA ––– ––– 0,47 0,06

GPX Act. 0,24 0,33 0,16 0,53

GPX1 mRNA ––– ––– 0,11 0,65

GPX Act. 0,07 0,79 -0,29 0,24

GPX1 mRNA ––– ––– 0,07 0,79

GPX Act. 0,42 0,09 0,02 0,93

GPX1 mRNA ––– ––– 0,16 0,53

GPX Act. ,556* 0,03 0,07 0,79

GPX1 mRNA ––– ––– 0,29 0,24

GPX Act. ,556* 0,03 0,29 0,24

GPX1 mRNA ––– ––– 0,42 0,09

GPX Act. 0,42 0,09 -0,16 0,53

GPX1 mRNA ––– ––– 0,33 0,18

GPX Act. 0,42 0,09 -0,07 0,79

GPX1 mRNA ––– ––– 0,38 0,13

GPX Act. ,511* 0,04 -0,11 0,65

Tiempo 

post-
inducción 

(horas)

12

Ci

Mi

Oi

GPX1 mRNA GPX4 mRNA

B

Ci 10

Mi 10

Oi 10

48

Ci

Mi

Oi

24

Ci

Mi

Oi

10

10

10

10

10

10

10

10

10
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Anexo Tabla 12. Correlación de la expresión de las diferentes enzimas antioxidantes entre 
hígado y glándula mamaria tras la administración del carcinógeno. 

 

 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall; p valor: nivel de significación 
para dos colas; B: Niveles basales (52 días). *: p<0.05 (en azul);  **: p<0.001 (en rojo). Ci: grupo de dieta 
control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 

 

  

Grupo n CAT SOD1 SOD2 GPX1 GPX4 GR

C.C -,200 ,225 ,022 ,156 -,022 ,378

p-valor ,421 ,369 ,929 ,531 ,929 ,128

C.C -,022 ,467 -,467 -,022 ,067 ,405

p-valor ,929 ,060 ,060 ,929 ,788 ,106

C.C ,111 ,467 ,022 ,289 ,200 -,045

p-valor ,655 ,060 ,929 ,245 ,421 ,857

C.C -,111 ,156 ,045 -,022 -,289 ,045

p-valor ,655 ,531 ,857 ,929 ,245 ,857

C.C -,022 ,467 -,422 ,022 -,067 ,068

p-valor ,929 ,060 ,089 ,929 ,788 ,787

C.C -,111 -,289 -,360 -,067 -,067 ,068

p-valor ,655 ,245 ,151 ,788 ,788 ,787

C.C ,467 -,067 -,090 -,511* -,644** ,289

p-valor ,060 ,788 ,719 ,040 ,009 ,245

C.C -,584* ,511* -,023 ,467 -,022 ,090

p-valor ,020 ,040 ,928 ,060 ,929 ,719

C.C ,156 ,135 -,090 1,000 -,022 ,135

p-valor ,531 ,590 ,719 ,421 ,929 ,590

C.C -,511* -,644** -,322 ,244 -,467 -,022

p-valor ,040 ,009 ,205 ,325 ,060 ,929

C.C ,333 ,045 -,022 -,111 -,067 ,022

p-valor ,180 ,857 ,929 ,655 ,788 ,929

C.C -,289 ,200 -,114 ,200 -,022 -,322

p-valor ,245 ,421 ,652 ,421 ,929 ,204

Oi

B

Ci

Mi

Tiempo 
post-

inducción 
(horas)

24

Ci

Mi

12

Ci

Mi

Oi

10

48

Ci

Mi

Oi

Oi

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
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Anexo Tabla 13. Correlación entre la expresión de SOD1 y SOD2 en glándula mamaria tras la 
administración del carcinógeno. 

 

 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall; p valor: nivel de significación 
para dos colas; B: Niveles basales (52 días). *: p<0.05 (en azul);  **: p<0.001 (en rojo). Ci: grupo de dieta 
control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 

 

 

Anexo Tabla 14. Correlación entre la expresión de GPX1 y GPX4 en glándula mamaria tras la 
administración del carcinógeno. 

 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall; p valor: nivel de significación 
para dos colas; B: Niveles basales (52 días). *: p<0.05 (en azul);  **: p<0.001 (en rojo). Ci: grupo de dieta 
control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 

 

Grupo n C.C. p-valor

Ci 10 ,449 ,072

Mi 10 ,378 ,128

Oi 10 ,556* ,025

Ci 10 ,270 ,281

Mi 10 -,422 ,089

Oi 10 ,405 ,106

Ci 10 ,156 ,531

Mi 10 -,289 ,245

Oi 10 ,270 ,281

Ci 10 -,045 ,857

Mi 10 ,180 ,472

Oi 10 ,090 ,719

Tiempo 
post-

inducción 
(horas)

48

24

12

B

Grupo n C.C. p-valor

Ci 10 ,333 ,180

Mi 10 ,022 ,929

Oi 10 ,822** ,001

Ci 10 ,289 ,245

Mi 10 -,156 ,531

Oi 10 -,244 ,325

Ci 10 ,111 ,655

Mi 10 ,467 ,060

Oi 10 ,289 ,245

Ci 10 ,511* ,040

Mi 10 ,200 ,421

Oi 10 ,689** ,006

Tiempo 
post-

inducción 
(horas)

48

24

12

B
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Anexo Tabla 15. Correlación entre los parámetros de glutatión en plasma tras la administración 
del carcinógeno. 

 

 
 
n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall; p valor: nivel de significación 
para dos colas; B: Niveles basales (52 días). *: p<0.05 (en azul); **: p<0.001 (en rojo). Ci: grupo de dieta 
control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 

 

 

Grupo n C.C. p-valor C.C. p-valor C.C. p-valor C.C. p-valor

GSH ––– ––– ,822
** ,001 ,644

** ,009 -,556
* ,025

GSH total ,822
** ,001 ––– ––– ,822

** ,001 -,733
** ,003

GSSG ,644** ,009 ,822** ,001 ––– ––– -,911** ,000

GSH ––– ––– ,867
** ,000 ,600

* ,016 -,511
* ,040

GSH total ,867** ,000 ––– ––– ,733** ,003 -,644** ,009

GSSG ,600
* ,016 ,733

** ,003 ––– ––– -,911
** ,000

GSH ––– ––– ,899
** ,000 ,629

* ,012 -,614
* ,015

GSH total ,899
** ,000 ––– ––– ,733

** ,003 -,719
** ,004

GSSG ,629
* ,012 ,733

** ,003 ––– ––– -,989
** ,000

GSH ––– ––– ,467 ,060 -,511
* ,040 ,644

** ,009

GSH total ,467 ,060 ––– ––– ,022 ,929 ,111 ,655

GSSG -,511
* ,040 ,022 ,929 ––– ––– -,867

** ,000

GSH ––– ––– ,289 ,245 -,467 ,060 ,899** ,000

GSH total ,289 ,245 ––– ––– ,244 ,325 ,180 ,472

GSSG -,467 ,060 ,244 ,325 ––– ––– -,584* ,020

GSH ––– ––– ,422 ,089 ,022 ,929 ,156 ,531

GSH total ,422 ,089 ––– ––– ,600* ,016 -,422 ,089

GSSG ,022 ,929 ,600
* ,016 ––– ––– -,822

** ,001

GSH ––– ––– ,911** ,000 -,111 ,655 ,378 ,128

GSH total ,911
** ,000 ––– ––– -,022 ,929 ,289 ,245

GSSG -,111 ,655 -,022 ,929 ––– ––– -,733** ,003

GSH ––– ––– ,422 ,089 -,494
* ,048 ,600

* ,016

GSH total ,422 ,089 ––– ––– ,090 ,719 ,022 ,929

GSSG -,494
* ,048 ,090 ,719 ––– ––– -,899

** ,000

GSH ––– ––– ,899
** ,000 ,689

** ,006 -,270 ,281

GSH total ,899
** ,000 ––– ––– ,809

** ,001 -,386 ,125

GSSG ,689** ,006 ,809** ,001 ––– ––– -,584* ,020

GSH ––– ––– ,689
** ,006 ,467 ,060 -,467 ,060

GSH total ,689** ,006 ––– ––– ,778** ,002 -,778** ,002

GSSG ,467 ,060 ,778
** ,002 ––– ––– -1,000

**

GSH ––– ––– ,689** ,006 ,244 ,325 ,090 ,719

GSH total ,689
** ,006 ––– ––– ,556

* ,025 -,225 ,369

GSSG ,244 ,325 ,556
* ,025 ––– ––– -,674

** ,007

GSH ––– ––– ,867
** ,000 ,556

* ,025 -,156 ,531

GSH total ,867
** ,000 ––– ––– ,689

** ,006 -,289 ,245

GSSG ,556
* ,025 ,689

** ,006 ––– ––– -,600
* ,016

GSH GSH total GSSG

B

Ci 10

Mi 10

Tiempo 

post-

inducción 

(horas)

Oi 10

12

Ci 10

Mi 10

Oi 10

24

Ci 10

Mi 10

Oi 10

48

Ci 10

Mi 10

Oi 10

GSH_GSSG
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Anexo Tabla 16. Correlación entre la actividad hepática de GPX y los niveles plasmáticos de GSH 
y GSSG tras la administración del carcinóngeno. 
 

 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall; p valor: nivel de significación 
para dos colas; B: Niveles basales (52 días). *: p<0.05 (en azul); **: p<0.001 (en rojo). GPX Act: Actividad 
GPX. Ci: grupo de dieta control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de 
oliva inducido. 

  

Grupo n C.C. p-valor C.C. p-valor

Ci 10 GPX Act. ,200 ,421 ,022 ,929

Mi 10 GPX Act. ,111 ,655 -,022 ,929

Oi 10 GPX Act. -,584
* ,020 -,422 ,089

Ci 10 GPX Act. ,067 ,788 -,022 ,929

Mi 10 GPX Act. -,111 ,655 ,111 ,655

Oi 10 GPX Act. -,333 ,180 ,022 ,929

Ci 10 GPX Act. ,111 ,655 -,911** ,000

Mi 10 GPX Act. ,511* ,040 -,539* ,031

Oi 10 GPX Act. ,022 ,929 -,022 ,929

Ci 10 GPX Act. -,156 ,531 -,244 ,325

Mi 10 GPX Act. ,156 ,531 ,022 ,929

Oi 10 GPX Act. -,067 ,788 ,200 ,421

48

GSH GSSG

B

Tiempo 

post-

inducción 

(horas)

24

12



Anexo 

354 

 

Anexo Tabla 17. Correlación entre los niveles relativos de expresión de GSS y los niveles de GSH 
total tras la administración del carcinógeno. 

 

 
 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall; p valor: nivel de significación 
para dos colas; B: Niveles basales (52 días). Ci: grupo de dieta control inducido; Mi: grupo de aceite de 
maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 

 
 

 

Anexo Tabla 18. Correlación entre os niveles de actividad de GR y los niveles de GSH tras la 
administración del carcinógeno. 

 

 
 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall; p valor: nivel de significación 
para dos colas; B: Niveles basales (52 días). Ci: grupo de dieta control inducido; Mi: grupo de aceite de 
maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 

 
 

 

 

Grupo n C.C. p-valor

Ci 10 ,156 ,531

Mi 10 -,022 ,929

Oi 10 ,244 ,325

Ci 10 -,333 ,180

Mi 10 ,289 ,245

Oi 10 -,315 ,209

Ci 10 ,111 ,655

Mi 10 ,360 ,151

Oi 10 -,067 ,788

Tiempo 
post-

inducción 

(horas)

48

24

B

Grupo n C.C. p-valor

Ci 10 -,156 ,531

Mi 10 -,378 ,128

Oi 10 -,135 ,590

Ci 10 -,200 ,421

Mi 10 ,333 ,180

Oi 10 ,022 ,929

Tiempo 
post-

inducción 

(horas)

48

B
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Anexo Tabla 19. Correlación entre los niveles de MDA y 8-OHdG y Proteínas oxidadas tras la 
inducción con el carcinógeno. 

 

 

 

n: número de efectivos (para las proteínas oxidadas n=5); C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de 
Kendall; Prot. ox: proteínas oxidadas. p-valor: nivel de significación para dos colas; B: Niveles basales (52 
días). Ci: grupo de dieta control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de 
oliva inducido. 

  

Grupo n C.C. p-valor C.C. p-valor C.C. p-valor

10 8-OHdG ,333 ,180 ––– ––– -,289 ,245

5 MDA ––– ––– ,333 ,180 ,022 ,929

10 8-OHdG ,045 ,857 ––– ––– ,467 ,060

5 MDA ––– ––– ,045 ,857 -,045 ,857

10 8-OHdG ,067 ,788 ––– ––– ,244 ,325

5 MDA ––– ––– ,067 ,788 -,067 ,788

10 8-OHdG ,600 ,142 ––– ––– -,200 ,624

5 MDA ––– ––– ,600 ,142 -,600 ,142

10 8-OHdG ,600 ,142 ––– ––– ,800 ,050

5 MDA ––– ––– ,600 ,142 ,800 ,050

10 8-OHdG ,200 ,624 ––– ––– ,600 ,142

5 MDA ––– ––– ,200 ,624 ,600 ,142

Ci 10 8-OHdG 0,000 1,000 ––– –––

Mi 10 8-OHdG ,400 ,327 ––– –––

Oi 10 8-OHdG ,200 ,624 ––– –––

Ci 10 8-OHdG -,400 ,327 ––– –––

Mi 10 8-OHdG -,400 ,327 ––– –––

Oi 10 8-OHdG 0,000 1,000 ––– –––

MDA Prot. ox.8-OHdG
Tiempo 

post-

inducción 

48

24

Oi

12

Ci

Mi

Oi

B

Ci

Mi
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Anexo Tabla 20. Correlación entre los niveles de expresión de PARP y OGG y los niveles de 8-
OHdG tras la administración del carcinógeno. 

 

 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall; p valor: nivel de significación 
para dos colas; B: Niveles basales (52 días). *: p<0.05 (en azul);  **: p<0.001 (en rojo). Ci: grupo de dieta 
control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 

  

Grupo n C.C. p-valor C.C. p-valor

OGG mRNA ,303 ,236 ,629* ,014

PARP mRNA ––– ––– ,111 ,655

OGG mRNA ,736** ,004 -,184 ,469

PARP mRNA ––– ––– -,244 ,325

OGG mRNA ,705** ,005 ,023 ,928

PARP mRNA ––– ––– ,244 ,325

OGG mRNA -,114 ,652 -,386 ,125

PARP mRNA ––– ––– ,378 ,128

OGG mRNA ,405 ,106 ,378 ,128

PARP mRNA ––– ––– ,539
* ,031

OGG mRNA ,733** ,003 ,111 ,655

PARP mRNA ––– ––– ,200 ,421

OGG mRNA ,814
** ,000 -,322 ,205

PARP mRNA ––– ––– -,135 ,590

OGG mRNA ,539
* ,031 ,405 ,106

PARP mRNA ––– ––– ,467 ,060

OGG mRNA ,659
** ,009 -,068 ,787

PARP mRNA ––– ––– ,156 ,531

OGG mRNA ,477 ,058 ,023 ,928

PARP mRNA ––– ––– -,156 ,531

OGG mRNA ,296 ,241 ,386 ,125

PARP mRNA ––– ––– -,200 ,421

OGG mRNA ,966** ,000 ,138 ,587

PARP mRNA ––– ––– ,156 ,531

8-OHdGPARP mRNA

Tiempo 

post-

inducción 

(horas)

Oi 10

48

Ci 10

Mi 10

Oi 10

24

Ci 10

Mi 10

Oi 10

12

Ci 10

Mi 10

Oi 10

B

Ci 10

Mi 10
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Anexo Tabla 21. Correlación entre la expresión y actividad CAT en hígado de animales adultos 
previamente inducidos. 

 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall. p-valor: nivel de significación 
para dos colas; Ci: grupo de dieta control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de 
aceite de oliva inducido. 

 

 

 
Anexo Tabla 22. Correlación entre la expresión de SOD1 y SOD2 y la actividad SOD en hígado de 
animales adultos previamente inducidos. 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall. p-valor: nivel de significación 
para dos colas; *: p<0.05 (en azul);  **: p<0.001 (en rojo). Ci: grupo de dieta control inducido; Mi: grupo 
de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 
 

 

 

 

Edad Grupo n C.C. p- valor

Ci 10 ,244 ,325

Mi 10 ,111 ,655

Oi 9 ,422 ,089

Ci 10 ,022 ,929

Mi 10 ,467 ,060

Oi 9 ,111 ,677

150

100

Edad Grupo n C.C. p- valor C.C. p- valor

SOD1 mRNA ––– ––– ,156 ,531

SOD Act. ,156 ,531 -,156 ,531

SOD1 mRNA ––– ––– ,067 ,788

SOD Act. -,289 ,245 -,333 ,180

SOD1 mRNA ––– ––– ,333 ,180

SOD Act. ,584* ,020 ,674** ,007

SOD1 mRNA ––– ––– ,556* ,025

SOD Act. -,111 ,655 ,067 ,788

SOD1 mRNA ––– ––– ,674** ,007

SOD Act. ,289 ,245 ,135 ,590

SOD1 mRNA ––– ––– ,444 ,095

SOD Act. ,333 ,211 -,111 ,677

SOD2 mRNA

150

Ci 10

Oi 9

Oi 10

Mi 10

SOD1 mRNA

100

Ci 10

Mi 10
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Anexo Tabla 23. Correlación entre la expresión de GPX1 t GPX4 y la actividad GPX en hígado de 
animales adultos previamente inducidos. 

 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall. p-valor: nivel de significación 
para dos colas; **: p<0.001 (en rojo). Ci: grupo de dieta control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz 
inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 

  

Edad Grupo n C.C. p- valor C.C. p- valor

GPX1 mRNA ––– ––– ,022 ,929

GPX Act. -,111 ,655 ,067 ,788

GPX1 mRNA ––– ––– ,467 ,060

GPX Act. ,022 ,929 -,333 ,180

GPX1 mRNA ––– ––– ,378 ,128

GPX Act. -,111 ,655 -,111 ,655

GPX1 mRNA ––– ––– ,467 ,060

GPX Act. ,360 ,151 -,045 ,857

GPX1 mRNA ––– ––– ,111 ,655

GPX Act. ,778** ,002 -,111 ,655

GPX1 mRNA ––– ––– ,222 ,404

GPX Act. ,778
** ,004 ,111 ,677

Oi 9

100

Ci

GPX4 mRNAGPX1 mRNA

Oi 10

150

Ci

10

Mi 10

10

Mi 10
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Anexo Tabla 24. Correlación entre los niveles de NRF2 total y NRF2 unido a KEAP1 y las 
expresiones de GPX1, GPX4 y GR en hígado de animales adultos previamente inducidos. 

 

 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall. p-valor: nivel de significación 
para dos colas; Ci: grupo de dieta control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de 
aceite de oliva inducido. 
 
Anexo Tabla 25. Correlación de la expresión de las diferentes enzimas antioxidantes entre 
hígado y glándula mamaria de animales adultos previamente inducidos. 

 

 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall. p-valor: nivel de significación 
para dos colas; *: p<0.05 (en azul). Ci: grupo de dieta control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz 
inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 

 

Edad Grupo n C.C. p-valor C.C. p-valor C.C. p-valor C.C. p-valor

NRF2 total ––– ––– ,022 ,929 ,111 ,655 -,156 ,531

NRF2-KEAP1 ,378 ,128 -,156 ,531 -,156 ,531 ,022 ,929

NRF2 total ––– ––– ,378 ,128 ,200 ,421 ,289 ,245

NRF2-KEAP1 -,200 ,421 -,467 ,060 -,378 ,128 -,467 ,060

NRF2 total ––– ––– -,111 ,655 ,067 ,788 ,090 ,719

NRF2-KEAP1 ,022 ,929 -,022 ,929 -,022 -,135 ,590

Ci 10 NRF2 total ––– ––– ,467 ,060 ,200 ,421 ,135 ,590

Mi 10 NRF2 total ––– ––– ,156 ,531 ,156 ,531 ,111 ,655

Oi 9 NRF2 total ––– ––– ,056 ,835 -,056 ,835 -,056 ,835

Mi 10100

Ci 10

150

GR mRNAGPX4 mRNAGPX1 mRNANRF2 total

Oi 10

Edad Grupo n CAT SOD1 SOD2 GPX1 GPX4 GR

C.C. ,244 -,067 ,422 -,022 0,000 ,111

p-valor ,325 ,788 ,089 ,929 1,000 ,655

C.C. ,200 -,111 -,111 ,022 -,200 ,244

p-valor ,421 ,655 ,655 ,929 ,421 ,325

C.C. ,244 -,156 ,511* ,156 ,556* -,090

p-valor ,325 ,531 ,040 ,531 ,025 ,719

C.C. ,022 ,600* ,378 -,067 -,156 -,539*

p-valor ,929 ,016 ,128 ,788 ,531 ,031

C.C. ,022 -,111 ,270 ,200 ,022 ,067

p-valor ,929 ,655 ,281 ,421 ,929 ,788

C.C. -,222 -,667* ,167 -,071 -,500 ,357

p-valor ,404 ,012 ,532 ,805 ,083 ,216

150

Ci 10

Mi 10

Oi 9

100

Ci 10

Mi 10

Oi 10
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Anexo Tabla 26. Correlación entre la expresión SOD1 y SOD2 en glándula mamaria de animales 
adultos previamente inducidos. 
 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall. p-valor: nivel de significación 
para dos colas; *: p<0.05 (en azul). Ci: grupo de dieta control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz 
inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 
 
 
Anexo Tabla 27. Correlación entre la expresión de GPX1 y GPX4 en glándula mamaria en 
animales adultos previmante inducidos. 

 

 
 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall. p-valor: nivel de significación 
para dos colas. **: p<0.01 (en rojo); *: p<0.05 (en azul). Ci: grupo de dieta control inducido; Mi: grupo 
de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Edad Grupo n C.C. p-valor

ci 10 ,111 ,655

mi 10 ,244 ,325

oi 10 ,022 ,929

ci 10 -,111 ,655

mi 10 ,511* ,040

oi 9 -,167 ,532

150

100

Edad Grupo n C.C. p-valor

Ci 10 ,854** ,001

mi 10 ,689** ,006

oi 10 ,689** ,006

Ci 10 ,022 ,929

mi 10 ,378 ,128

oi 9 -,143 ,621

100

150



 Anexo 

361 

 

 
Anexo Tabla 28. Correlación entre los parámetros de GSH en plasma en animales adultos 
previamente inducidos. 

 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall. p-valor: nivel de significación 
para dos colas. **: p<0.01 (en rojo); *: p<0.05 (en azul). Ci: grupo de dieta control inducido; Mi: grupo 
de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 

Edad Grupo n C.C. p-valor C.C. p-valor C.C. p-valor

GSH ––– ––– ,511* ,040 -,022 ,929

GSSG ,511* ,040 ––– ––– -,511* ,040

GSH total ,778** ,002 ,733** ,003 -,244 ,325

GSH ––– ––– ,090 ,719 ,467 ,060

GSSG ,090 ,719 ––– ––– -,449 ,072

GSH total ,600
* ,016 ,494

* ,048 ,067 ,788

GSH ––– ––– ,156 ,531 ,244 ,325

GSSG ,156 ,531 ––– ––– -,600
* ,016

GSH total ,778
** ,002 ,378 ,128 ,022 ,929

GSH ––– ––– ,200 ,421 ,705
** ,005

GSSG ,200 ,421 ––– ––– -,114 ,652

GSH total ,867
** ,000 ,333 ,180 ,568

* ,024

GSH ––– ––– ,222 ,404 ,535
* ,046

GSSG ,222 ,404 ––– ––– -,254 ,345

GSH total ,833
** ,002 ,389 ,144 ,366 ,173

GSH ––– ––– ,197 ,463 ,648
* ,016

GSSG ,197 ,463 ––– ––– -,167 ,532

GSH total ,535
* ,046 ,667

* ,012 ,167 ,532

GSH GSSG GSH/ GSSG

Oi 9

Mi 10

150

Ci 10

Mi 10

Oi 10

100

Ci 10
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Anexo Tabla 29. Correlación entre la actividad hepática de GPX y los niveles plasmáticos de GSH 
y GSSG en animales adultos previamente inducidos. 

 

 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall. p-valor: nivel de significación 
para dos colas. *: p<0.05 (en azul). Ci: grupo de dieta control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz 
inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 

 

 
Anexo Tabla 30. Correlación entre los niveles de MDA y 8-OHdG en animales adultos 
previamente inducidos. 

 

 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall. p-valor: nivel de significación 
para dos colas. Ci: grupo de dieta control inducido; Mi: grupo de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de 
aceite de oliva inducido. 
 

 

Edad Grupo n GSH GSSG

C.C. ,067 ,022

P-valor ,788 ,929

C.C. -,111 -,315

P-valor ,655 ,209

C.C. -,022 ,556
*

P-valor ,929 ,025

C.C. -,090 -,180

P-valor ,719 ,472

C.C. ,167 -,389

P-valor ,532 ,144

C.C. ,366 ,167

P-valor ,173 ,532

GPX Act.

Oi 9 GPX Act.

150

Ci 10 GPX Act.

Mi 10

GPX Act.

Oi 10 GPX Act.

100

Ci 10 GPX Act.

Mi 10

Edad Grupo n

C.C. ,111

p-valor 1,000

C.C. ,400

p-valor ,327

C.C. ,400

p-valor ,327

Mi
n (MDA) = 5; 

n (8-OHdG) = 10

Oi
n (MDA) = 5; 

n (8-OHdG) = 10

150

Ci
n (MDA) = 5; 

n (8-OHdG) = 10
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Anexo Tabla 31. Correlación entre los niveles de expresión de PARP y OGG y los niveles de 8-
OHdG en animales adultos previaente inducidos. 

 

 

 

n: número de efectivos; C.C: Coeficiente de correlación Tau-b de Kendall. p-valor: nivel de significación 
para dos colas. **: p<0.01 (en rojo); *: p<0.05 (en azul). Ci: grupo de dieta control inducido; Mi: grupo 
de aceite de maíz inducido; Oi: grupo de aceite de oliva inducido. 

Edad Grupo n PARP mRNA 8-OHdG

C.C. ,210 -,722
**

p-valor ,412 ,005

C.C. ––– -,378

p-valor ––– ,128

C.C. ,341 ,205

p-valor ,176 ,417

C.C. ––– ,022

p-valor ––– ,929

C.C. ,471 -,149

p-valor ,087 ,591

C.C. ––– -,197

p-valor ––– ,463

Mi 10

OGG mRNA

PARP mRNA

Oi 9

OGG mRNA

PARP mRNA

150

Ci 10

OGG mRNA

PARP mRNA
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