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PCR  reacción en cadena de la polimerasa 
PCR1  complejo represor polycomb 1 
PCR2  complejo represor polycomb 2 
PDFG   factor de crecimiento derivado de plaquetas 
PGE   prostaglandina E 
PIC  “protease inhibitor cocktail” 
piRNA   “PIWI-interacting RNA” 
PKC   proteína quinasa C 
PLA   fosfolipasa A 
PLC   fosfolipasa C 
PLD  fosfolipasa D 
PPAR   receptores activados por proliferadores de peroxisomas 
PRB  receptor de progesterona B 
PUFA   ácidos grasos poliinsaturados 
RARβ2  receptor de ácido retinoico beta 2 
RASSF1A  “ras association domain family 1 isoform A” 
RE   receptor de estrógenos 
RISC   complejo de silenciamiento inducido por ARN 
ROS   especies reactivas de oxígeno  
RP   receptor de progesterona 
SAHA  ácido hidroxámico suberoilanilida 
SAM   S-adenosil-L-metionina 
SDS  dodecilsulfato sódico 
SERM   moduladores selectivos de los receptores estrogénicos 
SINE   “short interspersed nuclear element” 
siRNA   “small interfering RNA” 
snoRNA  “small nucleolar RNA” 
SOD   superóxido dismutasa 
T tumor 
TAE tampón Tris-Acetato-EDTA 
TBE  tampón Tris-Borato-EDTA 
TD  ductos terminales  
TDLU  unidad ductulo-lobulillar tipo 1  
TEB   yemas terminales  
TET  “ten-eleven translocation” 



ÍNDICE 

TGF  factor de crecimiento transformante 
TIMP3  “tissue inhibitor of metalloproteinasa 3” 
TNF  factor de necrosis tumoral 
TRx   tiorredoxina 
TSA tricostatina A 
TWIST1 “twist-related protein 1” 
Uhrf1  “ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains, 1” 
VEGF  factor de crecimiento del endotelio vascular 

 
 
 
En el listado anterior se encuentran detalladas las abreviaturas más utilizadas en este trabajo. 
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A. DESARROLLO, ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE LA GLÁNDULA MAMARIA 

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

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

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

producidos localmente. A continuación, se presentan las características diferenciales del 

desarrollo de la glándula mamaria humana y la de rata.  

 

 

1. GLÁNDULA MAMARIA HUMANA 
 

El desarrollo de la glándula mamaria humana tiene lugar a lo largo de la vida del individuo, 

tal y como se esquematiza en la Figura 1. 

 
Figura 1. Desarrollo de la glándula mamaria humana. 

 

Embriológicamente, la glándula mamaria deriva de un esbozo ectodérmico, conocido 

como línea o banda mamaria, que aparece hacia la quinta semana de vida como un par de 

áreas de engrosamiento de la epidermis que se extienden desde las axilas hasta la región 

inguinal. Hacia la séptima semana de vida, las líneas mamarias involucionan restando como 
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dos masas epiteliales sólidas en la región torácica que empiezan a crecer hacia el 

mesénquima subyacente. En el recién nacido, la glándula mamaria consiste en un sistema 

rudimentario ramificado de ductos que permanece quiescente hasta la pubertad. El 

crecimiento de la mama será isométrico con la proliferación del tejido estromal y 

proporcional al crecimiento medio del cuerpo ([583], [586], [1030], [2633]). Poco antes de la 

menarquia, y con el inicio de la maduración folicular en el ovario, el  parénquima mamario 

entra en una fase de crecimiento, con división de la estructura tubular y aparición de los 

ductos mamarios primarios y secundarios, que terminan en unas formaciones bulbosas o 

yemas terminales ([3503], [7671]). Con las primeras ovulaciones, estas formaciones 

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

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

mama humana o unidad ductulo-lobulillar terminal (“terminal ductal lobular unit” o TDLU). 

Cada lobulillo tipo 1 contiene de 6 a 11 ductulillos. Durante la etapa fértil de la mujer, se 

observan dos formas adicionales de lobulillos, el tipo 2 y el 3, cuya transición se asocia a 

formación de nuevas yemas alveolares (hasta 47 en el tipo 2 y hasta 80 en el tipo 3), con un 

incremento en el tamaño lobulillar. Los lobulillos tipo 1 y 2 se observan predominantemente 

en mujeres nulíparas, mientras que la progresión a lobulillo tipo 3 es estimulada por la 

gestación ([3165], [3503]). El desarrollo de los lobulillos está regulado por los cambios 

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

Así, durante la fase folicular se produce un crecimiento activo del sistema glandular, que 

alcanza un máximo en la fase luteal y va seguido de una rápida involución. El balance entre 

proliferación e involución en edades reproductivas tempranas favorece la proliferación, con 

una progresión de la población celular en cada ciclo ovulatorio ([2631], [2633], [2638], 

[3123], [3332]). Los cambios cíclicos en los niveles de estrógenos y progesterona ováricos 

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

armónico de la glándula mamaria ([2631], [4577]). Asimismo, interviene una compleja 

secuencia hormonal en la que participan prolactina, insulina, cortisol, tiroxina, hormona del 

crecimiento y hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) ([583], [586], [1030], [2631], 

[2632], [2639], [3332], [3334], [3372]). El tejido adiposo mamario también ejerce una 

influencia significativa sobre el crecimiento y el desarrollo del epitelio glandular, de modo 

que es necesaria la interacción entre ambos tejidos para que se produzca la morfogénesis 

normal mamaria ([895], [2633]).  
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La mama humana adulta normal consta de 15 a 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 ductilillos rodeados por tejido conectivo intra y 

perilobulillar. Los ductos galactóforos nacen en el pezón, descienden una corta distancia 

donde se expanden como ampollas (senos lactíferos), ramificándose en conductos más 

delgados que conducen hasta los lobulillos. Estudios de caracterización fenotípica de las 

células que revisten los lobulillos mamarios han demostrado una heterogeneidad celular 

considerable, con presencia de células que expresan citoqueratinas (CK) de alto (CK5/6/14) y 

bajo peso molecular (CK8/18/19) y marcadores de diferenciación a músculo liso, como la 

actina músculo liso específica (“smooth muscle” o sm-actina). Parece ser que las células que 

expresan CK5/6/14 serían precursoras comunes, diferenciándose progresivamente, por un 

lado, hacia una vía epitelial luminar (CK8/18/19 positiva) y, por otro lado, hacia células 

mioepiteliales que expresan sm-actina, y se localizan tanto en la capa luminar como en la capa 

basal del ductulillo mamario ([7266]).  

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

para la secreción de leche, alcanzándose el estado de máxima diferenciación de la glándula 

mamaria ([453], [583], [1030], [2631], [2632], [2636], [2637]). A lo largo del primer 

trimestre de gestación, se observa una proliferación y una ramificación de los elementos 

distales del árbol ductal, con aparición de numerosos lobulillos tipo 3 ([2633], [3503]). En el 

segundo trimestre, se observa diferenciación de los ductulillos a acinos o alvéolos, con 

capacidad de secreción láctea, constituyendo los lobulillos tipo 4 que aumentan 

progresivamente y se hacen más secretores. Durante el último trimestre, se produce un rápido 

desarrollo lobulilloalveolar dependiente de la acción de múltiples hormonas, tales como los 

estrógenos, la progesterona, la prolactina, la hormona gonadotropina coriónica (hCG), la 

hormona del lactógeno placentario (hPL), entre otras ([3503]). 

Después del parto y tras la eliminación de la placenta se produce una caída brusca de los 

niveles de estrógenos y progesterona, permitiendo a la prolactina ejercer su papel lactogénico. 

A los 3 ó 4 días después del parto, las mamas comienzan a secretar grandes cantidades de 

leche en lugar del escaso calostro de los primeros días. El estado hormonal que estimula y 

mantiene la lactancia está garantizado por un reflejo neurohormonal inducido por el efecto 

mecánico de la succión que permite la secreción de prolactina ([3332], [3503]).   

Cuando cesa la lactancia, la glándula mamaria interrumpe su actividad secretora y sufre 

una fase de regresión rápida, con una disminución de los elementos glandulares y reaparición 

del componente estromal interlobulillar y adiposo. Dentro del epitelio alveolar aparece una 
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importante actividad autofágica y lisosomal que elimina los restos celulares. Se ha observado 

sobreexpresión de genes proapoptóticos, como Bcl-XS, p53, c-fos, c-jun o Bax, regulada por 

factores de crecimiento y equilibrada por los TIMPs (inhibidores tisulares de 

metaloproteinasas) ([3104], [3105]). La mayoría de los lobulillos regresan, retornando a 

lobulillos tipo 3 y 2. El lobulillo tipo 3 es la estructura glandular predominante en las mamas 

de mujeres premenopáusicas multíparas. Las gestaciones repetidas extienden la diferenciación 

lobulillar ([3165], ([3503]).  

Después de la menopausia, la caída de las hormonas ováricas causa la involución 

progresiva de los tejidos epitelial y conectivo. El componente ductulo-lobulillar se atrofia, la 

matriz fibrosa se hace más densa y el parénquima es sustituido por tejido adiposo y conectivo 

([2632]). La mayoría de los lobulillos adquieren la apariencia morfológica de los tipos 1. La 

actividad proliferativa de estos lobulillos tipo 1 es menor en las glándulas mamarias de 

mujeres postmenopáusicas multíparas que en las nulíparas, lo que indica que la gestación 

puede imprimir cambios permanentes en las características biológicas de estas estructuras 

([3165], [3923], [3924]). El grado de diferenciación al cual llega la glándula mamaria durante 

el embarazo es un factor importante que se opone a la transformación neoplásica del órgano, 

lo que determina una diferencia fundamental entre las mujeres nulíparas y las que han tenido 

por lo menos un hijo, en cuanto a factores de riesgo de cáncer mamario ([603], [861], [2226], 

[7671]).  

 

 

2. GLÁNDULA MAMARIA DE LA RATA 
 

A diferencia de los humanos, la rata posee 6 pares de glándulas mamarias distribuidas 

subcutáneamente a lo largo de dos líneas ventrolaterales, desde la región cervical a la inguinal: 

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

inguinal ([1141]). El desarrollo de la glándula mamaria de la rata hembra virgen nulípara se 

esquematiza en la Figura 2. 
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Figura 2. Desarrollo de la glándula mamaria de la rata virgen nulípara. 

 

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

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

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

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

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

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

edad del animal ([3122]). Hacia la segunda semana de vida, la glándula muestra ductos con 

ramificaciones que en su extremo presentan las yemas terminales o “terminal end buds” – 

TEBs– (son el equivalente de las TDLU humanas), considerados los centros de crecimiento 

activo y el elemento primitivo del parénquima mamario. 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, que se inicia cuando el animal tiene de 25 a 42 días de edad. Los ABs, a su vez, y 

en los sucesivos ciclos estrales, iniciaran el desarrollo lobulillar, con aparición de lobulillos 

tipo 1 y 2 ([3165]). En las ratas vírgenes este proceso continúa durante la maduración sexual 

hasta que se consigue un número constante de ABs y lobulillos, que acontece hacia los 84 

días de edad ([943]). Un número elevado de TEBs sufrirá hipoplasia en la rata virgen, 

constituyendo los ductos terminales (o “terminal ducts” - TDs). Así, al aumentar la edad del 
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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 3). 

 

Figura 3. Estructuras epiteliales 
de la glándula mamaria. Imagen 
de Russo&Russo [7671]. 

 

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

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

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

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

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

Se reconocen diferentes áreas topográficas en la mama de la rata que difieren en su 

morfología, características quinéticas, respuesta a estímulo hormonal y potencial 

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

a través del eje longitudinal (Figura 4). La zona A es la más próxima al pezón, constituida por 

ductos galactóforos principales y secundarios, la B es la intermedia, con ductos de menor 

tamaño y la C es la más alejada del pezón, rica en estructuras ductales terminales. Durante el 

proceso de maduración lobulilloalveolar se describe un gradiente de desarrollo mamario. Así, 

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

lobulillos y los ABs, respectivamente, pero no en la C, en la que predominan los TEBs y TDs, 

de crecimiento activo. Aunque todas las glándulas mamarias están constituidas por las tres 
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zonas descritas, la cantidad y el tamaño de cada una de ellas difieren según la localización 

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

que muestran un enlentecimiento en la diferenciación ([3503]), el cual desaparece con la edad 

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

resto de localizaciones topográficas ([2952]).  
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Figura 4. Topografía de la glándula mamaria de la rata 

 

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

estructuras menos complejas, los lobulillos tipo 1, con 5-15 ductulillos, a lobulillos tipo 2, 

con 40-60 ductulillos, y a lobulillos tipo 3, 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, un extenso 

desarrollo lobulillar en la zona C ([7671]). 

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

su arquitectura restará permanentemente modificada, de manera que presentará un gran 
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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 ([3165]). 

 

 

 

B. CÁNCER DE MAMA 

 
El cáncer de mama es la neoplasia maligna más frecuente entre las mujeres en todo el 

mundo ([6691], [7519]) y el responsable de aproximadamente 1,67 millones de neoplasias 

diagnosticadas en 2012 (un 25% de todos los tipos de cáncer) ([8222]). Es, además, la primera 

causa de muerte por cáncer en las mujeres, siendo responsable de 1 de cada 3 muertes por 

cáncer en el grupo de mujeres de edades entre 35 y 64 años ([3908], [4473], [4647], [7108]). 

Se ha detectado una tendencia al incremento de las tasas de mortalidad por cáncer de mama 

en el grupo de mujeres mayores de 50 años, con un descenso en las menores de 40 años, 

probablemente debido a la detección precoz y a los avances terapéuticos introducidos en las 

últimas décadas. Por otra parte, estudios epidemiológicos muestran variaciones geográficas 

importantes en la incidencia de dicho cáncer, siendo más elevada en países occidentales que 

en países en vías de desarrollo ([6093], [7108]) (Figura 5). A nivel mundial, las tasas brutas 

de incidencia de cáncer de mama más altas corresponden a la población blanca de Estados 

Unidos. Los registros poblacionales de Israel, Canadá y diversos países europeos están en la 

lista de las áreas de tasas de incidencia más elevadas, mientras que las más bajas se registran 

en África y Asia y en la población no judía de Israel.  
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Figura 5. Tasas de incidencia por países de cáncer de mama en mujeres.  Globocan, 2012 ([8222]). 

 

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 ([7672]). De 

hecho, según los últimos datos publicados, en España, el cáncer de mama es el que presenta 

mayor incidencia y mortalidad ([8222]). En relación a Cataluña, la incidencia de esta 

enfermedad ha aumentado en los últimos años, aunque en el contexto europeo sigue siendo de 

los más bajos ([7673], [7674]).  

Varios estudios demuestran, además, que la población emigrada de un país de origen a otro 

de adopción asume las tasas de incidencia y mortalidad del último en un período de una a dos 

generaciones ([6093], [6862]). Estos datos sugieren que el grado de desarrollo y/o 

industrialización, los factores ambientales y el estilo de vida están claramente involucrados en 

estas diferencias, tal como se comentará en el siguiente subapartado.  

 

 

1. FACTORES IMPLICADOS EN LA ETIOLOGÍA DEL CÁNCER DE MAMA 
 

El cáncer representa un desorden del crecimiento celular, caracterizado por una 

proliferación incontrolada de las células de un determinado tejido, sin relación con las 

demandas fisiológicas del órgano del que forman parte y que, además, muestran capacidad de 
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invadir y destruir los tejidos adyacentes y diseminarse a distancia. El cáncer de mama, en 

concreto, es un proceso neoplásico de etiología multifactorial. 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 se pueden clasificar en tres grupos: endocrinos, 

genéticos y epigenéticos, y ambientales. Estos factores no actúan aisladamente, sino que 

muestran una clara interdependencia entre ellos. 

 

 

1.1. Factores endocrinos 
 

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

Evidencias tales como que la nuliparidad, una primera gestación tardía, la menarquia precoz y 

la menopausia tardía se asocian a un mayor riesgo de desarrollar cáncer de mama apoyan este 

papel hormonal ([3950], [3966], [5975]). Estudios experimentales muestran que los 

estrógenos, fundamentalmente 17β-estradiol (E2) y estrona, y los andrógenos, a 

concentraciones fisiológicas, así como las dosis farmacológicas de progesterona, la insulina y 

la prolactina, estimulan la proliferación de las células tumorales mamarias. En cambio, los 

estrógenos y los andrógenos a dosis farmacológicas y las dosis fisiológicas de progesterona 

son inhibidores. El efecto bifásico de los estrógenos podría estar mediado por la acción de la 

prolactina, estimulada por niveles bajos de estrógenos e inhibida por dosis elevadas. En 

mujeres obesas y postmenopáusicas, la conversión en el tejido adiposo de los andrógenos 

suprarrenales a estrógenos, por una aromatasa, explicaría, entre otros, el mayor riesgo de 

padecer cáncer de mama en estas mujeres ([4595]). Además, se ha observado que 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 hormona 

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

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

células epiteliales ([1718], [2406], [3370]). Aunque clásicamente se ha considerado que los 

estrógenos ejercían un papel fundamentalmente promotor de la carcinogénesis mamaria, 

algunos trabajos experimentales indican que también podrían intervenir en la iniciación, 

actuando como cocarcinógenos, potenciando o facilitando la acción del agente carcinogénico 

([2363], [3321], [3326], [4505]). 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 
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células iniciadas se desarrolle en un tumor detectable. Además, se ha demostrado que los 

estrógenos son agentes genotóxicos directamente a través de sus metabolitos y/o, 

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

species” ROS), que pueden producir daño oxidativo en las macromoléculas celulares (lípidos, 

proteínas, ADN) ([4680]).  

La determinación de los receptores esteroideos ha permitido clasificar los tumores 

mamarios, según su contenido en receptores de estrógenos (RE) y/o de progesterona (RP), en 

hormonodependientes (RE+RP+, RE+ RP- y RE- RP+) y hormonoindependientes (RE-RP-). 

La mayoría de los tumores mamarios experimentales presentan uno o ambos tipos de 

receptores y su contenido medio es mayor cuanto menor es la dosis del carcinógeno ([798], 

[1678]). En el cáncer de mama humano esta clasificación ha resultado de gran utilidad, puesto 

que permite seleccionar a las pacientes candidatas a terapia hormonal, reconocer a aquellas 

con mayor riesgo de recurrencia y asociar el estado de receptores de estradiol con una serie de 

características: los tumores RE+ suelen observarse en pacientes de mayor edad y ser de menor 

tamaño, histológicamente más diferenciados y con pequeño porcentaje de células en fase S 

([113], [1870], [2643]). Al menos un 70% de las pacientes con cáncer de mama son 

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

actividad estrogénica ([7062]). Su contenido es variable según el tipo de carcinoma, siendo 

más elevado en los carcinomas lobulillares y muy bajo o nulo en los carcinomas medulares e 

inflamatorios ([113]). Existen dos tipos de RE en la mayoría de los vertebrados, el REα y el 

REβ, este último con cinco isoformas de las que destacan REβ1 y REβ2, que presentan una 

elevada homología pero diferentes propiedades de unión al ADN y al ligando, así como un 

patrón de expresión celular y tisular ligeramente distinto, lo que indica que probablemente 

estén implicados en distintos procesos biológicos ([3403], [3405], [5817], [6813]). Así, REα 

es un activador transcripcional mucho más potente que REβ y es considerado el marcador 

predictivo de la respuesta a una terapia antiestrogénica. La implicación del REβ en cáncer de 

mama no está clara, pero podría antagonizar los efectos del REα al heterodimerizar con éste 

([5685], [6801], [6806]). Cabe señalar, no obstante, que en ausencia de REα, REβ media, 

parcialmente, los efectos de los estrógenos sobre la transcripción de genes ([5782]). La acción 

de la progesterona está mediada por RP, del que se han descrito dos isoformas, RP-A y RP-B, 

codificadas por un mismo gen a partir de promotores diferentes. En la mayoría de los 

contextos celulares, RP-B es un activador de la transcripción génica muy potente, mientras 
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que RP-A puede actuar como un represor trans de RP-B y de otros receptores esteroideos, 

como RE, o formando heterodímeros ([5685]).  

En relación con el cáncer, el REα se encuentra implicado en la iniciación y progresión en 

cáncer de mama, siendo el principal mediador endógeno de la acción rápida de E2 dirigida 

hacia la proliferación celular, mientras que el papel de REβ en el efecto proliferativo de E2 no 

es bien conocido ([5782]) y se postula un posible papel supresor, modulando los efectos de 

REα al heterodimerizar con éste, ejerciendo un papel protector contra el desarrollo del cáncer 

([4505], [5659], [5895]). Estudios en humanos han detectado un aumento de REα en la 

transición de tejido normal a maligno, mientras que los niveles de REβ disminuyen durante la 

progresión del cáncer de mama ([6845]). En relación a la progesterona, elevadas cantidades 

de esta hormona, en combinación con el estradiol, tienen una actividad proliferativa 

importante en glándula mamaria adulta de roedores y humanos, mediada por RP ([5655], 

[6818]). Aun así, en general, la síntesis de RP, así como la mayor prevalencia de RP-B, son de 

buen pronóstico, mientras que la pérdida de RP o una elevada penetrancia de RP-A indican 

mayor agresividad tumoral y mayor probabilidad de metástasis ([5660], [6812]). 

Sin embargo, la determinación de los receptores no es suficiente para discernir la 

hormonodependencia funcional, como lo demuestra el hecho de que entre un 20 y un 30% de 

los tumores con receptores no responden a la terapia, o desarrollan resistencia durante la 

realización de la misma. Se han propuesto diferentes situaciones para explicar la resistencia al 

tratamiento antiestrogénico: la heterogeneidad celular tumoral que explicaría el desarrollo de 

una población de células hormonoindependientes, las alteraciones genéticas y epigenéticas del 

gen del RE, las anomalías postreceptor en la cascada de respuesta hormonal, las alteraciones 

en la transcripción o mutaciones de los genes de los factores de crecimiento y protooncogenes 

o a la presencia de interacciones anómalas autocrinas o paracrinas  de las células RE negativas 

adyacentes, entre otras ([3326], [3405]). Por otro lado, el hallazgo de la forma β del RE 

permite considerar que algunos tumores REα negativos pueden ser REβ positivos, y 

beneficiarse del tratamiento hormonal ([3965]). 

La regulación del crecimiento de los tumores mamarios hormonodependientes es compleja. 

Por una parte, son diversas las hormonas que regulan la producción de receptores esteroideos. 

Por otra parte, los estrógenos controlan la expresión de diversos genes que participan en el 

ciclo celular, la regulación de la sensibilidad de las células tumorales a hormonas y factores 

de crecimiento y la producción de estos últimos ([1870], [2393], [3965]). En este sentido, los 

esteroides, tras la unión a sus receptores intracelulares específicos y mediante la unión a 

secuencias reguladoras del ADN (“steroid response elements” -SRE- y “steroid response 
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units” –SRU-), regulan de forma rápida la expresión, entre otros, de los protooncogenes 

nucleares c-fos, c-jun y c-myc, implicados en el crecimiento y la diferenciación celular. Los 

productos de estos genes de respuesta rápida (“early genes”) son proteínas de unión al ADN 

(factores de transcripción) que, a su vez, controlan la expresión de genes de respuesta tardía 

(“late genes”) que codifican para proteínas estructurales. Los receptores esteroideos activados 

también pueden actuar directamente sobre éstos últimos en conjunción con el producto de los 

“early genes”. Además, se ha descrito un mecanismo de acción independiente de estrógenos 

en el que otros estímulos pueden activar el receptor, como factores de crecimiento, 

neurotransmisores y moléculas de señalización ([5672]). Finalmente, algunos de los efectos 

inmediatos producidos por los estrógenos en algunas células podrían ser iniciados por la 

unión a RE asociados a membrana (mSR), encontrados en las caveolas de la membrana 

([5889]). Estos RE, unidos a los a E2, activan proteínas G iniciando así múltiples vías de 

transducción de señales ([5892]). Se ha sugerido una función como agentes “centinela” de la 

respuesta hormonal, iniciando rápidamente una respuesta que prepara a la célula para decidir 

si está en condiciones de iniciar la síntesis de ARNm y proteínas en respuesta a estas 

hormonas ([4716], [4718], [4719]). La acción de los esteroides es específica del tejido y/o del 

tipo celular y requiere la participación de otras proteínas nucleares reguladoras (no histonas), 

que modifican el estado de la cromatina, reúnen la maquinaria transcripcional y facilitan la 

transcripción de los genes ([2349], [2645], [3403], [5673]).  

Las bases moleculares del comportamiento de los tumores hormonoindependientes no 

están tan bien determinadas. Las líneas celulares hormonoinsensibles secretan grandes 

cantidades de factores de crecimiento, en ausencia de estrógenos, que no se alteran al añadir 

dichas hormonas. Estudios “in vitro” sugieren la posibilidad de que la activación de 

determinados oncogenes podría ser responsable de la regulación positiva de los factores de 

crecimiento, sobrepasando totalmente el papel regulador de los estrógenos. En definitiva, en 

el tumor hormonodependiente existen bajas concentraciones de factores de crecimiento que 

son regulables por diversos factores. En cambio, las células de los tumores 

hormoindependientes presentan elevados niveles de dichos polipéptidos, constitutivamente 

aumentados ([1870], [1948], [2501]). 

Finalmente, debe considerarse el papel de las hormonas exógenas en el cáncer de mama, 

en particular el de las fuentes exógenas de estrógenos, conocidos como xenoestrógenos o 

disruptores endocrinos, que al ser ingeridos o absorbidos alteran la homeostasis del sistema 

endocrino ([7681]).  
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1.2. Factores genéticos y epigenéticos 
 

Los procesos celulares de proliferación, diferenciación y muerte celular son esenciales para 

la formación, el mantenimiento de la función y los fenómenos de reparación de todos los 

tejidos y órganos del organismo. En condiciones normales, estos procesos están estrictamente 

regulados por señales que provienen del medio interno o externo, que aseguran la homeostasis 

tisular y de los órganos. Los genes involucrados en esta regulación son principalmente 

protooncogenes, genes supresores, genes del ciclo celular, genes reparadores del ADN o 

genes reguladores de la apoptosis. Las alteraciones estructurales de estos genes (mecanismos 

genéticos), así como una gran variedad de mecanismos que pueden influenciar el 

comportamiento, que no la estructura, del ADN (mecanismos epigenéticos) constituyen la 

base de los mecanismos moleculares del cáncer ([2439], [7688]).  

La carcinogénesis es un proceso altamente complejo que resulta, principalmente, de la 

acumulación de múltiples alteraciones genéticas y epigenéticas, entre las que se halla la 

inactivación de genes supresores y la activación de protooncogenes, de forma secuencial y 

simultánea ([2444], [3973], [7688]). Las proteínas codificadas por los protooncogenes son 

componentes de las vías de transducción de señales mitogénicas: factores de crecimiento 

(como PDGFβ/v-sis), receptores de membrana de factores de crecimiento (como EGFR/v-

ErbB), proteínas citoplasmáticas transductoras de señales (como la familia de GTPasas, que 

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

Estos genes pueden transformarse en oncogenes mediante activación, con una ganancia de 

función permanente, lejos de cualquier tipo de control ([1975], [2393], [4202]). Dicho 

proceso puede producirse por distintos mecanismos genéticos (como amplificaciones) o 

epigenéticos ([2390], [3408], [7022]), mientras que otro tipo de alteraciones como las 

mutaciones puntuales y las translocaciones específicas son menos frecuentes en cáncer de 

mama ([1948]). Los oncogenes participan en las diferentes etapas de la carcinogénesis, siendo 

necesaria la cooperación entre varios de ellos para conducir a las células a la inmortalización 

y transformación tumorigénica ([1975], [2393], [4202]). En cambio, los genes supresores 

codifican proteínas que controlan el ciclo celular inhibiendo la proliferación, inducen a las 

células a la diferenciación terminal, participan en la reparación de las lesiones del ADN y/o 

inducen la muerte celular programada o apoptosis cuando las lesiones del ADN son serias. 

Entre ellos, se reconocen p53, Rb, BRCA1, BRCA2 y el gen de la poliposis adenomatosa 

cólica APC. Las alteraciones de estos genes comportan pérdida de función, facilitando la 

formación de tumores al liberar a las células de las restricciones normales para proliferar, de 
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la posibilidad de reparar el ADN y de inducir la apoptosis ([2846]). Entre estas alteraciones 

destacan a nivel genético fundamentalmente las mutaciones puntuales y delecciones de la 

región cromosómica que los contiene, y a nivel epigenético la represión transcripcional 

([1948], [7022]). Mientras que las alteraciones que conllevan la activación de protooncogenes 

son dominantes, la inactivación de los genes supresores es normalmente recesiva y requiere 

una nulicigosidad funcional o ausencia de la proteína normal ([2493], [2606]).  

Otros genes involucrados en la carcinogénesis son los que intervienen en la regulación del 

ciclo celular y que codifican diferentes ciclinas y quinasas ciclina-dependientes (CDK), así 

como los que codifican las proteínas reparadoras del ADN, como  los genes “mismatch 

repair” o MMR (MSH2, MHL1, PMS2 y MSH6),  los genes “nucleotide-excision repair” o 

NER (como XPA-XPG) y los genes “base-excision repair” o BER. Las mutaciones y la 

inactivación de estos genes, conocidos como genes “caretaker” o de estabilidad, permiten la 

acumulación de mutaciones espontáneas e inducidas en otros genes, lo que conlleva a una 

inestabilidad genética y contribuye al desarrollo cancerígeno. Por otro lado, la desregulación 

de la apoptosis o muerte celular programada también está ligada al desarrollo cancerígeno. La 

apoptosis elimina las células no necesarias y alteradas, evitando la acumulación secuencial de 

daños genéticos en las células y la consecuente transformación maligna. En este proceso 

intervienen, entre otros factores, las caspasas y la familia de proteínas Bcl-2, que comprende 

miembros pro-apoptóticos como Bax y Bad, y miembros anti-apoptóticos como Bcl-2 y   Bcl-

XL ([3371], [3957], [4093]), así como algunos genes supresores, como p53 o algunos 

oncogenes (myc, rho y E1A de adenovirus) ([2602], [2875]).  

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

Weinberg en el año 2000 describieron una serie de capacidades esenciales que compartían las 

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

tumoral ([3973], [7349]). En total se han descrito 8 capacidades esenciales: 1) autosuficiencia 

en el crecimiento; 2) insensibilidad a factores inhibidores del crecimiento; 3) evasión de la 

apoptosis; 4) potencial de replicación ilimitado; 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. Así, en referencia a la autosuficiencia en el crecimiento, 

cabe decir que la célula tumoral es capaz de sintetizar o de inducir la síntesis de factores de 
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crecimiento (como PDGF y TGFα), de presentar alteraciones de la expresión o activación de 

receptores para dichos factores (como EGFR y ErbB2/HER2) o de algunos componentes de la 

vía de señalización intracelular mitogénica (proteínas Ras estructuralmente alteradas que 

generan un flujo de señales mitogénicas hacia la célula sin necesidad de estimulación de sus 

reguladores “upstream”) ([1576], [1881], [3973], [5484]). La célula tumoral también puede 

evadirse de las señales antiproliferativas, como por ejemplo mediante la proteína Rb 

(retinoblastoma) fosforilada (pRb), p107 y p130 ([3973]). Pero, además, es necesaria una 

desregulación de la apoptosis que junto con un aumento de la tasa de proliferación celular 

serían los fenómenos responsables de crear un “escenario” suficiente para el desarrollo del 

cáncer ([4061], [5576]). Asimismo, para que el crecimiento sea ilimitado es necesaria la 

inmortalización o evasión de la senescencia, a través de la incapacitación de proteínas 

supresoras de tumores como pRb y p53, y el mantenimiento de los telómeros ([3973]). De 

hecho, las mutaciones en el gen p53 representan uno de los cambios genéticos más comunes 

identificados en el cáncer de mama ([3144], [4061], [4595], [5576], [7683]). Por otro lado, la 

célula tumoral se caracteriza por una tasa de mutabilidad elevada, por el aumento de la 

sensibilidad a agentes mutagénicos o mediante la alteración de los mecanismos reparadores 

del genoma, confiriendo así inestabilidad genómica. La pérdida del ADN telomérico en los 

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

amplificaciones y deleciones de segmentos cromosómicos. Los defectos en el mantenimiento 

del genoma y la reparación confieren ventajas selectivas y, por lo tanto, útiles para la 

progresión tumoral ([7349], [7682]).  

La actividad del sistema inmunológico constituye un importante impedimento en la 

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

células cancerosas o a los tumores emergentes en varios tipos de cáncer ([7684], [7685], 

[7686]). De acuerdo con esto, los tumores que terminan por aparecer, obviarían la vigilancia 

por parte del sistema inmunitario o bien evitarían ser eliminados por él de distintas maneras, 

como sería paralizando los linfocitos T CD8+ y las células “natural killer” (NK) o secretando 

factores inmunosupresores como el TGF-β ([7693], [7694]). 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 ([7368], [7695], [7696], [7697]).  

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

celular, una serie de reajustes del metabolismo para poder abastecer las necesidades 
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energéticas del crecimiento y división celular. Se produce un aumento marcado de la 

captación y utilización de la glucosa, aumentando la expresión de sus transportadores, 

principalmente GLUT1 ([7698], [7699], [7700]). De igual manera, el tumor necesita crear 

vasos sanguíneos (angiogénesis) para recibir oxígeno y nutrientes. Los tumores alteran la 

transcripción génica favoreciendo la expresión de factores pro-angiogénicos en detrimento de 

los anti-angiogénicos, por ejemplo, incrementando la expresión de VEGF y/o FGFs, o 

disminuyendo la expresión de inhibidores endógenos como la trombospondina-1 y el 

interferon-β ([3973], [4722]). Finalmente, los tumores deben adquirir la capacidad de invadir 

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

adhesión célula-célula y célula-substrato, como E-cadherina, β-Catenina, N-CAM e Integrinas; 

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

Tal y como se ha comentado, las alteraciones de 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, tal y como será  detallado en el apartado E de la Introducción.  

Finalmente, la aparición de cáncer en la población general puede explicarse por una 

susceptibilidad genética y/o por alteraciones (genéticas y epigenéticas) somáticas adquiridas. 

Existen dos grupos de genes relacionados con la susceptibilidad a desarrollar cáncer de mama. 

Por un lado, están los genes de baja penetrancia, que muestran elevada frecuencia de variantes 

alélicas asociadas a enfermedad y que confieren un bajo riesgo de desarrollar cáncer. En estos 

casos, el cáncer de mama aparece en ausencia de una historia familiar clara de dicha neoplasia, 

habitualmente en épocas avanzadas de la vida y probablemente por interacción con otros 

factores genéticos y/o ambientales. En este grupo se incluyen genes que codifican enzimas 

con actividades bioquímicas o fisiológicas relacionados con la patobiología del cáncer de 

mama, como los involucrados en el metabolismo de carcinógenos (los genes de las glutation-

s-transferasas -GSTM1, GSTP1 y GSTT1-, los miembros de la familia de los genes del 

citocromo P450 o de la N-acetiltransferasa), los que intervienen en la reparación del ADN o 

en el metabolismo de los lípidos o de las hormonas, y algunos protooncogenes como el Ha-

ras1 ([3557]). Por otro lado, están los genes cuyas variantes alélicas comportan un alto riesgo 

de desarrollar la neoplasia en el individuo portador (genes de alta penetrancia), pero que se 

hallan con rareza en la población general y que crean un patrón de herencia mendeliana del 

cáncer. Suelen asociarse con cánceres de distintas localizaciones y aparecer en edades 
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tempranas. Dentro de este grupo se encuentran los genes BRCA1 -“Breast Cancer 1”- y 

BRCA2 -“Breast Cancer 2”, asociados al cáncer de mama y ovario ([2522], [2586], [7687]). 

Las mutaciones de estos genes, cuando afectan a la célula germinal, pueden transmitirse al 

recién nacido, si se hereda el alelo mutado, y conferir un riesgo elevado de padecer cáncer. 

Esta situación es la que se observa en el cáncer de mama hereditario que representa el 5-10% 

del total de cánceres mamarios ([3127], [4534]). 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. El gen BRCA1 codifica una 

proteína nuclear que funciona como un coactivador transcripcional de genes involucrados 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 ([4534], [4623]). En general, las mutaciones de pérdida de función de BRCA1 

confieren un riesgo del 83% de desarrollar cáncer de mama y del 63% de cáncer de ovario 

antes de los 70 años ([2586], [2845]). Las mutaciones en BRCA2 se asocian con un elevado 

riesgo de cáncer mamario en hombres ([2586], [7687]). El gen BRCA2 codifica una proteína 

nuclear que también estaría involucrada en el mantenimiento de la integridad cromosómica, 

así como en la segregación de los cromosomas ([4534], [4595], [4623]). Tanto BRCA1 como 

BRCA2 están involucradas en la reparación mediada por recombinación de las roturas de 

ADN de doble cadena ([4534], [4623]). Se han identificado distintas mutaciones del gen, 

como la introducción de un codón “stop” prematuro (mutaciones “nonsense”), la inserción o 

deleción de pequeñas secuencias que resultan en mutaciones que cambian la pauta de lectura 

(“frameshift”) y, ocasionalmente, mutaciones que provocan la substitución de un aminoácido 

por otro (“missense”) ([2522], [2844], [2845]). Se observa variabilidad interindividual entre 

los portadores de mutaciones de ambos genes, tanto en lo que se refiere a edad de aparición 

como a localización del cáncer, probablemente por el diferente riesgo que comportarían 

distintas mutaciones del mismo gen, o por el papel de otros factores que podrían modificar el 

riesgo de cáncer de una determinada mutación, como otros genes involucrados en el 

metabolismo hormonal o del carcinógeno, características individuales como la historia 

reproductiva y factores exógenos como el uso de anticonceptivos orales o el tabaco, entre 

otros motivos. Aproximadamente, el 52% de los cánceres de mama hereditarios se explican 

por mutaciones en el gen BRCA1 y el 32% en BRCA2, por lo que se cree que en el futuro se 

aislarán nuevos genes relacionados con esta patología ([4534], [4623]).  
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1.3. Factores ambientales 
 

Las variaciones geográficas en la incidencia y la mortalidad del cáncer sugieren que, 

además de los factores endocrinos y genéticos, deben existir otros factores de tipo ambiental y 

de estilo de vida implicados en su etiología ([3874], [4349], [4350], [4539], [4647]) (Figura 5). 

Algunos productos naturales e industriales, factores físicos, organismos biológicos y ciertos 

hábitos dietéticos y/o tóxicos (tabaco, alcohol,...) han sido descritos como agentes con 

actividad iniciadora y/o promotora de la carcinogénesis ([1659]). De todos ellos, los de tipo 

nutricional (descritos en el apartado C de la Introducción) tienen gran trascendencia por la 

continua exposición a la que está sometida la población por sus hábitos alimentarios. Así, se 

ha observado una estrecha correlación entre nutrición y cáncer colorectal, de mama, 

endometrial y de próstata ([860], [868], [1660], [1959], [4349], [5321]). En este sentido, se 

han observado asociaciones que pueden ser positivas como en el caso de las grasas, los 

carbohidratos, las proteínas y el aporte calórico, y otras negativas, como en el caso de la fibra, 

algunas vitaminas (folato, riboflavina, vitamina B12, etc.), licopeno, lignanos, isoflavonas, 

minerales (zinc, magnesio, calcio) y otras sustancias, la restricción calórica y cantidades 

moderadas de vino y cerveza ([7677]).  

Entre los nutrientes que juegan un papel en la relación cáncer y nutrición destacan los 

lípidos de la dieta y una de las asociaciones más estudiadas ha sido con el cáncer de mama. 

Desde que en 1942 Tannenbaum ([1663]) demostró que la incidencia de cáncer mamario 

espontáneo era más elevada en ratones alimentados con una dieta suplementada con grasas, 

numerosos estudios epidemiológicos y experimentales han puesto de manifiesto la relación 

existente entre los lípidos de la dieta y el cáncer de mama ([1700], [1829], [2608], [2642]). En 

el caso de los estudios ecológicos por países, se ha hallado una asociación positiva entre el 

consumo de grasa per capita y las tasas de mortalidad por cáncer de mama. En estos estudios, 

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

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

entre áreas con distintas incidencias de cáncer de mama, tras una o dos generaciones, adquieren 

las tasas de mortalidad  propias del país de destino. En cambio, en los estudios epidemiológicos 

analíticos, caso-control y prospectivos de cohortes, la relación no es tan clara. La agrupación de 

varios de ellos, mediante técnicas de metanálisis, ha permitido reanalizar los datos con mayor 

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

quedado manifiesta ([868], [1660], [3840], [7692]). Además, recientemente, el proyecto EPIC 

(“European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition”) ha mostrado que la ingesta 
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elevada de grasas, independientemente del tipo, está asociada con elevado riesgo de cáncer de 

mama ([6321]). El diferente efecto de los distintos tipos de lípidos así como los mecanismos por 

los cuales modulan la carcinogénesis serán ampliamente descritos en el apartado D de este 

capítulo. 

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, policloruro de vinilo), podrían estar relacionados con el 

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

 

 

2. PATOGENÉSIS DEL CÁNCER DE MAMA 
 
2.1. Cáncer de mama humano 
 

El lobulillo tipo 1 o TDLU es la estructura donde se inicia el carcinoma ductal 

convencional de mama. Además de las evidencias descritas en humanos, estudios “in vitro” 

demuestran que la transformación neoplásica de células en cultivo, obtenidas de las distintas 

estructuras anatómicas de la mama humana, expuestas a carcinógenos, únicamente se observa 

en las células epiteliales de tejidos mamarios ricos en lobulillos 1 y 2 ([3165]). El lobulillo 

tipo 3 daría lugar a lesiones benignas como los fibroadenomas o hiperplasias lobulillares y 

ductales  usuales, mientras que los adenomas lactantes nacerían de los lobulillos tipo 4 y el 

papiloma intraductal, de ductos extralobulillares cercanos al pezón ([3165], [3503], [3966]).  

Como se ha comentado previamente en el apartado A.1 de la Introducción, el lobulillo 1 es 

la estructura predominante en la glándula mamaria en mujeres nulíparas de cualquier edad, 

mientras que el tipo 3 es el más abundate en la mujer multípara. Estudios epidemiológicos 

señalan que el periodo existente entre la menarquia y el primer embarazo a término, la etapa 

más rica en lobulillos tipo 1, es el de máxima susceptibilidad para el inicio del cáncer de 

mama. La protección contra el cáncer de mama atribuida a la gestación, en concreto cuando 

ocurre antes de los 24 años de edad, se debe, entre otros factores, al aumento del 

compartimento lobulillar maduro, mientras que la menarquia precoz, la nuliparidad o el 

primer embarazo en edades más avanzadas son factores de riesgo reconocidos para desarrollar 

cáncer de mama, ya que comportan una diferenciación tardía o insuficiente de la glándula 

mamaria y una ampliación del periodo de máxima susceptibilidad ([3165]). La presencia de 
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lobulillos tipo 1 en la mama de las mujeres menopáusicas explicaría el desarrollo de neoplasia 

en mujeres mayores, aunque la transformación maligna podría haber ocurrido previamente y 

que el tumor se manifieste clínicamente en edad más avanzada.  

El cáncer de mama es una enfermedad muy heterogénea que incluye una amplia variedad 

de entidades que exhiben comportamientos clínicos diversos. Recientemente, se ha 

comprobado que estas entidades están definidas a nivel molecular por determinadas 

alteraciones genéticas que afectan procesos celulares y que han permitido entender mejor el 

desarrollo y la evolución de las neoplasias de mama ([7263], [7264]). Se reconocen distintas 

vías patogénicas que llevan al carcinoma invasor ([7260]). Así, parece existir una rama para 

los carcinomas de bajo grado, que incluye el carcinoma ductal infiltrante bien diferenciado, el 

carcinoma tubular, el carcinoma lobulillar infiltrante clásico, y en la que lesiones como la 

atipia del epitelio plano, la hiperplasia ductal y lobulillar atípicas, el carcinoma intraductal de 

bajo grado y el carcinoma lobulillar “in situ” comparten anomalías moleculares. 

Concretamente, estas entidades se caracterizan por presentar expresión de receptores 

hormonales, pocas alteraciones cromosómicas, a excepción de pérdidas recurrentes de 16q, y 

ausencia de expresión de citoqueratinas basales (CK5/6) o de sobreexpresión de HER2, lo que 

sugiere que forman parte de la vía de progresión de estos cánceres [7423]. Por otro lado, la 

rama de los carcinomas de alto grado, que incluye a los carcinomas ductales infiltrantes 

pobremente diferenciados, tanto aquellos que se caracterizan por sobreexpresar HER2, como 

los que exhiben citoqueratinas basales, se caracterizan por mostrar genotipos muy complejos, 

con ganancias y pérdidas de material de muchos cromosomas y amplificaciones de genes. Las 

lesiones precursoras en este grupo, aunque no están bien definidas, no incluyen las 

anteriormente descritas en la rama de bajo grado y parecen corresponder a hiperplasias 

apocrinas atípicas y a adenosis microglandulares ([7258], [7259]). Existen una serie de 

carcinomas de características moleculares intermedias, como el carcinoma lobulillar 

pleomórfico y el carcinoma ductal infiltrante moderadamente diferenciado, en los que las vías 

de progresión son menos evidentes. Asimismo, los cambios genéticos observados en las 

lesiones proliferativas benignas son raros y diferentes a los descritos en el carcinomas. En 

cuanto a la célula de origen, la carcinogénesis mamaria recapitula los estadios de 

diferenciación de la célula epitelial normal, de tal manera que la mayoría de los carcinomas de 

mama derivan de la célula luminar diferenciada, que expresa CK8/18/19, posiblemente a 

través de eventos mutacionales que pueden haber ocurrido en etapas previas en la línea 

diferenciación glandular, mientras que una pequeña proporción (5-10%) deriva de la célula 

progenitora que expresa citoqueratinas basales (CK5/6) o de una célula intermedia, CK5/6 y 
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CK8/18/19 positiva. Finalmente, las células que integran la línea mioepitelial, y que 

coexpresan marcadores de músculo liso, serían el origen de las lesiones mioepiteliales de 

mama, como el carcinoma adenoide-quístico o el adenomioepitelioma ([7257]). Estudios 

moleculares adicionales han ampliando y clarificando estas vías de progresión del cáncer de 

mama, así como el papel de las células progenitoras “stem” como precursoras y como 

verdaderas dianas terapéuticas en los tumores más agresivos ([7423], [7614], [7615]). 

Finalmente, los hallazgos moleculares de estudios de expresión génica, de hibridación 

genómica comparativa o de secuenciación genética, junto con  los conocimientos 

morfológicos previos, han reconocido 4 grupos perfilados: 1) luminar A, con expresión de 

receptores de estrógenos y CK8/18, que histológicamente suelen ser de bajo grado y que 

responden a hormonoterapia); 2) luminar B, con expresión de receptores de estrógenos pero 

en niveles más bajos, que característicamente muestran expresión de genes relacionados con 

la proliferación celular, con expresión elevada de Ki67 en el estudio inmunohistoquímico, y 

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

y con peor pronóstico que el luminar A. Por otro lado, se encontrarían los grupos RE 

negativos, descritos en carcinomas histológicamente mal diferenciados: 3) basal-“like”, con 

ausencia de sobreexpresión de HER2, con expresión de CK5/6 y 14, que responden a 

quimioterapia con antraciclinas y taxanos, y 4) HER2+, con amplificación y sobreexpresión 

de c-Erb-B2, y que responden, además de a quimioterapia, a trastuzumab. Los tumores RE- 

tienen 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”. 

 

 

2.2. Cáncer de mama experimental 
 

Los experimentos “in vivo” son esenciales para el estudio de la patología mamaria. En este 

trabajo se escogió un modelo que utiliza ratas sobre las que se aplica un carcinógeno químico, 

el hidrocarburo aromático policíclico 7,12-dimetilbenz(α)antraceno (DMBA), capaz de 

provocar la aparición de tumores mamarios de características muy parecidas a las de los 

tumores humanos ([1438], [4264]).  

Los TEBs y los TDs son la estructura diana del carcinógeno y origen de los carcinomas 

mamarios experimentales de rata ([1520], [1524]). Estudios realizados por Russo y 

colaboradores constatan que a los 14 días de administración del carcinógeno, los TEBs, en 
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lugar de diferenciarse normalmente a ABs o involucionar a TDs, crecen y se agrandan al 

proliferar las células epiteliales luminares, constituyendo las proliferaciones intraductales 

(IDPs) ([995], [3966]). Se reconocen dos tipos de IDPs: los [i] o iniciados, que no despiertan 

reacción estromal ni se modifican durante el resto del experimento y los [i+p] o iniciados y 

promocionados, que despiertan reacción estromal con depósito de colágeno e infiltración por 

linfocitos y mastocitos. Aunque a los pocos días de la inducción con DMBA se observan 

numerosos IDPs que aumentan con el tiempo (de 10 a 20 por glándula mamaria a las tres 

semanas hasta 30 a los 200 días), solamente los IDPs [i+p] progresarán a adenocarcinomas. 

Concretamente, a los 20 días, se evidencian pequeños microtumores, secundarios a la 

coalescencia de IDPs [i+p], que corresponden a carcinomas intraductales, con células 

epiteliales que muestran pleomorfismo y aumento del tamaño nuclear y moderada actividad 

mitótica. De estas estructuras microscópicas se desarrollan los tumores palpables, 

constituyendo carcinomas infiltrantes. Si el animal vive el suficiente tiempo, aparecerán 

metástasis, especialmente en pulmones ([2952], [3122], [3966]). Se observan un mayor 

número de adenocarcinomas mamarios en la región torácica que en la abdominal e inguinal, 

lo que parece estar relacionado con el mayor número de TEBs durante un mayor periodo de 

tiempo en las glándulas de dicha localización ([3503], [3966]), tal como se ha comentado 

anteriormente en el apartado A.2. En cuanto a la célula diana del carcinógeno, diversos 

estudios sobre los compartimentos celulares de la glándula mamaria señalan a la célula 

denominada intermedia ([7520]). En este sentido, en la carcinogénesis experimental se 

observa una disminución de la proporción de células denominadas “dark” y un aumento del 

porcentaje de células intermedias en los TEBs y los TDs, a las pocas horas de la 

administración de DMBA, cambios que no se manifiestan en los ABs ni en los lobulillos. 

Cuando los tumores se hacen palpables (aproximadamente a los 40 días postadministración de 

DMBA), las células intermedias constituyen el 65% de la población celular y en los tumores de 

100 días de edad las células intermedias alcanzan el 90% del total. Además, las tasas de 

proliferación de cada uno de los tipos celulares son distintas según la estructura anatómica en la 

que se hallan. Así, en los TEBs, las células intermedias tienen un ciclo celular más corto y un 

índice de marcaje de ADN mayor que las mismas células de los ABs. Esta diferencia apoya la 

mayor susceptibilidad de la célula intermedia de los TEBs al carcinógeno ([2952]). Las lesiones 

benignas (quistes, adenomas, hiperplasias lobulillares y fibroadenomas) se originan de los ABs. 

Además, las lesiones benignas tienden a aparecer más tarde que las malignas, a las 5 o 6 

semanas postadministración del carcinógeno, lo que indica que las lesiones benignas no son 

precursoras de las malignas.  
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C. ESTILO DE VIDA Y CÁNCER DE MAMA 

 
1. FACTORES NUTRICIONALES 
 

Existen numerosos factores ambientales, tanto nutricionales como de estilo de vida, 

relacionados con la prevención y el desarrollo de diversas neoplasias. De todos los 

componentes de la dieta que han estado relacionados con el cáncer de mama, los lípidos son los 

más relevantes. En este sentido, los estudios epidemiológicos no han mostrado siempre 

resultados concluyentes ([6093]), aunque análisis prospectivos han determinado que la ingesta 

elevada de grasas, independientemente del tipo, está asociada a un elevado riesgo de cáncer 

de mama ([6321]). Estos estudios tienen ciertas limitaciones ya que no consideran otras 

características que pueden diferir entre distintas poblaciones y que pueden contribuir al 

desarrollo de cáncer de mama, y la mayoría de ellos no discriminan los efectos independientes 

producidos por factores asociados, como es la concentración y el tipo de grasas, el aporte 

calórico, etc. ([2045], [2608]). En cambio, los estudios experimentales han mostrado 

claramente un efecto de los lípidos de la dieta en el cáncer de mama. Dicho efecto depende 

del tipo y de la cantidad de grasa ingerida, así como del hecho de su presencia en ciertas fases 

críticas de la carcinogénesis y del estado de diferenciación de la glándula mamaria ([3338], 

[5816], [7145]). Más allá del contenido lipídico total, existe un efecto específico de las 

distintas grasas de la dieta. Así, dietas con una misma cantidad de energía y contenido graso 

total difieren en su capacidad estimuladora, según su composición en ácidos grasos ([1829], 

[2289], [4540]). Parece existir un requerimiento mínimo de ácidos grasos poliinsaturados 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 ácidos grasos poliinsaturados, respecto al total de 

calorías, el rendimiento de la carcinogénesis inducida con dimetilbenz(α)antraceno (DMBA) 

se incrementa proporcionalmente a la cantidad de grasa total de la dieta ([2045], [3568]). Una 

cuestión aún en debate es la que concierne al efecto de las calorías como uno de los causantes 

de la capacidad de los lípidos de la dieta a estimular la tumorigénesis mamaria. Los estudios 

epidemiológicos han demostrado una asociación positiva entre el aporte calórico de las dietas 

y las tasas de mortalidad por cáncer de mama, lo que coincide con los resultados 

experimentales en los que se observan que las dietas hipercalóricas estimulan el desarrollo 

tumoral ([868], [920]). A pesar de que algunos autores no encuentran a las dietas 

hiperlipídicas hipocalóricas promotoras de la carcinogénesis mamaria ([1973]), el hecho de 

que sólo ciertos tipos de tumores se estimulen por las dietas ricas en grasas y de que en el 
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cáncer de mama se haya demostrado una distinta eficacia de los diferentes tipos de lípidos, a 

pesar de proporcionar un aporte calórico equivalente, indica que existe también un mecanismo 

de acción específico de las grasas e independiente del aporte calórico ([1700], [1962]). Por 

contra, la restricción calórica tiene un efecto inhibitorio indiscriminado sobre la 

carcinogénesis, lo que sugiere que el mecanismo de acción de las calorías es inespecífico 

([868], [3673]).  

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 

experimental ([1358], [3568], [3672], [4324]). Es de destacar el ácido -linolénico (18:3n-6) 

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

([3980], [3982]). Además, el ácido linoleico conjugado (CLA), término en el que se engloban 

diversos isómeros geométricos y posicionales del ácido linoleico, y que está presente en la 

carne y en los productos lácteos derivados de rumiantes, podría tener un efecto inhibidor del 

cáncer de mama ([2949], [3205]). Además, éste presenta propiedades antidiabetógenas, 

anticancerígenas y antioxidantes ([4538], [4543]). Por otro lado, los PUFA de la familia n-3, 

fundamentalmente el ácido α-linolénico (18:3n-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 ([1486], [3568], [3615], [4324], 

[4353]). En cuanto a las grasas saturadas de procedencia animal, y los lípidos insaturados 

trans, que se originan tras los procesos de manufacturación de varios productos de aceites 

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

origen vegetal, y además, podrían actuar como co-carcinógenos durante la iniciación. Los 

lípidos insaturados trans se comportarían como los saturados en cuanto a la promoción de la 

carcinogénesis mamaria ([920], [1486], [3205]). Finalmente, el efecto de los ácidos grasos 

monoinsaturados, 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 protector del aceite de oliva virgen, experimentalmente 

existen resultados contradictorios. Así, se ha observado desde un efecto no promotor, un débil 

efecto promotor, a un efecto protector del cáncer de mama ([3568], [5321], [7144]).  

Por lo que respecta a los carbohidratos, los estudios epidemiológicos no muestran 

asociaciones concluyentes entre el consumo de dichos glúcidos y el cáncer de mama ([6093]). 

Los trabajos que han hallado asociaciones positivas han postulado que los mecanismos a 

través de los que los carbohidratos ejercerían tales efectos serían debidos, al menos en parte, a 

su acción moduladora de los niveles circulantes de insulina y glucosa ([8630], [8634], [8635]). 
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Así, ha sido descrito que el incremento de insulina en sangre deriva en un incremento en la 

biodisponibilidad de IGF-1 (factor de crecimiento insulínico tipo 1) ([8629], [8630]). Además, 

estudios realizados en líneas celulares de cáncer de mama han atribuido al factor IGF-1 

propiedades mitogénicas y antiapoptóticas ([8631], [8632], [8633]), indicando que el aumento 

en los niveles de este factor tras la ingesta de carbohidratos podría jugar un papel relevante en 

el desarrollo de cáncer de mama, particularmente, en mujeres premenopáusicas ([8630], 

[8634], [8635]). Otros estudios “in vitro” han mostrado que los estrógenos podrían actuar 

sinérgicamente con el factor IGF-1 en la patogénesis del cáncer de mama, estimulando el 

crecimiento y la proliferación celular ([8636]).  En cualquier caso, aunque algunas evidencias 

han asociado la ingesta de carbohidratos, el índice glucémico y la carga glucémica con el 

cáncer de mama ([8641], [8642]), sobretodo en mujeres premenopáusicas ([8643], [8644]), 

los datos no son del todo concluyentes ([8637], [8638], [8639], [8640]). 

En relación a la ingesta de proteínas, los resultados obtenidos en estudios epidemiológicos 

han sido contradictorios en cuanto a la asociación entre dicha ingesta y el riesgo de desarrollar 

ciertos tipos de neoplasias ([6093]). Pese a esto, algunos autores defienden que un elevado 

consumo de proteínas podría incrementar el riesgo de cáncer de mama también mediante el 

aumento de los niveles de IGF-1 ([8645], [8646]). En este sentido, a nivel experimental, un 

reciente estudio realizado en un modelo xenógrafo de cáncer de mama humano en ratón ha 

puesto de manifiesto que la restricción dietética de proteínas inhibe el crecimiento tumoral, en 

parte, mediante la disminución de la activación de mTORC1, como consecuencia del 

descenso en los niveles de IGF-1 (activador de la vía de señalización de mTOR) ([8647]). 

En cuanto a la fibra dietética, a nivel epidemiológico múltiples estudios apoyan que el 

consumo de fibra podría proteger contra el desarrollo de cáncer colorrectal. En cáncer de 

mama, sin embargo, no se han hallado evidencias concluyentes ([6093]). Pese a ello, autores 

que defienden una asociación inversa entre el consumo de fibra y el riesgo de cáncer de mama 

han propuesto que la fibra dietética podría inhibir la reabsorción intestinal e incrementar la 

excreción fecal de estrógenos  reduciendo, por tanto, su biodisponibilidad ([8649]). Otro de 

los mecanismos propuestos podría ser mediante la modulación de IGF-1. En este sentido, un 

estudio epidemiológico de intervención dietética relacionó positivamente la ingesta de fibra 

con los niveles de IGFBP-3, proteína con propiedades antiproliferativas y proapoptóticas 

debido a su unión a IGF-1 ([8648]). Además, se han descrito diversos componentes bioactivos 

presentes en los alimentos ricos en fibra que podrían estar ejerciendo, al menos en parte, 

dichas acciones beneficiosas ([8660]). 
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Estudios epidemiológicos han mostrado asociaciones inversas entre la ingesta de una 

amplia variedad de micronutrientes (minerales y vitaminas) y el riesgo de desarrollar diversos 

tipos de cánceres (calcio-cáncer colorrectal, selenio-cáncer de próstata, folato-cáncer de 

páncreas, etc.). En cuanto al cáncer de mama, los datos epidemiológicos publicados no son 

del todo concluyentes ([6093]). A nivel experimental, estudios en modelos animales de cáncer 

de mama así como trabajos “in vitro” han atribuido propiedades anticancerígenas, por ejemplo, 

a la administración de selenio ([8662], [8663]) y vitamina D ([8661]). En relación al folato, 

trabajos en modelos murinos han relacionado la deficiencia dietética de folato con una menor 

incidencia tumoral ([8664]), hallándose también una asociación positiva entre consumo de 

folato y la progresión tumoral ([8665]). 

A parte de los macro- y micronutrientes, se han descrito una serie de compuestos 

nutricionales bioactivos con propiedades anticancerígenas. En este sentido, los polifenoles 

ejercerían acciones beneficiosas en cáncer de mama debido a sus propiedades antioxidantes, 

destacando dentro de este amplio grupo: el resveratrol (presente en las uvas), la 

epigalocatequina-3-galata (EGCG, catequina del té verde), la curcumina (presente en el curri) 

y la genísteina (isoflavona de la soja) ([8462]). Diversos estudios se han basado en identificar 

los mecanismos a través de los que los fitoestrógenos, como la genísteina, ejercerían sus 

acciones beneficiosas en cáncer de mama. En este sentido, trabajos “in vivo” e “in vitro” han 

descrito que las isoflavonas actuarían disminuyendo la peroxidación lípidica y el daño 

oxidativo del ADN debido a su capacidad antioxidante. Además, la estructura química de las 

isoflavonas es similar a la de los estrógenos, pudiendo ser capaces de competir con estas 

hormonas y unirse a sus receptores. También se ha descrito que estos fitoestrógenos son 

capaces de inhibir la síntesis de enzimas relevantes en la biosíntesis de hormonas esteroideas, 

disminuyendo los niveles de estrógenos circulantes. Por último, estudios en modelos animales 

y en líneas celulares han atribuido propiedades proapoptóticas y antiangiogénicas a las 

isoflavonas ([8653]). 

Por otro lado, los isotiocianatos son un grupo de fitoquímicos que se encuentran en las 

crucíferas (coliflor, brócoli, repollo, etc). En un estudio epidemiológico se asoció la ingesta de 

brócoli con una disminución significativa de las roturas de la cadena de ADN en leucocitos 

([8464], [8465]). El sulforafano, el isotiocianato más ampliamente estudiado, ha mostrado una 

protección significativa contra el cáncer de mama inducido químicamente con DMBA en 

ratas ([8466]). En trabajos realizados “in vitro”, los isotiocianatos también han mostrado 

propiedades proapoptóticas y antiproliferativas ([8463]). Otro componente relevante es el 

licopeno, un fitoquímico perteneciente al grupo de pigmentos conocidos como carotenoides y 
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presente en diversas frutas y verduras como el tomate. En trabajos “in vitro”, este compuesto 

no únicamente mejora la respuesta antioxidante de células de cáncer de próstata, sino que es 

capaz de inhibir la proliferación, inducir apoptosis y disminuir la capacidad metastásica de 

dichas células ([8467], [8468]). En cáncer de mama, se ha relacionado la ingesta de licopeno 

con un menor riesgo de desarrollar este tipo de neoplasia ([8469]).  

Actualmente existen múltiples estudios centrados no únicamente en hallar la influencia 

sobre el cáncer de mama de los componentes nutricionales aislados, sino en determinar la 

relación entre patrones dietéticos y el desarrollo de este tipo de neoplasia. En general, los más 

investigados serían los patrones de dieta saludable (rica en verduras y/o frutas, pescado, aves, 

productos lácteos bajos en grasa y/o cereales integrales) y la llamada dieta poco saludable 

(rica en carne roja, granos refinados, dulces y/o productos lácteos altos en grasa). Aunque en 

general los análisis muestran que tanto los patrones dietéticos con alto consumo de frutas y 

hortalizas ([8470], [8471], [8472]) como los de alta ingesta de fibra y bajo contenido en grasa 

([8473]) estarían inversamente asociados con el riesgo de cáncer de mama, no todos los 

estudios encuentran asociaciones significativas ([8474], [8475, [8476], [8477]). Pese a ello, se 

ha tener en cuenta que la relación entre los patrones dietéticos y el riesgo de cáncer de mama 

dependen de otros factores como el tipo tumoral ([8478]). Por ejemplo, en enfermas de cáncer 

de mama con tumores RE+  se ha observado una mayor ingesta de frutas y verduras que en 

enfermas con tumores RE- ([8479], [8480]). Además, el efecto de una dieta saludable en 

cuanto a la reducción del riesgo de cáncer de mama es mayor en tumores RE+/RP- ([8481]). 

De forma similar, los efectos de los patrones dietéticos no saludables sobre el riesgo de cáncer 

de mama dependen de otros factores tales como el estado menopáusico ([8482]), el IMC 

([8483]) y el tipo tumoral ([8484], [8485]). En cuanto a la Dieta Mediterránea, caracterizada 

por el elevado consumo de aceite de oliva, ésta se ha asociado a una menor incidencia de ciertos 

cánceres, incluyendo el de mama, así como de enfermedades cardiovasculares ([4743], [6051]). 

Esta dieta incluye la variedad de patrones dietéticos de las distintas regiones del Mediterráneo y 

se identifica por el abundante consumo de productos de origen vegetal (frutas, vegetales, 

cereales y frutos secos), productos frescos, pescado, y el ya mencionado aceite de oliva ([7107]). 

El aceite de oliva virgen extra corresponde al obtenido tras la primera prensada y se caracteriza 

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

compuestos minoritarios bioactivos, como escualeno y antioxidantes fenólicos (hidroxitirosol, 

tirosol y oleuropeína), secoiridoides, flavonoides y lignanos ([7105], [4399]). Actualmente, está 

bien establecido que el efecto potencialmente saludable del aceite de oliva virgen extra es 

debido tanto a su composición lipídica (especialmente su alto contenido en ácido oleico, su 
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apropiado contenido en PUFA esenciales y su baja ratio PUFA n-6/PUFA n-3), como a sus 

compuestos minoritarios ([6302], [7159], [8018]). Las diferencias o contradicciones halladas 

entre distintos estudios sobre el efecto del aceite de oliva en el cáncer, así como la falta de una 

asociación significativa en algunos estudios epidemiológicos, podrían estar relacionadas con la 

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

minoritarios) o el alimento (aceite de oliva). Del mismo modo, la composición exacta del aceite 

de oliva difiere entre las distintas variedades. Ésta depende, no sólo del origen geográfico, sino 

también de otros factores como las condiciones de cultivo en el correspondiente año de la 

recogida, el grado de maduración del fruto y el procedimiento técnico de procesado (prensado 

en frío, 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.  

 

 

2. ACTIVIDAD FÍSICA 
 

La actividad física, elemento indispensable en el denominado estilo de vida saludable, se 

define como cualquier movimiento corporal producido por el músculo esquelético y que 

resulta en un incremento sustancial del gasto energético. Existen distintos tipos de actividad 

física diaria: la ocupacional llevada a cabo en el trabajo, la doméstica que comprende todas 

las tareas que forman parte del día a día en el hogar, el transporte hasta y desde el lugar de 

trabajo, y la actividad recreativa elegida durante el tiempo libre. A su vez, el ejercicio físico, 

expresado en unidades metabólicas ó METs, puede ser clasificado en función de la intensidad 

en vigoroso (≥6 METs), moderado (3-5,9 METs) ó ligero (<3 METs). De forma que la 

combinación de la frecuencia, la intensidad y la duración son los parámetros que determinan 

los niveles totales de actividad física de un individuo. Sin embargo, el gasto energético de 

cada individuo para una determinada actividad depende tanto del metabolismo basal como de 

otros parámetros, tales como la edad, el sexo, la talla y la forma física ([6093]). 

Los efectos de la actividad física sobre la salud varían en función del grado de intensidad y 

de la frecuencia. Así, en mujeres atletas se han descrito una serie de alteraciones asociadas a 

la realización de ejercicio físico intenso, tales como amenorrea, osteoporosis y desordenes 

alimenticios. En este sentido, el perfil hormonal de estas mujeres se caracteriza por presentar 

hipoestrogenismo, debido a la supresión de la secreción pulsátil de GnRH que afecta a la 

secreción de LH, provocando una disminución de los niveles de FSH y, por tanto, de los 
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niveles de estradiol, derivando en alteraciones del ciclo menstrual ([8651]). Sin embargo, la 

realización de actividad física de forma moderada parece ejercer un efecto protector frente al 

desarrollo de numerosas patologías, incluyendo entre ellas determinados tipos de cáncer como 

el de colon y endometrio ([6093]). Por lo que respecta al cáncer de mama, el ejercicio físico 

moderado ha mostrado una asociación inversa con el riesgo de desarrollar este tipo de cáncer, 

sobretodo en mujeres postmenoupáusicas ([6093]). Los estudios epidemiológicos realizados 

en mujeres premenopáusicas y menopáusicas no obtuvieron resultados concluyentes, sin 

embargo, éstos sugieren una disminución del riesgo ([6093]). Los efectos beneficiosos de la 

actividad física sobre el cáncer de mama podrían ser debidos a través de distintos mecanismos. 

Por una parte, mediante el ejercicio físico se reducirían los niveles de hormonas esteroideas 

endógenas (estrógenos y andrógenos), así como de insulina y de IGF-I, disminuyendo de este 

modo la resistencia a insulina ([8666]). Por otra parte,  la actividad física también reduciría los 

niveles de citoquinas, reduciendo el grado de inflamación ([8486]). Además, el ejercicio físico 

ayuda a mantener el peso corporal, factor de riesgo de múltiples patologías, incluido el cáncer de 

mama ([6093]).  

 

 

3. OTROS 
 

A parte de los factores nutricionales y la actividad física, existen otros factores 

relacionados con el estilo de vida que presentan cierta influencia en el cáncer de mama, como 

la obesidad, determinados parámetros antropométricos, la paridad, la lactancia, el consumo de 

alcohol y tabaco y/o la exposición ambiental a agentes carcinogénicos, entre otros. 

Por lo que respecta a la obesidad, ésta es considerada un factor de riesgo de cáncer de mama 

en mujeres postmenopáusicas, mientras que se ha sugerido que podría disminuir dicho riesgo en 

mujeres premenopáusicas, aunque los resultados no son concluyentes ([1700], [6093]). Esta 

diferencia en cuanto al estatus menopáusico podría ser debida a que durante la premenopausia 

el exceso de adiposidad podría modificar la función ovárica, provocando alteraciones en la 

secreción de hormonas que actúan a nivel de la glándula mamaria. En este sentido, se ha 

descrito que mujeres con bajo número de ciclos menstruales por año, largos ciclos y/o ciclos 

irregulares presentan un bajo riesgo de cáncer de mama, probablemente debido a alguna 

insuficiencia ovárica ([8654]). Las mujeres obesas premenopáusicas tienden a tener 

menstruaciones irregulares así como reducción de la fertilidad. En el caso de las mujeres obesas 

postmenopáusicas, la conversión en el tejido adiposo de los andrógenos suprarrenales a 
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estrógenos, por una aromatasa, explicaría, entre otros, el mayor riesgo de padecer cáncer de 

mama en estas mujeres ([4595]). Por otro lado, pese a que la terapia hormonal sustitutiva se ha 

asociado a un mayor riesgo de desarrollar cáncer de mama ([8667]), en mujeres obesas este 

tratamiento no incrementaría aún más el riesgo, hecho que sugeriría que los niveles elevados de 

estrógenos, independientemente de si provienen de fuentes endógenas o exógenas, aumentan el 

riesgo de cáncer de mama, y que los efectos no son aditivos. A parte de su relación con el riesgo 

de desarrollar cáncer de mama, la obesidad también se relaciona positivamente con la 

recurrencia y mortalidad asociadas a este tipo de cáncer, tanto entre mujeres pre- como 

postmenopáusicas, independientemente de la edad y del estatus de los receptores de estrógenos  

(RE+, RE-) ([8652], [8656]).  

Otro factor a tener en cuenta sería la distribución de la adiposidad. Así, numerosos estudios 

epidemiológicos han evaluado la relación entre diversos parámetros antropométricos y el riesgo 

de cáncer de mama. Entre los parámetros más relevantes se encontrarían el índice de masa 

corporal (IMC), el índice cintura-cadera (ratio ICC), el índice cintura-altura y la circunferencia 

de la cintura. Dado que el IMC es el parámetro empleado para clasificar los grados de 

obesidad, no es de extrañar las abundantes evidencias epidemiológicas que indican la 

asociación positiva entre este parámetro y el riesgo de cáncer de mama en mujeres 

postmenopáusicas. Por otro lado, tanto el ICC como la circunferencia de la cintura, 

parámetros empleados para determinar la grasa abdominal, podrían presentar una asociación, 

también positiva, con el riesgo de cáncer de mama en mujeres postmenopáusicas, pese a que 

las evidencias epidemiológicas halladas no son del todo concluyentes ([6093]). 

Otra serie de factores tales como la nuliparidad, una primera gestación tardía, la menarquia 

precoz y la menopausia tardía también han sido asociados a un mayor riesgo de desarrollar 

cáncer de mama, evidenciando la relevancia hormonal en el desarrollo de este tipo de 

neoplasia ([3950], [3966], [5975]). Así, la nuliparidad o un primer embarazo en edad 

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

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

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

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

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

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

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

lado, estudios epidemiológicos prospectivos y de casos-control, han mostrado claras 

evidencias de que la lactancia protege contra el cáncer de mama tanto en mujeres pre- como 
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postmenopáusicas, debido al periodo de amenorrea e infertilidad asociado y, 

consecuentemente, a la disminución del tiempo de exposición a los ciclos menstruales 

([6093]). 

Diferentes estudios han mostrado que el consumo de alcohol aumenta el riesgo de cáncer de 

mama, independientemente del tipo de bebida alcohólica y del estatus menopáusico. Esto podría 

ser debido, en parte, a que tras la ingesta de alcohol, los niveles de estrógenos circulantes 

aumentan. Entre los mecanismos propuestos para explicar tal aumento, se encontrarían el 

incremento de la actividad de la aromatasa (enzima responsable de la conversión de testosterona 

en estrógenos), la inhibición de enzimas implicados en la degradación de estrógenos, la 

disminución de la secreción de melatonina (implicada en la inhibición de la producción de 

estrógenos) y/ o el incremento del estado redox hepático disminuyendo así el metabolismo 

esteroideo. Además, los productos obtenidos tras el metabolismo del alcohol, tales como el 

acetaldehído y los radicales libres, podrían causar daño en el ADN favoreciendo el proceso 

carcinogénico. Por otro lado, el alcohol es un antagonista del folato, micronutriente importante 

en la síntesis y reparación del ADN así como en la neutralización de los radicales libres. Así, el 

consumo de alcohol podría afectar negativamente a los niveles de folato, alterando dichos 

procesos ([6093]). 

En cuanto al consumo de tabaco, éste ha sido claramente asociado con otros tipos de 

cánceres, debido al alto contenido de sustancias potencialmente carcinogénicas presentes en el 

humo del tabaco, tales como: formaldehído, benzopireno, anilina, hidrazida, arsénico, cadmio 

y cromo. En relación al cáncer de mama, la asociación entre el consumo de tabaco y esta 

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

aumento del riesgo tras un largo periodo de hábito tabáquico, inicio antes del primer embarazo a 

término, y en fumadores pasivos ([7675]).  

Otro factor a tener en cuenta es la continua exposición a contaminantes medioambientales 

hormonalmente activos a los que está sometida la población. Entre ellos destacan los 

compuestos clorados (en pesticidas), alkifenólicos (en detergentes, plásticos, espermicidas, 

etc.) y el bisfenol-A y/o derivados, por su influencia en el desarrollo del cáncer de mama 

([4506], [4651], [4653], [4662], [4713], [7678], [7679], [7681]).  
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D. LÍPIDOS DE LA DIETA Y CÁNCER DE MAMA: MECANISMOS 

 
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, la 

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

membrana celular, 4) el sistema inmunitario, 5) el estrés oxidativo, 6) la transducción de 

señales y 7) la expresión génica. Probablemente, “in vivo”, los lípidos actúen a través de 

todos estos mecanismos de una forma integrada, simultánea y/o secuencial. 

 

 

1. CRECIMIENTO, MADURACIÓN SEXUAL Y OBESIDAD 
 

Diversas evidencias epidemiológicas sugieren que determinados aspectos de la fertilidad y 

la maduración sexual se encuentran entre los factores de riesgo del cáncer de mama.  

La pubertad está influida por factores hormonales, nutricionales y energéticos ([7620]). El 

desarrollo puberal se origina en el momento que el eje hipotálamo-hipófiso-gonadal es 

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

eje ([7629], [7630], [7631], [7632], [7633]). Las etapas iniciales de la maduración sexual 

están mediadas por la aceleración de la secreción pulsátil de GnRH ([7634]). Además, las 

neuronas GnRH están controladas por el neuropéptido Kisspeptina, el cual resulta clave en 

diversos aspectos de la maduración y  la reproducción, desde la diferenciación sexual del 

cerebro y el inicio de la pubertad, hasta la regulación, ya en edad adulta, de la secreción de 

gonadotropinas y el control metabólico de la fertilidad ([7619], [7644], [7646], [7651]).  

Para que se inicie la pubertad y la reproducción se pueda llevar a cabo se requiere un 

depósito de energía suficiente y un estado metabólico adecuado ([5423], [5795], [5797]), por 

lo que los factores nutricionales pueden influir en dicho inicio. Las alteraciones en la 

homeostasis metabólica afectan al eje gonadotrópico y a la expresión de Kisspeptina en el 

hipotálamo ([5869]). De hecho, el tejido adiposo es dinámico y está en constante 

comunicación con otros tejidos relevantes, incluyendo los centros reguladores de la ingesta 

del cerebro ([7624]). Es, además, el principal lugar de producción periférica de estrógenos y 

al mismo tiempo secreta una serie de péptidos, las adipoquinas, que realizan funciones 

endocrinas relacionadas con el metabolismo y la reproducción ([6596]). Entre dichas 
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adipoquinas se encuentra la Adiponectina, el factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-1) y 

la Leptina ([7542], [7655], [7656]).  

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

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

glándula mamaria, ovarios, estómago y placenta ([7542], [7622]). Sus niveles circulantes se 

correlacionan positivamente con el peso corporal y la cantidad de grasa ([7657], [7658]). La 

Leptina informa al hipotálamo de los niveles de reservas energéticas y adiposidad, el peso 

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

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

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

la funcionalidad del eje reproductivo ([5796], [5869]). Por otra parte, se ha atribuido a la 

Leptina un papel en el desarrollo epitelial de la glándula mamaria promoviendo la proliferación 

celular ([4865]). Además, se ha descrito expresión de su receptor en diversos tipos de tumores 

incluidos los de mama ([7663], [7668], [7669]). Adiponectina parece realizar una función 

opuesta a Leptina, es decir, inhibiría la proliferación celular. Por este motivo, los niveles de 

ambas adipoquinas y sus respectivos receptores podrían jugar un papel importante en la 

carcinogénesis mamaria ([7541], [7542], [7546]). 

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

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

adelantamiento de la pubertad ([5975], [6093], [6828], [7616], [7664]). Este efecto, no 

obstante, parece depender del tipo de grasa consumida. Resultados previos del equipo 

investigador han demostrado un claro adelantamiento de la maduración sexual por efecto de 

las dietas hiperlipídicas ricas en PUFA n-6 mientras que el aceite de oliva virgen extra ejerció 

una débil influencia ([6887]). Este efecto estaría relacionado con que distintos tipos de grasas 

de la dieta pueden afectar de diferente manera al peso y masa corporal, influyendo a la vez en 

el metabolismo del tejido adiposo ([6599]). El mecanismo de este efecto diferencial podría 

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

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

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

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

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

asociada con la obesidad, a pesar del contenido relativamente elevado de grasa de esta dieta 

([7102], [7625]). Uno de los mecanismos por los cuales el aceite de oliva podría tener efectos 

beneficiosos sobre el peso corporal sería a través de la molécula oleiletanolamida (OEA) 
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([7168], [7210]). La OEA es un ácido graso etanolamida, también conocido como N-

aciletanolamida. Ésta familia de moléculas lipídicas señalizadoras se localiza principalmente 

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

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

como una fuente endógena. En este caso, se sintetiza a partir de fosfatidilcolina cuando las 

células son estimuladas por agentes despolarizantes, neurotransmisores y hormonas ([7168], 

[7178], [7206], [7218]). OEA juega un papel importante en el control central y periférico de la 

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

([7206], [7212], [7495]). 

 

 

2. INFLUENCIA SOBRE EL ESTATUS HORMONAL 
 

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

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

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

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

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

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

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

estrógenos y, por lo tanto, estarían influyendo el desarrollo del cáncer de mama ya que es una 

patología hormonodependiente. Así, la alteración del metabolismo de los estrógenos es un 

posible mecanismo a través del cual los lípidos de la dieta podrían modificar el proceso 

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

corporal y mamario, y, consecuentemente, también aumentaría la síntesis de estrógenos a 

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

P450. Esta enzima ha sido hallada en tejido mamario adiposo y tumoral ([824], [7689]). En el 

grupo de mujeres post-menopáusicas el tejido adiposo se convierte en la principal fuente de 

estrógenos procedentes de dicha actividad aromatasa ([4595]). Por lo tanto, las mayores tasas 

de cáncer de mama observadas en mujeres post-menopáusicas y obesas ([5367], [5368]) 

podrían estar asociadas con un aumento de los niveles de estrógenos ([6823]). 

Por otro lado, se ha descrito que los PUFA 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 
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actividad de la enzima 17β-deshidrogenasa e impidiendo, de esta forma, el paso de estradiol a 

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

ingesta de pescado, disminuye la formación de prostaglandina E2 (PGE2), un metabolito del 

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

producción local de estrógenos y el crecimiento estimulado por éstos ([4546]). Asimismo, el 

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

biliares y derivados del colesterol pueden ser transformados a estrógenos por ciertas bacterias 

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

ácidos biliares característica del escualeno, componente minoritario del aceite de oliva virgen, 

podría contribuir al potencial efecto protector de este aceite en la carcinogénesis ([3619]). Por 

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

efectos antiestrogénicos debido a su semejanza estructural con el estradiol y el antiestrógeno 

sintético tamoxifeno ([4743]). A pesar de las relaciones sugeridas anteriormente, no se han 

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

hiperlipídicas ([918], [934], [1046], [1678], [2265]).  

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

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

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

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

Por otra parte, se ha postulado que el efecto de los lípidos de la dieta podría estar 

relacionado con los receptores esteroideos. En ratas alimentadas con dietas ricas en PUFA n-6 

se ha descrito un aumento en el nivel de RE en la glándula mamaria de animales vírgenes y de 

ratas gestantes ([3588]). Sin embargo, en otros estudios, la ingesta de dietas ricas en grasas no 

ha mostrado influencias sobre los niveles de receptores de estrógenos y progesterona en 

glándula mamaria ([1046], [5664]).  

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

prolactina, insulina, tiroxina, hormona del crecimiento y corticosterona, con los lípidos de la dieta 

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

 

 

3. MODIFICACIONES DE LA MEMBRANA CELULAR 
 

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

mitocondria) y el contenido en colesterol de las membranas celulares están finamente 
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regulados por las células, y pueden variar en función de los lípidos que habitualmente se 

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

relativamente constante sus niveles de ácidos grasos saturados y monoinsaturados dentro de 

un amplio rango de variación en la dieta de estos ácidos grasos. 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 ([4818], [6338]). Los cambios en el perfil lipídico de las 

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

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

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

Así, elevadas cantidades de PUFA n-6 en las membranas se han asociado a una mayor tasa de 

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

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

cantidad de PUFA, pueden afectar a la movilidad lateral de proteínas específicas integrales y 

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

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

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

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

insaturados de los fosfolípidos de membrana modifica la actividad de la adenilato ciclasa, de la 

ATPasa Na+-K+ dependiente y del receptor de insulina ([1347], [1383], [1560], [2264]). En 

todos estos casos, los PUFA parecen mostrar un mayor efecto que los ácidos grasos 

monoinsaturados (MUFA) ([4818], [4822]). Además, lípidos específicos de membrana regulan 

la función de proteínas anfitrópicas a las que se unen débil y reversiblemente mediante 

interacciones covalentes o no covalentes ([2612]). Las interacciones con lípidos de membrana 

pueden afectar a su ensamblaje, plegamiento u organización topológica y, por lo tanto, a su 

función. Proteínas implicadas en la transducción de señales generadas en las membranas, como 

las GTPasas Ras, fosfocolina citidiltransferasa, PKC (Proteína quinasa C)  y PLC (Fosfolipasa 

C), son comúnmente reguladas por anfitropismo ([4804]). 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 ([2613], [2614]).  

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, y en especial las caveolas ([5449], [5451], [6336]). Las balsas lipídicas son 

dominios pequeños (10-200 nm) y representan el 10-15% del área de la membrana plasmática 
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([4914]). Se caracterizan por su composición lipídica rica en colesterol, esfingolípidos y 

lípidos que contienen cadenas de ácidos grasos saturados ([6339], [7249]). Existen al menos 

dos variedades morfológicamente distinguibles 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 ([4914], [5447], 

[5449]). Tales microdominios están implicados en señalización celular, endocitosis, 

transcitosis, tráfico de colesterol y adhesión ([4541], [4547], [4615], [4914], [5447], [5449], 

[5451]), lo que explicaría su papel en diversos tipos de patologías, entre ellas el cáncer 

([4744], [6290]). La función de los lipid rafts 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 ([4216]). En este sentido, se ha descrito la localización de algunos de 

los componentes de la vía de señalización intracelular mediada por la proteína Ras, 

incluyendo la propia p21Ras, en estos microdominios de membrana ([4198], [5465], [5481]). 

En colon de ratones, se ha observado una disminución de la activación de la proteína Ha-ras 

por efecto de los lípidos n-3 de la dieta, en comparación con los lípidos n-6, asociada con 

cambios en la composición lipídica y proteica de las caveolas ([4614]). Asimismo se ha 

descrito un desplazamiento de Ha-ras por efecto de dichos lípidos, y como consecuencia, la 

supresión de la vía de señalización de Ras, así como una disminución del contenido de 

esfingolípidos en los lipid rafts ([6339]).  

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 ([2264], [4816]). 

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 

([927], [1489], [4824]). 
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4. EFECTOS SOBRE EL SISTEMA INMUNITARIO 
 

Los lípidos de la dieta son capaces de modular la respuesta inmune y la producción de 

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

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

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

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

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

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

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

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

producción de mediadores inflamatorios, incluyendo citoquinas y quimioquinas, facilitando 

con ello el reclutamiento y la activación de células mieloides (macrófagos, mastocitos, 

eosinófilos y neutrófilos). Las citoquinas y factores solubles producidos activan estos mismos 

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

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

inflamatorio asociado ([7086]).  

En cuanto al efecto de los lípidos de la dieta en los procesos inflamatorios, en general, los 

PUFA n-6 generan eicosanoides con efectos proinflamatorios, mientras que los PUFA n-3 son 

precursores de eicosanoides con efectos antiinflamatorios ([4546], [4547]). 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 ([4541]). Es probable que las prostaglandinas estén implicadas en el 

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

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

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

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

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

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

efecto del ácido araquidónico y los PUFA n-3 ([4547]). Algunos receptores nucleares podrían 

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

PPARs por los ácidos grasos suprime la expresión de citoquinas y otras moléculas implicadas 

en la respuesta inflamatoria ([4155]).  
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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, al menos en parte, los efectos beneficiosos sobre el 

riesgo del cáncer ([4300]). En este sentido, se ha demostrado que el ácido oleico tiene efectos 

anti-inflamatorios ([4992]). Además, algunos fenoles del aceite de oliva virgen extra pueden 

inhibir la producción de eicosanoides y citoquinas inflamatorios “in vitro” e “in vivo” ([4765], 

[4972], [6526]). Por otro lado, en ratas se ha observado que la ingesta materna de una dieta con 

15% de aceite de oliva tiene un efecto inhibidor del cáncer de colon en la descendencia, 

predominantemente aumentando el número total de células linfáticas y de linfocitos CD8 (+) en 

los tumores ([4837]). Por el contrario, el consumo de una dieta rica en ácido oleico por 

humanos sanos no parece dar lugar a una supresión general de las funciones de las células del 

sistema inmune ([4994]). 

 

 

5. ESTRÉS OXIDATIVO 
 

El daño en ADN, proteínas y lípidos inducido por especies reactivas de oxígeno (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, en inducción de vías de transducción de 

señales, errores en la replicación o en inestabilidad genómica ([6196]). Del mismo modo, 

radicales libres y diferentes productos de la peroxidación lipídica pueden causar lesiones 

premutagénicas en el material genético de la célula. Un ejemplo de ello son los aductos 

formados por el aldehído malon-di-aldehido (MDA), o la base modificada 7,8-dihydro-8-oxo-

2’-deoxyguanosine (8-oxo-dG), producto inespecífico de la oxidación ([6074], [6143]). Estas 

lesiones pueden ser reparadas o fijarse como mutaciones en el ADN colaborando así en la 

transformación de una célula sana en las etapas iniciales del cáncer, y/o ayudando durante la 

fase de promoción, donde se necesitaría de la continua presencia de un estímulo promotor 

tumoral, como podrían ser los radicales libres ([5845], [6446]). En la progresión del cáncer, que 

implica el paso desde un estado preneoplásico a un estado neoplásico, los radicales libres 

podrían tener un papel en la transducción de señales, así como en la capacidad invasiva y 

metastásica del tumor ([6430], [6434]). 



INTRODUCCIÓN 

 43 

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

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

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

tipos de cáncer ([5812], [6456]) y en particular en cáncer de mama ([6083]). Aunque existen 

discrepancias entre los numerosos estudios realizados, en general, se ha descrito una 

disminución de la capacidad antioxidante en las células tumorales respecto al tejido sano, lo 

que podría favorecer la formación de lesiones en el ADN, y conferiría a la célula tumoral un 

fenotipo más agresivo y, por tanto, un peor pronóstico ([5845], [6456], [6095], [6440]). Con 

respecto a los estudios sobre la capacidad antioxidante no enzimática se ha observado que, 

tanto en humanos como en modelos experimentales, el resultado más frecuente es la 

disminución de los niveles de GSH y el aumento de la ratio GSSG/GSH como reflejo del 

estrés oxidativo en pacientes con cáncer o animales inducidos con carcinógeno ([6063], 

[6712], [6720], [6728], [6756]). Se han relacionado los bajos niveles de GSH con una menor 

proliferación del tejido mientras que el aumento de la ratio implicaría una situación de mayor 

estrés oxidativo ([6756], [6761]). Por el contrario, también se han encontrado altos niveles de 

glutatión en tumores mamarios como respuesta a la situación de elevado estrés oxidativo 

ocasionada por la enfermedad cancerosa ([6715]). Esta situación podría favorecer la 

proliferación y reducir la apoptosis de las células tumorales ([5879], [6759], [6760], [6764]). 

La regulación de la apoptosis mediante el estado redox, promoviendo proliferación en un medio 

reducido e induciendo apoptosis en un estado de oxidación, es un mecanismo que podría 

favorecer o interferir en el proceso carcinogénico en sus diferentes etapas ([6077], [6144]).  

El estrés oxidativo y la peroxidación lipídica juegan un papel importante en el efecto que los 

factores nutricionales pueden ejercer sobre la carcinogénesis. El estado redox de la célula puede 

ser modificado por el tipo de dieta. De hecho, la mayoría de antioxidantes no enzimáticos se 

adquieren a través de ella, como por ejemplo las vitaminas C y E, los compuestos polifenólicos, 

el selenio y los antioxidantes tiol, entre otros. Algunos estudios han demostrado los efectos 

sobre el estado redox de la célula de compuestos como los polifenoles del té negro, la fibra, pero 

sobretodo de los diferentes tipos de ácidos grasos ([3339], [6141]). Entre ellos, los PUFA n-3 

podrían presentar un mayor efecto antioxidante debido, en parte, a la estimulación de la 

actividad enzimática de SOD, GPx y catalasa ([6692]). En relación al aceite de oliva virgen, 

éste debe su capacidad antioxidante a sus componentes minoritarios. Así, aceites de semillas 

enriquecidos con ácido oleico presentan los mismos efectos que un aceite de oliva refinado 

([4631]. [6611], [6692]). Por otra parte, la ingesta de aceite de maíz, rico en PUFA n-6, 

supone un aumento del estrés oxidativo que podría afectar a las enzimas antioxidantes 
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disminuyendo su nivel de actividad ([6753]). En cambio, se ha descrito que los polifenoles de 

origen dietético podrían favorecer el aumento de los niveles de GSH a través de la enzima     

γ-glutamilcisteina sintetasa puesto que se han encontrado regiones de elementos de respuesta 

antioxidante (ARE) en su región promotora ([6513]). Además, resultados propios del grupo han 

demostrado que la disminución de la capacidad antioxidante en los tumores mamarios es mayor 

en los animales alimentados con dietas hiperlipídicas respecto a la dieta control.  

 

 

6. 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 dentro de la cascada de señalización 

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

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

además, puede ser metabolizado a DAG. Asimismo, el ácido fosfatídico actuaría, como 

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

tanto, los cambios en las propiedades físico-químicas de la membrana que se puedan producir 

por modificaciones en la cantidad o el tipo de lípidos de la dieta, afectarán a la producción y 

composición de los segundos mensajeros, alterando la expresión génica y la función celular 

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

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

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

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

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

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

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

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

aumentando así la cascada de señalización intracelular ([3535], [3824], [5612]). Sin embargo, 

en adenocarcinomas mamarios experimentales no se han observado cambios en la actividad de 

EGFR por efecto de los lípidos de la dieta ([6879]).  

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

la función celular, como el crecimiento, diferenciación y apoptosis, aunque los mecanismos no 

son aún conocidos. En este sentido, en el modelo de cáncer de colon inducido con 
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azoximetano, una dieta rica en aceite marino disminuyó el contenido de Ras unido a 

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

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

demostrado que los PUFA n-3, en comparación con los PUFA n-6, disminuyen la relación 

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

como el hidroxitirosol o el escualeno, pueden influir en el metabolismo lipídico, 

disminuyendo los niveles de intermediarios lipídicos requeridos para la prenilación de Ras, 

necesaria para su activación en la membrana ([3229], ([3619], [3620], [3771], [5767]). En 

este sentido, el grupo investigador ha demostrado que las dietas ricas en aceite de oliva virgen 

regulan la activación de Ras disminuyéndola, pero no modifican su localización celular. 

Asimismo, también se produce la regulación de algunas de las principales vías de señalización 

de Ras, induciendo un balance proliferación/apoptosis a favor de esta última ([6879]). 

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

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

linoleico resultaría de la modulación de las distintas vías MAPK existentes en la célula ([4542]). 

Otros trabajos han demostrado que los ácidos grasos de la familia n-6 reducirían la duración del 

ciclo celular, mientras que los de la familia n-3 inhibirían el crecimiento tumoral mamario ([3114], 

[3185], [3581], [4542]), y los monoinsaturados n-9, lo inhibirían a elevadas concentraciones, 

mientras que a bajas concentraciones (<1 µg/ml) tendrían un efecto estimulador ([3569]). 

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

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

familias de eicosanoides; los derivados del ácido linoleico (n-6), vía ácido araquidónico, y los 

derivados del ácido linolénico (n-3), vía EPA ([3185]), que muestran diferentes efectos, en 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

tipo de eicosanoides sintetizados ([3567], [3568], [3569], [4546]). Además, en el aceite de 
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oliva, los compuestos minoritarios como el hidroxitirosol o el escualeno, también pueden 

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

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

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

 

 

7. EFECTOS SOBRE LA EXPRESIÓN GÉNICA 
 

Se ha descrito que diferentes componentes de la dieta (PUFA, colesterol, glucosa/fructosa, 

determinados minerales y vitaminas liposolubles) pueden modular específicamente la 

transcripción génica, el procesamiento y la estabilidad de los transcritos de genes implicados 

en diversas vías del metabolismo (glucólisis, lipogénesis, etc.) ([2415], [2542], [4540]). En 

relación a los lípidos, éstos podrían influir en la expresión génica de dos modos diferentes: un 

control directo, rápido y agudo de los niveles de expresión, y una modulación adaptativa a 

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

señalización intracelular ([2415], [4540]). 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 las familias de los receptores 

activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR), el receptor X hepático (LXR) y las dos 

familias de receptores del ácido retinoico (RxR y RAR). Además, 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 proteína”), 

c/EBPb (CCAAT/“enhancer-binding protein B”) y HIP-1α (“hypoxia-inducible factor-1α”) 

([4541], [4543]). 

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 ([2545], [2547], 

[3929]). 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 ([2422], [2549], [2617]). 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 ∆6-desaturasa ([2542]).  
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Existen cada vez más evidencias de que los lípidos también 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 ([7154]). 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 regulación del ciclo celular y la transcripción del 

ARN ([4542]). Los ácidos grasos insaturados han demostrado poder reducir significativamente el 

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

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

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

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 ([4811], [5321]). Además, la 

ingesta de dicha dieta aumenta los niveles de ARNm de β-Actina y de su transportador ZBP1, 

cuya desregulación se asocia con un fenotipo tumoral de mayor malignidad ([5965]).  

El efecto promotor de las dietas ricas en PUFA 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 ([3616], [4324], [4546], [6769]). Algunos oncogenes y 

genes supresores de tumores, también pueden ser regulados por los ácidos grasos, directa o 

indirectamente. Entre ellos se encuentran HER2/Neu (ErbB2) ([5149]), c-myc y c-Ha-ras 

([1854], [2984]), c-fos y COX-2 ([5041]), p53, Bcl-2, Bcl-XL y Bak ([2272], [3012]) y 

BRCA1 y BRCA2 ([3857], [4325]) entre otros. Otros estudios han demostrado efectos sobre 

genes involucrados en angiogénesis, invasión y metástasis, como CDH1 (E-cadherina) 

([4401]), MASPINA ([3983]) 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 ([7151]). 

Los efectos inespecíficos de las dietas hiperlipídicas en el cáncer de mama experimental, 

relacionados con su aporte energético, han sido asociados por el equipo investigador con la 

influencia que dichas dietas pueden ejercer en la regulación de la expresión de genes 

hepáticos como la carnitina palmitoil transferasa tipo 1 (CPT-1) y la sintasa HMG-CoA, 
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implicados en el metabolismo lipídico. Los resultados obtenidos, junto con los cambios 

observados en el perfil lipídico y el peso y masa corporal, sugieren que el cáncer modifica la 

regulación de dichos genes por los lípidos de la dieta, así como la expresión de PPARα 

([4743]). Además, se ha observado un efecto diferencial de distintos tipos de lípidos, ya que la 

dieta hiperlipídica de aceite de oliva, pero no la de maíz, incrementó la expresión hepática de 

la proteína UCP2, desacopladora de la cadena respiratoria. Dicho efecto aumentó la relación 

ingesta/gasto energético, lo que se relacionó con un menor peso corporal y con el desarrollo 

de tumores de menor grado de malignidad ([8657]). 

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. Con dicha tecnología, resultados 

propios del equipo investigador identificaron 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 ([4735]). En otros trabajos similares, los 

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

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

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

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

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

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

matriz intra- y extracelular, factores de crecimiento y genes de respuesta a andrógenos ([4895], 

[7149]).  

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

grupos de genes implicados en los distintos “hallmarks” de las células tumorales, descritos 

por Hanahan y Weinberg ([3973], [7349]). Los resultados han demostrado que las dietas ricas 

en PUFA 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 

([8657]). 
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E. ALTERACIÓN DE LOS PATRONES EPIGENÉTICOS EN LA 

CARCINOGÉNESIS MAMARIA  

 
El término epigenética, acuñado por Conrad Hal Waddington en 1942 ([8487]), hace 

referencia a la disciplina biológica basada en el estudio de modificaciones heredables en la 

función génica y que se producen sin alterar la secuencia de nucleótidos del ADN. Estas 

modificaciones se producen a lo largo del genoma y, en su conjunto, reciben el nombre de 

epigenoma. Existen numerosas evidencias del papel fundamental de la epigenética en la 

fisiología del desarrollo y de la diferenciación celular, regulando procesos tales como: el 

“splicing” alternativo, la expresión tejido-específica, el silenciamiento de elementos 

transponibles, la impronta genómica, la inactivación del cromosoma X y la identidad celular, 

entre otros. Por esta razón, diversas patologías incluyendo el cáncer se relacionan con 

alteraciones en procesos epigenéticos ([8488]). Contrariamente a las alteraciones genéticas, 

los cambios epigenéticos son reversibles,  pudiendo ser modificados por factores ambientales, 

entre ellos el estilo de vida y la dieta ([8489]).  

 

 

1. MECANISMOS EPIGENÉTICOS 
 

Las modificaciones epigenéticas conforman un código que regula la expresión génica e 

incluye: la metilación del ADN, la modificación postraduccional de las histonas, los 

complejos remodeladores de la cromatina y los ARNs no codificantes. 

 

 

1.1   Metilación del ADN 
 

La metilación del ADN es una modificación post-replicativa que consiste en la adición 

covalente de un grupo metilo en la posición 5’ del anillo pirimidínico de citosinas seguidas de 

guaninas, llamadas dinucleótidos CpG (“Cytosine-phosphate-Guanine”). Estudios recientes 

en cerebro han demostrado la existencia de formas alternativas de metilación en citosinas no 

seguidas de guanina (“non-CpG methylation”), aunque su relevancia funcional no ha sido 

elucidada ([8668]). Por su parte, los dinucleótidos CpG no se encuentran uniformemente 

distribuidos en el genoma, sino que tienden a concentrarse en regiones denominadas islas 

CpG, formadas por entre 200-2000 pares de bases con una proporción de CpG superior al 
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50% y un promedio de CpG observado/esperado mayor de 0,6. A su vez, la distribución de 

citosinas metilables en el genoma sigue un patrón bimodal, según el cual los dinucleótidos 

CpG incluidos en islas CpG carecen de metilación, mientras que los que se encuentran fuera 

de ellas, están metilados. En base a este concepto, en el genoma humano se identifican dos 

tipos de genes: constitutivos y tejido-específicos. Los genes constitutivos, que corresponden 

al 70% de todos los genes,  presentan promotores con un porcentaje normalizado de CpG en 

torno al 0,61 y, por tanto, sus islas CpG contienen citosinas en estado no metilado, 

permitiendo la transcripción génica. Por el contrario, los genes tejido-específicos presentan 

promotores que no suelen estar asociados a islas CpG ya que tienen un promedio de CpG 

alrededor del 0,23, de forma que los dinucleótidos CpG están metilados, restringiendo su 

expresión a determinados tejidos o tipos celulares ([8490]).  

La metilación del ADN es un proceso de gran relevancia biológica que no ocurre 

únicamente a nivel gen-específico regulando la expresión génica, sino que también regula 

procesos a nivel genómico. En este sentido, se ha descrito que la metilación en regiones no 

codificantes, como la heterocromatina centromérica, es crucial para mantener la conformación 

e integridad de los cromosomas ([8492]). Del mismo modo, la metilación de secuencias 

repetitivas del genoma de tipo transposones, como secuencias LINE-1 (“Long interspersed 

nuclear element-1”) ó SINE (“Short interspersed nuclear element”), evitaría la movilización 

de los mismos, impidiendo fenómenos de inestabilidad cromosómica ([8493]). 

En general, la metilación de citosinas se asocia con silenciamiento génico a través de 

distintos mecanismos. Por una parte, el ADN metilado evitaría la transcripción de forma 

directa dado que algunos factores de transcripción generales como Sp1, CREB, E2F ó NF-kB 

se unen a dominios que contienen CpG, y esta unión disminuye cuando estos dominios están 

metilados. Por otra parte, mediante la interacción específica de represores transcripcionales 

con dominios de unión a dinucleótidos CpG metilados, llamados genéricamente proteínas 

MBP (“methyl-CpG binding proteins”), entre las que destacarían: MeCP2 (“methyl-CpG 

binding protein 2”), MBD1-4 (“methyl-CpG binding domain protein 1-4”) y  Kaiso también 

conocida como ZBTB33 (“zinc finger and BTB domain containing protein 33”). Estas MBPs, 

a su vez, reclutarían proteínas modificadoras de histonas formando complejos proteicos que 

darían lugar al establecimiento de una cromatina de alto grado de compactación y, por tanto, 

se reprimiría la expresión génica ([8491]). 

Las enzimas responsables de la metilación del ADN reciben el nombre de ADN 

metiltransferasas (DNMT), catalizando la transferencia de un grupo metilo del donador S-

adenosil-L-metionina (SAM) hasta la posición 5’ del anillo de la citosina, dando lugar a la 
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base 5-metilcitosina (5mC). En mamíferos, se han descrito 5 miembros de la familia DNMT: 

DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b y DNMT3L. Sin embargo, únicamente poseen 

actividad metiltransferasa DNMT1, DNMT3a y DNMT3b. Pese a esto, se ha descrito que 

DNMT3L actuaría como cofactor interaccionando con DNMT3a y DNMT3b y, a su vez, 

ejercería una función de represión epigenética al reclutar enzimas modificadores de histonas a 

las regiones promotoras metiladas ([8494], [8495]). Por otro lado, DNMT2 sería la 

responsable de catalizar la metilación del ARN de transferencia, evitando así su degradación 

por ribonucleasas. Por lo que respecta a DNMT1 ó metiltransferasa de mantenimiento, cabe 

decir que es la ADN metiltransferasa más abundante, cuya transcripción tiene lugar 

mayoritariamente durante la fase S del ciclo celular. Esta DNMT es la responsable de la 

metilación asociada al proceso de replicación del ADN, de forma que cataliza la metilación de 

las posiciones hemimetiladas generadas durante la replicación semi-conservativa del ADN. 

Esto es posible dado que interactúa con el antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA) 

que es la proteína encargada de anclar la ADN polimerasa a la horquilla de replicación. Por 

último, DNMT3a y DNMT3b, comúnmente llamadas metiltransferasas de novo, presentan 

afinidad por dinucleótidos CpG no metilados y, por tanto, son las responsables del 

establecimiento de los patrones de metilación durante el desarrollo embrionario, 

encontrándose altamente expresadas en células embrionarias e infra-expresadas en células 

diferenciadas. Pese a esto, cada vez son más las evidencias que indicarían que DNMT1 podría 

jugar un papel en la metilación de novo, así como DNMT3a y DNMT3b podrían contribuir en 

la metilación de mantenimiento ([8496]). 

Tal y como se ha comentado previamente, la metilación del ADN es una marca epigenética 

reversible, pudiendo ser restituida por procesos de pérdida de metilación o desmetilación del 

ADN. Se han propuesto mecanismos de desmetilación pasiva que implicarían la pérdida de 

metilación durante la replicación del ADN por inhibición de la acción de DNMT1 sobre la 

cadena hemimetilada. De este modo y, tras varios ciclos de replicación, se conseguiría 

eliminar la metilación del ADN de esa región genómica. Otros mecanismos alternativos para 

explicar la re-expresión de genes silenciados por metilación, sobretodo en células 

diferenciadas que carecen de replicación, implican el proceso llamado desmetilación activa 

(Figura 6).  
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Figura 6. Mecanismos de desmetilación del ADN de forma activa. (Imagen modificada de [8497]). 

 

Un elemento clave este proceso son los miembros de la familia de proteínas TET (“Ten-

eleven translocation”). Se conocen 3 miembros de esta familia (TET1, TET2 y TET3) capaces 

de oxidar la 5mC convirtiéndola en 5-hidroxi-metilcitosina (5hmC). Tanto la 5hmC, como la 

propia 5mC, podrían ser sustrato de distintos elementos enzimáticos, tales como desaminasas 

del complejo AID (“Activation-induced cytidine deaminase”)/APOBEC (“Apoprotein B 

mRNA-editing enzyme complex”) ó bien, podrían ser las propias enzimas TET las 

responsables de convertirlas en formil-citosinas (fC) y carboxil-citosinas (caC). En los tres 

casos, el proceso final implicaría la actuación del sistema de reparación por escisión de bases 

(BER), dando lugar a la citosina libre de grupo metilo. Por otro lado, hay evidencias que 

demuestran que las propias DNMT3a y DNMT3b podrían ejercer la función de agentes 

desmetiladores en situaciones de oxidación y de ausencia del donador de grupos metilos SAM, 

catalizando la conversión de 5hmC en citosina, posteriormente a la actuación del complejo 

TET. Del mismo modo, se ha descrito que tanto las DNMT de novo como DNMT1, podrían 

catalizar directamente la desmetilación de las 5mC en presencia de iones calcio y bajo 

condiciones no reductoras en ausencia de SAM. El último mecanismo de desmetilación activa, 

descrito hasta el momento, implicaría la actuación de la maquinaria de reparación del ADN 

comúnmente llamada NER (“Nucleotide excision repair”) ([8497]). 
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1.2   Modificación postraduccional de histonas 
 

Las histonas son proteínas muy conservadas evolutivamente y responsables del 

empaquetamiento del ADN en el núcleo eucariótico formando la cromatina. Existen dos tipos 

de cromatina en función del grado de plegamiento, la eucromatina y la heterocromatina. La 

primera de ellas se caracteriza por estar ligeramente compactada y se sitúa en regiones 

génicas transcripcionalmente activas, mientras que la heterocromatina está formada por ADN 

altamente condensado y se asocia a silenciamiento génico. En ambos casos, la unidad básica 

es el nucleosoma que está formado por un segmento de 147 pb de ADN que se pliega 

alrededor de un octámero de histonas. Cada octámero está compuesto a su vez por dos 

moléculas de cada tipo de histona (H2A, H2B H3 y H4). No obstante, la función de las 

histonas no es únicamente estructural regulando el grado de plegamiento del material genético 

sino que, a su vez, participan en procesos de reparación del ADN, actividad transcripcional y 

replicación. Esto se debe a modificaciones covalentes postraduccionales que tienen lugar en 

las colas amino-terminales, las cuales tienen una repercusión directa sobre la conformación de 

la cromatina ([8498]), además de reclutar diferentes tipos de proteínas reguladoras (Figura 7). 

 

Figura 7. Imagen representativa de proteínas con dominios específicos de unión a 
modificaciones de histona. (Imagen extraída de [8500]). La metilación de histonas es 
reconocida mediante dominios del tipo “chromo-like” de la familia proteica Royal (chromo, 
Tudor y MBT) y dominios PHD. A su vez, la acetilación es reconocida por bromodominios y 
la fosforilación por dominios propios de las proteinas 14-3-3. 
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Existe una gran variedad de modificaciones de histonas que incluyen: acetilación, 

metilación, fosforilación, sumoilación, ubiquitinación, ribosilación e isomerización. 

Numerosos estudios investigan la relación de estas modificaciones con la dinámica de la 

cromatina y su repercusión sobre la transcripción génica. Tanto es así, que se ha postulado la 

existencia de un código de histonas ([8499]), de forma que una región genómica se 

comportará como eucromatina ó heterocromatina dependiendo de las modificaciones de las 

histonas presentes en dicha región. De modo general, se ha establecido que una región de 

eucromatina se caracteriza por presentar la lisina 4 de la histona 3 metilada (con uno, dos o 

tres grupos metilo), y las lisinas 9 y 14 de la misma histona acetiladas. La configuración que 

se obtiene con estas modificaciones permite la unión de complejos proteicos implicados en 

activación génica. Esta misma región puede convertirse en heterocromatina tras la metilación 

de la lisina 9 de la histona 3 y la pérdida de las anteriores modificaciones, favoreciendo el 

reclutamiento de factores de silenciamiento génico (Figura 7) ([8500]).  

Por tanto, las modificaciones de las histonas influyen en la regulación de la expresión 

génica principalmente mediante dos mecanismos. Por una parte, afectando directamente la 

estructura de la cromatina derivando en una cromatina con distinto grado de empaquetamiento 

y, por otra parte, reclutando factores de unión a cromatina que ejercerán su función de 

reguladores transcripcionales. De este modo, se podrían clasificar las modificaciones de 

histonas en marcas activadoras y marcas represoras de la transcripción génica, tal y como se 

muestra en la Figura 8 ([8501]).  
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Figura 8. Representación esquemática de las modificaciones 
postraduccionales de las histonas y su implicación en la regulación 
génica. (Imagen modificada de [8501]). 

 

Entre las modificaciones postraduccionales más estudiadas se encuentra la acetilación y la 

metilación de los residuos de lisina (K) que afectan a las histonas 3 (H3) y 4 (H4). Por lo que 

respecta a la acetilación, cabe decir que contribuye a neutralizar la carga positiva de las 

histonas y, por tanto, la interacción electroestática entre la histona y el ADN (con carga 

negativa) pierde rigidez. De esta forma se favorece el desplegamiento de la estructura 

nucleosomal, permitiendo así la accesibilidad de factores de transcripción. Los enzimas 

responsables de adicionar el grupo acetilo a la región amino-terminal de las histonas reciben 

el nombre de histonas acetiltransferasas (HAT), mientras que las histonas desacetilasas 

(HDAC) son aquellas que catalizan el proceso contrario, contribuyendo a la condensación de 

la cromatina y, consecuentemente, a la represión transcripcional. De forma equivalente, la 
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metilación resulta del balance entre enzimas histona metiltransferasas (HMT) y histona 

desmetilasas (HDMT). Los residuos de lisina pueden ser mono- di- ó tri-metilados y el efecto 

de tales modificaciones sobre la regulación génica depende tanto del aminoácido como del 

número de grupos metilo añadidos. A modo de ejemplo, serían marcas represoras de la 

transcripción génica H4K20me3 (tri-metilación de la lisina 20 de la histona 4) y H3K27me3 

(tri-metilación de la lisina 27 de la histona 3), mientras que H3K4me2 (di-metilación de la 

lisina 4 de la histona 3) actuaría como marca activadora de la transcripción (Figura 8) ([8501]). 

 

 

1.3   Remodelación de la cromatina 
 

La remodelación de la cromatina es una regulación epigenética que se produce mediante la 

acción de complejos multiproteicos de remodelaje dependientes de ATP que alteran la 

composición y distribución de los nucleosomas provocando, en último término, cambios en el 

grado de compactación de la cromatina ([8502]).  

Se han descrito diversos mecanismos de acción de los remodeladores de la cromatina 

(Figura 9). Así, estos complejos multiproteicos pueden movilizar octámeros de histonas ya 

depositados, permitiendo la incorporación de nuevos octámeros e incrementando así el grado 

de compactación de la cromatina. Como consecuencia de este proceso se evitaría la unión de 

proteínas DBP (“DNA-binding protein”) a su secuencia diana, que quedaría oculta en la 

nueva disposición nucleosomal. Por el contrario, procesos como la reposición, la eyección ó 

el desplegamiento localizado de los nucleosomas permitirían la exposición de los sitios de 

unión de dichas proteínas DBP. Por último, la acción de los remodeladores puede implicar 

alteraciones en la composición del contenido de nucleosomas mediante el intercambio de 

dímeros por otros que contengan variantes de histonas, o por medio de la eyección del propio 

dímero ([8503]). 
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Figura 9. Mecanismos de acción de los complejos remodeladores de la cromatina. 
(Imagen modificada de [8503]). 

 

Existen diferentes enzimas remodeladoras clasificados en cuatro familias: SWI/SNF, ISWI, 

CHD e INO80. El reconocimiento de los nucleosomas por parte de estas enzimas se produce 

por diversos mecanismos, entre ellos, mediante la interacción de dominios específicos de los 

complejos remodeladores con marcas concretas presentes en las histonas del nucleosoma, así 

como por otros mecanismos que implican desde el reconocimiento de secuencias ó estructuras 

concretas del ADN, hasta el reclutamiento por parte de factores de transcripción a regiones 

específicas del genoma ([8504]). Estos remodeladores están implicados en la regulación de 

diversos procesos como la transcripción génica, la replicación, la reparación o, incluso, en 

fenómenos de recombinación del ADN. Así, la familia SWI/SNF se ha asociado con 

relajación de la cromatina, mientras que los miembros de la familia ISWI se han relacionado 

tanto con la compactación, y consecuente represión transcripcional, como con la separación 

de los nucleosomas favoreciendo el acceso de la ARN polimerasa II ([8503]). 

 

 

1.4   ARNs no codificantes 
 

Durante décadas, el dogma central de la biología molecular propuso a las moléculas de 

ARN como mensajeros informativos entre el ADN y las proteínas. Sin embargo, tras el 

hallazgo de que únicamente el 2% del genoma humano codifica proteínas, se evidenció la 
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existencia del llamado genoma oscuro o no codificante. Fue en este ámbito en el que la 

investigación de los ARNs no codificantes (ncRNAs) adquirió relevancia, tanto es así que, 

actualmente, numerosos son los estudios basados en elucidar su implicación en la regulación 

del transcriptoma humano ([8505]). La mayoría de estos ncRNAs desempeñan funciones 

esenciales y ampliamente conocidas como el ARN ribosómico (rRNA) y el ARN de 

transferencia (tRNA), que participan en el proceso de traducción del ARN mensajero (mRNA) 

a proteína. Sin embargo, existe un amplio abanico de moléculas de ncRNAs agrupados según 

el tamaño del transcrito en: “long nc RNAs” (lncRNAs) formados por más de 200 nucleótidos 

y “small ncRNAs” compuestos por menos de 200 nucleótidos. Dentro de estos últimos, 

destacarían los “microRNAs” (miRNAs), los “small interfering RNAs” (siRNAs), los “small 

nucleolar RNAs” (snoRNAs) y los “PIWI-interacting RNAs” (piRNAs) ([8506]). 

De todas las categorías de ncRNAs, los más ampliamente estudiados son los miRNAs, que 

están formados por entre 18 y 25 nucleótidos, conservados evolutivamente e implicados en la 

inhibición de traducción de mRNAs diana por complementariedad con su región 3’ UTR 

([8507]). Existen dos tipos de miRNAs en función de su localización genómica: intergénicos 

e intragénicos. Así, los genes de miRNAs localizados en regiones intergénicas (a más de 1kb 

de distancia de los genes adyacentes) son transcritos por la ARN polimerasa II a partir de su 

propio promotor. Sin embargo, los genes de miRNAs situados en regiones intragénicas, 

pudiendo ser exónicos ó intrónicos, presentan una transcripción dependiente del gen en el que 

se encuentran insertados, explicando así los fenómenos de especificidad tisular asociados a 

determinados tipos de miRNAs. En ambos casos, se obtienen tránscritos primarios (pri-

miRNAs) bicatenarios formados por una caperuza en 5’ y una cola de poli-adeninas en 3’ que 

son procesados por el complejo constituido por la endonucleasa Drosha y Pasha, encargadas 

de cortar las bases de la horquilla, formando estructuras cortas de 70 nucleótidos en forma de 

“hairpin stem-loop” llamadas pre-miRNAs. La exportina 5 es la responsable de transportar 

este pre-miRNA desde el núcleo al citoplasma, donde es fragmentado por la ribonucleasa 

Dicer, dando lugar a un miRNA de cadena doble de 20-25 nucleótidos de longitud final y con 

extremos 3’ cohesivos llamado miRNA duplex. Las dos cadenas que constituyen el miRNA 

duplex se separan y únicamente la cadena “antisense” se incorpora al complejo 

ribonucleoproteico RISC (“RNA-induced silencing complex”) formando el conocido miRISC, 

que es la maquinaria catalítica responsable de la degradación del mRNA diana y/o de la 

inhibición de la traducción proteica. El mecanismo de acción del miRISC dependerá del grado 

de complementariedad del miRNA con su diana, de forma que si la complementariedad con la 

región 3’ UTR del mRNA es elevada o total derivará en su degradación, mientras que en caso 
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contrario, tendrá lugar la inhibición de la traducción ([8508]). A través de este mecanismo, los 

miRNAs controlan cientos de genes implicados en diversos procesos celulares y vías de 

señalización, tales como oncogenes o genes supresores tumorales ([8509]). Así, se han 

descrito un gran número de miRNAs que presentan una expresión aberrante y característica en 

determinadas patologías, incluyendo el cáncer de mama ([8510]). 

 

 

1.5   Interacción de los componentes epigenéticos 
 

Para garantizar el mantenimiento de un patrón epigenético característico y una regulación 

adecuada de la expresión génica, es necesaria la implicación de todos los componentes 

epigenéticos así como su correcta coordinación ([8512]). En este sentido, numerosas 

evidencias han mostrado la acción coordinada de la maquinaria de metilación del ADN y la 

responsable de las modificaciones postraduccionales de las histonas en la regulación de la 

expresión génica (Figura 10) ([8513]). 

 

 
Figura 10. Esquema ilustrativo de la interacción entre elementos 
implicados en la metilación del ADN y la modificación postraduccional de 
las histonas. (Imagen modificada de [8513]). 
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Esta interacción entre componentes epigenéticos sucede incluso en la etapa del desarrollo 

embrionario, durante el establecimiento del patrón de metilación del ADN, proceso que está 

mediado por modificaciones de histonas. De esta manera, el patrón de metilación de H3K4 

(mono- di- ó tri-metilada) a lo largo del genoma se establece en el embrión antes de llevarse a 

cabo la metilación de novo del ADN. Esto es posible dado que la propia ARN polimerasa II es 

la encargada de reclutar enzimas HMT que específicamente metilan los residuos de la lisina 4 

de la histona 3. En el embrión, la ARN polimerasa II se une mayoritariamente a islas CpG, de 

manera que únicamente esas regiones genómicas están marcadas por metilación de la H3K4, 

mientras que el resto del genoma contiene nucleosomas libres de tal modificación. Se ha 

descrito que el reclutamiento de DNMT3a y DNMT3b por los nucleosomas es inhibido por la 

presencia de metilación en H3K4, de forma que la metilación de novo tiene lugar en la 

mayoría de posiciones CpG, quedando excluidas las islas CpG ([8514]).  

La interacción entre ambas maquinarias también sucede durante la replicación del ADN, 

momento en el que DNMT1 se asocia con PCNA y Uhrf1 en la horquilla de replicación para 

llevar a cabo la metilación de mantenimiento de la cadena sintetizada. Así, la proteína Uhrf1, 

que contiene dominios Tudor y PHD de unión a H3K9me3/me2 y dominios SRA de unión a 

ADN hemimetilado, es la encargada de reclutar DNMT1 y HMT para garantizar la correcta 

metilación y modificación a nivel de histonas de la nueva cromatina ([8515]).  

Un elemento clave en la regulación de la transcripción génica a nivel epigenético son las 

proteínas MBP, que presentan dominios de unión a ADN metilado de regiones promotoras. 

Dichas proteínas son capaces de reclutar complejos proteicos que contienen enzimas 

modificadoras de histonas como HDAC y HMT, induciendo un incremento en el grado de 

empaquetamiento de la cromatina y la consecuente inhibición de la expresión génica ([8516], 

[8517], [8518]). Diversos estudios realizados “in vitro” demuestran que la inhibición de 

HDAC libera las proteínas MBP de citosinas metiladas, favoreciendo las condiciones para la 

transcripción ([8519]). Por otra parte, también se ha descrito que existen ciertas 

modificaciones de histonas capaces de mediar el reclutamiento de DNMTs con ayuda de 

proteínas intermediarias como sería el caso de HP1 (“heterochromatin protein 1”). Ha sido 

ampliamente demostrado que la metilación de H3K9, llevada a cabo por la histonas 

metiltransferasas G9a (H3K9me, H3K9me2) y SUV39H1 (H3K9me3), actúa como marca 

epigenética de unión a HP1 que es la encargada de reclutar DNMTs con la consecuente 

metilación del ADN de dicha región ([8520]). Además, estas DNMTs son capaces de reclutar 

HDAC que eliminarían los grupos acetilo de las histonas incrementando el grado de 
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empaquetamiento de la cromatina y restringiendo el acceso de la maquinaria de transcripción 

([8521]).  

Cabe destacar que la interacción entre la maquinaria epigenética no únicamente afecta a los 

componentes de la metilación del ADN y de las modificaciones postraduccionales de las 

histonas, sino que el resto de elementos epigenéticos también juegan un papel revelante en la 

regulación génica, formando una compleja red de interacciones (Figura 11). En este sentido, 

determinados ncRNAs regulan los niveles de las DNMTs mediante la inducción de su 

silenciamiento génico o por degradación de los mRNA. Existen evidencias de que miRNA-29 

es capaz de degradar de forma directa el mRNA de DNMT3a y DNMT3b e indirectamente el 

de DNMT1 ([8522]). Por otro lado, tanto la metilación del ADN como los ncRNAs, pueden 

actuar en conjunción regulando la expresión génica, como sería el caso de  lncRNA Kcnq1ot1 

(“Kcnq1 opposite transcript 1”) que interacciona con DNMT1 reclutándola en regiones 

diferencialmente metiladas de genes improntados ([8523]). A su vez, este lncRNA promueve 

el silenciamiento génico mediante la interacción con HMT G9a y con elementos del complejo 

proteico Polycomb tales como PCR1 (“Polycomb repressive complex 1”) que cataliza la 

monoubiquitinización de H2AK119, y PCR2 (“Polycomb repressive complex 2”) que 

presenta actividad HMT (H3K9 y H3K27) y HDAC ([8524]). Además, algunos ncRNAs 

serían los encargados de reclutar complejos remodeladores de la cromatina a regiones 

específicas del genoma ([8525], [8526]) y, estos a su vez, podrían unirse a través de bromo- y 

cromodominios a determinadas modificaciones de histonas.  
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Figura 11. Esquema de las principales interacciones entre los componentes epigenéticos.  

 

 

2. ALTERACIONES EPIGENÉTICAS EN CÁNCER DE MAMA 
 

Cada vez son más las evidencias que relacionan alteraciones de los patrones epigenéticos 

con la iniciación y progresión de diversas patologías, tales como defectos en el desarrollo, 

enfermedades neurológicas, cardiovasculares e inmunológicas así como en cáncer, incluyendo 

el cáncer de mama. La identificación de dichas alteraciones presenta un potencial uso clínico 

y, es por ello, que actualmente existen numerosos estudios basados tanto en la búsqueda de 

factores epigenéticos pronósticos y predictivos de ciertas patologías, como en el desarrollo de 

fármacos que permitan revertir tales aberraciones. 

 

 

2.1. Metilación del ADN 
 

Las alteraciones epigenéticas a nivel de metilación del ADN son las más ampliamente 

estudiadas, observándose que su distribución a lo largo del genoma no es uniforme. Por ese 
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motivo, es necesario diferenciar aquellas aberraciones en los patrones de metilación que 

tienen lugar a nivel global, de aquellas que afectan a regiones promotoras y, por tanto, ocurren 

a nivel gen-específico induciendo represión ó activación transcripcional. 

 

 

2.1.1. Metilación global del genoma 
 

En cáncer de mama, tal y como sucede en el resto de neoplasias, se ha descrito un descenso 

del grado de metilación global del ADN que acompaña al propio progreso tumoral, fenómeno 

denominado hipometilación global. En este sentido, las células tumorales pueden llegar a 

presentar una reducción de los niveles de 5mC genómica de aproximadamente el 20 - 60% en 

comparación con sus homólogas sanas ([8527]). Esta pérdida de grupos metilos es debida, 

principalmente, a la hipometilación del “cuerpo” de los genes, es decir, de las regiones 

codificantes e intrónicas, así como por la desmetilación de secuencias centroméricas 

repetitivas y elementos retrovirales transponibles integrados en el genoma ([8528]).  

Las consecuencias funcionales del descenso de metilación en esas regiones serían: la 

promoción de fenómenos de inestabilidad cromosómica, la reactivación de elementos 

transponibles y, por último, la pérdida de impronta (LOI-“Loss of Imprinting”). Se ha descrito 

que la hipometilación del ADN podría favorecer la recombinación mitótica, derivando en la 

pérdida de heterocigosidad y promoviendo reordenamientos cariotípicos. A su vez, la 

desmetilación generalizada en secuencias centroméricas es una característica muy común en 

los tumores humanos, siendo de gran relevancia en la adquisición de aneuploidias. Así, han 

sido descritas numerosas aberraciones cromosómicas en pacientes con mutaciones germinales 

en DNMT3b. Otra de las consecuencias de la hipometilación global sería la reactivación de 

ADN parasitario intragenómico, como secuencias repetitivas tipo retrotransposones LINE 

(“Long interspersed nuclear element”)  y SINE (“Short interspersed nuclear element”), entre 

las que destacan los elementos LINE-1 y Alu, respectivamente. Estas secuencias desmetiladas 

adquieren la capacidad de movilizarse a otras regiones genómicas, pudiendo alterar el patrón 

de expresión de genes relevantes para la funcionalidad celular, como sería el caso de genes 

supresores tumorales favoreciendo, de este modo, la progresión neoplásica ([8528]). Por 

último, la hipometilación global derivaría en pérdida de impronta, tal y como sucede con el 

gen IGF-2  (“Insulin-like growth factor 2”) ([8529]). En este caso, en condiciones fisiológicas, 

el alelo paterno es el único que se expresa, dado que el alelo materno está improntado. Sin 
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embargo, se ha descrito una alteración en la metilación del loci improntado permitiendo su 

expresión y asociándose con un mayor riesgo de cáncer de colon ([8530]).  

La hipometilación global del genoma es un fenómeno temprano y común en numerosas 

neoplasias, incluyendo el cáncer de mama y, es por ello, que se ha considerado un evento 

característico (“hallmark”) del cáncer ([8531]). Pese a que se desconocen los mecanismos 

moleculares implicados en esta aberración epigenética, se han descrito diversas alteraciones 

que afectan a la maquinaria reguladora de la metilación del ADN y que podrían mediar esta 

desmetilación genómica. Existen numerosas evidencias de mutaciones de pérdida de actividad 

catalítica de componentes de la familia TET en neoplasias mieloides ([8532]) y de otros 

enzimas implicados en el proceso de desmetilación, así como mutaciones en genes 

codificantes de las propias DNMTs ([8533]).  

 

 

2.1.2. Metilación gen-específica 
 

En todos los tipos de cáncer se han descrito alteraciones de los patrones de metilación del 

ADN a nivel gen-específico que favorecerían el proceso neoplásico. Tales aberraciones 

estarían caracterizadas por la hipometilación de regiones promotoras de proto-oncogenes 

derivando en la activación de su expresión, y por la hipermetilación de genes supresores 

tumorales con su consecuente silenciamiento. 

En cáncer de mama gran número de genes supresores tumorales están silenciados por 

hipermetilación, afectando cada una de las características adquiridas por las células 

neoplásicas, comúnmente llamadas “hallmarks” del cáncer ([3973], [7349]). Así, se ha 

descrito hipermetilación en genes implicados en la proliferación celular (BRCA1, ESR1         

-REα -, PGR -RP-, RASSF1A, NES1, RARβ, p16, GSTP1), la adhesión e invasión (CDH1 -E-

cadherina-, TIMP3), la apoptosis (TWIST) y la angiogenesis (MASPINA), entre otros (Figura 

12) ([6609]). 

 



INTRODUCCIÓN 

 65 

Estroma

Células epiteliales mamarias

Células neoplásicas mamarias

Factores de crecimiento

Estroma

Células epiteliales mamarias

Células neoplásicas mamarias

Factores de crecimiento
 

Figura 12. Genes frecuentemente metilados durante el transcurso del 
proceso carcinogénico mamario. (Imagen modificada de [6609]). 

 

En los últimos años, se han establecido asociaciones entre subtipos de cáncer de mama, y 

otros parámetros clínicos de la carcinogénesis, y el estado de metilación gen-específica. En 

este sentido, existen genes cuya metilación está relacionada con el estatus de los receptores 

hormonales de estrógenos y progesterona ([8535]), así como otros asociados con la 

supervivencia libre de enfermedad ([8536]) y con la metástasis ([8537]). Todos estos 

hallazgos serían relevantes para el uso de los patrones de metilación gen-específica como 

marcadores pronósticos de cáncer de mama, más allá de las clasificaciones existentes basadas 

en técnicas inmunohistoquímicas y de expresión génica. Además, actualmente está en debate 

la utilización de marcadores epigenéticos predictivos de determinadas enfermedades, como el 

cáncer. Así, se ha descrito la presencia de células tumorales circulantes en muestras 

plasmáticas que reflejarían los perfiles de metilación de la masa tumoral, evidenciando la 

importancia de dichos perfiles en la detección temprana, diagnóstico, estadificación y 

seguimiento del tratamiento ([8538]). 
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Por otra parte, otro de los grandes retos de los estudios epigenéticos es elucidar los 

mecanismos responsables de estas alteraciones de la metilación gen-específica en cáncer. Se 

ha descrito una expresión génica coordinada entre las DNMTs (DNMT1, DNMT3a y 

DNMT3b) humanas en tejidos normales y una sobreexpresión en diversos cánceres ([8431]), 

incluyendo el de mama ([7021], [8539]). Además, existen evidencias que sugieren que 

DNMT3b sería la isoforma que ejercería el papel predominante en la carcinogénesis mamaria 

([8540]). A su vez, diversos estudios han demostrado la correlación existente entre la 

inhibición de la actividad DNMT y la reducción de la tumorigenicidad debido al incremento 

de expresión génica de supresores tumorales, sugiriendo a las propias DNMTs como 

potenciales dianas terapéuticas. Tanto es así que, actualmente, existen diversas 

investigaciones en el desarrollo de fármacos inhibidores de dichos enzimas que permitan 

revertir estas aberraciones, como sería el caso de los análogos de nucleósidos 5-azacitidina 

(“5-aza”, Vidaza®) y 5-aza-2'-deoxicitidina (“5-aza-CdR”, Dacogen®), entre otros ([8541]). 

Estos compuestos se incorporan al ADN, en lugar de la citosina, durante el proceso de 

replicación reclutando las DNMTs de forma covalente y, por tanto, actuarían como agentes 

desmetilantes del ADN. Ambos agentes químicos han sido aprobados por la FDA (“Food and 

Drug Administration”) para el tratamiento de diversas patologías como el síndrome 

mielodisplásico, el mesotelioma maligno, el carcinoma nasofaríngeo e, incluso, el cáncer de 

mama, entre otras enfermedades ([8542], [8543], [8544], [8545]). 

 

 

2.2. Modificación postraduccional de histonas 
 

El perfil de las modificaciones postraduccionales de las histonas también sufre alteraciones 

durante el desarrollo de ciertas patologías, incluyendo el cáncer. En este sentido, en 2005 

Fraga y colaboradores propusieron como “hallmark” del cáncer tanto la pérdida global de 

acetilación de H4K16 como de trimetilación de H4K20, presentando también una 

disminución de ambas modificaciones en regiones promotoras de genes supresores tumorales 

([8419]). Sin embargo, existen numerosas alteraciones en modificaciones de histonas que 

serían específicas del tipo tumoral. Así, en cáncer de mama se ha descrito una reducción 

global de H3K4me2 y H3K9ac ([8546]), mientras que niveles bajos de H3K4me2 pero 

elevados para H3K9ac se han relacionado con cáncer de pulmón ([8547]). Es por ello que 

cada vez son más los trabajos que pretenden caracterizar patrones de modificaciones de 

histonas alterados en determinadas patologías, así como hallar marcas de histonas con 
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potencial uso clínico. En cáncer de mama, en concreto, se ha descrito una correlación entre el 

descenso de H3K4me2, H3K27me3, H4R3me2 (dimetilación de la arginina 3 de la histonas 4) 

y H4K20me3 y un peor pronóstico clínico y menor supervivencia ([8420], [8421]).  

Los mecanismos epigenéticos responsables de tales aberraciones en los perfiles de histonas 

siguen siendo desconocidos. Sin embargo, existen evidencias de desregulaciones de los 

enzimas que catalizan estas modificaciones, como sería el caso de hMOF, encargada de llevar 

a cabo la acetilación de H4K16, y que estaría frecuentemente infra-expresada en 

meduloblastomas y en cáncer de mama ([8548]). Otro ejemplo sería la sobre-expresión de la 

histona metiltransferasa EZH2 en diversos tipos de cánceres, entre ellos próstata ([8549]), 

linfomas ([8550]) y mama ([8551]). Asimismo, se han descrito alteraciones en HDMT en 

varias neoplasias y, concretamente en cáncer de mama, se ha detectado un incremento en los 

niveles de KDM5A y una disminución de KDM3B, asociada con menor supervivencia libre 

de enfermedad ([8552]). Por todo ello, se están desarrollando agentes químicos con capacidad 

de modular la actividad de estos enzimas, siendo los inhibidores de HDAC los más 

ampliamente utilizados. En 2006, la FDA aprobó el llamado Vorinostat (Zolinza®, 

suberoylanilide hydroxamic acid “SAHA”) como agente antineoplásico para el tratamiento 

del linfoma cutáneo de células T. Otro inhibidor de HDAC sería  la tricostatina A (TSA), 

capaz de revertir la expresión de genes supresores tumorales silenciados por hipermetilación  

en líneas celulares ([8553]), como sería el caso del gen ESR1 (codificante del REα) en la línea 

de cáncer de mama MDA-MB-231 ([8554]). 

 

 

 

F. INFLUENCIA DE FACTORES NUTRICIONALES Y DE ESTILO DE VIDA 

SOBRE LOS MECANISMOS EPIGENÉTICOS EN CÁNCER DE MAMA 

 
1. FACTORES NUTRICIONALES 
 

Cada vez son más los componentes nutricionales que se están revelando como potenciales 

moduladores de la maquinaria epigenética, evidenciando así el carácter reversible de tales 

modificaciones y su influencia por factores ambientales. Así, diversos estudios 

epidemiológicos han demostrado que los hábitos dietéticos y el estilo de vida durante la 

gestación y la adolescencia tienen un impacto en la salud del adulto mediante la modificación 

del perfil epigenético ([8555]). A su vez, estudios en modelos animales ([8557]) y estudios 
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epidemiológicos de intervención dietética durante la edad adulta ([8556]) han puesto de 

manifiesto la influencia de la nutrición sobre el epigenoma. En este sentido, se ha descrito que 

deficiencias dietéticas en donadores de grupos metilo (folato ó vitamina B9, colina, betaina, 

metionina y vitaminas B2, B6 y B12) alteran los patrones de metilación del ADN debido a que 

tales compuestos son necesarios para la formación de SAM y, por tanto, limitan la 

biodisponibilidad del sustrato de las DNMTs y HMTs ([8558]) (Figura 13). En estudios en 

humanos, por ejemplo, la deficiencia dietética de folato se ha relacionado con el desarrollo de 

múltiples neoplasias ([8559]) mediante diferentes mecanismos de acción entre los que 

destacarían, a nivel epigenético, la alteración de la metilación del ADN a nivel global ([8560]) 

y gen-específica ([8561]), y la inhibición enzimática de DNMT1 ([8562]). En este sentido, se 

ha descrito que los efectos del folato sobre el epigenoma pueden depender no únicamente de 

la cantidad ingerida, sino también del tejido en estudio y de la etapa de desarrollo del 

individuo ([8489]). Por otro lado, las dietas bajas en proteínas pueden dar lugar a la reducción 

de la disponibilidad del precursor de metionina llamado homocisteína (Hcy) y derivar en 

hipometilación del ADN ([8563]).  

 

 
Figura 13. Influencia de factores nutricionales en la formación de SAM. (Imagen  
modificada de [8564]). 

 

Otros componentes de la dieta con gran implicación en la regulación de la maquinaria 

epigenética son los polifenoles, compuestos que desempeñan un papel protector frente a 

diversas patologías y en la prevención del cáncer. Entre los polifenoles más relevantes se 

encontrarían la epigalocatequina-3-galata (EGCG), el resveratrol, la curcumina y la genisteína. 
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La EGCG, presente en el té verde, ejercería dichas funciones mediante diversos mecanismos 

de acción, entre los que destacarían a nivel epigenético, la inhibición de las DNMTs por 

interacción directa e indirecta ([8565]), promoviendo así la desmetilación y reactivación de la 

expresión de genes silenciados por metilación durante el transcurso de la patología. En este 

sentido, se ha descrito que la EGCG es capaz de reactivar la expresión de REα en la línea de 

cáncer de mama MDA-MB-231 ([8566]). No obstante, este compuesto dietético también 

ejercería un papel como inhibidor de HAT con una especificidad generalizada hacia la gran 

mayoría de estos enzimas. A su vez, la EGCG podría modular la expresión de determinados 

miRNAs en células de carcinoma hepatocelular, mostrando la compleja red de interacciones 

existente entre componentes nutricionales y maquinaria epigenética ([8415]). Por lo que 

respecta al resveratrol, éste es capaz de revertir el silenciamiento epigenético de BRCA1 

mediante la alteración de los patrones de modificaciones de histonas presentes en su región 

promotora ([8567]). Por otra parte, la curcumina, presente en el curri, ejercería funciones 

como inhibidor de HDAC y HAT. A su vez, se ha descrito que alteraría el perfil de expresión 

de ciertos miRNAs en células de cáncer de páncreas ([8415]). Por último, la genisteína, 

isoflavona presente en la soja, sería capaz de inducir la transcripción de genes supresores 

tumorales mediante la alteración de la acetilación de las histonas así como mediante cambios 

en los patrones de metilación del ADN de las regiones promotoras ([8568], [8569]). Además, 

se le atribuye un papel de regulador de la expresión de miRNAs en diversas líneas celulares 

neoplásicas ([8415]). 

En el caso de los isotiocianatos, fitoquímicos presentes en las crucíferas con propiedades 

beneficiosas frente a diversos tipos de cáncer, también se han atribuido mecanismos 

epigenéticos a través de los que ejercerían tales funciones. En  estudios realizados en líneas 

celulares de colon, próstata y mama, se ha descrito que este compuesto actúa como inhibidor 

de HDACs ([8570], [8571, [8572]) y, a su vez, es capaz de incrementar los niveles proteicos 

de p21 y Bax, promoviendo la parada de ciclo y la inducción de la apoptosis ([8570]). En este 

sentido, trabajos realizados en las líneas de cáncer de mama MDA-MB-231 y MCF-7 han 

demostrado que el sulforafano inhibe la proliferación e induce apoptosis de manera dosis 

dependiente mediante la represión transcripcional del gen hTERT (“human telomerase reverse 

transcriptase”) ([8573]). Estos efectos estarían mediados, a su vez, por la inhibición de 

DNMTs y por el incremento de modificaciones postraduccionales de las histonas implicadas 

en activación transcripcional (H3K9ac y acetilación global de las histonas 3 y 4) y reducción 

de marcas represoras (H3K9me3 y H3K27me3) ([8573]). Estudios en humanos sanos 

sometidos a una ingesta de 68 gramos (equivalente a una taza) de brotes de brócoli, mostraron 
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una inhibición de la actividad de HDAC en las células mononucleares de sangre periférica 

entre 3-6 horas después de dicha ingesta. La actividad HDAC volvió a la normalidad tras 24 

horas y la hiperacetilación de las histonas fue evidente durante 48 horas ([8574]). 

Por otro lado, las propiedades anticancerígenas atribuidas al selenio podrían deberse, en 

parte, a su acción sobre la maquinaria epigenética. Estudios “in vitro” han demostrado que 

este compuesto es capaz de interferir con varios procesos epigenéticos promoviendo la 

reexpresión de genes supresores tumorales silenciados ([8575], [8576], [8577, [8578], [8579]). 

Así, en células de cáncer de próstata LNCaP se ha descrito que el selenio induce la expresión 

del gen p53 ([8575]) y, por otro lado, restaura la expresión de GSTP1 mediante la inhibición 

de la actividad HDAC y la disminución de la expresión de DNMTs, provocando a su vez un 

descenso en los niveles de metilación global del ADN ([8579]). Además, en la línea de 

adenocarcinoma humano HT29 se ha descrito que este compuesto actúa inhibiendo la 

expresión de DNMT1 probablemente mediante la interacción con la región reguladora AP-1 

de DNMT1 ([8580]). Estudios “in vivo” e “in vitro” han puesto de manifiesto que la 

deficiencia dietética de selenio provoca también hipometilación global del ADN en hígado y 

colon de rata,  así como en células humanas de cáncer de colon Caco-2 ([8576]). Por último, 

en un ensayo realizado en humanos se observó que los niveles plasmáticos de selenio estaban 

inversamente correlacionados con la metilación genómica del ADN en leucocitos ([8581]). 

Otro compuesto con propiedades anticancerígenas es el licopeno, presente en diversas 

frutas y verduras. Sin embargo, son pocos los estudios basados en elucidar su influencia sobre 

el epigenoma. En este sentido, en células de cáncer de mama el licopeno reactivó la expresión 

de los genes supresores tumorales GSTP1 (“Glutathione S-transferase P1”), RARβ2 y HIN-1 

(“high in normal-1”) por desmetilación de sus regiones promotoras ([8582]). En células de 

cáncer de próstata, también se ha descrito la reactivación de la expresión del gen GSTP1 por 

desmetilación, estando asociada a una disminución de los niveles proteicos de DNMT3a 

([8583]).  

Por lo que respecta a los lípidos de la dieta, ha sido ampliamente demostrado el efecto de 

dichas grasas en la metilación de genes implicados en metabolismo ([8584], [8585], [8586]). 

Por ejemplo, en modelos murinos se ha relacionado alteraciones en el contenido de ácidos 

grasos ingeridos con modificaciones epigenéticas que afectan a la vía de síntesis de los PUFA. 

Estudios en ratones han revelado que una ingesta elevada de ácido α-linolénico durante el 

embarazo y la lactancia, aumenta el grado de metilación del promotor del gen de la desaturasa 

de ácidos grasos FADS2, tanto en el hígado de la madre como en el de los descendientes 

([8584], [8585]). Además, en rata la exposición prenatal a diferentes ácidos grasos saturados y 
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PUFA n-3 de cadena larga indujo también hipermetilación del promotor del gen FADS2, y un 

descenso en los niveles del mRNA en hígado ([8586]). En un estudio epidemiológico, la 

suplementación con MUFA n-9 y PUFA n-3 alteró la metilación de las regiones promotoras 

de genes implicados en la biosíntesis de PUFA n-3 (FADS2 y ELOVL5) ([8587]). También 

se ha descrito un efecto de los lípidos de la dieta sobre genes relacionados con la obesidad o el 

control del apetito. Así, en modelos “in vivo” la ingesta de una dieta hiperlipídica prolongada 

produce cambios en el estado de metilación del gen de la leptina en tejido adiposo ([7312]) o 

del gen del receptor de 4 de melanocortina (MC4R) en cerebro ([8588]), provocando 

alteraciones en su expresión génica y regulando, de este modo, el apetito. Por otra parte, ha 

sido descrito que el ayuno disminuye los niveles globales de acetilación de H3 y H4 en 

células del hipotálamo ventromedial, mientras que la administración de dietas hiperlipídicas 

durante cuatro semanas incrementan la expresión de HDACs ([8589]). Sin embargo, y a pesar 

del efecto que los lípidos de la dieta ejercen sobre el cáncer de mama experimental, existen 

muy pocas evidencias de su influencia a nivel epigenético sobre genes relacionados con el 

cáncer. No obstante, en diferentes líneas celulares de cáncer de mama se ha descrito que los 

PUFA n-3 están implicados en la disminución de la expresión de EZH2 mediante la inducción 

de su degradación a nivel postraduccional ([7152]). Por otro lado, los PUFA n-6 (ácido 

linoleico y araquidónico) no parecen ser reguladores de la expresión de tal enzima, sugiriendo 

que EZH2 es una diana específica de los ácidos grasos omega-3, pudiendo ser uno de los 

mecanismos a través de los que ejercerían efectos anticancerígenos ([8590]). El butirato es 

otro ácido graso que se ha manifestado como relevante en la regulación de la maquinaria 

epigenética. Éste es un  ácido graso de cadena corta presente en verduras, legumbres, frutas y 

otros alimentos ricos en fibra, que ha demostrado “in vitro” ser capaz de inducir acetilación de 

las histonas mediante la inhibición de HDACs ([8570]) por interacción con su dominio 

catalítico ([8591]). En células de cáncer de colon humano Colo-320 este compuesto es capaz 

de activar la expresión del gen p21WAF1 aumentando la acetilación de las histonas 3 y 4 

asociadas a su región promotora ([8592]). En un modelo murino de cáncer de colon, el 

butirato en combinación con el ácido fólico mostraron un efecto aditivo inhibidor de HDAC 

([8593]). Por otro lado, en trabajos “in vivo” se ha observado un efecto de las dietas 

hiperlipídicas sobre el epigenoma. Así, en un modelo de xenoinjerto en ratón se demostró que 

el consumo de este tipo de dietas suprimía la expresión de p12 mediante el incremento de la 

expresión de HDAC favoreciendo la progresión tumoral ([7565]). En otro modelo murino de 

cáncer de mama metastásico se ha descrito un incremento en la metilación del promotor del 

gen supresor tumoral CDH1 (E-cadherina) y un descenso en su expresión tras alimentar a 
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dichos animales con dietas hiperlipídicas ([8594]). Por último, existen muy pocos trabajos en 

humanos que investiguen el efecto de los lípidos de la dieta en genes relacionados con el 

cáncer. Pese a ello, en un estudio epidemiológico se observó que el 45% de los individuos que 

seguían una dieta alta en grasas presentaban hipermetilación del gen supresor de tumores 

RARβ2 en leucocitos, en comparación con los individuos alimentados con dietas bajas en 

grasas ([7003]).  

 

 

2. ESTILO DE VIDA 
 

A parte de los nutricionales, otros factores del estilo de vida también tienen una influencia 

relevante sobre los mecanismos epigenéticos. En este sentido, la actividad física confiere 

diversos beneficios frente a numerosas patologías, algunos de los cuales ocurren mediante 

alteraciones epigenéticas. Así, ha sido descrito que individuos con alta actividad física (30 

min/día) presentan niveles superiores de metilación global del ADN en sangre periférica en 

comparación con individuos con baja actividad física (10 min/día) ([8595]). A su vez, en un 

estudio realizado en hombres se puso de manifiesto que tras 60 minutos de ejercicio, se 

producían cambios en los patrones de modificaciones de histonas asociados con remodelación 

de la cromatina y activación transcripcional en el músculo esquelético ([8596]). En ratas, una 

sola sesión de ejercicio en cinta rodante reduce la actividad HDAC, aumenta la actividad 

HAT e incrementa el balance HAT/HDAC en el hipocampo, sugiriendo que parte de los 

efectos neuroprotectores del ejercicio podrían ser mediados por mecanismos epigenéticos 

([8597]). Por otro lado, la actividad física reduce el riesgo de cáncer de mama así como de 

otras neoplasias. En este sentido, ha sido descrito que realizar ejercicio durante al menos un 

año está inversamente relacionado con la hipermetilación del gen supresor tumoral APC en 

tejido mamario ([8598]). Sin embargo, los mecanismos a través de los que el ejercicio induce 

tales modificaciones epigenéticas son desconocidos.  

La obesidad es otro de los factores relacionados con el estilo de vida e influidos tanto por 

la dieta como por la actividad física. Existen numerosos trabajos en humanos basados en 

elucidar la influencia de la obesidad sobre el epigenoma ([8599], [8600], [8601], [8602], 

[8603], [8604, [8605]). Dichos estudios emplearon el índice de masa corporal (IMC) o el 

porcentaje de grasa corporal para clasificar el grado de obesidad. Aunque la mayoría de éstos 

no encontraron asociación entre la obesidad y los niveles de metilación global en leucocitos 

de sangre periférica, algunos trabajos mostraron una disminución de la metilación global 
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relacionada a un aumento del IMC ([8606]), especialmente en asociación con bajas 

concentraciones de folato en plasma ([8607]). Por otro lado, se ha descrito una disminución 

de los niveles globales de H3K4me2 y un incremento de H3K4me3 en los adipocitos de 

individuos obesos ([8608]). A nivel gen-específico, existen diversos estudios que relacionan 

la obesidad con cambios en la metilación de genes improntados y otros implicados en control 

del apetito y metabolismo, via de señalización de la insulina, inmunidad, crecimiento, etc. 

([8609]). Por ejemplo, se ha descrito una menor metilación del gen TNF-α (“tumor necrosis 

factor alpha”) en leucocitos de mujeres obesas y una mayor concentración de dicho factor en 

plasma ([8610]), así como un incremento de metilación del gen POMC 

(“proopiomelanocortin”) en leucocitos de niños obesos ([8611]). Por lo que respecta al cáncer 

de mama, son escasos los trabajos basados en la influencia de la obesidad sobre el epigenoma. 

No obstante, en un estudio epidemiológico realizado en pacientes con cáncer de mama RE+ se 

asoció el IMC con un incremento de la metilación en tejido tumoral de genes implicados en 

respuesta inmune, proliferación y reparación del ADN ([8612]). Sin embargo, en mujeres 

postmenopáusicas no se observó relación entre el IMC y el grado de metilación en tejido 

tumoral de genes relevantes en este cáncer y descritos como frecuentemente metilados: p16, 

CDH1 (E-cadherina) y RARβ2 ([8613]). 

A parte de la obesidad, el hábito tabáquico y enólico también serían factores relacionados 

con el estilo de vida y con influencia sobre el desarrollo de ciertas patologías, entre ellas 

determinados tipos de cáncer. Así, en células de cáncer de pulmón expuestas a condensado de 

humo del tabaco, que contiene todas las sustancias carcinogénicas encontradas en los 

cigarrillos, se han descrito alteraciones en los niveles globales de modificaciones de histonas, 

en concreto, disminución de H4K16ac y H4K20me3, e incremento de H3K27me3 ([8614]). 

Por otra parte, en estudios en animales se ha descrito que el humo del tabaco es capaz de 

alterar en tejido pulmonar la expresión génica de DNMT1 y DNMT3b, e incrementar la 

metilación de genes supresores tumorales como RASSF1A y RARβ2, frecuentemente 

silenciados por metilación en cáncer de pulmón ([8615]). En cuanto a la ingesta de alcohol, en 

leucocitos de pacientes alcohólicos se ha descrito una disminución de la metilación de 

secuencias repetitivas Alu ([8616]), así como un incremento en la metilación del gen HERP 

(“Homocysteine-induced ER protein”) ([8617]). En cáncer de mama, diversos estudios caso-

control han mostrado la alteración de los patrones de metilación en tejido tumoral mamario de 

varios genes asociados al consumo de alcohol, incluyendo la hipermetilación de los genes 

ESR1 (REα) ([8618]) y CDH1 (E-cadherina), y la hipometilación del gen p16 ([8619]). 
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Los contaminantes ambientales a los que la población está expuesta también parecen 

influir en el desarrollo de determinadas patologías mediante alteraciones del epigenoma. 

Estudios epidemiológicos y trabajos realizados en animales han establecido asociaciones entre 

la metilación del ADN y la exposición a factores como el benceno, el arsénico y el plomo, 

entre otros. Por lo que respecta al benceno, en leucocitos se ha descrito una disminución de la 

metilación de secuencias repetitivas tipo LINE-1 y Alu tras la exposición a este agente, así 

como un incremento de la metilación de genes supresores tumorales tales como p15 y p16 

([7455], [8620]), hipermetilación promovida también por la exposición a arsénico ([8621]). 

Por otro lado, la exposición a plomo también se ha asociado con un descenso de la metilación 

de  secuencias tipo LINE-1 y Alu en leucocitos ([8622]). Además, existen insecticidas y 

pesticidas, tales como la permetrina, el metoxicloro y la vinclozolina que pueden actuar como 

disruptores endocrinos exógenos ejerciendo efectos sobre la maquinaria epigenética. En ratas, 

la exposición a estos agentes químicos durante el desarrollo gonadal embrionario se relaciona 

con la esterilidad masculina en el individuo adulto, mediada en parte, por alteración de la 

expresión de DNMTs y de la metilación de múltiples genes como H19, Gtl2, Meg3 y Peg1 en 

tejido testicular ([8623]). Por lo que respecta al cáncer de mama, se ha asociado la exposición 

a bisfenol-A (BPA), compuesto empleado en la fabricación de distintos tipos de plástico, con 

un incremento de la metilación del gen LAMP3 (“lysosomal-associated membrane protein 3”) 

en tumores RE+ ([8624]). En la línea MCF-7 (RE+) se ha descrito un aumento de la expresión 

de la histona metiltransferasa EZH2 tras el tratamiento con BPA, favoreciendo así la 

progresión tumoral ([8625]). Por otro lado, diversos estudios han relacionado la exposición a 

dioxinas como la TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina) con un mayor riesgo de cáncer 

de mama, mediado en parte por la alteración de los patrones epigenéticos ([8626]). Así, en un 

estudio realizado en ratas gestantes expuestas a TCDD, se observó un incremento de la 

metilación del gen BRCA1 en el tejido mamario de los descendientes, incremento producido 

por una mayor asociación de DNMT1 a su región promotora ([8627]). 
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G. OBJETIVOS 

 
El presente trabajo se enmarca dentro del proyecto de investigación que desarrolla el 

“Grup Multidisciplinari per a l’Estudi del Càncer de Mama” sobre “Lípidos de la Dieta y 

Cáncer de Mama”. Este trabajo se ha llevado a cabo en dos líneas de investigación: cáncer de 

mama humano y cáncer de mama experimental, con el fin de obtener datos a favor de la 

implicación de cambios en el epigenoma por parte de los lípidos de la dieta que pudieran 

modificar el grado biológico de malignidad de los tumores mamarios. El estudio en humanos 

se ha desarrollado a partir de muestras y datos obtenidos de mujeres sanas y de enfermas de 

cáncer de mama en estadios iniciales (I) y localmente avanzados (II y III). Por otra parte, el 

estudio experimental se ha llevado a cabo en el modelo de tumores mamarios inducidos en 

ratas hembra Sprague-Dawley con el carcinógeno químico DMBA.  

Este objetivo general basado en determinar modificaciones de los patrones epigenéticos 

por efecto de los lípidos de la dieta en cáncer de mama se concreta en los siguientes objetivos 

específicos: 

 

 

ESTUDIO EN HUMANOS 

 

1. Caracterizar los sujetos de estudio en la población de voluntarias sanas y de enfermas 

de cáncer de mama mediante el análisis de parámetros reproductivos y 

antropométricos. 

2. Caracterizar el estilo de vida y los hábitos dietéticos de las voluntarias sanas y de las 

pacientes con cáncer de mama. 

2.1 Analizar dichos hábitos a través de cuestionarios de frecuencia de consumo de 

alimentos, de adherencia a la Dieta Mediterránea y de evaluación de la actividad 

física. 

2.2 Determinar marcadores bioquímicos en sangre periférica que reflejen la ingesta 

lipídica. 

3. Realizar un estudio molecular epigenético en sangre periférica de voluntarias sanas y 

de pacientes de cáncer de mama, así como en glándula mamaria y tejido tumoral de 
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pacientes, con la finalidad de hallar patrones de significación biológica en el cáncer de 

mama humano. 

3.1 Evaluar el grado de metilación global del genoma en los diferentes tejidos 

mediante el análisis de secuencias repetitivas del ADN de tipo LINE-1. 

3.2 Analizar el estado de metilación de genes implicados en las características 

adquiridas por las células tumorales (“hallmarks” del cáncer) en las muestras 

anteriormente mencionadas. 

4. Establecer asociaciones entre los datos moleculares obtenidos en los diferentes tejidos 

y los parámetros clínicos, de estilo de vida y nutricionales evaluados.  

 

ESTUDIO EN EL MODELO EXPERIMENTAL 

 

1. Estudiar el efecto de las dietas hiperlipídicas de aceite de maíz (rica en PUFA n-6) y 

de aceite de oliva virgen extra (rica en MUFA n-9 y componentes bioactivos) 

administradas desde el destete o desde la inducción con el carcinógeno DMBA sobre 

la expresión de los genes supresores tumorales RASSF1A, TIMP3 y CDKN2c en 

glándula mamaria y tumores experimentales.  

2. Investigar el efecto modulador de tales lípidos sobre la metilación del ADN en 

glándula mamaria y tejido tumoral, como mecanismo epigenético frecuentemente 

alterado en cáncer de mama. 

2.1. Determinar el efecto de los lípidos de la dieta sobre el grado de metilación global 

del genoma. 

2.2. Evaluar la influencia de las dietas experimentales sobre el estado de metilación a 

nivel gen-específico de RASSF1A y TIMP3. 

2.3. Analizar la expresión génica de las isoformas DNMT1, DNMT3a y DNMT3b, 

así como el grado de actividad enzimática ADN metiltransferasa total. 

3. Estudiar en los mismos tejidos la influencia de estas dietas hiperlipídicas sobre 

modificaciones postraduccionales de las histonas con un papel en la disrupción 

epigenómica en cáncer de mama. 
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3.1. Determinar los niveles globales de histona 3 y de sus modificaciones 

(dimetilación de la lisina 4 -H3K4me2- y trimetilación de la lisina 27 -

H3K27me3-), así como de histona 4 y de sus modificaciones (trimetilación de la 

lisina 20 -H4K20me3- y acetilación de la lisina 16 -H4K16ac-). 

4. Correlacionar los resultados moleculares entre sí, así como con los datos clínicos e 

histopatológicos de los tumores. Comparar y relacionar los resultados del estudio en 

humanos con los obtenidos en el modelo experimental. 

 

En última instancia el objetivo de este estudio es el de proporcionar evidencias científicas 

de la influencia de factores de estilo de vida y nutricionales, especialmente en relación a los 

lípidos de la dieta, sobre las modificaciones del epigenoma que tienen lugar durante el 

proceso neoplásico mamario.  

El conjunto de los resultados permitiría formular opiniones científicas acerca de la 

relevancia que los hábitos dietéticos y el estilo de vida pueden tener en relación a la 

promoción de la salud o al riesgo de enfermedad. Asimismo, estos estudios ayudarían a 

definir factores de riesgo y/o protectores a los que puede estar sometida la población a partir 

de sus hábitos alimenticios en cuanto al consumo de grasas. En consecuencia, este trabajo en 

su conjunto podría enmarcarse en el área de salud pública dentro del campo de la prevención 

secundaria, e incluso primaria, del cáncer de mama. 
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A. DISEÑO DE LOS ESTUDIOS 

 
Este trabajo se ha desarrollado en dos líneas de investigación: cáncer de mama humano y 

cáncer de mama experimental. El estudio en humanos se ha llevado a cabo a partir de 

muestras y datos obtenidos de voluntarias sanas y de pacientes con cáncer de mama en 

diferentes estadios: inicial (I) y localmente avanzado (II y III). Por lo que respecta al estudio 

experimental, éste se ha basado 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 

experimental se realizó con el objetivo de analizar los efectos de las dietas con alto contenido 

en MUFA n-9 ó PUFA n-6 sobre las diferentes etapas de la carcinogénesis mamaria.  

 

 

1. ESTUDIO EN HUMANOS 

1.1. Diseño y sujetos de estudio 

 

Este estudio se ha llevado a cabo en colaboración con dos centros hospitalarios, el Servicio 

de Oncología Médica del Instituto de Oncología Corachan (IDOC) de Barcelona y el Servicio 

de Obstetricia y Ginecología del Consorcio Sanitario de Tarrasa (CST). Todos los 

procedimientos empleados en dicho estudio fueron aprobados por el Comité Ético de 

Investigación Clínica (CEIC) del Hospital Clínic de Barcelona (centro de referencia del 

IDOC-fecha de aprobación 7/4/2011-), así como por el CEIC del CST (fecha de aprobación 

30/10/2013). Del mismo modo, todas las personas implicadas han sido informadas del 

objetivo del estudio, del procedimiento de obtención de muestras y del uso de las mismas, y 

han firmado un consentimiento informado.  

La obtención de datos y muestras de las voluntarias sanas y las pacientes con cáncer de 

mama en estadios I se ha realizado en el CST, y los de las pacientes con cáncer de mama 

localmente avanzado (II y III) se han obtenido en el IDOC. En ambos centros, las pacientes 

candidatas han sido aquellas en las que estaba prescrito la realización de una biopsia, con la 

que se ha realizado el estudio histopatológico, se han determinado factores pronósticos y 

predictivos, y marcadores empleados para la clasificación molecular del cáncer de mama: 

receptores hormonales, HER2, p53, Ki67, citoqueratinas 5, 6 y 17. De ambas poblaciones 

(voluntarias y pacientes) se ha obtenido una muestra de sangre periférica mediante punción 
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venosa con el sistema Vacutainer® en tubos con citrato sódico como anticoagulante. Las 

muestras de sangre fueron centrifugadas a 5000 rpm durante 10 minutos y se separaron y 

congelaron a -80ºC el plasma y los elementos formes. De las pacientes con cáncer de mama se 

ha obtenido, además, una muestra de tejido mamario y una parte de la biopsia de tumor 

mediante aguja TruCut®. Estos tejidos fueron congelados inmediatamente en nitrógeno 

líquido, almacenados a -80ºC, y posteriormente transportados a la Unidad de Fisiología 

Médica de la UAB, donde se han mantenido a -80ºC hasta su uso para el estudio molecular 

presentado en este trabajo. 

Todos los datos personales de las voluntarias sanas y de las pacientes son confidenciales, 

según establece la “Ley Orgánica 15/1999, de 13 de diciembre, de Protección de Datos de 

Carácter Personal -23750-” (BOE núm. 298, 14/12/1999). Así mismo,  todas las muestras han 

sido identificadas de forma anónima y los resultados derivados son igualmente confidenciales. 

Los criterios de inclusión establecidos para la selección de las participantes fueron los 

siguientes: 

a) Voluntarias sanas: 

o Mujeres sanas de edad igual o superior a 18 años. 

o Sin ninguno de los supuestos de exclusión detallados más adelante. 

o Antes de comenzar el protocolo es necesario el documento del 

consentimiento informado firmado. 

 
b) Pacientes con cáncer de mama: 

o Enfermas de cáncer de mama en estadio inicial (I) o localmente avanzado 

(II/III) con diagnóstico histopatológico. 

o  Edad igual o superior a 18 años. 

o Estado funcional ECOG ≤ 2 (“Eastern Cooperative Oncology Group” –

ECOG- escala de valoración de las capacidades funcionales del paciente 

oncológico). 

o Buena reserva medular (neutrófilos>1500 células/mm3, paquetas >100000 

células/mm3 y hemoglobina < 10 g/dl). 

o Función renal adecuada o moderada: aclaramiento de creatinina > 30 

ml/min., calculado según la fórmula de Cockroff - Gault o creatinina sérica 

≤ 2 mg/dl o 177 µmol/l x límite superior de la normalidad (LSN).  

o Antes de comenzar el protocolo es necesario el documento del 

consentimiento informado firmado. 
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Por otro lado, los criterios de exclusión fueron: 

a) Voluntarias sanas: 

o Edad inferior a 18 años. 

o Con historial personal o familiar directo (familiares de primer grado) de 

patología mamaria maligna y/o otros cánceres hormono-dependientes. 

o Bajo cualquier tipo de tratamiento médico. 

o Padecer cualquier tipo de enfermedad. 

o Con cualquier situación social, familiar y/o psicológica que pueda interferir 
con el estudio. 
 

b) Pacientes con cáncer de mama: 

o Edad inferior a 18 años. 

o Diagnóstico previo de cáncer de cualquier localización. 

o Haber recibido cualquier tipo de tratamiento oncológico ya sea 

quimioterápico, hormonoterápico, radioterápico o bioterápico.  

o Padecer otras enfermedades o patologías graves: 

- Cardiopatías graves, hipertensión arterial no controlada o 

arritmias no controladas de alto riesgo. 

- Trastornos neurológicos o psiquiátricos graves que impidan al 

paciente entender u otorgar el consentimiento informado.  

- Infección activa no controlada. 

- Úlcera péptica activa. 

- Diabetes Mellitus inestable. 

- Insuficiencia renal o hepática. 

o Con cualquier situación social, familiar y/o psicológica que pueda interferir 

con el estudio. 

 

 

1.2. Caracterización de los sujetos de estudio: parámetros reproductivos e 

histopatológicos 

 

Tanto de las voluntarias sanas como de las enfermas de cáncer de mama se registraron en 

una base de datos más de 40 variables de la historia clínica. De las pacientes con cáncer de 

mama también se recopilaron más de 90 variables clínicas de la enfermedad relacionadas con 
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el diagnóstico, el tratamiento neoadyuvante, la cirugía, el tratamiento adyuvante, el 

seguimiento y/o la recidiva. Finalmente, se realizó una selección de las más relevantes para el 

presente trabajo, teniéndose en cuenta los siguientes parámetros de historia reproductiva 

(sanas y enfermas) e histopatológicos (enfermas):   

 

○ Edad ○ Grado tumoral 

○ Edad menarquia ○ Estadio tumoral 

○ Estado ovárico ○ Receptor de estrógenos 

○ Edad menopausia ○ Receptor de progesterona 

○ Número de embarazos ○ Clasificación molecular 

○ Edad primera gestación                                          

○ Lactancia materna 
 

 

Además, se seleccionó el hábito tabáquico, evaluado de forma categórica, como 

característica relevante del estilo de vida de las participantes. 

 

 

1.3. Caracterización de los sujetos de estudio: estilo de vida 

 

La caracterización de los hábitos dietéticos y del estilo de vida, tanto de las voluntarias 

sanas como de las pacientes con cáncer de mama, se ha realizado mediante cuestionarios: de 

frecuencia de consumo de alimentos, de adherencia a la Dieta Mediterránea y de actividad 

física. Todos estos cuestionarios se han obtenido siguiendo un protocolo establecido por el 

equipo investigador. Posteriormente, han sido analizados en el Departamento de Medicina 

Preventiva y Salud Pública de la Universidad de Navarra, mediante lectura óptica de los 

mismos, recaudando la información en una base de datos en formato SPSS. Los especialistas 

de dicho departamento son expertos en epidemiología nutricional, y han adaptado y validado 

los cuestionarios empleados en este trabajo. Paralelamente a los mencionados cuestionarios, 

se ha determinado la composición de ácidos grasos de la membrana de los eritrocitos como 

marcador molecular que refleja la ingesta lipídica. 
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1.3.1. Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos 

 

Los hábitos dietéticos han sido valorados mediante un cuestionario de frecuencia de 

consumo de alimentos, previamente validado en España ([3019], [7303]). Estos cuestionarios 

han permitido la evaluación de numerosas variables dietéticas (Anexo 1), a partir de las cuales 

se calculó la ingesta por día de los diferentes macro- y micronutrientes. Para este trabajo se 

realizó una selección de dichas variables dietéticas, teniéndose en cuenta finalmente el 

consumo de: energía total, hidratos de carbono, proteínas, lípidos totales, ácidos grasos 

saturados, poliinsaturados totales, omega 6, omega 3 de origen no marino, omega 3 de origen 

marino, aceite de oliva, fibra y vitaminas (B2, B6, B9 y B12). Por otro lado, a partir de estos 

cuestionarios también se cuantificó la ingesta de alcohol como variable importante del estilo 

de vida. 

 

 

1.3.2. Cuestionario de adherencia a la Dieta Mediterránea 

 

La evaluación de la adherencia a la Dieta Mediterránea se ha realizado mediante un 

cuestionario de 14 preguntas en el que cada una de ellas toma valores de 0 ó 1 (Anexo 2). De 

tal forma que el resultado fue el sumatorio de dichos valores, obteniéndose un valor 

categórico entre 0 y 14 ([7315], [7323]).  

 

 

1.3.3. Cuestionario de actividad física 

 

Para la valoración de la actividad física se ha empleado un cuestionario de frecuencia de 

práctica de actividades físicas (Anexo 3), basado en el empleado en el Nurses’ Health Study 

and the Health Professionals’ Follow-up Study ([7300], [7319]), cuya versión española ha 

sido validada ([7320]). Así, cada tipo de actividad física tenía asignados equivalentes 

metabólicos representando la energía empleada en dicha actividad respecto la del estado en 

reposo. A partir de las actividades semanales realizadas por cada individuo, se calcularon los 

equivalentes metabólicos a la semana (MET/semana). 

En el cuestionario también se incluyeron algunos parámetros antropométricos, con los que 

posteriormente se calcularon el índice de masa corporal (IMC) y el índice cintura-cadera 

(ratio ICC).  
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1.3.4. Determinación de marcadores dietéticos 

 

Como marcador molecular de la ingesta lipídica se determinó el perfil de ácidos grasos de 

la membrana de los eritrocitos, en muestras de elementos formes tanto de las voluntarias sanas 

como de las pacientes con cáncer de mama. Dicha determinación consistió en una separación 

previa de las membranas de los eritrocitos, seguida de la transesterificación directa de los 

ácidos grasos y su posterior análisis por cromatografía de gases. 

La separación de membranas se realizó a partir de 150 µl de concentrado de elementos 

formes, al que se le añadió 150 µl de tampón NaCl-Na2HPO4 (140 mM NaCl / 5 mM 

Na2HPO4) a pH 7,4 (relación 1:1). El fosfato sódico de dicho tampón ayudó a eliminar el 

hierro de la hemoglobina, evitando así la degradación por oxidación de los ácidos grasos. 

Seguidamente, la suspensión de elementos formes se centrifugó a 2500 xg a +4ºC durante 10 

minutos, y el precipitado obtenido fue lisado con tampón Tris-HCl (5 mM) a pH 7,4  (relación 

1:5). Una vez finalizada la hemólisis, se centrifugó la muestra a 20000 xg a +4ºC durante 25 

minutos. El sobrenadante fue eliminado por decantación y el precipitado, formado por las 

membranas, fue resuspendido en tampón de lavado Tris-HCl (5 mM) a pH 7,4 (relación 1:5). 

A continuación, la suspensión fue centrifugada a 20000 xg a +4ºC durante 10 minutos. Dicho 

lavado con tampón Tris-HCl (5 mM) se repitió un total de tres veces, tal y como se ha 

indicado previamente. Finalmente, las membranas de eritrocitos fueron resuspendidas en 100 

µl de tampón Tris-HCl (5 mM) a pH 7,4  y conservadas a -80ºC. 

Tanto el proceso de transesterificación de los ácidos grasos presentes en las membranas 

aisladas como su análisis por cromatografía de gases, se realizaron en el servicio del 

“Departament de Tecnologia d’Aliments” de la “Universitat de Lleida”. Para ello, se realizó la 

transesterificación directa de los ácidos grasos siguiendo el método descrito por Lepage y Roy 

([8456]). Se emplearon estándares puros para la correcta identificación de los ésteres 

metílicos de los ácidos grasos detectados (Tabla 1). La cantidad de cada ácido graso presente 

en cada muestra se expresó en porcentaje respecto al total de ácidos grasos detectados, dichos 

porcentajes fueron calculados a partir de los valores obtenidos de las áreas bajo el pico del 

cromatograma resultante. 
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Tabla 1. Listado de los ácidos grasos analizados por cromatografía de 
gases para la determinación de marcadores dietéticos en el estudio en 
humanos. 

NÚMERO LIPÍDICO NOMBRE

C14:0 Ác. mirístico
C15:0 Ác. pentadecanoico
C16:0 Ác. palmítico
C17:0 Ác. margárico
C18:0 Ác. esteárico
C20:0 Ác. araquídico
C22:0 Ác. behénico
C23:0 Ác. tricosanoico
C24:0 Ác. lignocérico

c9-C16:1 Ác. palmitoleico
c10-C17:1 Ác. margaroleico
c9-C18:1 Ác. oleico
c11-C18:1 Ác. vaccénico
c11-C20:1 Ác. gondoico
c13-C22:1 Ác. erúcico
c15-C24:1 Ác. nervónico

t9-C18:1 Ác. elaídico

c9,12-C18:2 Ác. linoleico
c9,12,15-C18:3 Ác. γ-linoleico
c11,14-C20:2 Ác. eicosadienoico
c8,11,14-C20:3 Ác.diomo-γ-linolenico (DGLA)
c5,8,11,14-C20:4 Ác. araquidónico
c13,16-C22:2 Ác. docosadienoico

c9,12,15-C18:3 Ác. α-linolénico
c5,8,11,14,17-C20:5 Ác. eicosapentanoico  (EPA)
c4,7,10,13,16,19-C22:6 Ác. docosahexaenoico (DHA)

          TRANS

SATURADOS

MONOINSATURADOS

          OMEGA 3

          OMEGA 6

          CIS

POLIINSATURADOS

 

 

 

2. ESTUDIO EN EL MODELO EXPERIMENTAL 

2.1. Dietas experimentales  

En este estudio 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 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 ([4303], [2567], [2568]). Este 
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aspecto es de gran relevancia dado que la dieta constituye la variable experimental más 

importante de este estudio. 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 2, y en las Tablas 3 y 4 se indica la 

composición de los aceites utilizados.  

Tabla 2. Composición de las dietas experimentales (g/100 g 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 

SALES    
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 

VITAMINAS    
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 

* La composición en sales y vitaminas detallada para la dieta m3 es común a todas las dietas 
experimentales utilizadas. 
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Tabla 3. Composición en ácidos grasos (%) del aceite de maíz y del aceite de oliva virgen extra 
utilizados en el estudio en el modelo experimental. 

PARÁMETRO ACEITE DE MAÍZ 
ACEITE DE OLIVA 

VIRGEN EXTRA 

C16:0 (palmítico) 11,1 13,2 
C16:1 (palmitoleico) 0,2 1,3 
C17:0 (margárico) 0,1 0,1 
C17:1 (margaroleico) - 0,2 
C18:0 (esteárico) 2,3 2,5 
C18:1 trans (elaídico) 0,1 - 
C18:1 (oleico) 31,7 73,7 
C18:2 trans (isómeros linoléicos) 1,3 - 
C18:2 (linoleico) 51,3 7,3 
C18:3 trans (isómeros linolénicos) 0,3 - 
C18:3 (linolénico) 0,5 0,8 
C20:0 (araquidónico) 0,5 0,4 
C20:1 (gondoico) 0,2 0,3 
C22:0 (behénico) 0,2 0,1 
C24:0 (lignocérico) 0,2 0,1 

RESUMEN ÁCIDOS GRASOS (%)   
Saturados 14,4 16,4 
MUFA 32,1 75,5 
PUFA n-6 51,3 7,3 
PUFA n-3 0,5 0,8 
Isomeros trans 1,7 - 
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Tabla 4. Otros compuestos analizados de los aceites utilizados en el estudio en el modelo 
experimental. 

PARÁMETRO ACEITE DE MAÍZ 
ACEITE DE OLIVA 

VIRGEN EXTRA 

COMPOSICIÓN ESTERÓLICA   
(respecto al total de esteroles) 

  

Esteroles totales (mg/Kg) 7758 1639 
Colesterol (%) 0,2 0,1 
Brasicasterol (%) - - 
24-metilen colesterol (%) 1,2 0,2 
Campesterol (%) 16,5 2,6 
Campestanol (%) 1,6 0,1 
Estigmasterol (%) 6,0 0,8 
Delta-7-campesterol (%) 0,2 - 
Clerosterol (%) 0,8 1,3 
Beta-sitosterol (%) 62,6 88,2 
Sitostanol (%) 4,3 0,7 
Delta-5-avenasterol (%) 4,0 5,0 
Delta-5,24-estigmastadienol (%) 0,5 0,5 
Delta-7-estigmastenol (%) 1,1 0,3 
Delta-7-avenasterol (%) 1,0 0,2 

ALCOHOLES (mg/Kg)   
Alcoholes grasos alifáticos 176 663 
Alcoholes triterpénicos 3919 9164 
Eritrodiol (dialcohol triterpénico) 12 20 

TOCOFEROLES (mg/Kg)   
Alfa-tocoferol 380 232 
Beta-tocoferol 12 4 
Gamma-tocoferol 1201 28 
Delta-tocoferol 45 - 
Alfa-tocotrienol 116 - 
Gamma-tocotrienol 38 - 

HIDROCARBUROS (mg/Kg)   

Hidrocarburos esteroideos 940 - 
Escualeno 485 5745 

PIGMENTOS CLOROFÍLICOS   
Feofitinas (mg/Kg) - 16,1 

CAROTENOS (mg/Kg)   
Beta-caroteno (mayoritario) 1,2 7,0 

COMPUESTOS FENÓLICOS (mg/Kg)   
Hidroxitirosol (HTy) - 17,0 
Tirosol (Ty) - 11,8 
Ácido vaníllico - 0,4 
Vanillina - 0,2 
Ácido p-cumárico - 0,4 
Ácido ferúlico - 1,6 
Acetato hidroxitirosilo - 6,9 
Acetato tirosilo - 3,7 
Forma dialdehídico del aglucón de la decarboximetil-oleuropeína 
(derivado del HTy) 

- 37,6 

Forma dialdehídica del aglucón del decarboximetil-ligustrósido 
(derivado del Ty) 

- 33,2 

Forma aldehídica del aglucón de la oleoropeína 
 (derivado del HTy) 

- 38,2 

LIGNANOS (mg/Kg)   
Pinoresinol - 3,1 
Acetoxipinoresinol - 8,0 

FLAVONAS (mg/Kg)   
Luteolina - 10,0 
Apigenina - 4,3 
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2.2. Diseño experimental 

 

El estudio experimental se ha realizado con las muestras obtenidas previamente en el 

laboratorio de ratas hembra Sprague-Dawley (Charles River Lab.; cepa Crl:OFA(SD), 

L’Arbresle Cedex, Francia). El cuidado de los animales y el establecimiento cumplieron las 

normas del Real Decreto 1201/2005 y la legislación Autonómica, el Decreto 214/1997, sobre 

protección de animales utilizados para la experimentación y otros fines científicos. Todos los 

procedimientos fueron aprobados por la Comisión de Ética en Experimentación Animal y 

Humana de la Universitat Autònoma de Barcelona (CEEAH 566/3616). 

La serie experimental se desarrolló con el objetivo de estudiar el efecto de los lípidos de la 

dieta en los diferentes estadios de la carcinogénesis, y contenía 5 grupos experimentales y 167 

animales en total. Todos los animales recibieron lactancia materna desde su nacimiento hasta 

el destete, el día 22-23 de vida. El día posterior a su llegada, 6 animales fueron sacrificados y 

el resto fueron distribuidos en 5 grupos experimentales: los grupos Control (C), Mp y Op de 

29 animales cada uno y los grupos Mip y Oip formados por 37 animales cada uno. A partir de 

ese día y hasta el final del ensayo, se les administraron las distintas dietas experimentales, m3, 

M20 ó mO20. Tal y como se muestra en la Figura 14, los animales del grupo Control (C) 

recibieron dieta normolipídica durante todo el ensayo, mientras que los animales de los 

grupos Mip y Oip recibieron dieta M20 y mO20, respectivamente. Estos dos grupos fueron 

diseñados para estudiar los efectos del aceite de maíz y del aceite de oliva virgen extra, sobre 

la iniciación y la promoción de la carcinogénesis mamaria. Los animales de los grupos Mp y 

Op fueron alimentados con dieta m3 desde el destete hasta la inducción con el carcinógeno 

(día 53 de edad), y a partir de este día con dieta M20 y dieta mO20, respectivamente. Estos 

grupos se diseñaron para estudiar los efectos de las dietas de aceite de maíz y aceite de oliva 

virgen extra sobre la etapa de la promoción del cáncer de mama. 

Todos los animales fueron inducidos el día 53 (día 0 del tiempo post-inducción) por instilación 

bucogástrica con una dosis única de 5mg de DMBA. La inducción carcinogénica se realizó según 

el método de Huggins C et al. ([439], [443]) modificado ([1299]). Como el carcinógeno se 

administró vehiculizado en un lípido, a fin de evitar problemas de absorción, los animales de los 

grupos Mip y Oip recibieron dieta normolipídica durante dos días antes y un día después de la 

inducción. Por el mismo motivo, a los animales de los grupos Mp y Op no se les administraron las 

dietas hiperlipídicas hasta el día después de la inducción (día 54).  

En los días 24, 36, 51, 100 y 246 (edad media al final del estudio) se sacrificó a los animales. 

Tal y como se ha comentado, y debido a que a los 24 días aún no había diferencias entre los 
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animales, se procesaron 6 con independencia de los grupos experimentales. A los 36 y 51 días de 

edad se sacrificaron 6 animales de cada condición experimental: Control (dieta normolipídica- 

grupos C, Mp, Op-), Mip y Oip. A la edad de 100 días, se procesaron 5 animales de cada grupo y 

el final del estudio coincidió con el procesamiento del resto de los animales (20 por grupo). No se 

sacrificó más de una rata por caja y día para evitar el estrés generado por la denominada 

“sensación inminente de peligro” que se produce en el resto de los animales de la misma caja 

([1310], [6864]). Inmediatamente después del sacrificio de cada animal, se procedió a la necropsia 

y la obtención de las muestras biológicas de interés para este trabajo (tejido glandular mamario y 

tejido tumoral), así como otras necesarias para diferentes líneas de investigación del laboratorio. 

Los tejidos fueron lavados en suero fisiológico y rápidamente congelados en nitrógeno líquido 

hasta su almacenamiento a -80ºC. 
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Dieta normolipídica (3% aceite de maíz)
Dieta hiperlipídica de aceite de maíz (20% aceite de maíz)
Dieta hiperlipídica de aceite de oliva (3%aceite de maíz + 17%aceite de oliva virgen extra)
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Figura 14. Diseño experimental del estudio en el modelo murino. 

 

El estudio histopatológico de los tumores se realizó en colaboración con un médico 

especialista en anatomía patológica. El diagnóstico de las biopsias tumorales se basó 

esencialmente en los criterios de Young y Hallowes ([1141]) incluyéndose, en el presente 

trabajo, únicamente los adenocarcinomas mamarios. Así, se analizó el grado arquitectural y 
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nuclear de los adenocarcinomas (Grados I-III) como expresión de su diferenciación 

morfológica, y el número de mitosis en 10 campos de gran aumento (400X) como muestra de 

la capacidad proliferativa. El número de mitosis se contabilizó en valor absoluto (“Mitosis”) y 

agrupado en 5 categorías (“Mitosis Score”): ≤3, 4-6, 7-9, 10-<20 y ≥20 mitosis. Estos 

parámetros permitieron valorar el grado histológico basado en el método de Scarff-Bloom-

Richardson utilizado en los carcinomas de mama humanos (“SBR3”), adaptado a la rata 

(“SBR11”) por el equipo investigador ([4264]). Además, se calculó el volumen tumoral de los 

adenocarcinomas a partir de los 3 diámetros mayores (D1, D2 y D3) de cada tumor, aplicando 

la fórmula del volumen del elipsoide de revolución: V= 4/3π x D1/2 x D2/2 x D3/2. 

 

 

 

B. 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.). 

- Microcentrífuga 5415R (Eppendorf). 

- Microcentrífuga “Microcentrífuga™ 11” (Beckman). 

- Centrífuga refrigerada “Sorvall® RC-6” (DuPont Instruments). 

- Horno de hibridación (Ecogen). 

- Estufa incubadora (Memmert). 

- Equipo de calibración de pH “GLP21” (Crison). 

- Equipo de homogenización de tejidos “Polytron” (Kinematica). 

- Equipo de “Real-Time PCR” MyiQ5-iCycle (BioRad Laboratories). 

- Espectrofotómetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). 

- Lector de placas “Infinite® M200 NanoQuant” (Tecan). 

- Termociclador “Techne” (Progene). 

- Termociclador  C1000 (BioRad Laboratories) 

- Pirosecuenciador “PSQ HS 96 Pyrosequencing System” (Biotage Inc.). 

- Sonicador “Ultrasonic Homogenizer 3000” (Biologics Inc.). 

- Unidad de electroforesis “Mini-PROTEAN® 3 Cell” (BioRad Laboratories). 
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- Fuente de alimentación electroforética “Power Pac Basic” (BioRad Laboratories). 

- Sistema de transferencia electroforética “Trans-Blot® Turbo™ Transfer System” 

(BioRad Laboratories). 

- Sistemas de captura de imágenes en tiempo real: “Gel Doc 2000” y “ChemiDoc™ 

XRS+” (BioRad Laboratories). 

- Programas de análisis de imagen: “Quantity One™” y “Image Lab™ Software version 

5.1” (BioRad Laboratories).  

- Otro material: Congelador de -80ºC “Ultima II” (REVCO), combinado de nevera de 

+4ºC y congelador de -20ºC (Liebherr), agitadores magnéticos y orbitales, vórtex, 

máquina de hielo, balanza de precisión, horno microondas, 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. 

 

 

1. ESTUDIO DEL PATRÓN DE METILACIÓN DEL ADN 

 

1.1.  Obtención y modificación de ADN total 

1.1.1. Extracción y purificación de ADN total 

Para la extracción de ADN genómico a partir de muestras de sangre periférica de 

voluntarias sanas y pacientes con cáncer de mama se utilizó el kit “SpeedTools DNA 

Extraction” (Biotools). A su vez, para las muestras de tejido mamario y tumor tanto de las 

pacientes con cáncer de mama como de los animales de experimentación se empleó el kit 

“SpeedTools Tissue DNA Extraction” (Biotools). Ambos kits se basan en un sistema de unión 

del ADN a una membrana de partículas de sílica.  

Para las muestras de sangre periférica (200 µl de concentrado de elementos formes), el 

sistema consistió en una lisis en presencia de proteinasa K y una solución de hidrocloruro de 

guanidina a +70ºC durante 30 minutos. En el caso de los tejidos, se realizó una  pre-lisis de 

una porción de las biopsias (glándula mamaria y tumor humanos) ó de 25 mg (glándula 

mamaria o tumor de rata) con proteinasa K y SDS a +56ºC durante 17 horas. Seguidamente, 

se realizó una lisis mediante hidrocloruro de guanidina a +70ºC durante 10 minutos. En 
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ambos casos, el ADN fue unido a la membrana de la columna, posteriormente 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). En el estudio en 

humanos, el rendimiento varió en función del tamaño de la biopsia y del tipo de tejido, 

obteniendo un valor aproximado de 5 µg ADN/200µl de sangre periférica y entre 1-5 µg 

ADN/porción de biopsia mamaria ó tumoral. En el estudio en el modelo experimental se 

obtuvo un rendimiento medio de aproximadamente 2 µg ADN/mg de tejido glandular 

mamario y de 5 µg ADN/mg de tejido tumoral. La pureza de los ácidos nucleicos fue 

determinada por espectrofotometría, mediante la relación D.O.260/D.O.280. Valores entre 1,8 y 

2,0 indican una muestra pura, valores inferiores a 1,8 revelan contaminación de la muestra 

con proteínas, mientras que valores por encima de 2,0 indican presencia de oligonucleótidos y 

nucleótidos libres. Por otro lado, un valor de D.O.260/D.O.230 por encima de 2,0 en el caso del 

ARN o de 2,2-2,4 en el del ADN, indican también contaminación con proteínas, fenol o 

tiocianato de guanidina.  

La integridad del ADN extraído se comprobó por electroforesis en geles de agarosa. Se 

utilizó ADN Lambda HindIII (New England Biolabs, Inc.) como marcador de peso molecular. 

Los geles y las muestras se prepararon según Sambrook et al. ([2648]). Se utilizó TAE 1x (40 

mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA pH 8,0) como tampón de electroforesis. Se prepararon 

minigeles al 1% de agarosa de 7 x 10 cm y un grosor de 2-3 mm y se aplicó un voltaje de     

60 V durante 30 minutos. El ADN fue diluido en agua bidestilada estéril y se le añadió 1/6 

parte del volumen de tampón de carga de ADN (30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol). La 

visualización del ADN se consiguió por tinción con el agente intercalante bromuro de etidio 

que se incorporó directamente en el gel a una concentración final de 0,5 µg/ml. La imagen 

conseguida por transiluminación fue captada por el sistema Gel Doc 2000 (BioRad 

Laboratories) con iluminación del gel con luz ultravioleta y utilizando el programa Quantity 

One™ (BioRad Laboratories). 

 

 

1.1.2. Modificación del ADN por bisulfito sódico  

 
El bisulfito sódico (NaHSO3) es un compuesto químico de gran relevancia en estudios  

epigenéticos debido a su capacidad de convertir los residuos de citosinas no metiladas del 
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ADN en uracilos mediante un proceso de desaminación (Figura 15). Las citosinas metiladas 

son resistentes a dicha reacción y, por tanto, permanecen como citosinas tras la acción del 

bisulfito sódico. Durante la amplificación por PCR, el residuo de uracilo se amplifica como 

timina mientras que las citosinas metiladas permanecen como citosinas. De este modo, se 

produce un cambio en la secuencia de ADN permitiendo así discriminar entre secuencias 

metiladas y no metiladas.  

 

 

Figura 15. Imagen de la conversión de los nucleótidos de citosina durante la modificación del ADN 
por bisulfito sódico. (Imagen modificada de [8802]). 

 

En el estudio en humanos, la modificación por bisulfito sódico se realizó mediante el kit 

“EpiTect® Bisulfite” (Qiagen), basado en un sistema de modificación y purificación de 

secuencias de ADN de hebra simple (single-stranded). La conversión se realizó en muestras 

de ADN total extraído de sangre periférica de voluntarias sanas y de pacientes con cáncer de 

mama, así como de glándula mamaria y de tejido tumoral de pacientes. Para ello, 500 ng-1µg 

de ADN total de cada muestra fue llevado a un volumen final de 20 µl, al que se añadieron   

85 µl del reactivo de bisulfito sódico. Para evitar la fragmentación del ADN durante la 

reacción de conversión que puede producirse debido a las altas temperaturas y a la 

acidificación del medio, se añadieron 35 µl de un tampón protector. La reacción de 

modificación se llevó a cabo en el termociclador Techno (Progene) siguiendo las condiciones 

recomendadas por la casa comercial. Tras la modificación, el ADN fue purificado empleando 

columnas con membrana de sílica. Para aumentar la eficiencia del proceso, se utilizó un 

“ARN acompañante” junto con un tampón de tiocianato de guanidina que facilitaron la unión 

del ADN a la membrana. Posteriormente, el ADN unido a dicha membrana, fue lavado, 

desulfonado y eluido en un volumen final de 40 µl. Todas las muestras de ADN modificado 

fueron  almacenadas a -20ºC. 
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Por otro lado, en las muestras experimentales la modificación por bisulfito sódico se 

realizó mediante el kit “CpGenome™ Turbo Bisulfite Modification” (Millipore). Para ello, 

500 ng-1 µg de ADN total fue incubado con una solución de NaOH 3N a 37ºC durante 10 

minutos. A continuación, tras añadir 120 µl del reactivo de modificación, se incubó la muestra 

a 70ºC durante 40 minutos. Seguidamente, se añadieron 200 µl de solución de desulfonación y 

se realizó la purificación en columna y recuperación del ADN en un volumen final de 40 µl en 

tampón de elución. Finalmente, el ADN modificado fue almacenado a -20ºC.  

 

 

1.2. Determinación de la metilación global del genoma 

1.2.1. Análisis de secuencias genómicas repetitivas tipo LINE-1 (“Long Interspersed  

Nuclear Element-1”) 

 

En el estudio en humanos la determinación de la metilación global del genoma se realizó 

mediante el análisis de secuencias genómicas repetitivas tipo retrotransposones llamados 

LINE-1. Dichas secuencias son ricas en dinucleótidos CpG susceptibles a metilación por lo 

que su nivel de metilación es considerado una buena estimación de la metilación global del 

genoma ([7813]). Para ello, se utilizó el kit “PyroMark® Q96 CpG LINE-1” (Qiagen) con el 

que se amplificó la secuencia de interés, para posteriormente determinar por 

pirosecuenciación la metilación de cuatro dinucleótidos CpG situados entre las posiciones 331 

y 305 de dichos elementos LINE-1 (GenBank accession number X58075).  

Todos los procesos de amplificación por PCR se realizaron en una cabina de flujo laminar 

vertical sin recirculación (Euro Aire, mod. FLV 60) y siguiendo normas estrictas para evitar la 

contaminación. Se amplificó un fragmento de secuencia LINE-1 de 146 Kb, mediante el uso 

de dos cebadores ó “primers” (“forward” y “reverse”) específicos para dicha secuencia, uno 

de ellos biotinilado (“reverse”). La amplificación se realizó en un volumen final de 25 µL 

utilizando 25 ng de ADN modificado, 0,4 mM dNTPs (Roche), 2 mM MgSO4 (Life 

Technologies), 0,2 µM de cada cebador,  1X High Fidelity PCR Buffer (Life Technologies), y 

1U de Platinum
®

 Taq High Fidelity (Life Technologies). En todas las rondas de amplificación, 

se añadieron controles negativos de la PCR que contenían H2O “RNasa-free” en vez de ADN 

modificado y el resto de componentes de la reacción en las cantidades descritas. Las 

amplificaciones por PCR se llevaron a cabo en el termociclador C1000™ (BioRad 

Laboratories) y, para ello, se procedió a una etapa de activación de la  Platinum
®

 Taq a 95ºC 

durante 5 minutos, seguida de 45 ciclos de desnaturalización (94ºC durante 30 segundos), 
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hibridación (50ºC durante 30 segundos) y elongación (72ºC durante 30 segundos), y una 

extensión final a 72ºC durante 5 minutos.  

La especificidad de la amplificación se comprobó por electroforesis en geles del 2% de 

agarosa. Se utilizó DNA Molecular Weight Marker V (8-587 bp) (Roche) como marcador de 

peso molecular. Los geles y las muestras se prepararon según Sambrook et al. ([2648]) y se 

utilizó TAE 1x (40 mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA pH 8,0) como tampón de electroforesis. 

Se prepararon minigeles de 7 x 10 cm y un grosor de 2-3mm y se aplicó un voltaje de 80 V 

durante 30 minutos. Un volumen equivalente a 3 µl del producto de la amplificación fue 

diluido en agua bidestilada estéril y se le añadió 1/6 parte del volumen de tampón de carga de 

ADN (30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol). La visualización de las secuencias  de ADN 

amplificadas se consiguió por tinción con bromuro de etidio y las imágenes fueron captadas 

por el sistema Gel Doc 2000 (BioRad Laboratories), tal y como ya ha sido descrito (apartado 

1.1.1). 

Una vez comprobada la amplificación, se procedió a la determinación del estado de 

metilación de las cuatro posiciones CpG del fragmento amplificado mediante 

pirosecuenciación, tecnología basada en la monitorización a tiempo real de la síntesis de ADN 

mediante la detección de luminiscencia. Dicha determinación se realizó en el “Centre de 

Recerca en Agrigenòmica” (CRAG) de la Universidad Autónoma de Barcelona, utilizando el 

pirosecuenciador PSQ HS 96 (Biotage Inc.). Para ello, se realizó la purificación de los 

productos de la amplificación inmovilizando los fragmentos amplificados (marcados con 

biotina) sobre microesferas de sefarosa recubiertas con estreptavidina. Seguidamente, el ADN 

amplificado fue desnaturalizado obteniendo secuencias monocatenarias que se hibridaron con 

el cebador de secuenciación. A continuación, se procedió a la dispensación de nucleótidos 

según el orden establecido para la secuencia a analizar. En el estudio en humanos la secuencia 

a analizar fue TTYGTGGTGYGTYGTTTTTTAAGTYGGTTT y el orden de dispensación de 

los nucleótidos fue ATCAGTGTGTCAGTCAGTTAGTCTG. La detección de la secuencia se 

basa en que con cada incorporación de nucleótidos por parte de la ADN polimerasa, se libera 

pirofosfato (PPi) en una cantidad equimolar a la cantidad de nucleótido incorporado. La ATP 

sulfurilasa es la responsable de convertir el PPi en ATP en presencia de adenosina 5' 

fosfosulfato, provocando la conversión de la luciferina en oxiluciferina mediada por el enzima 

luciferasa, generando luz visible en cantidades proporcionales a la cantidad de ATP. Así, la 

luz emitida se visualiza como picos en el pirograma obtenido. De este modo, cada señal 

luminosa es proporcional al número de nucleótidos incorporados. 
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A partir del pirograma resultante se calculó el porcentaje de la cantidad de citosina (C) 

relativa a la suma de cantidades de citosina y timina (T) de cada posición CpG. El promedio 

de las cantidades relativas de C en las cuatro posiciones analizadas se utilizó como nivel de 

metilación de LINE-1 y, por tanto, como nivel de metilación genómica. 

En el estudio en el modelo experimental, la estandarización para analizar la metilación de 

secuencias repetitivas LINE-1 del genoma de rata no fue satisfactoria, dado que se detectaron 

amplificaciones inespecíficas en la etapa de la pirosecuenciación. Por ese motivo, la 

determinación de la metilación global se realizó mediante el ensayo “LUMA” (descrito en el 

apartado 1.2.2). 

 

 

1.2.2. Análisis de la metilación global por LUMA  (“LUminometric Methylation 

Assay”) 

 

En el estudio en el modelo experimental, se determinó la metilación global del genoma 

mediante el ensayo “LUMA”, tal y como describió Karimi M. et al. ([8422]) con 

modificaciones ([8438]). Este ensayo consiste en la digestión del ADN genómico con 

endonucleasas de restricción sensibles ó insensibles a metilación, seguido de una fase final de 

extensión bioluminométrica capaz de cuantificar el grado de escisión por restricción mediante 

pirosecuenciación. Para ello, las muestras de ADN genómico son sometidas a digestión por la 

endonucleasa HpaII (sensible a metilación) y su isoesquizómero MspI (insensible a metilación) 

en reacciones en paralelo. Ambos enzimas reconocen la secuencia 5’-C^CGG-3’. Sin embargo, 

HpaII no digiere la diana de restricción cuando la citosina presente en el dinucleótido CpG 

está metilada, mientras que MspI digiere la diana independientemente del estado de 

metilación. Como factor de normalización de la cantidad de ADN sometido a digestión, se 

incluyó en ambas reacciones el enzima EcoRI cuya diana de restricción son secuencias 5'-

G^AATTC-3’. De este modo, se sometieron a digestiones paralelas de HpaII+EcoRI y 

MspI+EcoRI, 500 ng de ADN genómico de tejido mamario ó tejido tumoral con 5 unidades 

del enzima correspondiente (New England Biolabs) y 1X de tampón de restricción que 

contiene un suplemento de S-adenosil-L-metionina (SAM) (New England Biolabs), en un 

volumen final de 20 µl. Las reacciones de digestión se realizaron por duplicado en placas de 

PCR de 96 pocillos (BioRad Laboratories) y se incluyeron controles negativos de ambas 

digestiones, que contenían H2O “RNasa-free” en vez de ADN genómico y el resto de 

componentes en las cantidades descritas. Las reacciones de digestión se realizaron a 37ºC en 
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un incubador (Memmert) durante 4 horas. Posteriormente, las muestras digeridas fueron 

analizadas en el “Centre de Recerca en Agrigenòmica” (CRAG) de la Universidad Autónoma 

de Barcelona, utilizando el pirosecuenciador PSQ HS 96. La digestión por las endonucleasas 

HpaII y MspI provocan extremos 5’-CG, mientras que la digestión por EcoRI produce 

extremos 5’-AATT. Estos extremos son elongados mediante la dispensación secuencial de 

nucleótidos y la acción de la ADN polimerasa. En este estudio, el orden de dispensación fue 

GTGTCACATGTGTG. Se obtuvieron pirogramas de cada una de las reacciones de digestión 

(HpaII+EcoRI y MspI+EcoRI), en los que el valor del pico de la posición 10 correspondió a la 

incorporación de G y, por tanto, fue proporcional a la digestión enzimática de HpaII ó MspI, y 

el valor del pico de la posición 9 correspondió a la incorporación de T en la secuencia de 

síntesis, siendo proporcional a la digestión mediada por EcoRI (Figura 16).  

 

HpaII + EcoRI

MspI + EcoRI

9        10

9       10

HpaII + EcoRI

MspI + EcoRI

9        10

9       10  
Figura 16. Pirograma representativo del ensayo “LUMA”. Pirogramas 
obtenidos para cada una de las reacciones de digestión (HpaII+EcoRI y 
MspI+EcoRI) realizadas para una determinada muestra. En la base de cada 
pirograma se indican las posiciones 9 (incorporación de T) y 10 
(incorporación de G). 

 

De esta forma, se pudo determinar el porcentaje de metilación global para cada muestra 

aplicando la fórmula siguiente: 

 Metilación global (%)  =  1 − [(HpaII(G)/EcoRI(T))/(MspI(G)/EcoRI(T))] × 100 
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1.3. Determinación de la metilación gen-específica 

 

1.3.1. Análisis cualitativo del estado de metilación del ADN por MSP (“Methylation 

Specific PCR”) 

 

La determinación cualitativa de la metilación génica se realizó mediante PCR específica de 

metilación basada en la amplificación con cebadores específicos de ADN metilado y de ADN 

no metilado. Para ello, a partir de la secuencia de ADN modificado con bisulfito sódico, se 

diseñaron cebadores de la región promotora del gen de interés con los que amplificar 

específicamente el alelo no metilado ó el alelo metilado en dinucleótidos CpG.  

En el estudio en humanos se ha determinado el estado de metilación de un panel de 12 

genes, todos ellos implicados en la capacidades adquiridas por las células tumorales durante el 

desarrollo neoplásico ([7349]): autosuficiencia en señales de proliferación (ESR1, PRB, 

RASSF1A), insensibilidad a señales inhibidoras del crecimiento (NES1), evasión de la 

apoptosis (TWIST1), inducción de la angiogénesis (MASPINA), activación de la invasión y 

metástasis (CXCL12, CDH1), evasión del sistema inmune (HLA-A) y capacidad proliferativa 

ilimitada (BRCA1, p16, RARβ2), tal y como se puede observar en la Figura 17.  

 

PRB

ESR1

RASSF1A

NES1

TWIST1

MASPIN
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CXCL12

HLA-A
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p16

RARβ2

 
 

Figura 17.  Genes de interés relacionados con las capacidades 
adquiridas por las células tumorales durante el desarrollo neoplásico. 
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Este análisis cualitativo del estado de la metilación de los genes de interés se realizó en 

muestras de sangre periférica de voluntarias sanas y enfermas, y de tejido mamario y tumoral 

de enfermas de cáncer de mama. A partir del ADN modificado se realizaron las 

amplificaciones específicas de alelo utilizando los cebadores (Tabla 5) y las condiciones de 

amplificación (Tabla 6) previamente estandarizadas en el laboratorio. Las amplificaciones se 

llevaron a cabo en  el termociclador C1000 (BioRad Laboratories) y en un volumen final de 

25 µL utilizando: 25 ng de ADN modificado, 0,4 mM dNTPs (Roche), 2,5 µl Buffer 10x 

(Roche), 0,8 pmoles/µl de cada cebador (“forward” y “reverse”), 1,25 U ADN polimerasa 

(Roche) y las cantidades de MgCl2 (Roche) indicadas en la Tabla 6. 

En todas las amplificaciones se incluyeron controles positivos de metilación y de no 

metilación y controles negativos. Como control positivo de metilación se utilizó ADN 

humano modificado 100% metilado (Qiagen). Dicho control se generó por metilación de 

todos los dinucleótidos CpG con la enzima metilasa Sss1 y la posterior modificación por 

bisulfito. Como control positivo de no metilación se utilizó ADN humano modificado 0% 

metilado (Qiagen). Por último, el control negativo contenía H2O “RNasa-free” en vez de 

ADN modificado. 10 µl de los productos amplificados fueron comprobados por electroforesis 

en geles del 2% de agarosa aplicando un voltaje de 80 V durante 30 minutos. La visualización 

de las secuencias de ADN amplificadas se consiguió por tinción con bromuro de etidio y por 

transiluminación con luz ultravioleta utilizando el sistema Gel Doc 2000 (BioRad 

Laboratories). Como criterio de validación de la correcta modificación del ADN se consideró 

necesaria la detección de los alelos no metilados tanto para el gen p16 como para RASSF1A. 

Una vez comprobada la detección de dichos alelos en cada muestra, se realizaron las 

amplificaciones del resto de genes del estudio.  

En el estudio en muestras experimentales, se determinó el estado de metilación de la región 

promotora del gen RASSF1A en muestras de tejido mamario y de tejido tumoral. El 

procedimiento fue el mismo que el empleado en el estudio en humanos. La validación de la 

correcta modificación por bisulfito sódico se realizó mediante la amplificación y posterior 

detección de banda de alelo no metilado de RASSF1A. Los cebadores y las condiciones 

utilizadas en la amplificación se detallan en las Tablas 5 y 6, respectivamente. 

 

 

 

 

 



MATERIAL Y MÉTODOS 

 103 

Tabla 5. Cebadores utilizados en el análisis por “MSP” en el estudio en humanos y en el modelo 
experimental. En la columna “ALELO”, “M” hace referencia a los cebadores utilizados para la detección del 
alelo metilado, y “U” los cebadores utilizados para la detección del alelo no metilado. En la columna 
“SECUENCIA DEL CEBADOR”, “F” hace referencia a los cebadores “forward” y “R” a los cebadores 
“reverse”, “REF.”: referencia bibliográfica de los cebadores utilizados. 

 

 GEN ALELO SECUENCIA DEL CEBADOR  (5′–3′) PRODUCTO 
(pb) 

REF. 

F-TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC 
M 

R-GACCCCGAACCGCGACCGTAA 
150 

F-TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT 
p16 

U 
R-CAACCCCAAACCACAACCATAA 

151 
[6209] 

F-GTTGGTATTCGTTGGGCGC 
M 

R-GCACCACGTATACGTAACG 
160 

F-GGTTGTATTTGGTTGGAGTG 
RASSF1A 

U 
R-CTACAAACCTTTACACACAACA 

180 
[6235] 

F-GAGAGGTTGTTGTTTAGCGG 
M 

R-CGCGCAATCGCAATTTTAAT 
F-TGGTAATGGAAAAGTGTGGGAA 

BRCA1 
U 

R-CCCATCCAAAAAATCTCAACAAA 

146 [6789] 

F-TCGAGAACGCGAGCGATTCG 
M 

R-GACCAATCCAACCGAAACGA 
145 

F-AACCAATCCAACCAAAACAA 
RARβ2 

U 
R-TTGAGAATGTGAGTGATTTGA 

146 
[6952] 

F-GATACGGTTTGTATTTTGTTCGC 
M 

R-CGAACGATTCAAAAACTCCAACT 
F-GGATATGGTTTGTATTTTGTTTGT 

ESR1 
U 

R-CAAACAATTCAAAAACTCCAACT 

123 [6202] 

F-TGATTGTCGTTCGTAGTACG 
M 

R-CGACAATTTAATAACACGCG 
F-TGATTGTTGTTTGTAGTATG 

PRB 
U 

R-CAACAATTTAATAACACACA 

220 [6202] 

F-TTCGAAGTTTATGGCGTTTC 
M 

R-TTATTTCCGCAATACGCGAC 
137 

F-TTGTAGAGGTGGTGTTGTTT 
NES1 

U 
R-CACACAATAAAACAAAAAACCA 

128 
[6791] 

F-GTAGGTGAATTTTTAGTTAATTAGCGGTAC 
M 

R-CCCATAACTAACCGAAAACGCCG 
209 

F-GTAGGTGAATTTTTAGTTAATTAGTGGTA 
CDH1 

U 
R-ACCCATAACTAACCAAAAACACCA 

211 
[6790] 

F-TTTCGGATGGGGTTGTTATCG 
TWIST1 M 

R-GACGAACGCGAAACGATTTC 
120 [7474] 

F-ATTTTATCGAATATTTTATTTTTCGG 
MASPINA M 

R- TAACTCACCTAAACAACACCGCC 
250 [7005] 

F-TAGGTTTCGAAGGCGGTGTA 
HLA-A M 

R-CCATAACGACCATCCTCGAC 
256 [7452] 

F-GTTGTAGTGTTGGGGTTT 

 
HUMANOS 

CXCL12 M 
R-AAACAAACAAAACTACA 

189 [7453] 

F-TTTGATCGGGTTATGTCGGC 
M 

R-GATAACCACGACCCGAAACG 
F-TTTGATTGGGTTATGTTGGT 

MODELO       
EXPERIMENTAL RASSF1A 

U 
R-AATAACCACAACCCAAAACA 

169 [6185] 
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Tabla 6. Condiciones de amplificación utilizadas en el análisis por “MSP” en el  estudio en humanos y en 
el modelo experimental.  Entre paréntesis se indica la concentración de MgCl2 empleada en la amplificación 
de cada gen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p16 METILADO HUMANO 

(2 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 95ºC 30 seg. 

Hibridación 64ºC 30 seg. 

Elongación 

37X 

72ºC 30 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 4 min. 

 

p16 NO METILADO HUMANO 

(2 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 95ºC 30 seg. 

Hibridación 59ºC 30 seg. 

Elongación 

35X 

72ºC 30 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 4 min. 

 
RASSF1A METILADO HUMANO 

(2 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 95ºC 30 seg. 

Hibridación 56ºC 55 seg. 

Elongación 

37X 

72ºC 30 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 7 min. 

 

RASSF1A NO METILADO HUMANO  

 (2 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 95ºC 30 seg. 

Hibridación 54ºC 55 seg. 

Elongación 

37X 

72ºC 30 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 7 min. 

 

BRCA1 METILADO HUMANO 

(2 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 95ºC 30 seg. 

Hibridación 61ºC 55 seg. 

Elongación 

38X 

72ºC 30 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 10 min. 

 

BRCA1 NO METILADO HUMANO 

(2 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 94ºC 30 seg. 

Hibridación 55ºC 30 seg. 

Elongación 

37X 

72ºC 30 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 10 min. 

 
RARβ2 METILADO HUMANO 

(2,5 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 95ºC 45 seg. 

Hibridación 55ºC 45 seg. 

Elongación 

37X 

72ºC 45 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 5 min. 

 

RARβ2 NO METILADO HUMANO 

(2,5 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 95ºC 45 seg. 

Hibridación 52ºC 45 seg. 

Elongación 

37X 

72ºC 45 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 5 min. 
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Tabla 6. Condiciones de amplificación utilizadas en el análisis por “MSP” en el  estudio en humanos y en 
el modelo experimental.  Entre paréntesis se indica la concentración de MgCl2 empleada en la amplificación 
de cada gen  (continuación).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESR1 METILADO HUMANO 

(2,3 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 95ºC 30 seg. 

Hibridación 54ºC 45 seg. 

Elongación 

37X 

72ºC 45 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 8 min. 

 

ESR1 NO METILADO HUMANO 

(2 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 95ºC 30 seg. 

Hibridación 50ºC 45 seg. 

Elongación 

37X 

72ºC 60 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 8 min. 

 
PRB METILADO HUMANO 

(2 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 95ºC 30 seg. 

Hibridación 55ºC 45 seg. 

Elongación 

37X 

72ºC 45 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 10 min. 

 

PRB NO METILADO HUMANO 

(2 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 95ºC 30 seg. 

Hibridación 55ºC 45 seg. 

Elongación 

37X 

72ºC 45 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 10 min. 

 
NES1 METILADO HUMANO 

(2,5 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 95ºC 60 seg. 

Hibridación 54ºC 60 seg. 

Elongación 

40X 

72ºC 60 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 10 min. 

 

NES1 NO METILADO HUMANO 

(2,5 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 95ºC 30 seg. 

Hibridación 55ºC 30 seg. 

Elongación 

37X 

72ºC 45 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 4 min. 

 
CDH1 METILADO HUMANO 

(2 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 95ºC 30 seg. 

Hibridación 59ºC 45 seg. 

Elongación 

37X 

72ºC 45 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 10 min. 

 

CDH1 NO METILADO HUMANO 

(2 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 95ºC 30 seg. 

Hibridación 59ºC 45 seg. 

Elongación 

37X 

72ºC 45 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 10 min. 
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Tabla 6. Condiciones de amplificación utilizadas en el análisis por “MSP” en el  estudio en humanos y en 
el modelo experimental.  Entre paréntesis se indica la concentración de MgCl2 empleada en la amplificación 
de cada gen  (continuación).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MASPINA METILADO HUMANO 

(2 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 94ºC 60 seg. 

Hibridación 52ºC 60 seg. 

Elongación 

37X 

72ºC 60 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 7 min. 

 

HLA-A METILADO HUMANO 

(2 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 95ºC 30 seg. 

Hibridación 59ºC 30 seg. 

Elongación 

40X 

72ºC 30 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 5 min. 

 

TWIST1 METILADO HUMANO 

(3 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 94ºC 30 seg. 

Hibridación 55ºC 30 seg. 

Elongación 

40X 

72ºC 30 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 5 min. 

 

CXCL12 METILADO HUMANO 

(2,5 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 94ºC 45 seg. 

Hibridación 57ºC 45 seg. 

Elongación 

40X 

72ºC 45 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 5 min. 

 

RASSF1A NO METILADO RATA 

(2 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 95ºC 45 seg. 

Hibridación 57ºC 45 seg. 

Elongación 

38X 

72ºC 45 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 10 min. 

 

RASSF1A METILADO RATA 

(2 mM  MgCl2) 

ETAPA CICLOS Tª TIEMPO 

Activación Taq pol. 1X 95ºC 5 min. 

Desnaturalización 95ºC 45 seg. 

Hibridación 60ºC 45 seg. 

Elongación 

38X 

72ºC 45 seg. 

Extensión final 1X 72ºC 10 min. 
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1.3.2. Análisis semi-cuantitativo del estado de metilación del ADN por COBRA 

(“COmbined Bisulfite Restriction Assay”) 

 

El análisis del estado de metilación gen-específico del ADN se amplió utilizando la técnica 

semi-cuantitativa “COBRA”, basada en la combinación de la amplificación por PCR y la 

digestión de su producto con enzimas de restricción ([6255]). La determinación se realizó a 

partir de ADN modificado con bisulfito. No obstante, a diferencia de la técnica “MSP”, los 

cebadores utilizados en la reacción de PCR no contienen dinucleótidos CpG y, por tanto, la 

amplificación es independiente del estado de metilación de las secuencias. Los productos 

amplificados son posteriormente digeridos mediante enzimas de restricción cuyas dianas 

contienen dinucleótidos CpG. De esta manera, si las citosinas de la diana están metiladas 

permanecen como citosinas tras la modificación por bisulfito y, por tanto, se produce la 

digestión del fragmento. Sin embargo, si las citosinas de la diana no están metiladas, tras la 

acción del bisulfito se amplifican como timinas y la diana de restricción se pierde. El 

porcentaje de metilación se obtiene calculando la ratio entre el ADN digerido y el total de 

ADN sometido a digestión.  

En el estudio en humanos, se determinó mediante “COBRA” la metilación del gen 

RASSF1A y ESR1 en muestras de ADN modificado por bisulfito de sangre periférica de 

voluntarias sanas y enfermas, y de tejido mamario y tumoral de enfermas de cáncer de mama.  

 

Gen RASSF1A humano 

La determinación del estado de metilación de RASSF1A se realizó como describió Peters I. 

y colaboradores ([7517]), con modificaciones en cuanto a las condiciones de la amplificación 

por PCR. Dicha amplificación consistió en dos rondas de PCR, que permitieron amplificar 

una secuencia de 205 pb situada en la región promotora del gen RASSF1A humano y próxima 

a la secuencia analizada por “MSP”.  Las secuencias del gen RASSF1A amplificadas en las 

rondas de PCR así como los cebadores empleados se muestran en la Figura 18.   
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5’-GTTTTTGTAGTTTAATGAGTTTAGGTTTTTT̂TGATATGGTTTGGTTGGGTTTGTGTTTTGTT 

GGTTTTGGGTGTTAGTAAGTGTGGGTTGGGTGGGGTTATAGGGTGGGTTT^TGATTTTAGTGTTTT 

TTTTAGGATTTAGATTGGGTGGTGGGAAGGAGTTGAGGAGAGTTGTGTAATGGAAATTTGGGTGTA 

GGGATTGTGGGGTTTGAAGGTGGGGTTGGGTGTGTTTTTGTAGAGTTTTTTTTGTTTTGTTTTTTT 

TTTTTTTTTTTGTTTTTTTTTTATATTTTATTTTGGATGGTTATAATGATGGTGATTGTAAAGTAT 

TATGTGGAGATATTTGTGTTTTTGGAGGTTAGTTTTATTGTGTTAGAGGAAGAGGGT-3’ 

 

Cebador “Forward”: 5’-GTTTTGGTAGTTTAATGAGTTTAGGTTTTTT-3’ 

Cebador “Reverse 1”: 5’-ACCCTCTTCCTCTAACACAATAAAACTAACC-3’ 

Cebador “Reverse 2”: 5’-CCCCACAATCCCTACACCCAAAT-3’ 

T^TGA: Lugar de restricción en el alelo metilado (Diana enzimática: T^CGA). 

 
Figura 18. Secuencia modificada por bisulfito (considerando el alelo no metilado) de la 
región promotora del gen RASSF1A  amplificada por PCR en la técnica “COBRA” en el 
estudio en humanos. 

 

La primera ronda de amplificación se realizó a partir de 25 ng de ADN modificado con 2,5 

µl Buffer 10x (Roche), 2,5 mM MgCl2 (Roche), 0,4 mM dNTPs (Roche), 0,8 pmoles/µl de 

cada cebador (“Forward” y “Reverse 1”) y 1,25 U ADN polimerasa (Roche), llevado a un 

volumen final de 25 µl. Las amplificaciones se llevaron a cabo en  el termociclador C1000 

(BioRad Laboratories) y las condiciones establecidas fueron: activación de la Taq polimerasa 

(95ºC durante 5 minutos), 38 ciclos de desnaturalización (94ºC durante 45 segundos), 

hibridación (54ºC durante 45 segundos) y elongación (72ºC durante 45 segundos) y una etapa 

final de extensión (72ºC durante 5 minutos). Para realizar la segunda ronda de amplificación, 

se partió de 1 µl de producto amplificado, 0,8 pmoles/µl de cada cebador (“Forward” y 

“Reverse 2”) y el resto de reactivos en las cantidades anteriormente indicadas, llevado a un 

volumen final de 25 µl. Las condiciones de la segunda ronda fueron: activación de la Taq 

polimerasa (95ºC durante 5 minutos), 38 ciclos de desnaturalización (94ºC durante 45 

segundos), hibridación (55ºC durante 45 segundos) y elongación (72ºC durante 45 segundos) 

y una etapa final de extensión (72ºC durante 5 minutos). 

En todas las amplificaciones se incluyeron controles con diferente porcentaje de metilación 

(100%, 50%, 25%, 10% y 0%) y preparados a partir de ADN control 100% metilado y ADN 

control no metilado (0% metilado) (Qiagen). También se incluyó un control negativo sin 

ADN modificado. La especificidad de la segunda ronda de amplificación se comprobó por 

electroforesis en geles del 2% de agarosa utilizando 2 µl del producto amplificado de cada una 

de las muestras, tal y como se ha descrito anteriormente.  
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Una vez comprobada la amplificación, los productos de PCR obtenidos en la segunda 

ronda fueron sometidos a digestión enzimática empleando la enzima TaqαI (New England 

Biolabs®) cuya diana de restricción es 5’-T^CGA-3’ y que se encuentra por duplicado en la 

secuencia amplificada (Figura 18). La reacción de digestión se realizó con 10 µl del producto 

amplificado, 3 µl NEBuffer 10x (New England Biolabs®), 10 U TaqαI (New England 

Biolabs®) y H2O “RNasa-free” hasta un volumen final de 30 µl, en el termociclador Techno 

(Progene) a 65ºC durante 4 horas. Finalmente, 15 µl  del producto digerido y 1,6 µl de tampón 

de carga de ADN (30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol) se sometieron a una 

electroforesis en gel del 12% de poliacrilamida a 80 V durante 2 horas y 15 minutos, 

utilizando como tampón de electroforesis TBE 1X (89 mM TRIS-borato, 2 mM EDTA 

pH8,0). Al finalizar la electroforesis, el gel se tiñó con bromuro de etidio al 0,1% durante 15 

minutos y la visualización de las bandas obtenidas se realizó mediante el sistema Gel Doc 

2000 (BioRad Laboratories) tras iluminar el gel con luz ultravioleta. Se utilizó el programa 

Quantity One™ (BioRad Laboratories) para la cuantificación densitométrica de dichas bandas. 

La digestión del fragmento de 205 pb resultó en un patrón de bandas de 174 pb, 112 pb, 93 pb, 

81 pb y 31 pb. El grado de metilación del gen RASSF1A se obtuvo a partir del valor 

densitométrico de las bandas digeridas (174 pb + 112 pb + 93 pb + 81 pb + 31 pb) en relación 

al total (205 pb + 174  pb + 112 pb + 93 pb + 81 pb + 31 pb). Los controles de distinto grado 

de metilación (100%, 50%, 25%, 10% y 0%) sirvieron de método de validación de la correcta 

digestión enzimática, dado que el porcentaje de metilación teórico coincidió con el porcentaje 

obtenido por densitometría.  

 

Gen ESR1 humano 

Respecto a la determinación del estado de metilación de ESR1, ésta se realizó según 

Tominaga K. y colaboradores ([7450]). De este modo, se determinó el grado de metilación de 

una secuencia de 206 pb situada en la región promotora del gen ESR1 y que incluía la 

secuencia analizada por “MSP”, como se muestra en la Figura 19.  
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5’-GGTTTTTGAGTTTTTTGTTTTGTGGGGATATGGTTTGTATTTTGTTTG^TGGTTATGGATTA 

TGATTATGATTTTTTATATTAAAGTATTTGGGATGGTTTTATTGTATTAGATTTAAGGGAATGAG 

TTGGAGTTTTTGAATTGTTTGTAGTTTAAGATTTTTTTGGAGTGGTTTTTGGGTGAGGTGTATTT 

GGATAGTAGTAAGTT-3’     

                          
Cebador “Forward” COBRA: 5’-GGTTTTTGAGTTTTTTGTTTTG-3’ 

Cebador “Reverse” COBRA: 5’-AACTTACTACTATCCAAATACACCTC-3’ 

TG^TG: Lugar de restricción en el alelo metilado (Diana enzimática: CG^CG). 

Cebador “Forward” MSP: 5’-GATACGGTTTGTATTTTGTTCGC-3’ 

Cebador “Reverse” MSP: 5’-CGAAGACTTCAAAAACTCCAACT-3’ 

 
Figura 19. Secuencia modificada por bisulfito (considerando el alelo no metilado) de la 
región promotora del gen ESR1 amplificada por PCR en la técnica “COBRA” en el 
estudio en humanos. 

 

La amplificación se realizó a partir de 25 ng de ADN modificado con 2,5 µl Buffer 10x 

(Roche), 2,5 mM MgCl2 (Roche), 0,4 mM dNTPs (Roche), 0,8 pmoles/µl de cada cebador 

(“forward” y “reverse”) y 1,25 U ADN polimerasa (Roche), llevado a un volumen final de 

25 µl. Para ello, se utilizó el termociclador  C1000 (BioRad Laboratories), y las condiciones 

de amplificación fueron: activación de la Taq polimerasa (95ºC durante 10 minutos), 40 

ciclos de desnaturalización (94ºC durante 30 segundos), hibridación (55ºC durante 60 

segundos) y elongación (72ºC durante 60 segundos) y una etapa final de extensión (72ºC 

durante 10 minutos). Asimismo, se incluyeron controles de distinto grado de metilación 

(100%, 50%, 25%, 10% y 0%) y controles negativos.  

Una vez finalizada la PCR, se comprobó la especificidad de la amplificación por 

electroforesis en geles del 2% de agarosa utilizando 2 µl del producto de cada una de las 

muestras, siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Seguidamente, se realizó una 

purificación de las secuencias amplificadas mediante el kit “Illustra GFX PCR DNA and Gel 

Band Purification” (GE Healthcare Life Sciences) utilizando columnas GFX. Los productos 

amplificados y purificados fueron sometidos a digestión enzimática empleando la enzima 

BstUI (New England Biolabs®) cuya diana de restricción es 5’-CG^CG-3’, que está presente 

en la secuencia de 206 pb amplificada y que da como resultado dos fragmentos de 158 pb y 

48 pb (Figura 19). La reacción de digestión incluyó 10 µl del producto amplificado, 3 µl 

NEBuffer 10x (New England Biolabs®), 20 U BstUI (New England Biolabs®) y H2O “RNasa-

free” hasta un volumen final de 30 µl. Dicha digestión se realizó en el termociclador Techno 

(Progene) a 60ºC durante 4 horas. Los productos digeridos se sometieron a una electroforesis 

en gel del 12% de poliacrilamida a 80V durante 2 horas. Los geles se tiñeron con bromuro de 
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etidio al 0,1% y la visualización de las bandas obtenidas permitió realizar el posterior análisis 

densitométrico. En este caso, el grado de metilación del gen ESR1 se obtuvo a partir del valor 

densitométrico de las bandas digeridas (158 pb + 48 pb) en relación al total (206 pb + 158 pb 

+ 48 pb).  

 

 

1.3.3. Análisis cuantitativo del estado de metilación del ADN por pirosecuenciación 

 

La determinación cuantitativa del estado de metilación gen-específica se realizó mediante 

la amplificación por PCR de secuencias ricas en dinucleótidos CpG, presentes en regiones 

promotoras de los genes en estudio, y su posterior determinación del estado de metilación por 

pirosecuenciación.  

En el estudio en humanos se determinó de forma cuantitativa la metilación de regiones 

promotoras de los genes BRCA1, ESR1 y RASSF1A. Para ello, se analizaron muestras 

humanas de sangre periférica tanto de voluntarias sanas como de pacientes, y de tejido 

mamario y tumoral de pacientes con cáncer de mama. Por lo que respecta al estudio en el 

modelo experimental, se determinó el estado de metilación de los genes RASSF1A y TIMP3 

en muestras de tejido mamario y tumoral.  

 

Gen BRCA1 humano 

En el caso del gen BRCA1 se amplificó una secuencia de 205 pb utilizando cebadores 

previamente descritos (Figura 20) ([8457], [8458]). La amplificación se realizó en un 

volumen final de 25 µL con 25 ng de ADN modificado, 0,4 mM dNTPs, 2 mM MgSO4, 1 

pmol/µl de cada cebador (“forward” y “reverse”),  1X High Fidelity PCR Buffer, y 1U de 

Platinum
®

 Taq High Fidelity (Life Technologies). En todas las rondas de amplificación, se 

añadieron controles negativos que contenían H2O “RNasa-free” en vez de ADN modificado. 

Dichas amplificaciones se llevaron a cabo en el termociclador C1000™ (BioRad Laboratories) 

y las condiciones establecidas fueron: activación de la Taq polimerasa (95ºC durante 5 

minutos), 45 ciclos de desnaturalización (94ºC durante 45 segundos), hibridación (55ºC 

durante 45 segundos) y elongación (72ºC durante 45 segundos) y una etapa final de extensión 

(72ºC durante 5 minutos). La especificidad de la amplificación se comprobó por electroforesis 

de 2 µl de muestra en geles del 2% de agarosa mediante tinción con bromuro de etidio, y la 

visualización por transiluminación con luz ultravioleta utilizando el sistema Gel Doc 2000 

(BioRad Laboratories). Una vez comprobada la amplificación, se procedió a la determinación 
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del estado de metilación de 6 posiciones CpG del fragmento amplificado mediante 

pirosecuenciación, proceso realizado en el “Centre de Recerca en Agrigenòmica” (CRAG) de 

la Universidad Autónoma de Barcelona, utilizando el pirosecuenciador PSQ HS 96 (Biotage 

Inc.). A partir del pirograma resultante se calculó el porcentaje de la cantidad de citosina (C) 

relativa a la suma de cantidades de citosina y timina (T) de cada posición CpG. El promedio 

de las cantidades relativas de C en las 6 posiciones se utilizó como nivel de metilación de 

BRCA1 para cada muestra analizada.  

 
5’-ATTTAGAGTAGAGGGTGAAGGTTTTTTGAGTGTAGGGGTTTAGTTATTTGAGAAATTTTATAGTTTG 

TTTTTTGTTTAGGAAGTTTTAGTGAGTTTATGTTGTGTAGTTGTAGTTTTAATTTATTTGTAATTTTTGT

GTTTTTTTGTTGTTATGGAAATTAAGGGGTTATTGTTAAGTAGTAGTTTTTTAGAATATGAAATTAAGGT

ATAATTAGAGGATGGGAGGGATAGA- 3’ 

 
Cebador “Forward”: 5’-ATTTAGAGTAGAGGGTGAAGG-3’  

Cebador “Reverse”: 5’- [bio]-  TCTATCCCTCCCATCCTCTAATT-3’ 

Cebador de secuenciación: 5’-TTGAGAAATTTTATAGTTTGTTTT-3’  

Posiciones CpG analizadas: T  
 

Figura 20. Secuencia modificada por bisulfito (considerando el alelo no metilado) de la región 
promotora del gen BRCA1 amplificada por PCR y analizada por pirosecuenciación en el 
estudio en humanos. 

 

Gen ESR1 humano 

Por lo que respecta a la determinación de la metilación del gen ESR1, también se 

emplearon cebadores utilizados en trabajos publicados por otros autores ([8459]), que 

permitieron amplificar una secuencia de 125 pb presente en la región promotora de dicho gen, 

de la que se analizaron 3 posiciones CpG susceptibles a metilación (Figura 21). Tanto las 

condiciones de amplificación por PCR como el procedimiento seguido, fueron idénticos al 

descrito anteriormente para el gen BRCA1 humano.  

 
5’-TGTGTTTTTTTTTTAGGTGGTTTGTTGGTTTTTGAGTTTTTTGTTTTGTGGGGATATGGTTT 

GTATTTTGTTTGTGGTTATGGATTATGATTATGATTTTTTATATTAAAGTATTTGGGATGGTT- 3’ 

 
Cebador “Forward”: 5’-TGTGTTTTTTTTTTAGGTGG-3’   

Cebador “Reverse”: 5’- [bio]-  AACCATCCCAAATACTTTAATA-3’ 

Cebador de secuenciación: 5’-GGATACGGTTTGTATTTTG-3’ 

Posiciones CpG analizadas: T  
 
Figura 21. Secuencia modificada por bisulfito (considerando el alelo no metilado) de la región 
promotora del gen ESR1 amplificada por PCR y analizada por pirosecuenciación en el 
estudio en humanos. 
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Gen RASSF1A humano 

Debido a las dificultades técnicas para estandarizar la pirosecuenciación del gen RASSF1A 

mediante el uso de cebadores publicados en fuentes bibliográficas, se decidió emplear 

cebadores comerciales. De este modo, se utilizó el kit “Hs_RASSF1_01_PM PyroMark CpG 

Assay” (Qiagen) que permitió determinar la metilación de 6 posiciones CpG de una secuencia 

amplificada de 183 pb, presente en la región promotora del gen RASSF1A (Figura 22). Las 

secuencias se amplificaron en un volumen final de  25 µL utilizando 25 ng de ADN 

modificado con 0,4 mM dNTPs, 2 mM MgSO4, 1X PCR Primer Set y 1U de Platinum
®

 Taq 

High Fidelity (Life Technologies). Las condiciones establecidas fueron: activación de la Taq 

polimerasa (95ºC durante 5 minutos), 45 ciclos de desnaturalización (94ºC durante 45 

segundos), hibridación (55ºC durante 45 segundos) y elongación (72ºC durante 45 segundos) 

y una etapa final de extensión (72ºC durante 5 minutos). Tanto la comprobación de la 

amplificación como la pirosecuenciación fueron realizadas tal y como se ha descrito para el 

gen BRCA1 humano. 

 

       5’-GGTAGTGTAGTTGTTGCGGGTTAAGTTGTGGT-3’  

    Posiciones CpG analizadas: T 

 
Figura 22. Secuencia modificada por bisulfito (considerando el alelo 
no metilado) de la región promotora del gen RASSF1A analizada por 
pirosecuenciación en el estudio en humanos. 

 

Gen RASSF1A de rata 

Por lo que respecta a este gen, no se encontraron comercializados cebadores para genoma 

de rata, por lo tanto, se empleó el kit para genoma de ratón “Mm_Rassf1_02_PM PyroMark 

CpG Assay” (Qiagen), dado que la región amplificada con estos cebadores estaba altamente 

conservada en el genoma de rata. De esta forma, se amplificó por PCR una secuencia de 73 pb 

y se analizaron por pirosecuenciación 3 posiciones CpG susceptibles a metilación (Figura 23). 

La amplificación por PCR se realizó en un volumen final de 25 µL utilizando 25 ng de ADN 

modificado con 0,4 mM dNTPs, 2 mM MgSO4, 1X PCR Primer Set y 1U de Platinum
®

 Taq 

High Fidelity (Life Technologies). Las condiciones establecidas para la amplificación fueron: 

activación de la Taq polimerasa (95ºC durante 5 minutos), 45 ciclos de desnaturalización 

(94ºC durante 45 segundos), hibridación (55ºC durante 45 segundos) y elongación (72ºC 

durante 45 segundos) y una etapa final de extensión (72ºC durante 5 minutos). La 
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comprobación de la amplificación así como la pirosecuenciación fueron realizadas tal y como 

se ha descrito para el gen BRCA1 humano. 

 
5’-  TGTATATGTGGTGTGA-3’ 

Posiciones CpG analizadas: T   

 
Figura 23. Secuencia modificada por bisulfito (considerando el alelo no 
metilado) de la región promotora del gen RASSF1A analizada por 
pirosecuenciación en el estudio en el modelo experimental. 

 

Gen TIMP3 de rata 

Por último, para el análisis de la metilación del gen TIMP3 en muestras de rata, se empleó 

el kit “Rn_Timp3_06_PM PyroMark CpG Assay” (Qiagen), con el que se amplificó una 

secuencia de 165 pb de la región promotora. Su posterior pirosecuenciación permitió analizar 

6 posiciones CpG susceptibles a metilación (Figura 24). Las condiciones empleadas en la 

amplificación por PCR, la comprobación y la pirosecuenciación fueron idénticas a las 

anteriormente detalladas para el estudio del gen RASSF1A de rata.  

 
5’-TTTGGTGGGATGTGATTAAGTGGTTAAGGGTGTTTGGTGTATGAGTTTGTGGA-3’ 

Posiciones CpG analizadas: T 

  
Figura 24. Secuencia modificada por bisulfito (considerando el alelo no 
metilado) de la región promotora del gen TIMP3 analizada por 
pirosecuenciación en el estudio en el modelo experimental. 

 

 

 

2. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 

2.1. Extracción y purificación de ARN total 
 

La manipulación de ARN requiere la adopción de una serie de precauciones a fin de evitar 

su degradación por la actividad de las ribonucleasas (RNasas), que podrían tener tanto un 

origen endógeno (de la propia muestra) como exógeno (contaminación por parte de los 

investigadores, de las soluciones y/o del material). Por ello, se tomó especial precaución en 

conseguir y mantener un ambiente libre de RNasas (“RNasa-free”). Así, se trabajó siempre 

con guantes y éstos fueron sustituidos frecuentemente. Además, los reactivos y el material 
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para la manipulación del ARN fueron marcados y guardados por separado. A su vez, el 

material metálico y de vidrio se trató con calor, incubándolo a +200ºC entre 12-14 horas. Por 

último, las superficies de trabajo y las pipetas automáticas utilizadas fueron tratadas con 

solución inhibidora de RNasas (“RNasa Away”-Molecular BioProducts-). 

En el estudio en el modelo experimental, la extracción de ARN total a partir de tejido 

tumoral, se realizó siguiendo el procedimiento del kit “RNeasy Tissue” (Qiagen), basado en la 

unión del ARN a una membrana de partículas de sílica en presencia de una elevada 

concentración de sales. Se pesaron 30 mg de tejido 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 

11.000 g, el ARN quedó en la fase acuosa, mientras que el ADN y las proteínas quedaron 

retenidas en la interfase y en la fase orgánica. El ARN se unió a una membrana de sílica y se 

lavó con diferentes soluciones provistas por el kit. Finalmente, se recuperó por elución con 

agua 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 

kit “RNeasy Lipid Tissue” (Qiagen), indicado para tejidos con un elevado contenido lipídico. 

Este procedimiento utiliza una solución de lisis monofásica de fenol y tiocianato de guanidina, 

diseñado para facilitar la lisis del tejido adiposo e inhibir RNasas. Se utilizaron 50 mg de 

tejido mamario pulverizado y se procedió a la extracción del ARN según se ha descrito 

anteriormente. 

La integridad del ARN extraído se comprobó por electroforesis en geles de agarosa al 2% 

y la cuantificación y pureza de dicho ARN se determinó a partir de 2 µl de muestra utilizando 

el espectrofotómetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific), tal y como ya ha sido descrito 

(apartado 1.1.1 de esta sección).  

 

 

2.2. 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 tiene lugar 

la amplificación y cuantificación del ADN 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 
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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 resultante fue diluido a una concentración de 25 ng/µl y, posteriormente, 

almacenado a -20ºC. 

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 realizó el análisis de expresión mediante la metodología TaqMan® (Applied Biosystem). 

Se amplificaron 25 ng de ADNc utilizando la mezcla de reactivos “TaqMan Universal PCR 

Master Mix” (Applied Biosystem) y el ensayo TaqMan® apropiado (Tabla 7) en un volumen 

final de 25 µl. Cada ensayo contiene los cebadores y una sonda marcada fluorescentemente, 

específica para el gen de estudio. Todas las muestras fueron amplificadas por duplicado en un 

equipo MyiQ5-iCycler (BioRad Laboratories) con el siguiente programa: 1 ciclo de +95ºC 

durante 10 minutos, 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 7.  Ensayos TaqMan® utilizados en el estudio de la expresión génica mediante “Real-Time 
PCR”. 
 

Símbolo del gen Nombre Ref. TaqMan® 

   

Cdkn2c Cyclin-dependent kinase inhibitor 2C (p18, inhibits CDK4) Rn00590868_m1 

Rassf1a Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 1 Rn01445298_m1 

Timp3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 Rn00441826_m1 

Dnmt1 DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1 Rn00709664_m1 

Dnmt3a DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 alpha Rn01469994_g1 

Dnmt3b DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta Rn01536419_m1 

Hprt1 Hypoxanthine- guanine phosphoribosyltransferase 1 Rn01527840_m1 
   

 

 

3. ESTUDIO DE PROTEÍNAS 

 
3.1. Determinación de la actividad enzimática ADN metiltransferasa 
 
3.1.1. Obtención y cuantificación de extractos proteicos nucleares 
 

En el estudio en muestras experimentales, la obtención de extractos proteicos nucleares de 

tejido glandular mamario y tumoral se realizó mediante el kit “EpiQuik™ Nuclear 

Extraction” (Epigentek). A partir de 25 mg de tejido pulverizado, se realizó una pre-lisis de la 

muestra añadiendo 5 ml/g de tampón pre-extracción NE1 (1x) con 5 µl/g de DTT. 

Seguidamente, se disgregó el tejido con la ayuda de un émbolo de homogeneización manual y 

manteniendo en todo momento la muestra en contacto con hielo. Una vez homogeneizado, el 

tejido fue incubado en hielo durante 15 minutos y centrifugado a 12000 rpm a +4ºC durante 

10 minutos. El “pellet” celular fue resuspendido en 2 volúmenes de tampón de extracción que 

contenía DTT y PIC (“Protease Inhibitor Cocktail” 1000x) en una relación 1/1000. A 

continuación, la suspensión celular obtenida se incubó en contacto con hielo durante 15 

minutos. Con el fin de incrementar el rendimiento de la extracción, se sonicó la muestra 

durante 10 segundos a potencia media un total de 3 veces, utilizando el sonicador “Ultrasonic 

Homogenizer 3000” (Biologics Inc.) y manteniendo la muestra en todo momento en hielo. 

Por último, se realizó una centrifugación a 13200 rpm durante 10 minutos a +4ºC, 

conservando a -80ºC el sobrenadante obtenido. 

La cuantificación proteica de los extractos nucleares obtenidos se realizó mediante el 

método de “Lowry”, utilizando el kit comercial “DC™ Protein Assay II” (BioRad 



MATERIAL Y MÉTODOS 

 118 

Laboratories). El procedimiento requirió la dilución apropiada de las muestras en tampón de 

extracción que contenía DTT y PIC en una relación 1/1000. A su vez, fue necesaria la 

preparación de un banco de diluciones de Albúmina Sérica Bovina (BSA) diluida en el mismo 

tampón de extracción, dado que éste presentaba absorbancia a 750 nm. Debido a la presencia 

de detergente en el tampón de extracción, se preparó reactivo A’ formado por los reactivos A 

y S del kit, añadiéndose 20 µl de reactivo S por cada mililitro de reactivo A. Se realizaron 

duplicados de los extractos diluidos, de las distintas diluciones de BSA (2 mg/ml, 1.5 mg/ml, 

0.75 mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.25 mg/ml y 0.125 mg/ml), así como del blanco formado por tampón 

de extracción con DTT y PIC. A 5 µl de cada muestra se le añadieron 25 µl de reactivo A’ y 

200 µl de reactivo B. Tras 15 minutos de incubación a temperatura ambiente, se procedió a la 

lectura de la absorbancia a 750 nm. A partir de las absorbancias del banco de diluciones de 

BSA se obtuvo la recta patrón, empleada para calcular la concentración proteica de cada una 

de las muestras. Las diluciones cuantificadas de los extractos nucleares se alicuotaron y se 

guardaron a -80ºC hasta su posterior utilización. 

 

 

3.1.2. Determinación de la actividad ADN metiltransferasa 
 

La determinación de la actividad ADN metiltransferasa total, de mantenimiento y de novo, 

se realizó en muestras experimentales de tejido glandular mamario y tumoral mediante un 

ensayo inmunoenzimático y colorimétrico con el kit “EpiQuik™ DNMT Activity/Inhibition 

Assay Ultra Kit” (Epigentek). Se realizó en placas de 96 pocillos, en la base de los cuales se 

encontraba unido ADN rico en citosinas metilables. En cada placa se realizaron duplicados de 

las muestras analizadas, así como duplicados de controles positivo y negativo. Así, 5 µg de 

cada extracto proteico nuclear fueron llevados a un volumen final de 50 µl con tampón MU3 

que contenía el donador de grupos metilos (Adomet). En los pocillos de control positivo se 

añadió 1µl de tampón MU4 (enzima con actividad ADN metiltransferasa de mantenimiento y 

de novo) y 49 µl de tampón MU3. Mientras que en los pocillos de control negativo 

únicamente se añadieron 50 µl de tampón MU3. Una vez cargada la placa, ésta se incubó a 

37ºC durante 2 horas, período en el que tiene lugar la reacción enzimática donde las ADN 

metiltransferasas incorporan covalentemente el grupo metilo del donador “Adomet” al 

sustrato adherido a la base de la placa. Posteriormente, los pocillos fueron lavados e 

incubados con 50 µl de tampón MU5 (anticuerpo anti-5metilcitosina en dilución 1:1000) en 

oscuridad a temperatura ambiente durante 1 hora. Tras realizar una serie de lavados, se añadió 
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a cada pocillo 50 µl de tampón MU6 (anticuerpo de detección en dilución 1:2000) y se incubó 

la placa en oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos. Tras lavar los pocillos, se 

añadió 50 µl de tampón MU7 (potenciador de señal), el cual también se mantuvo en oscuridad 

y a temperatura ambiente durante 30 minutos. Posteriormente, se lavaron los pocillos y se 

añadió 100 µl de tampón MU8 (solución de revelado) en oscuridad, incubándose la placa 

durante 5 minutos. Por último, se añadió 100 µl de tampón MU9 (solución de parada) y se 

realizó la lectura de la placa a 450 nm y a 655 nm (longitud de onda de referencia), calculando 

la diferencia entre ambas lecturas (D.O.450 – D.O.655) para cada condición. Se calculó la media 

de los valores de cada muestra así como de los controles, con el fin de aplicar la fórmula 

mostrada a continuación, donde la cantidad de proteína correspondía a 5 µg de extracto 

nuclear y el tiempo de incubación a 2 horas. 

 

 

 

 

 

 

3.2. Determinación de los niveles globales de modificaciones postraduccionales de 

histonas 

 
Se determinaron mediante Western Blot los niveles globales de modificaciones 

postraduccionales de la histona 4 (trimetilación de la lisina 20 -H4K20me3- y acetilación de 

la lisina 16 -H4K16ac-) así como de la histona 3 (dimetilación de la lisina 4 -H3K4me2- y 

trimetilación de la lisina 27 -H3K27me3-) en muestras experimentales de tejido glandular 

mamario y tumoral. En función del tejido y la proteína a detectar (Tabla 8), se prepararon 10-

50 µg de extracto proteico nuclear en un volumen final de 20 µl añadiendo “Laemmli Buffer” 

(BioRad Laboratories) con β-mercaptoetanol al 5% en proporción 1:1. Las proteínas fueron 

desnaturalizadas por tratamiento a +90-+100ºC durante 4 minutos y, posteriormente, 

separadas por electroforesis utilizando geles de poliacrilamida comerciales “AnyKD™ Mini-

Protean® TGX Stain-Free™ Precast Gels” (BioRad Laboratories) a 200 V durante 30 

minutos. Estos geles contienen un compuesto, que al ser activado durante 5 minutos con luz 

ultravioleta, reacciona con los residuos de triptófano presentes en las proteínas produciendo 

fluorescencia. Tras la electroforesis, se realizó la transferencia del gel a una membrana de 

PVDF empleando el sistema “Trans-Blot® Turbo™ Transfer System” durante 10 minutos a 

                                           
                                                (D.O. muestra – D.O. blanco) 
Actividad DNMT   =                                                                                    x 1000 
     (D.O./h/mg)              Cantidad Proteína (µg) x Tiempo Incubación (h) 
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2.5 V y 1.3 mA. Una vez finalizada, se captó la imagen de fluorescencia de las proteínas 

transferidas a la membrana con el sistema “ChemiDoc™ XRS+” (BioRad Laboratories), 

imagen necesaria para la posterior cuantificación proteica. Seguidamente, la membrana fue 

bloqueada durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitación, utilizando leche en polvo 

desnatada al 5% en TBS-T 0.1% (20 mM Tris-HCl, 137 mM NaCl, 1% Tween-20) ó BSA al 

5% en TBS-T 0.1%, en función de la proteína a detectar y se incubó con el anticuerpo 

primario específico (Tabla 8) durante 20 horas a +4ºC y en agitación. Tras realizar tres 

lavados en TBS-T 0.1% y en agitación durante 5 minutos cada uno de ellos, se incubó la 

membrana con la solución de anticuerpo secundario de conejo conjugado a peroxidasa 

(Sigma-Aldrich) en una dilución 1:3000, preparada con leche en polvo desnatada al 5% en 

TBS-T 0.1%, durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitación. Finalmente, se realizaron 

tres lavados de la membrana en TBS-T 0.1% y se procedió a la detección por 

quimioluminiscencia mediante el sistema “Luminata™ Forte Western HRP Substrate” 

(Millipore), y utilizando el aparato “ChemiDoc™ XRS+” acoplado al programa informático 

“Image Lab™ Software” version 5.1 (BioRad Laboratories), el cual permitió la cuantificación 

densitométrica de las bandas detectadas. Paralelamente a la cuantificación de las bandas de 

proteína específicas, el sistema cuantificó la cantidad total de proteína cargada en cada carril a 

partir de la imagen de fluorescencia de proteína total transferida a la membrana. Por otro lado, 

a fin de comparar entre membranas (inter-ensayo), en todos los geles se cargaron dos carriles 

de una muestra control, consistente en un “pool” de proteína generada a partir de todas las 

muestras de tejido glandular mamario ó de tejido tumoral. Así, los valores densitométricos de 

las proteínas específicas fueron relativizados a la carga proteica del carril y, posteriormente, al 

promedio de los dos carriles de la muestra control. Finalmente, los niveles globales de las 

modificaciones postraduccionales de histonas estudiadas (H3K4me2, H3K27me3, H4K20me3 

y H4K16ac) se expresaron de forma normalizada a la cantidad total de histona 3 ó histona 4, 

respectivamente. 
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Tabla 8. Anticuerpos primarios utilizados y condiciones de los ensayos 
Western Blot para la determinación de los niveles globales de 
modificaciones postraduccionales de histonas. (GM: glándula mamaria; T: 
tejido tumoral) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

C. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 
Dado que los datos de cáncer no siguen una distribución normal y las varianzas son 

heterogéneas, se aplicó una estadística no paramétrica en todo el estudio para dar 

homogeneidad a los análisis estadísticos. Los programas estadísticos empleados fueron el 

IBM SPSS Statistics 20 y el Deducer (R version 3.1.2). En todos los estudios el nivel de 

significación estadística se estableció en p<0.05. 

 

 

1. CARACTERIZACIÓN DE LOS SUJETOS DEL ESTUDIO EN HUMANOS 
 

Parámetros reproductivos, antropométricos y de estilo de vida 

La evaluación de las diferencias en cuanto a los parámetros reproductivos y de estilo de 

vida entre la población de voluntarias sanas y de enfermas se realizó, en el caso de las 

variables contínuas, mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para muestras 

independientes, mientras que para el análisis de las variables categóricas se utilizó la prueba 

de la ji-cuadrado (χ2). En ambos casos se empleó el programa estadístico “Deducer” (R 

version 3.1.2). 

 
Determinación de marcadores dietéticos de ingesta lipídica 

Los datos obtenidos en la determinación del perfil de ácidos grasos de la membrana de los 

eritrocitos fueron analizados mediante el test no paramétrico de Wilcoxon para la 

ANTICUERPO 
PRIMARIO 

CASA 
COMERCIAL 

PROTEÍNA (µg) 
      GM                  T 

DILUCIÓN 

     

H3K4me2 Abcam 50 20 1:1000 (leche) 

H3K27me3 Epigentek 50 20 1:1000 (BSA) 

H3 total Abcam 10 10 1:10000 (leche) 

H4K20me3 Abcam 25 10 1:5000 (leche) 

H4K16ac Abcam 50 20 1:5000 (leche) 

H4 total Abcam 25 10 1:5000 (leche) 
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comparación de dos muestras independientes. Por otro lado, la evaluación de la correlación 

existente entre estos datos y las variables nutricionales de los cuestionarios de frecuencia de 

consumo de alimentos se realizó mediante el coeficiente de correlación de Spearman (rho). En 

ambos análisis se utilizó el programa estadístico “Deducer” (R version 3.1.2). 

 

 

2. BIOQUÍMICA Y BIOLOGÍA MOLECULAR 
 

Datos cualitativos 

Se utilizó la prueba de la ji-cuadrado (χ2) para analizar los datos de la determinación de la 

metilación gen-específica por “MSP” tanto en el estudio en humanos como en muestras del 

modelo experimental. 

 
Datos cuantitativos 

En el estudio en humanos, el análisis de los resultados obtenidos en la determinación semi-

cuantitativa por “COBRA” se realizó mediante el test no paramétrico de la U de Mann-

Whitney utilizando el programa “IBM SPSS Statistics 20”. Por otro lado, los datos del 

análisis de la metilación global (LINE-1) y gen-específica (BRCA1, ESR1 y RASSF1A) por 

pirosecuenciación fueron analizados mediante el test no paramétrico de la suma de rangos de 

Wilcoxon para la comparación de dos muestras independientes, utilizando el programa 

estadístico “Deducer” (R version 3.1.2). Por último, el grado de asociación entre variables 

categóricas y datos cuantitativos se evaluó mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-

Wallis, y las correlaciones entre variables cuantitativas mediante el coeficiente de correlación 

de Spearman (rho), empleando en ambos casos el programa “Deducer” (R version 3.1.2). 

En el estudio en el modelo experimental, los resultados del análisis de la metilación global 

por “LUMA”, de la determinación de la actividad ADN metiltransferasa, de la 

pirosecuenciación de los genes RASSF1A y TIMP3, así como de las modificaciones 

postraduccionales de las histonas, fueron analizados mediante la prueba no paramétrica de 

Kruskal-Wallis realizada con el programa “Deducer” (R version 3.1.2). En cuanto a los datos 

del estudio de expresión génica, éstos fueron analizados mediante el test no paramétrico de la 

U de Mann-Whitney utilizando el programa “IBM SPSS Statistics 20”. Por último, se empleó 

el coeficiente de correlación de Spearman (rho) para correlacionar los datos moleculares entre 

sí, así como con los parámetros histopatológicos de los adenocarcinomas mamarios. 
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A. ESTUDIO EN HUMANOS 

 
Los resultados presentados en este apartado forman parte de un proyecto multicéntrico 

actualmente en curso, tanto a nivel de recopilación de datos clínicos y nutricionales como de 

obtención de muestras biológicas de voluntarias sanas y enfermas de cáncer de mama. A pesar 

de que en el momento actual las poblaciones aún no son homogéneas y hay que incrementar 

el número de efectivos, a continuación se mostrarán los datos obtenidos hasta el momento. 

 

 

1. CARACTERIZACIÓN DE LOS SUJETOS DE ESTUDIO: PARÁMETROS 
REPRODUCTIVOS Y ANTROPOMÉTRICOS 

 
Con el fin de caracterizar la población de voluntarias sanas y de enfermas de cáncer de 

mama se seleccionó, a parte de la edad, una serie de parámetros tanto reproductivos como 

antropométricos descritos como relevantes en dicho cáncer (Tabla 9). 

Por lo que respecta a la edad en el momento de la incorporación al estudio, se hallaron 

diferencias significativas entre ambas poblaciones, presentando las enfermas mayor edad 

(mediana: 55,5 años) que las sanas (44 años). Por otro lado, no se encontraron diferencias 

entre sanas y enfermas en cuanto a la edad de aparición de la menarquia. En relación al estado 

ovárico, se observaron diferencias significativas entre las dos poblaciones, siendo el 65,30% 

de las voluntarias sanas mujeres premenopáusicas, mientras que en las pacientes con cáncer 

de mama el estado ovárico más abundante fue el postmenopáusico (55,10%). En este sentido, 

la edad de aparición de la menopausia no fue un parámetro diferencial entre ambas 

poblaciones, correspondiendo a 50 años de mediana en sanas y a 51 años en enfermas. En 

cuanto a otros parámetros relacionados con la reproducción (número de embarazos, edad en la 

primera gestación y práctica de lactancia materna) no se hallaron diferencias con relevancia 

estadística entre la población de voluntarias sanas y de pacientes. Por último, los valores de 

los parámetros antropométricos de índice de masa corporal (IMC) y ratio cintura-cadera 

fueron superiores en las pacientes con cáncer de mama. 
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Tabla 9. Parámetros reproductivos y antropométricos de los sujetos de estudio 
en la población de voluntarias sanas y de enfermas de cáncer de mama. 

SANAS ENFERMAS p-value

EDAD (años) n 45 80 <0,001**

m 44 55,50

M 42,60 57,40

EDAD MENARQUIA (años) n 48 79 0,592

m 12 12

M 12,21 12,34

ESTADO OVÁRICO 0,002**

                  premenopáusicas n 32 27

% 65,30 34,60

                  perimenopáusicas n 1 8

% 2 10,30

                  postmenopáusicas n 16 43

% 32,70 55,10

EDAD MENOPAUSIA (años) n 16 47 0,243

m 50 51

M 49,94 49,55

NÚMERO EMBARAZOS n 49 81 0,654

m 1 1

M 1,22 1,40

EDAD PRIMERA GESTACIÓN (años) n 32 38 0,849

m 28 26

M 27,91 26,42

LACTANCIA MATERNA n 30 38 0,179

% 63,80 51,40

IMC (Kg/m2) n 24 58 <0,001**

m 23,58 26,12

M 23,26 27,8

RATIO CINTURA-CADERA n 24 58 0,001**

m 0,75 0,85
M 0,77 0,85

 
n: tamaño muestral, m: mediana, M: media,  %: porcentaje respecto al total de la 
población,  IMC: índice de masa corporal, **: diferencias significativas (p<0,05). 

 

 

2. CARACTERIZACIÓN DE LOS SUJETOS DE ESTUDIO: ESTILO DE VIDA 
 
La caracterización de los hábitos dietéticos y de estilo de vida se realizó mediante tres tipos 

de cuestionarios: de frecuencia de consumo de alimentos, de adherencia a la Dieta 

Mediterránea (ADM) y de actividad física (Tabla 10). En el caso de los cuestionarios de 

frecuencia de consumo de alimentos, se realizó una selección de las variables nutricionales 

más relevantes por su implicación tanto en cáncer de mama como a nivel epigenético. 
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Por lo que respecta al hábito tabáquico, no se hallaron diferencias significativas entre la 

población de voluntarias sanas y de enfermas de cáncer de mama, siendo la mayoría de ellas 

mujeres no fumadoras. En relación al consumo de alcohol, se obtuvieron diferencias cercanas 

a la significación entre ambas poblaciones, observándose en las mujeres sanas mayores 

valores de ingesta de alcohol (2,15 g/día) que en las enfermas (1,42 g/día).  La actividad física 

fue también más elevada en voluntarias sanas que en pacientes.  Por otro lado, el grado de 

adherencia a la Dieta Mediterránea en ambas poblaciones fue de 8 puntos sobre 14. 

 
 

 
Tabla 10. Características del estilo de vida de los sujetos de estudio en la población de 
voluntarias sanas y de enfermas de cáncer de mama. 

SANAS ENFERMAS p-value

HÁBITO TABÁQUICO 0,245

      No fumadoras n 29 55

% 59,20 69,60

      Ex-fumadoras n 7 12

% 14,30 15,20

      Fumadoras ocasionales n 5 0

% 10,20 0

      Fumadora < 10 cigarrillos/día n 4 4

% 8,20 5,10

      Fumadora > 10 cigarrillos/día n 4 8

% 8,20 10,10

CONSUMO ALCOHOL (g/día) n 24 58 0,088*

m 2,15 1,42

M 4,74 4,89

ACTIVIDAD FÍSICA (MET/semana) n 24 58 0,008**

m 23,68 15,12

M 25,40 19,13

ADM n 24 58 0,628

m 8 8

M 7,92 7,60

 
n: tamaño muestral, %: porcentaje respecto al total de la población,  m: mediana, M: media, 
ADM: adherencia a la Dieta Mediterránea, **: diferencias significativas (p<0,05),                    
*: diferencias cercanas a la significación (0,05<p<0,1). 
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Tabla 10. Características del estilo de vida de los sujetos de estudio en la 
población de voluntarias sanas y de enfermas de cáncer de mama. 
(continuación) 

SANAS ENFERMAS p-value

FRECUENCIA CONSUMO 

     Energía total (kcal/día) n 24 58 0,105
m 2519,75 2871,10
M 2559,92 2876,12

     Hidratos de carbono (g/día) n 24 58 0,338
m 271,38 294,4
M 271,91 299,08

     Proteína (g/día) n 24 58 0,221
m 109,62 108,08
M 104,35 114,29

     Lípidos (g/día) n 24 58 0,036**
m 108,91 131,87
M 113,52 132,05

       AG saturados n 24 58 0,137
m 32,37 39,03
M 32,98 37,84

       AG monoinsaturados n 24 58 0,030**
m 47,79 64,52
M 52,7 62,4

       AG poliinsaturados n 24 58 0,092*
m 14,85 18
M 16,4 19,6

       AG Omega 6 n 24 58 0,031**
m 11,87 13,84
M 12,56 16,38

       AG Omega 3 (no marinos) n 24 58 0,020**
m 1,38 1,68
M 1,45 1,93

       AG Omega 3 (marinos) n 24 58 0,775
m 0,72 0,75
M 0,87 0,88

Aceite de Oliva (g/día) n 24 58 0,071*
m 29,29 50
M 35,8 43,83

Fibra (g/día) n 24 58 0,085*
m 23,3 27,42
M 24,74 29,77

Vitaminas
       B2 (mg/día) n 24 58 0,668

m 2,18 2,26
M 2,24 2,39

      B6 (mg/día) n 24 58 0,155
m 2,41 2,59
M 2,41 2,70

      B9 (µg/día) n 24 58 0,068*
m 353,40 411,33
M 374,69 443,46

      B12 (µg/día) n 24 58 0,217
m 8,84 9,31
M 8,99 10,95

 
n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, AG: ácidos grasos, **: diferencias 
significativas (p<0,05), *: diferencias cercanas a la significación (0,05<p<0,1). 
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Respecto a la frecuencia de consumo de alimentos, los resultados mostraron que la ingesta 

calórica así como el consumo de hidratos de carbono y proteínas fue similar en voluntarias 

sanas y pacientes con cáncer de mama. En cuanto a los lípidos, se observó que la población de 

enfermas presentaba significativamente un mayor consumo de grasas totales. En este sentido, 

al analizar la ingesta según el tipo de lípido, se detectó que la cantidad diaria ingerida de 

ácidos grasos monoinsaturados totales, poliinsaturados totales, omega 6 y omega 3 de origen 

no marino fue superior en la población de enfermas de forma cercana a la significación 

estadística. Sin embargo, no se hallaron diferencias significativas al calcular la ratio PUFA n-

6/PUFA n-3 entre sanas (mediana: 0,19) y enfermas (mediana: 0,17). Por otro lado, el consumo 

de aceite de oliva, principal grasa de la Dieta Mediterránea, así como el de fibra fue mayor en 

las pacientes (0,05<p<0,1). Por último, el consumo de vitaminas del tipo B2, B6, B9 y B12, 

caracterizadas por ser donadores de grupos metilo, también fue superior en enfermas, de 

forma cercana a la significación en el caso de la vitamina B9 (folato). 

 

 

Paralelamente a los cuestionarios nutricionales se determinó por cromatografía de gases la 

composición de ácidos grasos de la membrana de los eritrocitos como posible marcador 

molecular de la ingesta lipídica (Figura 25).    

 

 

 
 

Figura 25. Cromatograma representativo de la determinación del perfil de ácidos grasos de la 
membrana de los eritrocitos. 
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En total se determinaron 25 ácidos grasos con isomería cis y un ácido graso trans (ácido 

elaídico, t9-C18:1), tal y como se puede observar en la Figura 26. 

Los resultados obtenidos mostraron que los ácidos grasos mayoritarios en la membrana de 

los eritrocitos de sanas y enfermas, de entre el total de analizados, fueron los ácidos palmítico 

(C16:0, ≈21%), esteárico (C18:0, ≈16%), oleico (c9-C18:1, ≈16%), linoleico (C18:2, ≈9%) y 

araquidónico (C20:4, ≈14%). 

Al comparar los valores detectados para cada ácido graso entre poblaciones, se obtuvo un 

incremento significativo en enfermas de cáncer de mama en los siguientes ácidos grasos: 

pentadecanoico (C15:0), palmitoleico (C16:1), eicosadienoico (C20:2), eicosapentanoico 

(EPA-C20:5) y elaídico (t9-C18:1); y de forma cercana a la significación en el caso del ácido 

vaccénico (c11-C18:1). Contrariamente, se detectó una disminución significativa en enfermas 

en los niveles de ácido esteárico (C18:0), lignocérico (C24:0) y nervónico (C24:1), y de forma 

cercana a la significación en los valores de ácido erúcico (C22:1) (Figura 26). 
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En la Figura 27 se muestran los ácidos grasos agrupados en función del tipo, observándose 

que del total de ácidos grasos presentes en la membrana de los eritrocitos, aproximadamente 

el 46% correspondieron a saturados, el 24% a monoinsaturados, el 25% a poliinsaturados del 

tipo omega 6 y el 5% restante a omega 3. A su vez, la comparación entre poblaciones de cada 

tipo de ácido graso puso de manifiesto un descenso significativo en los niveles de ácidos 

grasos saturados en enfermas. 
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Figura 27. Perfil de ácidos grasos agrupados en función del tipo en la membrana de los 
eritrocitos en la población de voluntarias sanas y de enfermas de cáncer de mama. (A) 
Comparativa de los porcentajes obtenidos para cada familia entre ambas poblaciones (mediana). 
(B) Estadística descriptiva (n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, DS: desviación estándar, 
CV: coeficiente de variación (%)). Las comparaciones con línea continua indican diferencias 
significativas (p<0,05). 
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Con el fin de evaluar la composición de ácidos grasos de la membrana de los eritrocitos 

como posible marcador molecular de la ingesta lipídica, se realizaron correlaciones entre los 

datos obtenidos por cromatografía de gases y la cuantificación de la ingesta de lípidos a partir 

de los cuestionarios de frecuencia de consumo de alimentos (Tablas 11-15). 

Por lo que respecta a los ácidos grasos saturados (Tabla 11), en las enfermas de cáncer de 

mama se detectó una correlación positiva entre el consumo de lípidos totales así como de 

saturados y los niveles globales de ácidos grasos saturados en la membrana de los eritrocitos. 

En cuanto a los ácidos grasos individuales, se hallaron correlaciones positivas entre la ingesta 

lipídica total y de saturados y la presencia de ácido esteárico (C18:0), behénico (C22:0), 

tricosanoico (C23:0) y lignocérico (C24:0) en las membranas eritrocitarias. La ingesta de 

saturados en enfermas también correlacionó positivamente con los niveles de ácido margárico 

(C17:0), mientras que su asociación con el ácido palmítico (C16:0) fue inversamente 

proporcional. Por otro lado, el consumo de aceite de oliva correlacionó de forma negativa con 

los niveles de ácido araquídico (C20:0) en la membrana de los eritrocitos de las voluntarias 

sanas. 

En cuanto a los ácidos grasos monoinsaturados (Tabla 12), los niveles globales de 

monoinsaturados en la membrana de los eritrocitos correlacionaron positivamente con la 

ingesta de ácidos grasos saturados en las voluntarias sanas, mientras que en enfermas 

mostraron una asociación positiva con la ingesta de omega 3 marinos, y negativa con el 

consumo de lípidos totales, saturados y monoinsaturados. En relación a los ácidos grasos 

individuales, los niveles de ácido palmitoleico (C16:1) en la membrana de los eritrocitos 

correlacionaron positivamente con la ingesta de lípidos totales, saturados y monoinsaturados, 

omega 6 y omega 3 (no marinos) en la población de sanas. En el caso de las enfermas, se 

obtuvieron correlaciones negativas entre la presencia de ácido palmitoleico (C16:1) en la 

membrana de los eritrocitos y el consumo de lípidos totales y de ácidos grasos saturados. Por 

otro lado, los niveles de ácido oleico (c9-C18:1) y vaccénico (c11-C18:1) en la membrana de 

los eritrocitos de las enfermas correlacionaron negativamente con la ingesta de lípidos totales, 

saturados y monoinsaturados, y de manera positiva con la ingesta de omega 3 marino. 

Contrariamente, en las voluntarias sanas los niveles de ácido oleico (c9-C18:1) en las 

membranas de los eritrocitos correlacionaron positivamente con el consumo de ácidos grasos 

saturados. Por último, no se hallaron asociaciones con relevancia estadística entre el consumo 

de aceite de oliva y los niveles de ácidos grasos monoinsaturados totales ni individuales. 

En el caso de los ácidos grasos poliinsaturados omega 6 (Tabla 13), en enfermas la 

ingesta de lípidos totales, saturados y monoinsaturados mostró una asociación positiva con los 
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niveles globales de omega 6 en la membrana de los eritrocitos, mientras que la ingesta de 

omega 3 marino correlacionó de forma negativa con dichos niveles. En referencia a los ácidos 

grasos individuales, en las pacientes la ingesta de lípidos totales y de saturados correlacionó 

positivamente con los niveles de ácido diomo-γ-linolenico (DGLA- C20:3) en la membrana 

de los eritrocitos. A su vez, la ingesta de saturados en dicha población, también correlacionó 

de forma positiva con los niveles de ácido eicosadienoico (C20:2) y de ácido araquidónico 

(C20:4). Por otro lado, el ácido docosadienoico (C22:2) correlacionó positivamente con la 

ingesta de poliinsaturados totales, de omega 6, de omega 3 (no marino) y de aceite de oliva en 

las pacientes con cáncer de mama.  

En relación a los ácidos grasos poliinsaturados omega 3 (Tabla 14), en la población de 

mujeres afectadas de cáncer de mama se halló una correlación positiva entre los niveles 

globales de omega 3 en la membrana de los eritrocitos y la ingesta de ácidos grasos saturados. 

En cuanto a los ácidos grasos individuales, en enfermas la presencia de ácido 

docosahexaenoico (DHA-C22:6) en la membrana de los eritrocitos presentó una asociación 

positiva con el consumo de lípidos totales y de ácidos grasos saturados. Por otro lado, la 

ingesta de omega 3 de origen no marino no correlacionó ni con la presencia de ácido α-

linolénico (C18:3) ni de omega 3 totales en la membrana de los eritrocitos. Por su parte, el 

consumo de omega 3 de origen marino en las pacientes presentó una asociación positiva con 

los niveles de ácido eicosapentanoico  (EPA-C20:5), y de forma negativa con los de ácido    

α-linolénico (C18:3). Por último, la ingesta de aceite de oliva en enfermas fue inversamente 

proporcional a la detección de ácido α-linolénico (C18:3) en la membrana de los eritrocitos. 

En referencia al ácido graso con isomería trans (Tabla 15), en la población de enfermas los 

niveles de ácido elaídico (t9-C18:1) en la membrana de los eritrocitos correlacionaron 

positivamente con el consumo tanto de lípidos totales como de ácidos grasos saturados y 

monoinsaturados. 
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3. ESTUDIO EPIGENÉTICO EN HUMANOS: METILACIÓN DEL ADN 

 

El estudio del estado de metilación del ADN se basó tanto en la determinación de los 

niveles de metilación global del genoma, como en el análisis de la metilación gen-específica 

de un conjunto de genes de interés. Todo ello fue realizado en muestras de sangre periférica 

(elementos formes) de voluntarias sanas y, de elementos formes, glándula mamaria y tumor 

de pacientes con cáncer de mama.  

 

 

3.1. Determinación de los niveles de metilación global del genoma 

 
La amplificación por PCR de secuencias repetitivas de tipo LINE-1 y su posterior análisis 

por pirosecuenciación permitió obtener una estimación de los niveles de metilación global del 

ADN en las muestras humanas (Figura 28).  
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Figura 28. Pirograma representativo de la determinación de la metilación 
global del ADN en las muestras humanas. Enmarcado en color azul se indica 
el grado de metilación (%) de cada una de las posiciones CpG analizadas. 

 

Tal y como se muestra en la Figura 29, los resultados obtenidos en elementos formes de 

sangre periférica mostraron un incremento cercano a la significación en el grado de metilación 

global en la población de enfermas de cáncer de mama respecto a las sanas. Por otro lado, se 

detectó un descenso de la metilación genómica en tumor respecto a glándula mamaria. Al 

comparar entre sangre periférica y tejido mamario en la población de enfermas, se observó 
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una menor metilación global en los tejidos mamarios (glándula mamaria y tumor) en relación 

a los elementos formes. 
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Figura 29. Grado de metilación global  del ADN (% metilación de secuencias LINE-1) en los distintos 
tejidos. EF: elementos formes, GM: glándula mamaria, T: tumor, n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, 
DS: desviación estándar, CV: coeficiente de variación (%). Las comparaciones con línea continua indican 
diferencias significativas (p<0,05) y las comparaciones con línea discontinua indican diferencias cercanas a la 
significación (0,05<p<0,1). 

 

 

3.2. Determinación cualitativa de la metilación gen-específica  

 
Se determinó el estado de metilación de forma cualitativa por “MSP” de 12 genes de 

interés implicados en las características adquiridas por las células neoplásicas (“hallmarks” 

del cáncer) ([3973], [7349]) (véase la Figura 17 del apartado B1.3.1 de Material y Métodos). 

En este sentido, se analizó el alelo metilado de los 12 genes, así como el no metilado de 8 

de ellos. Así, el 100% de las muestras analizadas presentaron el alelo no metilado para los 

genes BRCA1, p16, RARβ2, ESR1, PRB, RASSF1A, NES1 y CDH1. En cuanto a los alelos 

metilados, la frecuencia de detección de dichos alelos dependió tanto del gen en estudio como 

de la población (sanas ó enfermas) y del tejido analizado (elementos formes, glándula 

mamaria ó tumor), tal y como se puede observar en la Figura 30. Por lo que respecta a los 

genes BRCA1, ESR1 y p16, no se analizaron todas las muestras disponibles de los diferentes 

tejidos por motivos metodológicos. Por esta razón, y considerando la relevancia de los genes 

BRCA1 y ESR1 en cáncer de mama ([6609]), se consideró de interés ampliar el estudio de la 

metilación de dichos genes mediante pirosecuenciación, tal y como se comentará 

posteriormente. 
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Perfiles de detección de metilación en elementos formes 

Las frecuencias de metilación obtenidas en muestras de elementos formes de sangre 

periférica de voluntarias sanas se muestran en la Figura 31-A. Se observó una gran 

variabilidad en función del gen analizado, desde ausencia de metilación para los genes p16, 

RASSF1A y TWIST1, frecuencias bajas de metilación en el caso de los genes BRCA1, 

RARβ2, CXCL12 y HLA-A y, porcentajes de detección del alelo metilado elevados para los 

genes ESR1, PRB, NES1, MASPINA y CDH1. En el caso de las muestras de elementos 

formes de las pacientes (Figura 31-B), el perfil fue similar al de las sanas, observándose 

pequeñas variaciones en los genes RARβ2, PRB, NES1, MASPINA, CDH1, CXCL12 y 

HLA-A. A diferencia de las sanas, se detectó metilación de los genes RASSF1A y TWIST1 

en elementos formes de las pacientes con cáncer de mama. 
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Figura 31. Determinación cualitativa por “MSP” de la metilación de los diferentes genes de interés en 
muestras de elementos formes de voluntarias sanas (A) y de enfermas de cáncer de mama (B). n: 
tamaño muestral, M: número de muestras con alelo metilado, %M: porcentaje de detección del alelo metilado.  
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Perfiles de detección de metilación en tejido mamario 

Las frecuencias de metilación obtenidas para los 12 genes de estudio en muestras de 

glándula mamaria y tumor se detallan en la Figura 32-A y 32-B, respectivamente. Al 

comparar los perfiles de ambos tejidos se observó que las frecuencias de metilación fueron 

superiores en tumor en todos los genes analizados. 
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Figura 32. Determinación cualitativa por “MSP” de la metilación de los diferentes genes de interés 
en muestras de glándula mamaria (A) y tumor (B). n: tamaño muestral, M: número de muestras con 
alelo metilado, %M: porcentaje de detección del alelo metilado.  

 

 

Las comparaciones específicas para cada gen se indican en el siguiente apartado. 
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3.2.1. Genes implicados en regulación de la capacidad proliferativa ilimitada: 

BRCA1, p16 y RARβ2 

 
Gen BRCA1 

En referencia al gen BRCA1, se obtuvo un incremento cercano a la significación en la 

detección de metilación en elementos formes de las pacientes con cáncer de mama (40,54% 

muestras con alelo metilado) en comparación con la población de voluntarias sanas (16,67%). 

No se observaron diferencias significativas entre la frecuencia de metilación en glándula 

mamaria (33,33%) y tumor (36,11%). La comparación entre los resultados obtenidos en 

ambos tejidos (sangre periférica y tejido mamario) en la población de enfermas tampoco 

mostró diferencias significativas (Figura 33). 
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Figura 33. Determinación cualitativa de la metilación del gen BRCA1 por “MSP” en los distintos 
tejidos. Imagen representativa de la detección del alelo metilado (A) y porcentaje de detección de dicho 
alelo (B) del gen BRCA1 en muestras humanas. EF: elementos formes, GM: glándula mamaria, T: tumor, 
CM 100%: ADN control 100% metilado, CM 0%: ADN control 0% metilado, C-: control negativo. Las 
comparaciones con línea discontinua indican diferencias cercanas a la significación (0,05<p<0,1). 

 

 

Gen p16 

En muestras de elementos formes de sangre periférica no se detectó alelo metilado para el 

gen p16 en ninguna de las dos poblaciones (sanas y enfermas). Sin embargo, tanto en glándula 

mamaria como en tumor de las pacientes se detectó la presencia de dicho alelo, aunque con 

una frecuencia de metilación muy baja (glándula mamaria: 2,33% y tumor: 6,98%). Las 

diferencias entre estos tejidos no fueron significativas, pese a que el número de muestras que 

presentaron alelo metilado fue mayor en tejido tumoral. Al comparar los resultados obtenidos 

entre sangre periférica y tejido glandular, se obtuvo un incremento cercano a la significación 

en la frecuencia de metilación del gen p16 en tumor respecto a elementos formes de las 

pacientes con cáncer de mama (Figura 34). 
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Figura 34. Determinación cualitativa de la metilación del gen p16 por “MSP” en los distintos 
tejidos. Imagen representativa de la detección del alelo metilado (A) y porcentaje de detección de dicho 
alelo (B) del gen p16 en muestras humanas. EF: elementos formes, GM: glándula mamaria, T: tumor, CM 
100%: ADN control 100% metilado, CM 0%: ADN control 0% metilado, C-: control negativo. Las 
comparaciones con línea discontinua indican diferencias cercanas a la significación (0,05<p<0,1). 

 

 

 Gen RARβ2 

Los resultados obtenidos en elementos formes no mostraron diferencias significativas entre 

las voluntarias sanas (6,35%) y las enfermas de cáncer de mama (10,84%). Los valores de 

frecuencia de metilación fueron significativamente superiores en tejido tumoral (28,09%) que 

en glándula mamaria (11,24%). Al comparar entre sangre periférica y tejido mamario, se 

observó que el porcentaje de detección de metilación del gen RARβ2 incrementó 

progresivamente entre elementos formes, glándula mamaria y tumor de las pacientes. En este 

sentido, la frecuencia de metilación de las muestras tumorales fue significativamente superior 

a la frecuencia obtenida en glándula mamaria y en elementos formes (Figura 35). 
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Figura 35. Determinación cualitativa de la metilación del gen RARβ2 por “MSP” en los distintos 
tejidos. Imagen representativa de la detección del alelo metilado (A) y porcentaje de detección de dicho 
alelo (B) del gen RARβ2 en muestras humanas. EF: elementos formes, GM: glándula mamaria, T: tumor, 
CM 100%: ADN control 100% metilado, CM 0%: ADN control 0% metilado, C-: control negativo. Las 
comparaciones con línea continua indican diferencias significativas (p<0,05). 
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3.2.2 Genes implicados en autosuficiencia en señales de proliferación: ESR1, PRB y 

RASSF1A 

 
Gen ESR1  

En sangre periférica, se obtuvo un descenso cercano a la significación en la frecuencia de 

metilación del gen ESR1 en elementos formes de las enfermas (38,18%) en comparación con 

las voluntarias sanas (61,11%). Además, se observó un incremento cercano a la significación 

en la detección del alelo metilado en muestras de tumor (50,88%) respecto a glándula 

mamaria (35,09%). La comparación entre sangre periférica y tejido mamario no mostró 

diferencias estadísticamente significativas (Figura 36). 
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Figura 36. Determinación cualitativa de la metilación del gen ESR1 por “MSP” en los distintos 
tejidos. Imagen representativa de la detección del alelo metilado (A) y porcentaje de detección de dicho 
alelo (B) del gen ESR1 en muestras humanas. EF: elementos formes, GM: glándula mamaria, T: tumor, 
CM 100%: ADN control 100% metilado, C-: control negativo. Las comparaciones con línea discontinua 
indican diferencias cercanas a la significación (0,05<p<0,1). 

 

 

Gen PRB 

Los valores obtenidos de frecuencia de metilación en sangre periférica no mostraron 

diferencias significativas entre ambas poblaciones, pese a que dichos valores fueron inferiores 

en las enfermas (60,24%) en comparación con las voluntarias sanas (73,02%). Por otro lado, 

se detectó un incremento significativo en el número de muestras con alelo metilado en tumor 

(51,69%) respecto a glándula mamaria (28,09%). Al comparar entre sangre periférica y tejido 

mamario, se observó una disminución significativa en la frecuencia de metilación en glándula 

mamaria en relación a los elementos formes de las pacientes (Figura 37). 
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Figura 37. Determinación cualitativa de la metilación del gen PRB por “MSP” en los distintos 
tejidos. Imagen representativa de la detección del alelo metilado (A) y porcentaje de detección de dicho 
alelo (B) del gen PRB en muestras humanas. EF: elementos formes, GM: glándula mamaria, T: tumor, CM 
100%: ADN control 100% metilado, CM 0%: ADN control 0% metilado, C-: control negativo. Las 
comparaciones con línea continua indican diferencias significativas (p<0,05). 

 

 

Gen RASSF1A  

En sangre periférica de las voluntarias sanas no se detectó ninguna muestra con alelo 

metilado para el gen RASSF1A. Sin embargo, en el caso de los elementos formes de las 

enfermas, el 6,02% de las muestras analizadas presentaron dicho alelo. Además este 

incremento en la frecuencia de metilación entre elementos formes de ambas poblaciones fue 

estadísticamente significativo. A su vez, la detección de metilación en tumor (79,78%) fue 

significativamente superior a la obtenida en glándula mamaria (40,45%). La comparación 

entre tejidos de las pacientes mostró un incremento significativo y progresivo en la frecuencia 

de metilación del gen RASSF1A en elementos formes, glándula mamaria y tumor (Figura 38). 
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Figura 38. Determinación cualitativa de la metilación del gen RASSF1A por “MSP” en los distintos 
tejidos. Imagen representativa de la detección del alelo metilado (A) y porcentaje de detección de dicho 
alelo (B) del gen RASSF1A en muestras humanas. EF: elementos formes, GM: glándula mamaria, T: 
tumor, CM 100%: ADN control 100% metilado, CM 0%: ADN control 0% metilado, C-: control 
negativo. Las comparaciones con línea continua indican diferencias significativas (p<0,05). 
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3.2.3. Gen implicado en insensibilidad a señales inhibidoras del crecimiento: NES1 

 
En el caso del gen NES1, no se obtuvieron diferencias significativas en la frecuencia de 

metilación detectada en elementos formes entre las voluntarias sanas (58,73%) y las enfermas 

de cáncer de mama (63,86%). Por otro lado, se observó un incremento significativo en la 

detección del alelo metilado en tumor (68,54%) respecto a glándula mamaria (41,57%). Al 

comparar entre sangre periférica y tejido mamario se observó una disminución significativa 

en la frecuencia de metilación entre la glándula mamaria y los elementos formes de las 

pacientes (Figura 39). 
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Figura 39. Determinación cualitativa de la metilación del gen NES1 por “MSP” en los distintos 
tejidos. Imagen representativa de la detección del alelo metilado (A) y porcentaje de detección de dicho 
alelo (B) del gen NES1 en muestras humanas. EF: elementos formes, GM: glándula mamaria, T: tumor, 
CM 100%: ADN control 100% metilado, CM 0%: ADN control 0% metilado, C-: control negativo. Las 
comparaciones con línea continua indican diferencias significativas (p<0,05). 

 

 

3.2.4. Gen implicado en evasión de la apoptosis: TWIST1 

 
En sangre periférica, no se detectó ninguna muestra con alelo metilado para el gen 

TWIST1 en la población de voluntarias sanas, mientras que únicamente el 1,20% de las 

muestras de elementos formes de enfermas presentaron dicho alelo. En tejido mamario, se 

observó un aumento significativo de la frecuencia de metilación en tumor (32,58%) respecto a 

glándula mamaria (5,62%). Además, la comparación entre sangre periférica y tejido mamario 

mostró un incremento progresivo en la frecuencia de metilación del gen TWIST1 en 

elementos formes, glándula mamaria y tumor de las enfermas, siendo las diferencias halladas 

entre elementos formes y tejido tumoral estadísticamente significativas (Figura 40). 
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Figura 40. Determinación cualitativa de la metilación del gen TWIST1 por “MSP” en los distintos 
tejidos. Imagen representativa de la detección del alelo metilado (A) y porcentaje de detección de dicho 
alelo (B) del gen TWIST1 en muestras humanas. EF: elementos formes, GM: glándula mamaria, T: tumor, 
CM 100%: ADN control 100% metilado, C-: control negativo. Las comparaciones con línea continua 
indican diferencias significativas (p<0,05). 

 

 

3.2.5. Gen implicado en inducción de la angiogénesis: MASPINA 

 
Las frecuencias de metilación obtenidas para el gen MASPINA fueron muy elevadas tanto 

en sangre periférica de ambas poblaciones, como en glándula mamaria y tumor de las 

enfermas. Así, no se obtuvieron diferencias significativas entre los valores de detección de 

metilación en elementos formes de sanas (93,65%) y de enfermas (92,77%). Tampoco se 

hallaron diferencias significativas entre glándula mamaria (77,27%) y tumor (84,27%). Sin 

embargo, al realizar la comparación entre tejidos en enfermas, se obtuvo un descenso 

significativo en la  frecuencia de metilación en glándula mamaria y cercano a la significación 

en tumor, en comparación con los elementos formes (Figura 41). 
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Figura 41. Determinación cualitativa de la metilación del gen MASPINA por “MSP” en los 
distintos tejidos. Imagen representativa de la detección del alelo metilado (A) y porcentaje de detección 
de dicho alelo (B) del gen MASPINA en muestras humanas. EF: elementos formes, GM: glándula 
mamaria, T: tumor, CM 100%: ADN control 100% metilado, CM 0%: ADN control 0% metilado, C-: 
control negativo. Las comparaciones con línea continua indican diferencias significativas (p<0,05) y las 
comparaciones con línea discontinua indican diferencias cercanas a la significación (0,05<p<0,1). 
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3.2.6. Genes implicados en activación de la invasión y metástasis: CXCL12 y CDH1 

 
Gen CXCL12 

El número de muestras que presentaron alelo metilado para el gen CXCL12 fue muy 

reducido, tanto en elementos formes de las voluntarias sanas (4,76%), como en elementos 

formes (3,61%), glándula mamaria (3,37%) y tumor (6,74%) de las enfermas. Así, no se 

obtuvieron diferencias significativas en ninguna de las comparaciones realizadas, ni entre 

poblaciones ni entre tejidos (Figura 42). 
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Figura 42. Determinación cualitativa de la metilación del gen CXCL12 por “MSP” en los distintos 
tejidos. Imagen representativa de la detección del alelo metilado (A) y porcentaje de detección de dicho 
alelo (B) del gen CXCL12 en muestras humanas. EF: elementos formes, GM: glándula mamaria, T: tumor, 
CM 100%: ADN control 100% metilado,  C-: control negativo.  

 

 

Gen CDH1 

En cuanto al gen CDH1, no se observaron diferencias significativas en la frecuencia de 

metilación en elementos formes entre las voluntarias sanas (53,97%) y las enfermas (61,45%). 

En tejido mamario, se observó un incremento significativo en la detección del alelo metilado 

en tumor (55,06%) respecto a glándula mamaria (29,21%). Además, las frecuencias obtenidas 

en glándula mamaria fueron significativamente inferiores a las halladas en los elementos 

formes de las enfermas (Figura 43). 
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Figura 43. Determinación cualitativa de la metilación del gen CDH1 por “MSP” en los distintos 
tejidos. Imagen representativa de la detección del alelo metilado (A) y porcentaje de detección de dicho 
alelo (B) del gen CDH1 en muestras humanas. EF: elementos formes, GM: glándula mamaria, T: tumor, 
CM 100%: ADN control 100% metilado, CM 0%: ADN control 0% metilado, C-: control negativo. Las 
comparaciones con línea continua indican diferencias significativas (p<0,05). 

 

 

3.2.7. Gen implicado en evasión del sistema inmune: HLA-A 

 
Los resultados obtenidos para el gen HLA-A no mostraron diferencias significativas en la 

frecuencia de metilación en elementos formes entre ambas poblaciones (3,17% en sanas y 

7,23% en enfermas). Por otro lado, se observó un aumento significativo del porcentaje de 

detección del alelo metilado en tumor (20,22%) respecto a glándula mamaria (4,49%). La 

comparación entre tejidos de las pacientes mostró un incremento significativo en la  

frecuencia de metilación en tumor en relación a los elementos formes (Figura 44). 
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Figura 44. Determinación cualitativa de la metilación del gen HLA-A por “MSP” en los distintos 
tejidos. Imagen representativa de la detección del alelo metilado (A) y porcentaje de detección de dicho 
alelo (B) del gen HLA-A en muestras humanas. EF: elementos formes, GM: glándula mamaria, T: tumor, 
CM 100%: ADN control 100% metilado, C-: control negativo. Las comparaciones con línea continua 
indican diferencias significativas (p<0,05). 
 



RESULTADOS 

 152 

3.3. Determinación cuantitativa de la metilación gen-específica  

 
Se amplió el estudio del estado de metilación de los genes BRCA1, ESR1 y RASSF1A 

mediante técnicas cuantitativas.  

 

Gen BRCA1 

El análisis de la metilación de forma cuantitativa se realizó por amplificación por PCR y 

posterior pirosecuenciación (Figura 45). 
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Figura 45. Pirograma representativo de la determinación cuantitativa de la 
metilación del gen BRCA1 en las muestras humanas. Enmarcado en color azul 
se indica el grado de metilación (%) de cada una de las posiciones CpG analizadas. 

 

En sangre periférica se observó un incremento en la metilación del gen BRCA1 en las 

pacientes con cáncer de mama respecto a las voluntarias sanas. Por otro lado, no se hallaron 

diferencias significativas en los valores obtenidos entre glándula mamaria y tumor (Figura 46). 
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Figura 46. Grado de metilación del gen BRCA1 en los distintos tejidos. EF: elementos formes, GM: 
glándula mamaria, T: tumor, n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, DS: desviación estándar, CV: 
coeficiente de variación (%). Las comparaciones con línea continua indican diferencias significativas 
(p<0,05). 

 

 

Gen ESR1  

En primer lugar se realizó la determinación de la metilación de forma semi-cuantitativa 

mediante la técnica “COBRA” (“COmbined Bisulfite Restriction Assay”). En la Figura 47 se 

muestra una imagen representativa de las bandas obtenidas para el gen ESR1 en este ensayo.  
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Figura 47. Análisis “COBRA” para la determinación semi-cuantitativa de la metilación del 
gen ESR1 en las muestras humanas. (A) Esquema del fragmento amplificado por PCR donde 
se indica la diana de restricción de BstUI (CG^CG) y el tamaño de los fragmentos digeridos. (B) 
Imagen representativa de la detección de los fragmentos amplificados y digeridos. pb: pares de 
bases, MW: marcador de peso molecular, controles ADN metilado: controles de ADN con 
distinto porcentaje de metilación (100%, 50%, 25%, 10%, 0%). 
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Tal y como se muestra en la Figura 48, todas las muestras de elementos formes de las 

voluntarias sanas presentaron el alelo no metilado, mientras que en las enfermas la frecuencia 

de metilación en elementos formes fue del 8% (2/25). En tejido mamario, se detectó 

metilación en el 13,88% (5/36) de las muestras de glándula mamaria y en el 21,05% (8/38) de 

las muestras de tumor. No se observaron diferencias significativas entre tejidos ni entre las dos 

poblaciones, ni en la frecuencia de muestras con alelo metilado ni en el grado de metilación 

del gen ESR1 (datos no graficados dado que la mediana fue cero en todos los tejidos).  
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Figura 48. Determinación semi-cuantitativa de la metilación del gen ESR1 por “COBRA” en los 
distintos tejidos. (A) Distribución de la detección del alelo metilado del gen ESR1 por rangos de metilación. 
(B) Grado de metilación (%) del gen ESR1. EF: elementos formes, GM: glándula mamaria, T: tumor, n: 
tamaño muestral, m: mediana, M: media, DS: desviación estándar, CV: coeficiente de variación (%).  

 

 

Por otro lado, tal y como se ha comentado previamente, el estudio de la metilación del gen 

ESR1 en las muestras humanas se realizó también de forma cuantitativa por 

pirosecuenciación (Figura 49). 
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Figura 49. Pirograma representativo de la determinación cuantitativa de la 
metilación del gen ESR1 en las muestras humanas. Enmarcado en color azul se 
indica el grado de metilación (%) de cada una de las posiciones CpG analizadas. 

 

En este sentido, en sangre periférica se observó un incremento significativo de la 

metilación del gen ESR1 en las enfermas de cáncer de mama respecto a las voluntarias sanas. 

Por otro lado, no se hallaron diferencias estadísticamente relevantes entre glándula mamaria 

y tumor (Figura 50). 
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Figura 50. Grado de metilación del gen ESR1  en los distintos tejidos. EF: elementos formes, GM: 
glándula mamaria, T: tumor, n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, DS: desviación estándar, CV: 
coeficiente de variación (%). Las comparaciones con línea continua indican diferencias significativas 
(p<0,05). 
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Gen RASSF1A  

La ampliación del estudio de RASSF1A también se realizó, en primera instancia, mediante 

un análisis semi-cuantitativo (“COBRA”) y, posteriormente, de forma cuantitativa por 

pirosecuenciación. 

En la Figura 51 se muestra una imagen representativa de las bandas obtenidas en el ensayo 

“COBRA” para el gen RASSF1A. 
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Figura 51. Análisis “COBRA” para la determinación semi-cuantitativa de la metilación del 
gen RASSF1A en las muestras humanas. (A) Esquema del fragmento amplificado por PCR 
donde se indican las dianas de restricción de TaqαI (T^CGA) y el tamaño de los fragmentos 
digeridos. (B) Imagen representativa de la detección de los fragmentos amplificados y digeridos. 
pb: pares de bases, MW: marcador de peso molecular, controles ADN metilado: controles de 
ADN con distinto porcentaje de metilación (100%, 50%, 25%, 10%, 0%). 
 

En sangre periférica no se obtuvieron diferencias significativas en la frecuencia de 

metilación del gen RASSF1A entre las voluntarias sanas (7/18; 38,88%) y las enfermas de 

cáncer de mama (25/55; 45,45%). En tejido mamario, la frecuencia de metilación fue del 

77,19% (44/57) en glándula mamaria y del 92,98% (53/57) en tumor. Además de este 

aumento en la cantidad de tumores con alelo metilado, el grado de metilación del gen 

RASSF1A fue significativamente superior en tejido tumoral en relación a la glándula 
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mamaria, así como el de ambos tejidos mamarios respecto a elementos formes de la población 

de enfermas. Sin embargo, en elementos formes no se hallaron diferencias en el grado de 

metilación del gen RASSF1A entre las dos poblaciones (Figura 52). 
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Figura 52. Determinación semi-cuantitativa de la metilación del gen RASSF1A por “COBRA” en los 
distintos tejidos. (A) Distribución de la detección del alelo metilado del gen RASSF1A por rangos de 
metilación. (B) Grado de metilación (%) del gen RASSF1A. EF: elementos formes, GM: glándula mamaria, T: 
tumor, n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, DS: desviación estándar, CV: coeficiente de variación (%).  

 

Por otro lado, la determinación del grado de metilación del gen RASSF1A en las muestras 

humanas también se realizó de forma cuantitativa por pirosecuenciación (Figura 53). 
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Figura 53. Pirograma representativo de la determinación cuantitativa de la 
metilación del gen RASSF1A en las muestras humanas. Enmarcado en color 
azul se indica el grado de metilación (%) de cada una de las posiciones CpG 
analizadas. 
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En sangre periférica no se hallaron diferencias con relevancia estadística en el grado de 

metilación del gen RASSF1A entre sanas y enfermas. Por otro lado, se detectó un incremento 

significativo de la metilación de dicho gen en tumor respecto a glándula mamaria. En cuanto a 

la comparación entre tejidos en las enfermas, se observó un aumento de la metilación en 

glándula mamaria y tumor en relación a los elementos formes (Figura 54). 
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Figura 54. Grado de metilación del gen RASSF1A  en los distintos tejidos. EF: elementos formes, GM: 
glándula mamaria, T: tumor, n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, DS: desviación estándar, CV: 
coeficiente de variación (%). Las comparaciones con línea continua indican diferencias significativas 
(p<0,05). 

 

 

4. INFLUENCIA DE LOS PARÁMETROS CLÍNICOS Y DE ESTILO DE VIDA 

SOBRE LA METILACIÓN DEL ADN EN CÁNCER DE MAMA HUMANO 

 

4.1 Influencia de los parámetros clínicos sobre la metilación del ADN 

 
Los parámetros de historia reproductiva seleccionados para el presente trabajo han sido 

relacionados con el riesgo de desarrollar cáncer de mama ([3950], [3966], [5975], [6093]). En 

este sentido, con el fin de evaluar la implicación de la metilación del ADN como posible 

mecanismo a través del cual dichos parámetros podrían estar ejerciendo tales acciones, se 

realizaron correlaciones (Tabla 16) y pruebas estadísticas de asociación (Tabla 17) entre los 

datos reproductivos y los obtenidos a nivel molecular. 

En cuanto a la edad, se observó una correlación positiva con el grado de metilación global 

en elementos formes de voluntarias sanas. Los resultados a nivel gen-específico mostraron 

asociaciones positivas entre la edad y la metilación del gen ESR1 en sangre periférica de 

sanas así como en glándula mamaria de enfermas. Además, la metilación del gen RASSF1A 
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en tejido mamario sano y tumoral también correlacionó positivamente con la edad de las 

pacientes. 

La edad de aparición de la menarquia no mostró asociaciones con relevancia estadística 

ni con el grado de metilación global del ADN ni con la metilación a nivel gen-específico de 

BRCA1, ESR1 y RASSF1A. 

Respecto a la edad de aparición de la menopausia, ésta correlacionó positivamente con 

la metilación del gen BRCA1 en  elementos formes de mujeres sanas y glándula mamaria de 

enfermas, y con la metilación del gen ESR1 en sangre periférica de enfermas. 

Por otro lado, el número de embarazos en las pacientes con cáncer de mama correlacionó 

de forma positiva con la metilación génica de BRCA1 en sangre periférica, y de forma 

negativa en glándula mamaria. En las voluntarias sanas se detectó una asociación positiva 

entre el número de gestaciones y la metilación del gen ESR1 en elementos formes. 

La edad en la primera gestación correlacionó negativamente con el grado de metilación 

global del ADN en sangre periférica de sanas, mientras que en enfermas se asoció a una 

mayor metilación genómica en glándula mamaria y tumor. Los resultados a nivel gen-

específico mostraron correlaciones positivas entre dicho parámetro y la metilación de los 

genes BRCA1 (en elementos formes y tumor de enfermas) y ESR1 (en tejido mamario sano y 

tumoral). En el caso del gen RASSF1A, se halló una correlación negativa entre la edad en la 

primera gestación y la metilación de dicho supresor tumoral en sangre periférica de mujeres 

sanas. 

En relación a los parámetros antropométricos, el índice de masa corporal (IMC) se asoció 

negativamente con la metilación génica de RASSF1A en glándula mamaria y tumor, mientras 

que la ratio cintura-cadera se halló inversamente asociada a la metilación de dicho gen en 

sangre periférica de enfermas. 

Por lo que respecta a las variables categóricas (Tabla 17), se observó asociaciones 

significativas entre el estado ovárico y la metilación del gen RASSF1A en glándula mamaria. 

En este sentido, las enfermas premenopáusicas mostraron significativamente un menor grado 

de metilación de RASSF1A en glándula mamaria en relación a las perimenopáusicas y 

postmenopáusicas. Por otro lado, la práctica de lactancia materna se asoció de forma 

significativa a una mayor metilación génica de RASSF1A en tejido tumoral. 
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Paralelamente, tras seleccionar una serie de parámetros histopatológicos tumorales, se 

realizaron  pruebas estadísticas de asociación entre dichos parámetros y los datos obtenidos en 

el estudio molecular en la población de enfermas (Tabla 18). 

En cuanto al grado tumoral, se observó una asociación con el nivel de metilación global 

del ADN en sangre periférica. Así, los individuos con tumores de grado I presentaron 

mayores niveles de metilación genómica en elementos formes respecto a los individuos con 

tumores de grado II (p<0,05) y III (0,05<p<0,1). El grado tumoral también se asoció con el 

nivel de metilación génica de BRCA1 en glándula mamaria y tumor, siendo 

significativamente mayor en glándula mamaria de individuos con tumores de grado I en 

relación a los de grado II, mientras que en tejido tumoral se observó una mayor metilación de 

BRCA1 en los individuos con tumores de grado I (p<0,05) y II (0,05<p<0,1) respecto a los de 

grado III. 

En relación al estadio tumoral, se halló una asociación con el grado de metilación del 

ADN a nivel global. De tal forma que los tumores de estadio IB presentaron un menor grado 

de metilación genómica en comparación con los tumores de estadios IIB y IIIB (p<0,05) y IIA 

y IIIA (0,05<p<0,1). Además, en tumores de estadio IIA se detectaron menores niveles de 

metilación global del ADN, de forma cercana a la significación, que en tumores de estadio IIB. 

Por otro lado, el estadio tumoral también se halló asociado al grado de metilación génica de 

ESR1 en tejido tumoral. Así, los niveles de metilación de ESR1 en tumores de estadio IB 

fueron significativamente inferiores a los detectados en tumores de estadios IIA, IIB, IIIA y 

IIIB, y de forma cercana a la significación, respecto a los tumores de estadio IIIC. 

Por lo que respecta al estatus del receptor de estrógenos (RE), se detectó una asociación 

significativa con la metilación global en glándula mamaria, y con la metilación génica de 

BRCA1 y ESR1 en elementos formes, glándula mamaria y tumor. En este sentido, los 

individuos cuyos tumores presentaron baja expresión de RE (+) mostraron, de forma 

significativa, menores niveles de metilación genómica y gen-específica en dichos tejidos en 

relación al resto de categorías. Además, se halló una asociación entre el estatus del RE y la 

metilación del gen RASSF1A en glándula mamaria y tumor. Así, los individuos que 

presentaron una expresión de RE media (++) en tejido tumoral presentaron significativamente 

menor metilación génica de RASSF1A en glándula mamaria en relación a los de expresión 

nula (-) y alta (+++). Por otro lado, los tumores cuya expresión de RE fue nula mostraron 

significativamente un menor grado de metilación de RASSF1A que los tumores de expresión 

alta. 
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En relación al estatus del receptor de progesterona (RP), se detectó una asociación con el 

grado de metilación global en glándula mamaria y con la metilación de BRCA1 en glándula 

mamaria y tumor. Así, los individuos con baja expresión tumoral de RP (+) presentaron 

significativamente menor metilación global en glándula mamaria y metilación de BRCA1 en 

glándula mamaria y tumor que los individuos con expresión de RP nula (-) y alta (+++). 

Por último, la clasificación molecular de los tumores se asoció con el grado de metilación 

del gen RASSF1A en sangre periférica. En este sentido, las pacientes cuyos tumores 

pertenecían al subtipo luminal A presentaron significativamente menores niveles de 

metilación de RASSF1A en elementos formes en relación a los individuos con tumores 

luminal B HER2+ y triple negativo indeterminado, y de forma cercana a la significación 

respecto al subtipo basal. Además, los individuos con tumores luminal B HER2- presentaron 

menor grado de metilación de RASSF1A en sangre periférica que los  individuos con tumores 

tiple negativo indeterminado (0,05<p<0,1). 
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EF GM T EF GM T EF GM T EF GM T

GRADO TUMORAL
I n 8 7 7 7 8 8 7 7 8 6 7 7

m 86,44 81,82 82,20 11,05 13,67 12,80 11,09 11,56 12,16 4,14 8,73 19,28

II n 41 40 42 41 42 45 42 44 45 39 43 42
m 84,30 82,74 82,10 9,61 9,19 11,11 10,31 12,82 12,70 2,8 7,85 19,15

III n 18 17 18 18 18 18 18 18 18 18 17 16
m 84,39 83,31 81,15 11,24 9,91 8,92 11,61 13,17 10,47 3,4 6,78 9,84

p-value 0,082* 0,399 0,963 0,611 0,085* 0,084* 0,740 0,948 0,301 0,484 0,645 0,116

ESTADIO TUMORAL
IA n 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 1 1

m NA 82,81 74,40 NA NA 8,14 NA 16,77 NA NA 16,05 46,93

IB n 2 3 3 2 3 3 2 3 3 2 3 3
m 83,85 80,00 77,81 7,35 5,28 4,73 9,81 8,71 5,73 3,43 12,64 44,03

IIA n 17 15 17 15 17 17 16 16 17 14 17 13
m 83,32 83,31 80,60 12,02 8,61 11,63 10,57 11,45 12,75 3,14 8,73 13,98

IIB n 17 17 18 18 18 18 18 18 18 17 18 18
m 84,36 82,68 83,09 9,74 11,06 11,32 10,91 13,17 12,36 2,54 8,85 12,28

IIIA n 21 17 17 21 19 20 21 19 21 20 16 20
m 84,19 83,37 82,24 7,98 10,80 10,87 9,46 12,64 11,83 3,42 7,22 14,45

IIIB n 12 11 11 12 11 12 12 11 12 12 10 10
m 84,63 82,98 81,82 9,34 11,89 10,78 11,28 13,32 11,19 3,10 7,02 43,4

IIIC n 4 3 4 4 3 4 4 4 4 4 3 4
m 83,65 84,84 83,92 8,30 10,04 10,80 12,32 21,91 16,07 2,47 4,73 10,62

IV n 2 3 3 2 3 3 2 3 3 2 3 3
m 86,71 82,90 82,20 10,75 11,29 11,27 10,33 10,04 7,68 4,37 7,95 19,28

p-value 0,415 0,233 0,090* 0,640 0,222 0,265 0,635 0,137 0,065* 0,952 0,289 0,314

RECEPTOR ESTRÓGENOS
- n 16 15 13 16 16 16 16 16 16 15 15 13

m 84,31 83,48 81,19 12,96 10,42 10,76 12,83 12,21 11,54 4,26 8,97 10,71

+ n 10 11 12 10 12 12 10 11 12 9 11 12
m 84,21 80,69 80,60 5,88 6,66 5,55 7,41 8,71 7,35 2,32 8,22 15,15

++ n 8 9 8 8 8 8 8 9 8 7 9 9
m 84,49 82,81 82,06 9,98 12,03 12,21 12,50 15,10 15,02 2,54 4,14 20,11

+++ n 40 36 41 39 38 42 40 39 42 39 36 38
m 84,39 83,64 82,21 9,61 10,60 11,09 10,58 13,37 12,67 2,92 7,94 24,57

p-value 0,799 0,013** 0,552 0,047** 0,075* 0,023** 0,066* 0,062* 0,018** 0,689 0,091* 0,080*

RECEPTOR PROGESTERONA
- n 19 17 17 19 18 19 19 18 19 17 17 17

m 84,07 83,31 80,72 11,09 10,70 12,57 11,10 13,92 11,47 4,26 8,97 12,44

+ n 9 11 10 9 11 11 9 11 11 8 11 10
m 84,36 80,59 80,18 10,25 6,74 5,60 11,51 10,01 7,70 2,66 8,22 11,46

++ n 11 12 12 12 12 12 12 13 12 12 13 13
m 84,19 82,47 82,15 6,87 8,42 7,85 9,64 11,74 8,90 2,44 7,89 12,50

+++ n 35 31 35 33 33 36 34 33 36 33 30 32
m 84,62 83,74 82,46 9,61 11,29 11,19 10,88 13,38 12,86 3,45 7,81 24,57

p-value 0,576 0,086* 0,225 0,683 0,048** 0,004** 0,714 0,251 0,158 0,679 0,828 0,272

CLASIFICACIÓN MOLECULAR
Luminal A n 17 17 18 15 18 19 16 17 19 14 17 16

m 84,11 82,81 80,64 7,99 10,64 12,77 9,48 16,34 11,46 2,26 7,92 27,14

Luminal B HER2 - n 30 28 32 31 30 32 31 31 32 31 29 32
m 84,42 82,48 82,15 7,98 10,61 10,85 10,72 12,67 12,73 2,80 7,89 17,22

Luminal B HER2 + n 9 9 8 9 9 9 9 9 9 9 8 8
m 86,10 84,43 82,76 11,74 9,68 10,60 12,47 13,32 13,18 4,51 6,11 14,19

HER2+ n 7 6 5 7 7 7 7 7 7 7 7 6
m 84,57 82,75 84,58 9,86 10,04 10,81 9,97 10,17 11,47 3,92 11,14 17,70

Basal n 5 5 5 5 5 5 5 5 5 3 5 5
m 85,17 80,13 80,53 14,15 9,65 11,41 14,55 12,95 11,62 4,30 6,18 8,13

Triple negativo indeterminado n 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 4 4
m 86,44 84,01 82,30 13,90 12,51 8,92 14,99 15,55 11,13 5,90 13,51 11,58

p-value 0,636 0,130 0,537 0,318 0,942 0,538 0,357 0,499 0,85 0,082* 0,322 0,141

BRCA1 ESR1 RASSF1AMET. GLOBAL

 

 

 
 

 

Tabla 18. Asociación entre parámetros histopatológicos tumorales y datos moleculares de  los distintos 
tejidos de las enfermas de cáncer de mama. (MET. GLOBAL: metilación global del ADN, BRCA1: 
metilación génica de BRCA1 -pirosecuenciación-, ESR1: metilación génica de ESR1 -pirosecuenciación-, 
RASSF1A: metilación génica de RASSF1A -pirosecuenciación-, EF: elementos formes de enfermas, GM: 
glándula mamaria, T: tumor, Triple negativo indeterminado: subgrupo sin datos sobre el estatus de las 
citoqueratinas 5 y 6,  n: tamaño muestral, m: mediana, p-value: significación estadística). En azul se destacan las 
asociaciones con relevancia estadística, donde ** indica asociaciones significativas (p<0,05) y * corresponde a  
asociaciones cercanas a la significación (0,05<p<0,1).  
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4.2 Influencia del estilo de vida sobre la metilación del ADN 

 
Diversos factores tanto nutricionales como de estilo de vida han sido asociados a 

alteraciones a nivel epigenético en cáncer, evidenciando el carácter reversible de tales 

aberraciones. Por este motivo, se consideró de interés evaluar la influencia de los hábitos 

dietéticos y de estilo de vida caracterizados a través de los cuestionarios (de frecuencia de 

consumo de alimentos, de adherencia a la Dieta Mediterránea y de actividad física) sobre los 

patrones de metilación del ADN (Tablas 19 y 20). 

En relación al hábito tabáquico, no se hallaron asociaciones significativas con el grado de 

metilación global del ADN ni con la metilación génica de BRCA1, ESR1 y RASSF1A.  

Por lo que respecta al consumo de alcohol, se observó una correlación positiva con los 

niveles de metilación genómica del ADN en sangre periférica de voluntarias sanas. En cuanto 

a la metilación a nivel gen-específico, la ingesta diaria de alcohol  correlacionó positivamente 

con el grado de metilación génica de BRCA1 y ESR1 en tejido tumoral. 

Por otro lado, la actividad física mostró una correlación negativa con los niveles de 

metilación del gen ESR1 en glándula mamaria de las enfermas. En sangre periférica de 

mujeres sanas se halló una correlación positiva entre la actividad física y el grado de 

metilación de RASSF1A. 

La adherencia a la Dieta Mediterránea, por su parte, correlacionó positivamente, aunque 

de forma cercana a la significación, con los niveles de metilación génica de ESR1 en sangre 

periférica de las voluntarias sanas. 

En la Tabla 20 se muestran las correlaciones obtenidas entre los parámetros nutricionales 

de frecuencia de consumo de alimentos y los datos moleculares. Así, la ingesta calórica 

diaria en enfermas se asoció a un mayor grado de metilación génica de BRCA1 y ESR1 en 

elementos formes, y de BRCA1 en glándula mamaria. En cuanto al consumo de hidratos de 

carbono, éste mostró una correlación positiva con el grado de metilación del gen RASSF1A 

en elementos formes de sanas. Por su parte, la ingesta de proteína correlacionó de forma 

positiva con los niveles de metilación global del ADN en tejido tumoral. A su vez, el 

consumo de proteína se asoció positivamente a un mayor grado de metilación de BRCA1 en 

glándula mamaria, y de BRCA1 y ESR1 en tumor. Por otro lado, la ingesta de lípidos totales 

no mostró correlaciones con los datos moleculares de la población de mujeres sanas. Sin 

embargo, al cuantificar el consumo en función del tipo de lípido, se hallaron correlaciones 

positivas entre el grado de metilación de BRCA1 y ESR1 en elementos formes de sanas y la 

ingesta de ácidos grasos poliinsaturados totales, así como entre ESR1 y la ingesta de omega 6 
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y omega 3 tanto de origen marino como no marino. En cuanto a la población de enfermas, el 

consumo de lípidos totales correlacionó positivamente con los niveles de metilación global en 

sangre periférica y tumor. Al realizar el análisis en función del tipo de lípido, se observó una 

asociación entre la ingesta de ácidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados del 

tipo omega 6 y el incremento de la metilación global en sangre periférica de enfermas, 

mientras que en tejido tumoral los niveles de metilación genómica correlacionaron con el 

consumo de ácidos grasos saturados y poliinsaturados omega 3 de origen marino. A nivel 

gen-específico, el grado de metilación de BRCA1, ESR1 y RASSF1A en elementos formes de 

enfermas se asoció al consumo de lípidos totales, así como de ácidos grasos saturados y 

monoinsaturados. La metilación del gen ESR1 en elementos formes de enfermas también 

presentó una correlación negativa con la ingesta de omega 3 (marino). En cuanto a la 

metilación génica en glándula mamaria, se halló una correlación positiva entre el grado de 

metilación de BRCA1 y el consumo de omega 3 de origen marino, así como una asociación 

negativa entre RASSF1A y la ingesta de poliinsaturados totales y del tipo omega 6. En tejido 

tumoral, los niveles de metilación génica de BRCA1 correlacionaron positivamente con el 

consumo de lípidos totales, de ácidos grasos saturados, monoinsaturados, poliinsaturados 

totales y omega 3 de origen no marino. La metilación de ESR1 en tumor también se asoció 

positivamente con la ingesta de ácidos grasos saturados. Por otro lado, el consumo de aceite 

de oliva no mostró ninguna asociación con relevancia estadística con los datos moleculares, y 

la ingesta de fibra únicamente correlacionó, de forma positiva, con el grado de metilación del 

gen ESR1 en glándula mamaria de enfermas. En cuanto al consumo de vitaminas, la ingesta 

de vitamina B2 presentó correlaciones positivas con los niveles de metilación global en todos 

los tejidos analizados. A nivel gen-específico, el consumo de vitamina B2 en las pacientes se 

asoció a un incremento en el grado de metilación del gen BRCA1 y ESR1 en elementos 

formes y tejido tumoral, así como de BRCA1 en glándula mamaria. La ingesta de vitamina B6 

en enfermas correlacionó positivamente con los niveles de metilación genómica y de BRCA1 

en glándula mamaria, y con el grado de metilación de ESR1 en tumor. Por otro lado, el 

consumo de vitamina B9 (folato) en enfermas se asoció positivamente con los niveles de 

metilación génica de ESR1, y de forma negativa con los de RASSF1A en glándula mamaria. 

Por último, la ingesta de vitamina B12 correlacionó positivamente con el grado de metilación 

global del tejido tumoral, así como del gen BRCA1 en glándula mamaria y tumor. 
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SANAS SANAS SANAS SANAS
EF EF GM T EF EF GM T EF EF GM T EF EF GM T

rho 0,264 0,182 0,147 0,212 0,143 0,247 0,230 0,204 0,217 0,242 0,124 0,193 0,283 0,233 -0,231 0,009
n 24 53 52 54 24 54 54 57 24 54 55 57 24 50 51 54
p-value 0,212 0,192 0,300 0,124 0,504 0,072* 0,094* 0,128 0,310 0,077* 0,367 0,150 0,181 0,103 0,102 0,946

rho 0,276 0,130 0,164 -0,007 0,109 0,114 0,223 -0,051 0,100 0,170 0,091 0,048 0,438 0,208 -0,203 0,069
n 24 53 52 54 24 54 54 57 24 54 55 57 24 50 51 54
p-value 0,192 0,354 0,244 0,958 0,610 0,412 0,105 0,707 0,642 0,218 0,509 0,721 0,032** 0,146 0,153 0,615

rho 0,174 0,142 0,095 0,292 -0,035 0,140 0,247 0,326 0,161 0,139 0,178 0,239 0,147 0,038 -0,011 0,085
n 24 53 52 54 24 54 54 57 24 54 55 57 24 50 51 54
p-value 0,416 0,312 0,500 0,032** 0,868 0,312 0,072* 0,013** 0,453 0,315 0,191 0,072* 0,491 0,791 0,940 0,541

rho 0,127 0,275 0,094 0,242 0,129 0,312 0,197 0,339 0,281 0,323 0,151 0,159 0,027 0,306 -0,175 -0,023
n 24 53 52 54 24 54 54 57 24 54 55 57 24 50 51 54
p-value 0,554 0,046** 0,508 0,077* 0,546 0,021** 0,153 0,009** 0,184 0,017** 0,269 0,236 0,900 0,031** 0,219 0,868

rho 0,292 0,234 0,124 0,244 -0,026 0,306 0,197 0,377 0,029 0,303 0,171 0,221 0,095 0,247 -0,126 -0,037
n 24 53 52 54 24 54 54 57 24 54 55 57 24 50 51 54
p-value 0,166 0,091* 0,379 0,074* 0,904 0,025** 0,152 0,004** 0,891 0,026** 0,213 0,097* 0,659 0,083* 0,379 0,785

rho 0,091 0,253 0,063 0,161 0,157 0,329 0,166 0,248 0,225 0,332 0,151 0,044 -0,014 0,321 -0,139 0,011
n 24 53 52 54 24 54 54 57 24 54 55 57 24 50 51 54
p-value 0,671 0,068* 0,656 0,244 0,463 0,015** 0,229 0,062* 0,290 0,014** 0,271 0,744 0,948 0,023** 0,329 0,936

rho 0,272 0,241 0,089 0,207 0,441 0,105 0,129 0,254 0,551 0,115 0,121 0,135 0,320 0,074 -0,234 <0,001
n 24 53 52 54 24 54 54 57 24 54 55 57 24 50 51 54
p-value 0,198 0,082* 0,528 0,132 0,031** 0,452 0,349 0,056* 0,005** 0,406 0,377 0,316 0,127 0,608 0,099* 0,996

rho 0,253 0,255 0,169 0,183 0,258 0,103 0,108 0,188 0,537 0,143 0,166 0,167 0,243 0,043 -0,294 -0,021
n 24 53 52 54 24 54 54 57 24 54 55 57 24 50 51 54
p-value 0,233 0,065* 0,231 0,186 0,223 0,460 0,436 0,159 0,006** 0,303 0,225 0,212 0,253 0,765 0,036** 0,878

rho 0,343 0,142 0,160 0,156 0,222 0,066 0,089 0,278 0,373 0,043 0,166 0,146 0,223 0,024 -0,219 0,177
n 24 53 52 54 24 54 54 57 24 54 55 57 24 50 51 54

  (no marinos) p-value 0,101 0,311 0,256 0,259 0,297 0,637 0,519 0,035** 0,072* 0,756 0,227 0,278 0,296 0,869 0,122 0,199

rho -0,078 0,016 -0,005 0,232 0,305 -0,119 0,302 0,154 0,354 -0,234 -0,028 0,001 -0,044 -0,159 0,084 0,093
n 24 53 52 54 24 54 54 57 24 54 55 57 24 50 51 54

  (marinos) p-value 0,715 0,911 0,969 0,091* 0,147 0,389 0,026** 0,253 0,089* 0,088* 0,834 0,993 0,838 0,269 0,557 0,504

rho -0,102 0,051 -0,077 0,006 0,028 0,167 0,160 0,129 0,177 0,179 0,102 -0,147 -0,146 0,230 -0,065 -0,024
n 24 53 52 54 24 54 54 57 24 54 55 57 24 50 51 54
p-value 0,635 0,714 0,584 0,963 0,897 0,227 0,246 0,335 0,408 0,194 0,455 0,274 0,495 0,108 0,649 0,859

rho 0,073 0,149 0,162 0,075 -0,042 0,165 0,208 0,107 -0,012 0,218 0,242 0,216 0,245 0,159 -0,223 0,075
n 24 53 52 54 24 54 54 57 24 54 55 57 24 50 51 54
p-value 0,734 0,284 0,251 0,589 0,846 0,233 0,131 0,428 0,955 0,112 0,074* 0,105 0,248 0,268 0,115 0,588

Vitaminas
rho 0,380 0,357 0,401 0,236 0,017 0,278 0,447 0,398 0,125 0,307 0,217 0,361 0,150 0,085 -0,048 0,120
n 24 53 52 54 24 54 54 57 24 54 55 57 24 50 51 54
p-value 0,067* 0,008** 0,003** 0,085* 0,937 0,041** 0,001** 0,002** 0,561 0,024** 0,111 0,005** 0,484 0,557 0,737 0,385

rho 0,149 0,213 0,244 0,112 0,025 0,07 0,274 0,197 0,263 0,09 0,158 0,239 0,160 -0,046 -0,193 0,195
n 24 53 52 54 24 54 54 57 24 54 55 57 24 50 51 54
p-value 0,487 0,126 0,082* 0,418 0,905 0,611 0,045** 0,142 0,213 0,484 0,249 0,072* 0,455 0,753 0,175 0,157

rho 0,218 0,220 0,206 0,017 0,039 0,161 0,226 0,060 0,184 0,203 0,230 0,205 0,219 0,088 -0,244 0,070
n 24 53 52 54 24 54 54 57 24 54 55 57 24 50 51 54
p-value 0,305 0,113 0,142 0,903 0,856 0,243 0,100 0,653 0,388 0,142 0,091* 0,125 0,303 0,539 0,084* 0,613

rho 0,022 0,155 0,112 0,017 0,316 0,028 0,390 0,375 0,283 -0,054 0,054 0,161 -0,041 -0,173 0,126 0,046
n 24 53 52 54 24 54 54 57 24 54 55 57 24 50 51 54
p-value 0,919 0,266 0,428 0,003** 0,132 0,839 0,003** 0,004** 0,179 0,698 0,696 0,231 0,849 0,229 0,378 0,739

  B2 

  B6

  AG Omega 6

Energía total

  AG saturados

  B12

  AG Omega 3 

  AG Omega 3 

  AG poliinsaturados 

Fibra 

  B9

Aceite de Oliva 

  AG monoinsaturados 

MET. GLOBAL

Proteína

ENFERMAS

Hidratos de carbono

FRECUENCIA DE CONSUMO

Lípidos

ENFERMAS

ESR1 RASSF1A
ENFERMAS ENFERMAS

BRCA1

 
Tabla 20. Correlación entre parámetros nutricionales obtenidos de los cuestionarios de frecuencia de consumo 
de alimentos y datos moleculares de los distintos tejidos. (MET. GLOBAL: metilación global del ADN, BRCA1: 
metilación génica de BRCA1 -pirosecuenciación-, ESR1: metilación génica de ESR1 -pirosecuenciación-, RASSF1A: 
metilación génica de RASSF1A -pirosecuenciación-, EF: elementos formes, GM: glándula mamaria, T: tumor, AG: 
ácidos grasos, rho: coeficiente de correlación de Spearman, n: tamaño muestral, p-value: significación estadística). **: 
correlaciones significativas (p<0,05), *: correlaciones cercanas a la significación (0,05<p<0,1). En verde se indican las 
correlaciones positivas con p<0,1 y en rojo las negativas. 
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A parte de las asociaciones realizadas entre los parámetros nutricionales obtenidos de los 

cuestionarios de frecuencia de consumo de alimentos y los datos obtenidos a nivel molecular, 

también se evaluó la relación existente entre el perfil de ácidos grasos de las membranas de 

los eritrocitos y el patrón de metilación del ADN (Tablas 21-25).  

En cuanto a los ácidos grasos saturados (Tabla 21), la metilación global del ADN en 

elementos formes de voluntarias sanas correlacionó con los niveles totales de saturados, así 

como con los de C14:0, C16:0, C17:0, C18:0, C20:0, C22:0 y C23:0 en las membranas de los 

eritrocitos. Esto mismo fue observado en la población de enfermas aunque sólo en el caso de 

C22:0 y C23:0. Por otro lado, la metilación génica de BRCA1 en sangre periférica de mujeres 

sanas correlacionó con la presencia de C16:0 en la membrana de eritrocitos, mientras que en 

enfermas correlacionó con los niveles de C18:0, C23:0 y C24:0, así como de ácidos grasos 

saturados totales. En tejido mamario sano, se detectó asociación positiva entre el grado de 

metilación de BRCA1 y los niveles de C23:0 en la membrana eritrocitaria. En relación al 

tumor, se hallaron asociaciones positivas entre los niveles de metilación de este gen supresor 

tumoral y la presencia de C17:0 y C23:0. Por lo que respecta a ESR1, se hallaron 

correlaciones positivas entre el grado de metilación de ESR1 en elementos formes y la 

cuantificación en las membranas eritrocitarias de C18:0 y C23:0 en la población de mujeres 

sanas, y de C18:0 y ácidos grasos saturados totales en la población de enfermas. En cuanto al 

tejido mamario, únicamente se halló asociación entre los niveles de C23:0 y el grado de 

metilación de ESR1 en glándula mamaria. En referencia al gen RASSF1A, los valores de 

saturados totales, así como los de C14:0, C16:0, C17:0 y C18:0 correlacionaron positivamente 

con la metilación de dicho gen en elementos formes de mujeres sanas. En enfermas, el 

aumento de metilación de RASSF1A en sangre periférica correlacionó tanto con los niveles 

totales de ácidos grasos saturados, como con los de C18:0 y C22:0 en la membrana de los 

eritrocitos. En tejido tumoral, el grado de metilación de RASSF1A correlacionó de forma 

positiva con la presencia en eritrocitos de C14:0, C16:0 y C17:0, y de manera inversa con la 

de C18:0 y C22:0. 

En el caso de los ácidos grasos monoinsaturados (Tabla 22), la metilación global del 

ADN en elementos formes de mujeres sanas correlacionó positivamente con los niveles 

totales de ácidos grasos monoinsaturados, así como con los de c9-C18:1 (ácido oleico) y 

C24:1. En la población de enfermas, se hallaron asociaciones inversas entre la presencia de 

C16:1 y c11-C18:1 en la membrana eritrocitaria y el grado de metilación genómica en sangre 

periférica. En relación al tumor, la metilación global del ADN correlacionó, de forma 

negativa, con los niveles de C24:1 en las membranas de los eritrocitos. Por otro lado, la 



RESULTADOS 

 170 

metilación génica de BRCA1 en sangre periférica de las pacientes mostró correlaciones 

negativas con los valores en eritrocitos de C16:1, c9-C18:1, c11-C18:1 y con los niveles 

totales de ácidos grasos monoinsaturados. En cuanto al gen ESR1, se observaron asociaciones 

negativas entre el grado de metilación de dicho gen en sangre periférica de enfermas y los 

niveles totales de monoinsaturados, c9-C18:1 y c11-C18:1 en membrana eritrocitaria. Por otro 

lado, la metilación de ESR1 en glándula mamaria correlacionó positivamente con la presencia 

de C22:1 y C24:1 en eritrocitos, mientras que en tumor los niveles de C17:1 mostraron una 

asociación inversa con el grado de metilación de dicho supresor tumoral. Por último, la 

metilación génica de RASSF1A en elementos formes de enfermas correlacionó negativamente 

con los niveles totales de monoinsaturados, C16:1 y c9-C18:1. Por el contrario, la metilación 

de RASSF1A en tejido tumoral mostró correlaciones positivas con los niveles totales de 

monoinsaturados y c9-C18:1 en las membranas de los eritrocitos. 

Por lo que respecta a los ácidos grasos poliinsaturados omega 6 (Tabla 23), la metilación 

global del ADN en sangre periférica de mujeres sanas correlacionó negativamente con los 

niveles totales de ácidos grasos omega 6, así como con los de C18:2 (ácido linoleico), C20:2, 

C20:3 y C20:4 en la membrana de los eritrocitos. Contrariamente, la metilación genómica en 

elementos formes de enfermas presentó asociaciones positivas con los niveles de C20:2 y 

C20:3. El grado de metilación global en glándula mamaria correlacionó positivamente con la 

presencia de C20:2 en la membrana eritrocitaria, y en tumor con los niveles de C18:2. Por 

otro lado, la metilación génica de BRCA1 en elementos formes de mujeres sanas correlacionó 

de forma negativa con los niveles de C20:3 en las membranas de los eritrocitos. En el caso de 

las enfermas, el grado de metilación de BRCA1 en elementos formes, glándula mamaria y 

tumor se asoció positivamente con la presencia de C20:2 en eritrocitos. En cuanto al gen 

ESR1, el grado de metilación génica en sangre periférica de mujeres sanas correlacionó de 

forma negativa con los niveles totales de omega 6, C20:3 y C20:4 en las membranas 

eritrocitarias, mientras que en enfermas la correlación con C20:3 fue positiva. Por lo que 

respecta al tejido mamario, en glándula mamaria la metilación del gen ESR1 se asoció 

positivamente con los niveles de C18:3 y en tumor con los de C20:2. En referencia al gen 

RASSF1A, los niveles totales de omega 6 y C20:4 en las membranas de los eritrocitos 

correlacionaron negativamente con el grado de metilación de RASSF1A en elementos formes 

de mujeres sanas y en tumor. En el caso del tejido tumoral, también se halló una correlación 

negativa entre la metilación de RASSF1A y los niveles de C22:2 en las membranas 

eritrocitarias. 
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En relación a los ácidos grasos poliinsaturados omega 3 (Tabla 24), la metilación global 

del ADN en elementos formes de mujeres sanas correlacionó positivamente con los niveles de 

C18:3, y de forma negativa con los niveles totales de omega 3 y C22:6 en las membranas de 

los eritrocitos. En el caso de la metilación gen-específica, únicamente se halló correlación, 

siendo ésta negativa, entre el grado de metilación del gen BRCA1 en sangre periférica de 

voluntarias sanas y los niveles de C20:5 en eritrocitos. 

Por último, el ácido graso con isomería trans (t9-C18:1) (Tabla 25) no mostró 

asociaciones con relevancia estadística con los niveles de metilación global del ADN. En 

cuanto a la metilación gen-específica, los niveles de t9-C18:1 en las membranas de los 

eritrocitos de enfermas correlacionaron positivamente con el grado de metilación de ESR1 en 

glándula mamaria y de BRCA1 en tejido tumoral. 
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B. ESTUDIO EN EL MODELO EXPERIMENTAL 

 

1. INFLUENCIA DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA EXPRESIÓN DE 

GENES SUPRESORES TUMORALES 

 
1.1. Niveles de expresión génica en glándula mamaria a diferentes edades 

 
Gen RASSF1A    

Los resultados de la expresión génica de RASSF1A mostraron una gran variabilidad a lo 

largo del tiempo, presentando diferentes tendencias durante la adolescencia (36 y 51 días de 

edad) y hasta los 100 días de edad, y en la etapa adulta (100 días y final del ensayo). En todos 

los grupos excepto en Mip, el valor de expresión más elevado se alcanzó a los 100 días de 

edad y descendió a los 246 días (Figura 55-A).  

En relación con la dieta experimental, únicamente se obtuvieron diferencias al final del 

ensayo, observándose una disminución en los niveles de expresión de RASSF1A en los 

grupos de dieta de aceite de oliva respecto al control, y en Oip respecto Mip (Figura 55-B). 

 

36 días 51 días 100 días 246 días

C Mip Oip C Mip Oip C Mip Mp Oip Op C Mip Mp Oip Op

n 6 6 6 6 6 6 5 5 5 5 5 17 18 16 18 18

m 0,38 0,37 0,38 0,38 0,43 0,39 0,45 0,36 0,48 0,48 0,40 0,33 0,34 0,30 0,28 0,27

M 0,37 0,37 0,36 0,37 0,44 0,39 0,45 0,41 0,46 0,46 0,42 0,32 0,32 0,33 0,27 0,28

DS 0,05 0,07 0,05 0,08 0,13 0,08 0,06 0,13 0,09 0,11 0,11 0,05 0,08 0,10 0,08 0,06

CV 14,47 19,10 14,04 22,78 29,53 20,73 12,17 30,95 19,68 24,66 26,16 15,42 23,90 31,07 29,82 22,54
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Figura 55. Expresión relativa del ARNm de RASSF1A en glándula mamaria de los grupos 
experimentales a diferentes edades. Niveles de ARNm de RASSF1A en función de la edad (A) y de la 
dieta (B). (C) Estadística descriptiva (n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, DS: desviación estándar, 
CV: coeficiente de variación (%). A los 36 y 51 días de edad, la condición control (dieta normolipídica) 
corresponde a los grupos C+Mp+Op. Las comparaciones con línea discontinua indican diferencias cercanas 
a la significación (0,05<p<0,1). 
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Gen TIMP3  

La expresión génica de TIMP3 mostró también diferentes tendencias durante la 

adolescencia y en la etapa adulta. Así, los niveles de ARNm de TIMP3 incrementaron de los 

36 a los 100 días en el grupo control, mientras que disminuyeron en los grupos Mip y Oip. En 

edad adulta (de 100 a 246 días), la expresión de TIMP3 disminuyó en todos los grupos 

experimentales (Figura 56-A). 

En cuanto al efecto de la dieta, sólo se observaron diferencias al final del ensayo, 

concretamente una disminución significativa de la expresión génica de TIMP3 en Mp 

respecto al control (Figura 56-B). 
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Figura 56. Expresión relativa del ARNm de TIMP3 en glándula mamaria de los grupos experimentales 
a diferentes edades. Niveles de ARNm de TIMP3 en función de la edad (A) y de la dieta (B). (C) Estadística 
descriptiva (n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, DS: desviación estándar, CV: coeficiente de 
variación (%). A los 36 y 51 días de edad, la condición control (dieta normolipídica) corresponde a los grupos 
C+Mp+Op. Las comparaciones con línea continua indican diferencias significativas (p<0,05).  

 

 

Gen CDKN2c   

Los niveles de expresión génica de CDKN2c en el grupo control y Mip siguieron un perfil 

similar a lo largo del tiempo, siendo los valores de Mip siempre inferiores al control. En 

ambos grupos, se observó un descenso en la expresión de CDKN2c a 51 días de edad, tal 

disminución fue muy sutil en el caso de Oip. En los tres grupos, dicho descenso fue seguido 
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de un aumento en los niveles de expresión a 100 días para, posteriormente, disminuir al final 

del ensayo (Figura 57-A). 

Por lo que respecta al efecto de la dieta, los valores de expresión de CDKN2c en los grupos 

de aceite de oliva fueron inferiores a los del resto durante todo el ensayo, excepto a 246 días. 

Así, a 36 días de edad la expresión de CDKN2c fue significativamente menor en Oip respecto 

al control. Tales diferencias no obtuvieron significación estadística a 51 días de edad. Sin 

embargo, a 100 días el grupo Op presentó niveles inferiores en comparación con el control, 

Mip y Mp. Al final del ensayo, se observó una disminución en la expresión génica de 

CDKN2c de todos los grupos de dieta hiperlipídica respecto al control. Al analizar dichos 

grupos entre sí, destacó la disminución en los niveles relativos de Mip comparados con Mp y 

Oip (Figura 57-B). 
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Figura 57. Expresión relativa del ARNm de CDKN2c en glándula mamaria de los grupos 
experimentales a diferentes edades. Niveles de ARNm de CDKN2c en función de la edad (A) y de la 
dieta (B). (C) Estadística descriptiva (n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, DS: desviación estándar, 
CV: coeficiente de variación (%). A los 36 y 51 días de edad, la condición control (dieta normolipídica) 
corresponde a los grupos C+Mp+Op. Las comparaciones con línea continua indican diferencias 
significativas (p<0,05) y las comparaciones con línea discontinua indican diferencias cercanas a la 
significación (0,05<p<0,1). 
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1.2. Niveles de expresión génica  en adenocarcinomas mamarios  

 
El análisis de los niveles de ARNm de RASSF1A en adenocarcinomas mostró una 

disminución significativa en los grupos de dieta de aceite de oliva respecto al resto de grupos 

(Figura 58-A). Por lo que respecta a la expresión génica de TIMP3, se observó una 

disminución en los niveles de Mp y de ambos grupos de dieta de aceite de oliva en 

comparación con el control (Figura 58-B). En cuanto a los niveles de expresión de CDKN2c, 

no se obtuvieron diferencias significativas en las comparaciones realizadas entre los grupos 

experimentales (Figura 58-C). 
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Figura 58. Expresión relativa del ARNm de RASSF1A (A), TIMP3 (B) y CDKN2c (C) en 
adenocarcinomas mamarios de los grupos experimentales al final del ensayo. n: tamaño muestral, m: 
mediana, M: media, DS: desviación estándar, CV: coeficiente de variación (%). Las comparaciones con 
línea continua indican diferencias significativas (p<0,05) y las comparaciones con línea discontinua indican 
diferencias cercanas a la significación (0,05<p<0,1). 
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1.3. Comparación de los niveles de expresión génica entre ambos tejidos 

 
El análisis comparativo de los niveles de expresión de ARNm de RASSF1A y TIMP3 

obtenidos en glándula mamaria y adenocarcinomas mostró en ambos casos una disminución 

significativa en tumor en todos los grupos experimentales (Figura 59-A y 59-B 

respectivamente). En cuanto a los niveles de ARNm de CDKN2c, únicamente se halló un 

aumento significativo en adenocarcinomas en relación a la glándula mamaria en el grupo Mip 

(Figura 59-C). 
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Figura 59. Comparación de los niveles de expresión relativa del ARNm de RASSF1A (A), 
TIMP3 (B) y CDKN2c (C) en glándula mamaria y adenocarcinomas mamarios al final 
del ensayo. Las comparaciones con línea continua indican diferencias significativas (p<0,05).  
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2. INFLUENCIA DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA SOBRE MECANISMOS 

EPIGENÉTICOS: METILACIÓN DEL ADN 

 

El estudio del estado de metilación del ADN se basó tanto en la determinación de los 

niveles de metilación global del genoma, como en el análisis de la metilación gen-específica 

de los genes RASSF1A y TIMP3. 

 
 

2.1. Metilación global del genoma 

 
Por lo que respecta a la glándula mamaria, los niveles de metilación global mostraron 

variaciones a lo largo del tiempo en todos los grupos experimentales, destacando descensos 

durante la fase de pubertad, fundamentalmente de los 24 a los 36 días de edad, así como en la 

etapa adulta (de los 100 días hasta el final del ensayo) (Figura 60-A). En cuanto al efecto de la 

dieta, el grupo Oip mostró los mayores niveles de metilación genómica, siendo este aumento 

cercano a la significación a 36 días comparado con el grupo Mip, y a 51 días en comparación 

con el grupo control (Figura 60-B). 
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Figura 60. Grado de metilación global del ADN en glándula mamaria de los grupos experimentales a 
diferentes edades. Grado de metilación global (%) del ADN en función de la edad (A) y de la dieta (B). 
(C) Estadística descriptiva (n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, DS: desviación estándar, CV: 
coeficiente de variación (%). 24 días: grupo no alimentado con dieta experimental. A los 36 y 51 días de 
edad, la condición control (dieta normolipídica) corresponde a los grupos C+Mp+Op. Las comparaciones 
con línea discontinua indican diferencias cercanas a la significación (0,05<p<0,1). 
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En adenocarcinomas mamarios, los grupos de dieta hiperlipídica de aceite de oliva 

destacaron por presentar los mayores niveles de metilación global, de forma significativa para 

Oip y cercana a la significación para Op, respecto al grupo control (Figura 61). 
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Figura 61. Grado de metilación global del ADN en adenocarcinomas mamarios de los grupos 
experimentales al final del ensayo. n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, DS: desviación estándar, 
CV: coeficiente de variación (%). Las comparaciones con línea continua indican diferencias significativas 
(p<0,05) y las comparaciones con línea discontinua indican diferencias cercanas a la significación 
(0,05<p<0,1). 

 

La comparación entre ambos tejidos de los niveles de metilación global al final del 

ensayo para cada grupo experimental mostró un incremento en los adenocarcinomas 

mamarios de los grupos Oip (p<0,05) y Op (0,05<p<0,1) (Figura 62). 
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Figura 62. Comparación del grado de metilación global 
del ADN entre glándula mamaria y adenocarcinomas 
mamarios de los grupos experimentales al final del 
ensayo. Las comparaciones con línea continua indican 
diferencias significativas (p<0,05) y las comparaciones con 
línea discontinua indican diferencias cercanas a la 
significación (0,05<p<0,1). 
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2.2 Metilación gen-específica de RASSF1A y TIMP3  

 
La evaluación de la metilación gen-específica se realizó de forma cualitativa para el gen 

RASSF1A, y de manera cuantitativa para dicho gen así como para TIMP3. 

 

Determinación cualitativa de la metilación del gen RASSF1A 

En primer lugar, se procedió a determinar la metilación de forma cualitativa por “MSP” de 

una secuencia presente en la región promotora del gen RASSF1A, en glándula mamaria y 

adenocarcinomas mamarios al final del ensayo (Figura 63). 
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Figura 63. Imagen representativa de la detección del 
alelo metilado y no metilado en la determinación 
cualitativa de la metilación del gen RASSF1A por 
“MSP”. CM 100%: ADN control 100% metilado, CM 
0%: ADN control 0% metilado, C-: control negativo. 

 

En glándula mamaria, el 100% de las muestras analizadas presentaron el alelo no 

metilado de RASSF1A, independientemente del grupo experimental. Por lo que respecta al 

alelo metilado, el porcentaje de muestras donde se detectó dicho alelo disminuyó en todos los 

grupos de dietas hiperlipídicas, siendo estadísticamente significativas las diferencias respecto 

al control en los grupos Mip, Mp y Oip. A su vez, ambos grupos de dieta de aceite de oliva 

presentaron niveles superiores de detección del alelo metilado en comparación con el grupo 

Mip (p<0,05) (Figura 64). 
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Figura 64. Determinación cualitativa de la metilación del gen RASSF1A en glándula mamaria al final 
del ensayo. Porcentaje de detección del alelo metilado para el gen RASSF1A por  “MSP”. n: tamaño 
muestral, M: número de muestras con alelo metilado, %M: porcentaje de detección del alelo metilado. Las 
comparaciones con línea continua indican diferencias significativas (p<0,05). 
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En referencia a los resultados en adenocarcinomas mamarios, tal y como sucedía en 

glándula mamaria, el 100% de las muestras analizadas presentaron alelo no metilado para el 

gen RASSF1A. En cuanto a la detección del alelo metilado, no se hallaron diferencias 

significativas entre los grupos experimentales (Figura 65). 
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Figura 65. Determinación cualitativa de la metilación del gen RASSF1A en adenocarcinomas 
mamarios al final del ensayo. Porcentaje de detección del alelo metilado para el gen RASSF1A por  “MSP”. 
n: tamaño muestral, M: número de muestras con alelo metilado, %M: porcentaje de detección del alelo 
metilado.  

 

La comparación entre ambos tejidos mostró un incremento del porcentaje de detección 

del alelo metilado de RASSF1A en adenocarcinomas respecto a glándula mamaria en todos 

los grupos experimentales, de forma significativa en Mip y Mp, y cercano a la significación 

en el caso del grupo Op (Figura 66-A). Al realizar dicha comparación independientemente del 

grupo experimental (Figura 66-B), se obtuvo también un incremento significativo en el 

porcentaje de detección del alelo metilado en adenocarcinomas, presentando valores en ambos 

tejidos (GM: 32,50%, T: 66,98%) similares a los obtenidos por “MSP” en el estudio en 

humanos (GM: 40,45%, T: 79,78%). 
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Figura 66. Comparación de las frecuencias de metilación del gen RASSF1A en glándula 
mamaria y adenocarcinomas mamarios al final del ensayo. Comparación de las frecuencias de 
metilación en cada grupo experimental (A) e independientemente del grupo (B). Las 
comparaciones con línea continua indican diferencias significativas (p<0,05) y las comparaciones 
con línea discontinua indican diferencias cercanas a la significación (0,05<p<0,1). 
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Determinación cuantitativa de la metilación del gen RASSF1A y TIMP3 

La determinación cuantitativa del grado de metilación de RASSF1A y TIMP3 se realizó 

mediante amplificación por PCR y posterior pirosecuenciación de secuencias presentes en la 

región promotora de ambos genes (Figura 67).  

 

A
2%

B10 : YGTATAYGTGGTGYGA

3% 5%

0

200

400

600

5 10 15 20

E S G T C G T C A T A T C G A T G T A G T C G

5% 4% 4% 4%7% 7%

0

50

100

150

200

250

300

-50

E SA TCGT

5

CGAGT

10

GAT GA

15

TAG TA

20

GTAGT

25

GCTCT

30

G TCGT

35

A TCGA

40

GTCGT

45

CG

BA
2%

B10 : YGTATAYGTGGTGYGA

3% 5%2%

B10 : YGTATAYGTGGTGYGA

3% 5%

0

200

400

600

5 10 15 20

E S G T C G T C A T A T C G A T G T A G T C G

5% 4% 4% 4%7% 7%

0

50

100

150

200

250

300

-50

E SA TCGT

5

CGAGT

10

GAT GA

15

TAG TA

20

GTAGT

25

GCTCT

30

G TCGT

35

A TCGA

40

GTCGT

45

CG

B

 
Figura 67. Pirogramas representativos de la determinación cuantitativa de la metilación de los genes 
RASSF1A (A) y TIMP3 (B) en el estudio en el modelo experimental.  Enmarcado en color azul se indica el 
grado de metilación (%) de cada una de las posiciones CpG analizadas en cada gen. 

 

En todas las muestras analizadas se detectó metilación tanto para el gen RASSF1A como 

para TIMP3.  

En glándula mamaria, los grupos de dietas hiperlipídicas de aceite de maíz presentaron 

un incremento significativo de la metilación de RASSF1A respecto al control. A su vez, el 

grado de metilación detectado en el grupo Mip fue superior al de los grupos Mp y Oip (Figura 

68-A). En cuanto a la metilación del gen TIMP3, el grupo Mip mostró los mayores niveles de 

metilación en comparación con el grupo control y con ambos grupos de dieta de aceite de 

oliva (Figura 68-B). 
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C Mip Mp Oip Op

n 15 14 16 15 17

m 3,37 5,18 4,26 4,39 3,78

M 3,39 5,46 4,71 4,32 4,35

DS 0,65 1,48 1,91 1,81 1,96

CV 19,28 27,13 40,63 41,79 45,14
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M 3,39 5,46 4,71 4,32 4,35

DS 0,65 1,48 1,91 1,81 1,96

CV 19,28 27,13 40,63 41,79 45,14

C Mip Mp Oip Op

n 15 14 15 15 16

m 1,47 3,01 2,22 2,03 1,65

M 1,62 4,10 2,84 1,78 2,42

DS 0,59 2,77 2,71 0,77 2,12

CV 36,47 67,49 95,42 43,17 87,57
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Figura 68. Grado de metilación del gen RASSF1A (A) y TIMP3 (B) en glándula mamaria al final 
del ensayo. n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, DS: desviación estándar, CV: coeficiente de 
variación (%). Las comparaciones con línea continua indican diferencias significativas (p<0,05) y las 
comparaciones con línea discontinua indican diferencias cercanas a la significación (0,05<p<0,1). 

 

Paralelamente, se realizó un análisis del porcentaje de muestras de los grupos de dieta 

hiperlipídica cuyo grado de metilación de RASSF1A y TIMP3 era superior a la mediana del 

grupo control (“cut-off” ó punto de corte de hipermetilación), tal y como se muestra en la 

Tabla 26. Los resultados obtenidos mostraron un incremento significativo de la frecuencia de 

hipermetilación de RASSF1A (Tabla 26-A) y TIMP3 (Tabla 26-B) en el grupo Mip.  

 

A B
Mip Mp Oip Op

n 14 15 15 16

n> cut-off (C:1,47) 12 9 11 9

n<cut-off (C:1,47) 2 6 4 7

% Hipermetilación 85,71 60 73,33 56,25

Significación p<0,05 ND ND ND

Mip Mp Oip Op

n 14 15 15 16

n> cut-off (C:1,47) 12 9 11 9

n<cut-off (C:1,47) 2 6 4 7

% Hipermetilación 85,71 60 73,33 56,25

Significación p<0,05 ND ND ND

Mip Mp Oip Op

n 14 16 15 17

n> cut-off (C: 3,37) 14 11 10 9

n<cut-off (C: 3,37) 0 5 5 8

% Hipermetilación 100 68,75 66,66 52,94

Significación p<0,05 ND ND ND

Mip Mp Oip Op

n 14 16 15 17

n> cut-off (C: 3,37) 14 11 10 9

n<cut-off (C: 3,37) 0 5 5 8

% Hipermetilación 100 68,75 66,66 52,94

Significación p<0,05 ND ND ND

 
Tabla 26. Frecuencia de hipermetilación (%) del gen RASSF1A (A) y TIMP3 (B) respecto al grupo 
control en glándula mamaria al final del ensayo. n: tamaño muestral, n>cut-off: número de muestras 
cuyo valor de metilación supera el “cut-off” de RASSF1A (mediana del grupo control: 3,37) ó de TIMP3 
(mediana del grupo control: 1,47), n<cut-off: número de muestras cuyo valor de metilación es inferior al 
“cut-off” de RASSF1A (control: 3,37) ó de TIMP3 (control: 1,47), % Hipermetilación: porcentaje de 
muestras que presentan hipermetilación (grado de metilación superior a la mediana del grupo control) para 
el gen RASSF1A ó TIMP3, significación: significación obtenida en el test de la ji-cuadrado, ND: 
diferencias no significativas. 
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En adenocarcinomas mamarios, el grado de metilación del gen RASSF1A aumentó 

significativamente en todos los grupos de dieta hiperlipídica excepto en el grupo Mp. Los 

niveles de metilación de RASSF1A detectados en el grupo Mip fueron superiores a los de Mp, 

el cual presentó valores inferiores a los de los grupos de dieta de aceite de oliva (Figura      

69-A). En cuanto al gen TIMP3, los grupos de dieta de aceite de maíz fueron los que 

presentaron mayores niveles de metilación. En este sentido, el grupo Mip mostró un 

incremento respecto al grupo control. El grupo Op presentó una disminución significativa del 

grado de metilación de TIMP3 en comparación con el resto de grupos de dietas hiperlipídicas 

(Figura 69-B). 
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Figura 69. Grado de metilación del gen RASSF1A (A) y TIMP3 (B) en adenocarcinomas mamarios al 
final del ensayo. n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, DS: desviación estándar, CV: coeficiente de 
variación (%). Las comparaciones con línea continua indican diferencias significativas (p<0,05) y las 
comparaciones con línea discontinua indican diferencias cercanas a la significación (0,05<p<0,1). 

 

En adenocarcinomas mamarios también se determinó la frecuencia de hipermetilación de 

RASSF1A y TIMP3 en cada grupo experimental respecto al control, tal y como se muestra en 

la Tabla 27. Por lo que respecta al gen RASSF1A, se detectó un incremento significativo del 

porcentaje de hipermetilación en Mip, y cercano a la significación en Oip (Tabla 27-A). Así, 

ambos grupos (Mip y Oip) incrementaron tanto el grado como la frecuencia de 

hipermetilación del gen RASSF1A, mientras que Op únicamente mostró un aumento en el 

grado de metilación de dicho gen. Por otro lado, la frecuencia de hipermetilación del gen 

TIMP3 incrementó en todos los grupos de dietas hiperlipídicas, excepto en Op (Tabla 27-B).  
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A B
Mip Mp Oip Op

n 17 17 17 18

n> cut-off (C:3,13) 16 14 16 13

n<cut-off (C: 3,13) 1 3 1 5

% Hipermetilación 94,12 82,35 94,12 72,22

Significación p<0,05 0.05<p<0.1 p<0,05 ND

Mip Mp Oip Op

n 17 17 17 18

n> cut-off (C:3,13) 16 14 16 13

n<cut-off (C: 3,13) 1 3 1 5

% Hipermetilación 94,12 82,35 94,12 72,22

Significación p<0,05 0.05<p<0.1 p<0,05 ND

Mip Mp Oip Op

n 18 18 17 18

n> cut-off (C:5,01) 15 9 14 12

n<cut-off (C: 5,01) 3 9 3 6

% Hipermetilación 83,33 50 82,35 66,66

Significación p<0,05 ND 0.05<p<0.1 ND

Mip Mp Oip Op

n 18 18 17 18

n> cut-off (C:5,01) 15 9 14 12

n<cut-off (C: 5,01) 3 9 3 6

% Hipermetilación 83,33 50 82,35 66,66

Significación p<0,05 ND 0.05<p<0.1 ND

 
Tabla 27. Frecuencia de hipermetilación (%) del gen RASSF1A (A) y TIMP3 (B) respecto al grupo 
control en adenocarcinomas mamarios al final del ensayo. n: tamaño muestral, n>cut-off: número de 
muestras cuyo valor de metilación supera el “cut-off” de RASSF1A (mediana del grupo control: 5,01) ó de 
TIMP3 (mediana del grupo control: 3,13), n<cut-off: número de muestras cuyo valor de metilación es 
inferior al “cut-off” de RASSF1A (control: 5,01) ó de TIMP3 (control: 3,13), % Hipermetilación: porcentaje 
de muestras que presentan hipermetilación (grado de metilación superior a la mediana del grupo control) 
para el gen RASSF1A ó TIMP3, significación: significación obtenida en el test de la ji-cuadrado, ND: 
diferencias no significativas. 

 

La comparación entre ambos tejidos para cada grupo experimental puso de manifiesto un 

incremento significativo del grado de metilación de la región promotora de los genes 

supresores tumorales RASSF1A (Figura 70-A) y TIMP3 (Figura 70-B) en adenocarcinomas 

respecto a glándula mamaria. 
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Figura 70. Comparación del grado de metilación del gen RASSF1A (A) y TIMP3 (B) en glándula 
mamaria y adenocarcinomas mamarios al final del ensayo. Las comparaciones con línea continua 
indican diferencias significativas (p<0,05). 

 

A su vez, se evaluó el efecto del cáncer sobre la frecuencia de hipermetilación de los genes 

RASSF1A y TIMP3 en cada grupo experimental (Tabla 28). Los adenocarcinomas mamarios 

de todos los grupos experimentales mostraron un incremento de la frecuencia de 

hipermetilación del gen RASSF1A, excepto el grupo Mip (Tabla 28-A), y de TIMP3 (Tabla 

28-B).  
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A B

C Mip Mp Oip Op

cut-off (GM) 3,37 5,18 4,26 4,39 3,78

n 13 18 18 17 18

n> cut-off (GM) 13 13 14 15 18

n<cut-off (GM) 0 5 4 2 0

% Hipermetilación 100 72,22 77,77 88,23 100

Significación p<0,05 ND 0.05<p<0.1 p<0,05 p<0,05

C Mip Mp Oip Op

cut-off (GM) 3,37 5,18 4,26 4,39 3,78

n 13 18 18 17 18

n> cut-off (GM) 13 13 14 15 18

n<cut-off (GM) 0 5 4 2 0

% Hipermetilación 100 72,22 77,77 88,23 100

Significación p<0,05 ND 0.05<p<0.1 p<0,05 p<0,05

C Mip Mp Oip Op

cut-off (GM) 1,47 3,01 2,22 2,03 1,65

n 14 17 17 17 18

n> cut-off (GM) 14 17 14 17 17

n<cut-off (GM) 0 0 3 0 1

% Hipermetilación 100 100 82,35 100 94,44

Significación p<0,05 p<0,05 0.05<p<0.1 p<0,05 p<0,05

C Mip Mp Oip Op

cut-off (GM) 1,47 3,01 2,22 2,03 1,65

n 14 17 17 17 18

n> cut-off (GM) 14 17 14 17 17

n<cut-off (GM) 0 0 3 0 1

% Hipermetilación 100 100 82,35 100 94,44

Significación p<0,05 p<0,05 0.05<p<0.1 p<0,05 p<0,05

 
Tabla 28. Frecuencia de hipermetilación (%) del gen RASSF1A (A) y TIMP3 (B) en adenocarcinomas 
mamarios respecto a glándula mamaria al final del ensayo. cut-off(GM): mediana del grado de metilación 
de la glándula mamaria en cada grupo experimental, n: tamaño muestral de adenocarcinomas mamarios, 
n>cut-off(GM): número de muestras de adenocarcinomas cuyo valor de metilación supera el “cut-off(GM)” de 
RASSF1A ó de TIMP3 para cada grupo experimental, n<cut-off(GM): número de muestras de 
adenocarcinomas cuyo valor de metilación es inferior al “cut-off(GM)” de RASSF1A ó de TIMP3 para cada 
grupo experimental, % Hipermetilación: porcentaje de muestras de adenocarcinomas que presentan 
hipermetilación (grado de metilación superior a la mediana de la glándula mamaria) para el gen RASSF1A ó 
TIMP3, significación: significación obtenida en el test de la ji-cuadrado, ND: diferencias no significativas. 

 

 

2.3 Caracterización de las enzimas ADN metiltransferasas  

 
Para profundizar en los mecanismos epigenéticos responsables de las alteraciones en los 

patrones de metilación del ADN descritos en este trabajo, se procedió a determinar los niveles 

de expresión génica de las ADN metiltransferasas (DNMT1, DNMT3a y DNMT3b) y a 

analizar su actividad enzimática total. 

 
 

2.3.1 Expresión génica de ADN metiltransferasas  

 
Expresión de ADN metiltransferasas en glándula mamaria 

En glándula mamaria el análisis de los niveles de expresión relativa de DNMT1 mostró 

pequeñas fluctuaciones a lo largo del tiempo, sin evidenciar un patrón común entre los 

distintos grupos experimentales (Figura 71-A). En cuanto al efecto de la dieta, no se 

obtuvieron diferencias significativas entre grupos ni a 36 ni a 51 días de edad. Sin embargo, a 

100 días se detectó una tendencia al incremento en los niveles de DNMT1 en ambos grupos 

de dieta de aceite de oliva respecto al grupo control. A su vez, el grupo Op presentó valores 

de expresión de DNMT1 significativamente superiores a los grupos de dieta hiperlipídica de 

aceite de maíz. Al final del ensayo (246 días), se detectó un aumento en los niveles de 
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expresión de DNMT1 en el grupo Mip en comparación con los grupos control, Mp y Op 

(Figura 71-B). 

 

36 días 51 días 100 días 246 días

C Mip Oip C Mip Oip C Mip Mp Oip Op C Mip Mp Oip Op

n 6 6 6 6 6 6 5 5 5 5 5 17 18 17 18 18

m 1,72 1,80 1,95 1,84 2,12 1,86 1,58 1,27 1,48 2,16 2,14 1,25 1,59 1,23 1,35 1,21

M 1,79 1,93 2,13 1,80 2,14 2,15 1,42 1,40 1,46 2,02 2,41 1,28 1,56 1,31 1,37 1,28

DS 0,45 0,46 0,62 0,46 0,20 0,79 0,41 0,28 0,28 0,62 1,17 0,37 0,36 0,31 0,52 0,48

CV 25,18 24,09 28,86 25,68 9,25 36,82 29,23 20,17 18,92 30,68 48,79 28,60 23,08 23,82 38,33 37,37
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M 1,79 1,93 2,13 1,80 2,14 2,15 1,42 1,40 1,46 2,02 2,41 1,28 1,56 1,31 1,37 1,28

DS 0,45 0,46 0,62 0,46 0,20 0,79 0,41 0,28 0,28 0,62 1,17 0,37 0,36 0,31 0,52 0,48

CV 25,18 24,09 28,86 25,68 9,25 36,82 29,23 20,17 18,92 30,68 48,79 28,60 23,08 23,82 38,33 37,37
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Figura 71. Expresión relativa del ARNm de DNMT1 en glándula mamaria de los grupos 
experimentales a diferentes edades. Niveles de ARNm de DNMT1 en función de la edad (A) y de la dieta 
(B). (C) Estadística descriptiva (n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, DS: desviación estándar, CV: 
coeficiente de variación (%). A los 36 y 51 días de edad, la condición control (dieta normolipídica) 
corresponde a los grupos C+Mp+Op. Las comparaciones con línea continua indican diferencias 
significativas (p<0,05) y las comparaciones con línea discontinua indican diferencias cercanas a la 
significación (0,05<p<0,1). 

 

Por lo que respecta a DNMT3a en glándula mamaria, los resultados obtenidos mostraron 

un claro y potente ascenso en los niveles de expresión de este enzima a 51 días de edad en 

todos los grupos experimentales, presentando el grupo Mip los mayores niveles. En relación a 

la dieta, a 100 días de edad el grupo Op mostró niveles de expresión de DNMT3a superiores 

al grupo control y a ambos grupos alimentados con dieta hiperlipídica de aceite de maíz. Al 

final del ensayo, únicamente se detectó una tendencia a la disminución en Oip en 

comparación con Mip (Figura 72).  
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36 días 51 días 100 días 246 días

C Mip Oip C Mip Oip C Mip Mp Oip Op C Mip Mp Oip Op

n 6 6 6 6 6 6 5 5 5 5 5 17 18 17 18 18

m 0,20 0,19 0,21 0,85 1,95 1,53 0,19 0,13 0,12 0,17 0,26 0,10 0,12 0,08 0,07 0,10

M 0,21 0,20 0,21 1,04 1,48 1,29 0,16 0,11 0,12 0,16 0,25 0,10 0,11 0,10 0,09 0,10

DS 0,05 0,03 0,02 1,02 1,06 0,92 0,07 0,06 0,02 0,08 0,09 0,04 0,04 0,03 0,05 0,05

CV 25,83 15,58 8,26 97,64 71,80 71,27 40,81 54,88 17,71 48,45 35,25 39,65 32,50 33,93 50,33 48,15

36 días 51 días 100 días 246 días

C Mip Oip C Mip Oip C Mip Mp Oip Op C Mip Mp Oip Op
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Figura 72. Expresión relativa del ARNm de DNMT3a  en glándula mamaria de los grupos 
experimentales a diferentes edades. Niveles de ARNm de DNMT3a en función de la edad (A) y de la dieta 
(B). (C) Estadística descriptiva (n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, DS: desviación estándar, CV: 
coeficiente de variación (%). A los 36 y 51 días de edad, la condición control (dieta normolipídica) 
corresponde a los grupos C+Mp+Op. Las comparaciones con línea continua indican diferencias significativas 
(p<0,05) y las comparaciones con línea discontinua indican diferencias cercanas a la significación 
(0,05<p<0,1). 

 

En cuanto a la expresión de DNMT3b en glándula mamaria, se observó en general un 

ligero descenso de los niveles de ARNm de dicha enzima hacia el final del ensayo (246 días) 

en todos los grupos experimentales (Figura 73-A). Tal y como sucedía con DNMT1 y 

DNMT3a, a 36 y 51 días de edad no se obtuvieron diferencias significativas entre grupos. Sin 

embargo, el grupo Op incrementó los niveles de DNMT3b a 100 días de edad en comparación 

con Mip. Al final del ensayo los valores de Oip fueron inferiores a los detectados en el grupo 

control y en ambos grupos de dieta hiperlipídica de aceite de maíz (Figura 73-B). 
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Figura 73. Expresión relativa del ARNm de DNMT3b en glándula mamaria de los grupos 
experimentales a diferentes edades. Niveles de ARNm de DNMT3b en función de la edad (A) y de la dieta 
(B). (C) Estadística descriptiva (n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, DS: desviación estándar, CV: 
coeficiente de variación (%). A los 36 y 51 días de edad, la condición control (dieta normolipídica) 
corresponde a los grupos C+Mp+Op. Las comparaciones con línea continua indican diferencias 
significativas (p<0,05) y las comparaciones con línea discontinua indican diferencias cercanas a la 
significación (0,05<p<0,1). 

 

 

Expresión de ADN metiltransferasas en adenocarcinomas mamarios 

El estudio de los niveles de expresión génica de DNMT1 (Figura 74-A) y DNMT3a 

(Figura 74-B) en adenocarcinomas mamarios no reveló diferencias significativas entre grupos 

experimentales, a excepción del descenso (cercano a la significación) detectado en los niveles 

de DNMT3a en los grupos de dieta de aceite de oliva respecto al control, y de Oip en 

comparación con Mip. Por otro lado, se observó una disminución de la expresión de 

DNMT3b en los grupos de dietas hiperlipídicas, de forma significativa en Mip, Oip y Op,  

presentando el grupo Oip, además, una menor expresión de DNMT3b que Mp Figura 74-C).  
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Figura 74. Expresión relativa del ARNm de DNMT1 (A), DNMT3a (B) y DNMT3b (C) en 
adenocarcinomas mamarios de los grupos experimentales al final del ensayo. n: tamaño muestral, m: 
mediana, M: media, DS: desviación estándar, CV: coeficiente de variación (%). Las comparaciones con línea 
continua indican diferencias significativas (p<0,05) y las comparaciones con línea discontinua indican 
diferencias cercanas a la significación (0,05<p<0,1). 

 

 

Comparación de la expresión de ADN metiltransferasas entre ambos tejidos 

Los resultados obtenidos en glándula mamaria y adenocarcinomas mostraron que la ADN 

metiltransferasa de mantenimiento (DNMT1) fue la más expresada en ambos tejidos y en 

todos los grupos experimentales, en comparación con las isoformas responsables de la 
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metilación “de novo” (DNMT3a y DNMT3b). Por otro lado, en todos los grupos 

experimentales los niveles de expresión de DNMT1, DNMT3a y DNMT3b fueron siempre 

superiores en glándula mamaria en relación a los adenocarcinomas, presentando significación 

estadística, en general, en DNMT3a y DNMT3b en los grupos de dieta hiperlipídica (Figura 

75). 
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Figura 75. Comparación de los niveles de expresión relativa del ARNm 
de DNMT1 (A), DNMT3a (B) y DNMT3b (C) en glándula mamaria y 
adenocarcinomas al final del ensayo. Las comparaciones con línea 
continua indican diferencias significativas (p<0,05) y las comparaciones 
con línea discontinua indican diferencias cercanas a la significación 
(0,05<p<0,1). 
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2.3.2 Actividad ADN metiltransferasa total 

 
En glándula mamaria los grupos de dietas hiperlipídicas, en general, presentaron niveles 

superiores de actividad ADN metiltransferasa respecto al control, de forma significativa para 

Mip y Oip, y cercana a la significación en Mp. No obstante, fue el grupo Mip el que destacó 

por mostrar los valores más altos de actividad en comparación con el resto. Por otro lado, los 

grupos alimentados con dietas hiperlipídicas desde el destete (Mip y Oip) presentaron mayor 

grado de actividad enzimática que Mp y Op, respectivamente. (Figura 76).  

 

C Mip Mp Oip Op

n 12 12 12 12 12

m 6,26 14,75 10,14 10,38 7,06

M 6,75 14,40 9,64 10,04 7,77

DS 2,28 3,83 3,52 2,73 2,63

CV 33,78 26,63 36,52 27,21 33,85

C Mip Mp Oip Op

n 12 12 12 12 12

m 6,26 14,75 10,14 10,38 7,06

M 6,75 14,40 9,64 10,04 7,77

DS 2,28 3,83 3,52 2,73 2,63

CV 33,78 26,63 36,52 27,21 33,85

A
ct

iv
id

ad
 D

N
M

T
-

D
O

/h
/m

g-
(m

ed
ia

n
a)

0

4

8

12

16

20

C Mip Mp Oip Op  
Figura 76. Niveles de actividad ADN metiltransferasa en glándula mamaria de los grupos 
experimentales al final del ensayo. n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, DS: desviación estándar, 
CV: coeficiente de variación (%). Las comparaciones con línea continua indican diferencias significativas 
(p<0,05) y las comparaciones con línea discontinua indican diferencias cercanas a la significación 
(0,05<p<0,1). 

 

En adenocarcinomas mamarios, tal y como sucedía en glándula mamaria, el grupo Mip 

fue el que presentó de forma significativa los mayores niveles de actividad ADN 

metiltransferasa respecto al resto de grupos. Además, se halló una mayor actividad en Oip en 

comparación con Op (Figura 77). 
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Figura 77. Niveles de actividad ADN metiltransferasa en adenocarcinomas mamarios de los grupos 
experimentales al final del ensayo. n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, DS: desviación estándar, 
CV: coeficiente de variación (%). Las comparaciones con línea continua indican diferencias significativas 
(p<0,05). 



RESULTADOS 

 196 

La comparación entre ambos tejidos mostró un incremento en el grado de actividad 

ADN metiltransferasa en tumor, de forma significativa en todos los grupos excepto en Mip 

(Figura 78). 
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Figura 78. Comparación de los niveles de actividad 
ADN metiltransferasa en glándula mamaria y 
adenocarcinomas de los grupos experimentales al 
final del ensayo. Las comparaciones con línea continua 
indican diferencias significativas (p<0,05). 

 

 

3. INFLUENCIA DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA SOBRE MECANISMOS 

EPIGENÉTICOS: MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE 

HISTONAS 

 

Con el fin de evaluar otro mecanismo epigenético de regulación de la expresión génica a 

parte de la metilación del ADN, se determinaron los niveles de modificaciones 

postraduccionales de la histona 3 (H3K4me2 y H3K27me3) y de la histona 4 (H4K20me3 y 

H4K16ac) por Western Blot (Figura 79). 
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Figura 79. Imagen representativa de la detección por 
Western Blot de las modificaciones postraduccionales de 
histonas. (A) Detección de los niveles globales de las 
modificaciones de la histona 3 (H3K4me2 y H3K27me3) 
así como de histona 3 total (H3) en glándula mamaria y 
adenocarcinomas mamarios al final del ensayo. (B) 
Detección de los niveles globales de las modificaciones de 
la histona 4 (H4K20me3 y H4K16ac) así como de histona 4 
total (H4) en glándula mamaria y adenocarcinomas 
mamarios al final del ensayo.  

 

 

Modificaciones postraduccionales de histonas en glándula mamaria 

Por lo que respecta a las modificaciones de la histona 3, los resultados obtenidos en el 

análisis de los niveles de H3K4me2 no mostraron diferencias significativas entre grupos, pese 

a que Mp y Op obtuvieron los valores globales más elevados (Figura 80-A). Sin embargo, se 

observó una disminución significativa en los niveles de H3K27me3 en Mip respecto al 

control (Figura 80-B).  

En cuanto a las modificaciones de la histona 4, el grupo Oip fue el que presentó mayores 

niveles de H4K20me3 respecto a todos los grupos, pero estas diferencias no obtuvieron 

relevancia estadística (Figura 80-C). Por último, se observó una disminución cercana a la 

significación en los niveles de H4K16ac en Oip en comparación con el control y con Op 

(Figura 80-D). 
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Figura 80. Niveles relativos de modificaciones postraduccionales de histonas en glándula mamaria de 
los grupos experimentales al final del ensayo. Niveles de H3K4me2 (A) y H3K27me3 (B) respecto a los 
niveles de histona 3 total. Niveles de H4K20me3 (C) y H4K16ac (D) respecto a los niveles de histona 4 
total. H3: histona 3, H4: histona 4, n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, DS: desviación estándar, 
CV: coeficiente de variación (%). Las comparaciones con línea continua indican diferencias significativas 
(p<0,05) y las comparaciones con línea discontinua indican diferencias cercanas a la significación 
(0,05<p<0,1). 

 

 

Modificaciones postraduccionales de histonas en adenocarcinomas mamarios 

En adenocarcinomas no se encontraron diferencias significativas entre los distintos grupos 

experimentales para ninguna de las modificaciones de la histona 3 estudiadas (H3K4me2 y 

H3K27me3) (Figura 81-A y 81-B respectivamente).  
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Por otro lado, los resultados obtenidos en las modificaciones de la histona 4 mostraron una 

disminución en los niveles de H4K20me3 en Op respecto al resto de grupos experimentales. 

Además, Oip obtuvo valores menores que Mip de forma cercana a la significación (Figura   

81-C). En el caso de H4K16ac, únicamente se obtuvo una disminución significativa en Op 

respecto Oip (Figura 81-D). 
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Figura 81. Niveles relativos de modificaciones postraduccionales de histonas en adenocarcinomas 
mamarios de los grupos experimentales al final del ensayo. Niveles de H3K4me2 (A) y H3K27me3 
(B) respecto a los niveles de histona 3 total. Niveles de H4K20me3 (C) y H4K16ac (D) respecto a los 
niveles de histona 4 total. H3: histona 3, H4: histona 4, n: tamaño muestral, m: mediana, M: media, DS: 
desviación estándar, CV: coeficiente de variación (%). Las comparaciones con línea continua indican 
diferencias significativas (p<0,05) y las comparaciones con línea discontinua indican diferencias 
cercanas a la significación (0,05<p<0,1). 
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Comparación de las modificaciones postraduccionales de histonas entre ambos tejidos 

Los niveles globales de las modificaciones de la histona 3 (H3K4me2 y H3K27me3) y de 

la histona 4 (H4K20me3 y H4K16ac) fueron inferiores en adenocarcinomas respecto a 

glándula mamaria, siendo tales diferencias estadísticamente relevantes para H3K27me3 

(grupos control, Oip y Op), H4K20me3 (todos los grupos) y H4K16ac (grupos control y Op) 

(Figura 82). 

 

N
iv

el
es

 H
3K

4m
e2

/H
3 

to
ta

l

(m
ed

ia
n

a)

H3K4me2

N
iv

el
es

 H
3K

27
m

e3
/H

3 
to

ta
l

(m
ed

ia
na

)

H3K27me3
A B

H4K20me3 H4K16ac

N
iv

el
es

 H
4K

20
m

e3
/H

4 
to

ta
l

(m
ed

ia
n

a)

N
iv

el
es

 H
4K

16
ac

/H
4 

to
ta

l

(m
ed

ia
n

a)

C D

Glándula mamaria           Tumor

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

C Mip Mp Oip Op

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

C Mip Mp Oip Op

0

1

2

3

4

5

C Mip Mp Oip Op

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

C Mip Mp Oip Op

 
Figura 82. Comparación de los niveles relativos de modificaciones postraduccionales de histonas en 
glándula mamaria y adenocarcinomas de los grupos experimentales al final del ensayo. H3: histona 
3, H4: histona 4. Las comparaciones con línea continua indican diferencias significativas (p<0,05) y las 
comparaciones con línea discontinua indican diferencias cercanas a la significación (0,05<p<0,1). 

 

 

4. CORRELACIÓN ENTRE LOS DATOS CLÍNICOS, MORFOLÓGICOS Y 

MOLECULARES EN EL MODELO EXPERIMENTAL  

 

Para evaluar la interacción de los mecanismos epigenéticos estudiados (metilación del 

ADN y modificación postraduccional de histonas) entre sí y sobre la regulación de la 

expresión génica, se realizaron correlaciones de los datos moleculares obtenidos al final del 

ensayo en glándula mamaria y tumor en los diferentes estudios en función del grupo 
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experimental, así como independientemente del grupo (considerando los valores de todos 

ellos). Además, en el caso de los datos de los adenocarcinomas mamarios, éstos fueron a su 

vez correlacionados con parámetros clínicos e histopatológicos.  

En primer lugar, se correlacionó la expresión de los genes supresores tumorales RASSF1A 

y TIMP3 con el grado de metilación de sus regiones promotoras. Así, la expresión génica de 

RASSF1A correlacionó negativamente con el grado de metilación de dicho gen en glándula 

mamaria en el grupo Mip (rho=-0,565; p=0,035), mientras que la expresión del gen TIMP3 

correlacionó positivamente con el grado de metilación de su región promotora en tumor en el 

grupo control (rho=0,698; p=0,008). Al unificar todos los grupos (Tablas 29 y 30), no se 

obtuvieron correlaciones significativas entre el grado de metilación de RASSF1A y TIMP3 y 

sus valores de expresión génica respectivamente. Por otro lado, tanto en glándula mamaria 

como en tejido tumoral se hallaron correlaciones positivas en las comparaciones de la 

expresión de los genes supresores tumorales (RASSF1A, TIMP3 y CDKN2c) entre sí. 

Además, en ambos tejidos el grado de metilación génica de RASSF1A y el de TIMP3 mostró 

una correlación positiva (Tablas 29 y 30). 

Se correlacionaron también los datos de expresión génica de las ADN metiltransferasas y 

su actividad enzimática total. En este sentido, sólo se observaron correlaciones significativas 

entre los niveles de ARNm de las isoformas DNMT1, DNMT3a y DNMT3b y la actividad 

enzimática ADN metiltransferasa en el grupo Op. Dicho grupo mostró correlaciones positivas 

entre la expresión génica de DNMT3b y la actividad DNMT global tanto en glándula 

mamaria (rho=0,736; p=0,009) como en tumor (rho=0,769; p=0,003), así como una 

asociación negativa entre la expresión de DNMT3a y la actividad DNMT en glándula 

mamaria (rho=-0,600; p=0,051). Al unificar los grupos experimentales (Tablas 29 y 30), tanto 

en glándula mamaria como en tumor, las expresiones de las tres isoformas de ADN 

metiltransferasas correlacionaron positivamente entre sí, aunque no se hallaron correlaciones 

significativas entre expresión y actividad enzimática global. 

Por su parte, la actividad enzimática ADN metiltransferasa total fue correlacionada 

también con la metilación gen-específica de RASSF1A y TIMP3. En glándula mamaria se 

hallaron correlaciones positivas entre la actividad DNMT global y los niveles de metilación 

de RASSF1A en los grupos Mip (rho=0,545; p=0,083) y Mp (rho=0,700; p=0,016), así como 

con el grado de metilación del gen TIMP3 en Mip (rho=0,555; p=0,076). En tejido tumoral, la 

actividad DNMT también correlacionó positivamente con el grado de metilación de TIMP3 

en Mip (rho=0,574; p=0,032). En el caso del análisis realizado unificando los distintos grupos 

(Tablas 29 y 30), no se hallaron correlaciones con relevancia estadística.  
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En relación a las modificaciones postraduccionales de las histonas, en general, no se 

hallaron correlaciones significativas entre los niveles globales de H3K4me2, H3K27me3, 

H4K20me3 y H4K16ac y la expresión génica de RASSF1A, TIMP3 y CDKN2c. Pese a ello, 

al unificar los grupos experimentales (Tablas 29 y 30), en glándula mamaria los niveles de 

H3K27me3 y de H4K16ac correlacionaron positivamente con la expresión génica de TIMP3 

y RASSF1A, respectivamente. En adenocarcinomas mamarios, los niveles globales de 

H4K20me3 correlacionaron positivamente con la expresión de los genes supresores tumorales 

(RASSF1A, TIMP3 y, CDKN2c), y los de H4K16ac de forma negativa con la expresión 

génica de CDKN2c. Por otro lado, se hallaron correlaciones positivas entre las dos 

modificaciones de la histona 4 (H4K20me3 y H4K16ac) en glándula mamaria, así como entre 

las modificaciones de la histona 3 (H3K4me2 y H3K27me3) en tejido tumoral. 

Finalmente, los parámetros histopatológicos (grado arquitectural, grado nuclear, mitosis, 

mitosis score, SBR11 y SBR3), así como el dato clínico de volumen tumoral, se 

correlacionaron con los datos moleculares obtenidos en los tumores. En la Tabla 31 se 

muestran específicamente los análisis de correlación realizados por grupo experimental con 

los datos de actividad enzimática ADN metiltransferasa, metilación global del genoma y 

niveles totales de H4K20me3, dada la posible implicación de estos mecanismos en los efectos 

que las dietas experimentales ejercen sobre la carcinogénesis mamaria. En este sentido, la 

actividad enzimática DNMT en los adenocarcinomas del grupo control correlacionó 

positivamente con el grado arquitectural y los índices SBR11 y SBR3. En cuanto a la 

metilación global del genoma, ésta correlacionó de forma negativa en el grupo Mp con el 

grado arquitectural, número de mitosis e índice SBR11, y de manera positiva en los grupos 

alimentados con aceite de oliva con el grado arquitectural (Op) y nuclear (Oip y Op). Además, 

los niveles globales de H4K20me3 correlacionaron negativamente con varios parámetros 

histopatológicos de los tumores en los grupos de dietas hiperlipídicas. Por otro lado, se 

analizaron las correlaciones de todos los datos moleculares con los parámetros clínicos e 

histopatológicos independientemente del grupo experimental (Tabla 32). Así, dichos 

parámetros correlacionaron, en general, de forma negativa con los niveles de expresión génica 

de RASSF1A, TIMP3 y CDKN2c, y de manera positiva con la expresión de las isoformas 

DNMT1, DNMT3a y DNMT3b. Además, se obtuvo una correlación positiva entre el grado de 

metilación de RASSF1A y el volumen tumoral, así como una correlación negativa entre los 

niveles totales de H4K20me3 y el grado arquitectural e índices SBR11 y SBR3. 
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A. ESTUDIO EN HUMANOS 

 

Este estudio se basa en un proyecto multicéntrico actualmente en curso y realizado en 

colaboración con dos centros hospitalarios, el Servicio de Oncología Médica del Instituto de 

Oncología Corachan (IDOC) de Barcelona y el Servicio de Obstetricia y Ginecología del 

Consorcio Sanitario de Tarrasa (CST). Dicho proyecto está actualmente en marcha y cuenta 

hasta la fecha con un total de 152 participantes, concretamente 63 mujeres sanas y 89 

pacientes con cáncer de mama. Pese a que el tamaño muestral es reducido para tratarse de un 

estudio en humanos ([8710], [8711], [8712]) y en vista de ser ampliado, en este trabajo se han 

presentado los resultados obtenidos hasta el momento.  

 

 

1. CARACTERIZACIÓN DE LOS SUJETOS DE ESTUDIO: PARÁMETROS 

REPRODUCTIVOS Y ANTROPOMÉTRICOS 

 
Los resultados obtenidos con los datos disponibles hasta la fecha ponen de manifiesto que 

las poblaciones (sanas y enfermas de cáncer de mama) no son homogéneas, debido 

fundamentalmente a la diferencia de edad hallada entre ambas cohortes. Por lo que respecta a 

los parámetros reproductivos, y probablemente relacionado con esta diferencia de edad y 

con el número de participantes, el estado ovárico también presenta diferencias significativas 

entre las poblaciones, correspondiendo en su mayoría las voluntarias sanas a mujeres 

premenopáusicas y las enfermas a postmenopáusicas. Por otro lado, diversos parámetros 

asociados a la reproducción han sido relacionados con el riesgo de desarrollar cáncer de 

mama, tales como la nuliparidad, una primera gestación tardía, la menarquia precoz y la 

menopausia tardía ([3950], [3966], [5975]). Sin embargo, en el presente trabajo no se 

obtuvieron diferencias significativas entre la población de sanas y enfermas en relación a la 

edad de aparición de la menarquia y de la menopausia, el número de embarazos y la edad en 

la primera gestación. Contrariamente, existen evidencias epidemiológicas sobre el papel 

protector de la lactancia contra el desarrollo de cáncer de mama tanto en mujeres pre- como 

postmenopáusicas ([6093]). En este sentido, tampoco se hallaron diferencias con relevancia 

estadística entre poblaciones en cuanto a la práctica de lactancia materna.  

Existen una serie de parámetros antropométricos asociados positivamente con el riesgo de 

cáncer de mama, tales como el índice de masa corporal (IMC) y la ratio cintura-cadera ([6093]). 

Los resultados obtenidos mostraron diferencias significativas entre poblaciones para ambos 
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parámetros, observándose en enfermas valores superiores de IMC y de ratio cintura-cadera y, 

por tanto, una mayor corpulencia y adiposidad abdominal. Estas diferencias también estarían 

relacionadas con la diferencia de edad hallada entre las dos poblaciones ya que es un hecho 

conocido el aumento de la cantidad de grasa y la variación de su distribución corporal con la 

edad ([8713]). Pese a que no se puede establecer una relación causa-efecto al tratarse de un 

estudio caso-control, tampoco se puede descartar la influencia del proceso carcinogénico 

mamario en las diferencias observadas para ambos parámetros antropométricos. 

 

 

2. CARACTERIZACIÓN DE LOS SUJETOS DE ESTUDIO: ESTILO DE VIDA 

 
En cuanto a la caracterización del estilo de vida, se evaluaron los hábitos dietéticos y 

otros factores como el hábito tabáquico, el consumo de alcohol y la realización de actividad 

física en ambas poblaciones. En relación a estos últimos parámetros, el hábito tabáquico se 

registró de forma categórica en la historia clínica, mientras que el consumo de alcohol se 

cuantificó a partir de los cuestionarios de frecuencia de consumo de alimentos. En cuanto a la 

actividad física, se empleó un cuestionario de frecuencia de práctica de actividades basado en 

el utilizado en el Nurses’ Health Study and the Health Professionals’ Follow-up Study ([7300], 

[7319]), cuya versión española fue previamente validada ([7320]). Diversos estudios 

epidemiológicos han mostrado asociaciones positivas entre el consumo de alcohol y el riesgo de 

desarrollar cáncer de mama, mientras que la realización de ejercicio físico ejercería un efecto 

protector. El hábito tabáquico, factor de riesgo en otros tipos de cánceres, ha mostrado 

resultados inconsistentes en cáncer de mama ([6093]). Sin embargo, en este trabajo el consumo 

de tabaco no fue un hábito diferencial entre poblaciones, a diferencia de la mayor ingesta de 

alcohol y realización de actividad física hallada en las mujeres sanas. En cuanto a la ingesta 

de alcohol, los estudios epidemiológicos establecen como consumo moderado de alcohol 

entre 10-50 g/día en hombres y 5-25 g/día en mujeres ([8789], [8790]). En este sentido, los 

resultados obtenidos en el presente estudio mostraron que, pese a que la ingesta fue superior 

en mujeres sanas (2,15 g/día) en relación a las enfermas (1,42 g/día), las participantes de 

ambas poblaciones mostraron un bajo consumo de alcohol. Por lo que respecta a la realización 

de actividad física, las voluntarias sanas presentaron un nivel de actividad física bajo (15,12 

MET/semana), mientras que en la población de enfermas dicho nivel fue moderado (23,68 

MET/semana) ([8788]). Así, las diferencias halladas entre ambas poblaciones en cuanto al 

consumo de alcohol y la realización de ejercicio físico podrían reflejar la influencia de la edad 



DISCUSIÓN 

 211 

en el estilo de vida de la población, aunque tampoco se puede descartar una influencia de la 

enfermedad en la realización de actividad física. Además, el menor gasto energético detectado 

en enfermas podría estar relacionado, al menos en parte, con el aumento de los parámetros 

antropométricos de IMC y ratio cintura-cadera hallado en estas mujeres.  

Por lo que respecta a la caracterización de los hábitos dietéticos, ésta se basó en la 

evaluación tanto de la adherencia a la Dieta Mediterránea como de la ingesta dietética.  

En cuanto a la adherencia a la Dieta Mediterránea, ésta fue evaluada mediante un 

cuestionario de 14 preguntas, en el que cada una de ellas tomó valores de 0 ó 1 obteniéndose, 

por tanto, una variable categórica entre 0 y 14 ([7315], [7323]). Otros trabajos han 

considerado una alta adherencia a la Dieta Mediterránea a las puntuaciones iguales o 

superiores a 9 ([8715], [8716]). Este cuestionario también se emplea en el estudio prospectivo 

PREDIMED (“PREvención con DIeta MEDiterránea”) ([8796]) así como en el estudio de 

intervención dietética CORDIOPREV ([8791]), cuyos resultados muestran que la Dieta 

Mediterránea reduce el riesgo de enfermedad cardiovascular. En cuanto al cáncer, diversos 

estudios epidemiológicos han asociado la adherencia a la Dieta Mediterránea a una menor 

incidencia de diversos tipos de neoplasias, incluída la de mama ([6051], [7103], [8350], [8792], 

[8793], [8794]). Los resultados obtenidos en el presente estudio no mostraron diferencias entre 

las voluntarias sanas y las enfermas en relación al grado de adherencia a la Dieta Mediterránea, 

presentando las participantes de ambas poblaciones una adherencia media (puntuaciones 

equivalentes a 8) a dicho patrón dietético. Pese a que se ha descrito una tendencia 

fundamentalmente en individuos jóvenes hacia la pérdida de adherencia a la Dieta Mediterránea 

([8795]), los datos obtenidos sugieren que la magnitud de la diferencia de edad hallada entre 

poblaciones no fue tan grande como para modificar de forma relevante el grado de adherencia a 

dicha dieta. En cualquier caso, los resultados de este estudio reflejarían la necesidad de mejorar 

los patrones alimenticios de la población en general, dado el efecto beneficioso sobre la salud 

atribuído a la Dieta Mediterránea ([6051], [7103], [8350], [8792], [8793], [8794]). 

Por lo que respecta a la evaluación de la ingesta dietética, cabe decir que existen diversos 

métodos de estimación, tales como el recordatorio de 24 horas, el diario dietético, la historia 

dietética y el cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos ([8714]). Tanto el 

recordatorio de 24 horas como el diario dietético proporcionan información de la ingesta 

alimentaria durante un corto período de tiempo, correspondiendo a las últimas 24 horas ó 

entre 1 y 7 días respectivamente. Es por ello que no son considerados buenos estimadores de 

la dieta habitual de un individuo, siendo el método menos empleado en estudios de carácter 

epidemiológico. Por el contrario, la historia dietética y el cuestionario de frecuencia de 
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consumo de alimentos proporcionan una descripción más completa y detallada de la ingesta 

alimentaria habitual. En este sentido, la historia dietética ha de ser evaluada por un 

nutricionista, mientras que los cuestionarios de frecuencia de consumo de alimentos pueden 

ser cumplimentados por un entrevistador o por el propio sujeto, siendo éste el método más 

utilizado en estudios epidemiológicos de cohortes con elevado número de participantes 

([8714]).  

También se ha de tener en cuenta que todos estos métodos de estimación de la ingesta 

dietética presentan limitaciones dado que el recordatorio de la dieta en el pasado puede estar 

sesgado por la dieta actual, sumado a la poca precisión en la estimación y cuantificación de 

las porciones de alimentos ([8714]). En el caso de los cuestionarios de frecuencia de consumo 

de alimentos, éstos además han de ser específicos para los hábitos dietéticos de la población a 

evaluar. Es por ello que Willett en 1990 propuso como criterios para la inclusión de alimentos 

en dichos cuestionarios que los sujetos de la población en estudio los consumiesen con 

relativa frecuencia, que éstos tuviesen un contenido importante de los nutrientes de interés, y 

que existiese una variación interindividual considerable en su consumo ([8728]). Por estos 

motivos, en el presente trabajo la evaluación de los hábitos dietéticos del último año se realizó 

mediante un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos previamente validado y 

adaptado a la Dieta Mediterránea, incluyéndose un total de 137 “ítems” nutricionales y 

actualizándose las porciones con el fin de mejorar la representación de los alimentos con 

mayor frecuencia de consumo en España ([3019], [7303]). Estos cuestionarios también se 

emplean en el estudio prospectivo PREDIMED (“PREvención con DIeta MEDiterránea”) 

([7788]) y en el estudio SUN (“Seguimiento Universidad de Navarra”) ([8365]), cuyos 

resultados muestran los efectos beneficiosos de la Dieta Mediterránea en relación a diversas 

patologías, incluyendo la enfermedad cardiovascular y la obesidad.  

En el presente trabajo, la caracterización de los hábitos dietéticos de las dos poblaciones de 

estudio utilizando tales cuestionarios no mostró diferencias en cuanto a la ingesta calórica, 

mientras que se observó una mayor ingesta diaria en enfermas de lípidos totales, ácidos grasos 

monoinsaturados y poliinsaturados totales, así como del tipo omega 6 y 3 de origen no marino, 

aceite de oliva, fibra y vitamina B9. Esto podría indicar que los hábitos dietéticos difieren entre 

sanas y enfermas como consecuencia, probablemente, de la diferencia de edad hallada entre las 

dos poblaciones. 

En definitiva, la caracterización de los sujetos de estudio puso de manifiesto la falta de 

homogeneidad entre poblaciones en cuanto a la variable edad, hallándose consecuentemente 

diferencias significativas entre sanas y enfermas en otros parámetros asociados a la edad, tales 
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como el estado ovárico, los parámetros antropométricos de IMC y ratio cintura-cadera, la 

práctica de actividad física y los hábitos dietéticos. Así, la población de enfermas se 

caracterizó por ser de edad más avanzada, siendo en su mayoría mujeres postmenopáusicas, 

por presentar mayor corpulencia y adiposidad abdominal, por consumir más grasas y menos 

alcohol y por realizar menos actividad física que las mujeres sanas. Sin embargo, la magnitud 

de la diferencia de edad entre poblaciones no fue tan amplia como para afectar otros factores 

asociados con el riesgo de cáncer de mama, tales como el grado de adherencia a la Dieta 

Mediterránea o factores reproductivos (número de embarazos, edad en la primera gestación y 

práctica de lactancia materna) cambiantes en la sociedad en las últimas décadas.  

 

 

Perfil de ácidos grasos de la membrana eritrocitaria 

 
Dadas las limitaciones de los cuestionarios de frecuencia de consumo de alimentos como 

método de estimación de la ingesta dietética, se determinó también la composición de ácidos 

grasos de las membranas de los eritrocitos como posible marcador molecular del consumo de 

lípidos. Existen numerosos estudios basados en la determinación de la composición en ácidos 

grasos de los fosfolípidos, esteres de colesterol y triacilglicéridos presentes en el tejido 

adiposo, eritrocitos, plasma y/o suero, como método objetivo de estimación del consumo de 

lípidos, así como de validación de los cuestionarios de frecuencia de consumo de alimentos 

([3233]), [6230], [6575], [6700], [6702], [4741]). De entre todos los tejidos, el adiposo ha 

sido considerado el que mejor refleja la ingesta lipídica a largo plazo (1-1,5 años). Sin 

embargo, la necesidad de disponer de una biopsia de tal tejido reduce la utilización de esta 

metodología en estudios epidemiológicos. Por otro lado, la determinación de los ácidos grasos 

de las membranas de los eritrocitos reflejaría la ingesta lipídica de los últimos 3 meses, 

mientras que con el empleo de plasma o suero este período se reduciría aún más, reflejando 

únicamente la ingesta de los últimos días. Por todo ello, en este trabajo se optó por determinar 

el perfil de ácidos grasos de las membranas de los eritrocitos mediante cromatografía de 

gases.  

Los resultados obtenidos mostraron que los ácidos grasos mayoritarios en las membranas 

eritrocitarias, en relación al total de analizados, fueron los ácidos palmítico (C16:0, ≈21%), 

esteárico (C18:0, ≈16%), oleico (c9-C18:1, ≈16%), linoleico (C18:2, ≈9%) y araquidónico 

(C20:4, ≈14%). Estos porcentajes, así como los obtenidos para el resto de ácidos grasos 

analizados de forma individual, estarían en concordancia con datos publicados por otros 
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autores ([6575], [8729]). A su vez, al agrupar los ácidos grasos en función del tipo se observó 

que aproximadamente el 46% correspondieron a saturados, el 24% a monoinsaturados, el 25% 

a poliinsaturados del tipo omega 6 y el 5% restante a omega 3, valores también acordes con 

datos publicados en fuentes bibliográficas ([6575], [8729]). Al comparar entre poblaciones, en 

las membranas de los eritrocitos de enfermas se detectaron mayores niveles de ácido 

pentadecanoico (C15:0), palmitoleico (C16:1), eicosadienoico (C20:2), eicosapentanoico 

(EPA-C20:5), elaídico (t9-C18:1) y vaccénico (c11-C18:1), así como una disminución en los 

valores de ácidos grasos saturados totales, ácido esteárico (C18:0), lignocérico (C24:0), 

nervónico (C24:1) y erúcico (C22:1). Estos resultados probablemente serían debidos a la 

influencia de múltiples factores, tales como los diferentes hábitos dietéticos entre poblaciones 

en relación al consumo de grasas, el reducido tamaño muestral de ambas cohortes y la posible 

alteración del metabolismo lipídico durante el proceso carcinogénico mamario. En este 

sentido, en la membrana de los eritrocitos de pacientes de cáncer de mama, así como de otros 

tipos de cánceres, se ha observado una reducción en los niveles de ácido estéarico (C18:0) y 

un incremento en los de ácido oleico (c9-C18:1), postulándose que estos cambios podrían ser 

debidos a alteraciones en el metabolismo lipídico por efecto del proceso neoplásico ([7321], 

[8718], [8719]).  

 

A partir de estos resultados se realizaron correlaciones entre la ingesta de lípidos estimada 

con los cuestionarios de frecuencia de consumo de alimentos y la determinación de los ácidos 

grasos de las membranas eritrocitarias en sanas y enfermas. Los datos obtenidos en ambas 

poblaciones fueron tratados por separado debido a la posible alteración del metabolismo de 

los ácidos grasos por el proceso carcinogénico mamario ([7321]), hecho que, sumado a la 

influencia nutricional, podría modificar de forma diferencial el perfil de ácidos grasos de los 

eritrocitos en la población de enfermas, tal y como se ha comentado previamente. Dado que el 

tamaño muestral de las poblaciones es reducido en comparación con estudios similares 

([6707], [7463], [8725], [8727]), no es de extrañar que la mayoría de correlaciones se hallasen 

en la población de enfermas, que constaba con un mayor número de participantes.  

En cuanto a los ácidos grasos saturados, los resultados obtenidos sugieren que los niveles 

en las membranas eritrocitarias de ácidos grasos saturados totales, ácido esteárico (C18:0), 

behénico (C22:0), tricosanoico (C23:0) y lignocérico (C24:0) podrían ser considerados 

marcadores moleculares que reflejarían la ingesta de lípidos totales y de ácidos grasos 

saturados. Por su parte, los niveles de ácido margárico (C17:0) en las membranas de 

eritrocitos únicamente correlacionaron con el consumo de saturados. En este sentido, las 
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asociaciones más robustas halladas en la literatura sobre los ácidos grasos saturados han 

correlacionado la presencia de ácido margárico (C17:0) y ácido pentadecanoico (C15:0) en 

suero y tejido adiposo con la ingesta de dicha familia, sintetizados por la flora bacteriana de 

los rumiantes y presentes en los productos lácteos ([6698], [8721]). 

 En el caso de los ácidos grasos monoinsaturados, los resultados sugieren que en la 

población sana la cantidad de ácido palmitoleico (C16:1) en las membranas de los eritrocitos 

podría reflejar la ingesta de lípidos totales y de ácidos grasos saturados, monoinsaturados y 

poliinsaturados omega 6 y omega 3 (de origen no marino). Contrariamente a lo esperado, en 

enfermas la cantidad de ácidos grasos monoinsaturados totales, ácido oleico (c9-C18:1) y 

vaccénico (c11-C18:1) en eritrocitos correlacionó inversamente con la ingesta de lípidos 

totales y de ácidos grasos saturados y monoinsaturados, y positivamente con el consumo de 

poliinsaturados omega 3 marinos. Aunque se desconoce el posible significado de estas 

correlaciones, es probable que no exista una relación causa-efecto y que estos parámetros 

covarien asociados a determinados patrones dietéticos. Además, dichos ácidos grasos (ác. 

oleico y ác. vaccénico) no únicamente provienen de los aportes dietéticos sino que también 

son sintetizados de forma endógena, hecho que podría estar influyendo en los niveles hallados 

en membrana. Es por ello que las correlaciones más claras entre la ingesta dietética y los 

niveles de ácidos grasos en eritrocitos se han descrito en relación a los ácidos grasos 

poliinsaturados esenciales ([7463], [8724], [8725]). Por otro lado, el consumo de aceite de 

oliva evaluado a través de los cuestionarios tampoco correlacionó con la presencia en 

membrana de ninguno de los ácidos grasos monoinsaturados analizados. En este sentido, ha 

sido descrito que el contenido en ácidos grasos de los alimentos puede variar en función del 

método de preparación industrial así como de cocinado. Así, mientras algunos estudios han 

encontrado asociaciones entre la ingesta de aceite de oliva y los niveles de ácido oleico (c9-

C18:1) en las membranas eritrocitarias ([6707], [8722], [8723]), otros no han hallado 

asociaciones significativas ([6628], [8724]). En cualquier caso, nuestros resultados indicarían 

que la cantidad de ácidos grasos monoinsaturados en las membranas eritrocitarias no reflejan 

el consumo de estos lípidos cuantificados a través de los cuestionarios dietéticos. 

Respecto a los poliinsaturados omega 6, las correlaciones más sólidas descritas en la 

literatura son entre la ingesta dietética de ácido linoleico (C18:2) evaluada a través de 

cuestionarios y sus niveles en las membranas eritrocitarias ([7463], [8724], [8725]). Sin 

embargo, en el presente trabajo no se encontraron asociaciones significativas entre los niveles 

de dicho ácido graso en las membranas de eritrocitos y la ingesta estimada a partir de los 

cuestionarios de frecuencia de consumo. Por otro lado, en enfermas los niveles totales de 
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poliinsaturados omega 6 en dichas membranas correlacionaron positivamente con la ingesta 

de lípidos totales, de ácidos grasos saturados y monoinsaturados, y de forma negativa con el 

consumo de omega 3 de origen marino. Además, los resultados obtenidos sugerirían que la 

cantidad de ácido docosadienoico (C22:2) en las membranas eritrocitarias podría reflejar la 

ingesta de ácidos grasos poliinsaturados totales y del tipo omega 6, aunque no se han hallado 

evidencias en este sentido en la literatura.  

En relación a los poliinsaturados omega 3, en enfermas la ingesta de ácidos grasos omega 

3 de origen marino se asoció con la presencia de ácido eicosapentanoico (EPA-C20:5) en las 

membranas de los eritrocitos, en concordancia con resultados publicados por otros autores 

([8725], [8726], [8727]).  

Por último, el resto de correlaciones halladas que aparentemente no presentarían una 

relación conocida, y de las que no existen datos en la literatura, podrían ser debidas tanto al 

efecto del metabolismo de los ácidos grasos como a la covarianza de los parámetros 

implicados, sin existir aparentemente una relación causa-efecto. 

En definitiva, los resultados de este estudio mostraron variaciones en los niveles de ácidos 

grasos de las membranas de los eritrocitos entre la población de mujeres sanas y de pacientes 

de cáncer de mama, pudiendo ser debidas, al menos en parte, tanto a la influencia nutricional 

como a las alteraciones en el metabolismo lipídico como consecuencia del proceso 

carcinogénico mamario ([6575], [7321], [7463]). Por otro lado, el estudio de asociaciones 

entre la ingesta dietética estimada y el perfil de ácidos grasos de las membranas de los 

eritrocitos mostró que el ácido margárico (C17:0) sería el que más específicamente reflejaría 

el consumo de ácidos grasos saturados, tal y como han descrito otros autores ([6698]). En el 

caso de los ácidos grasos monoinsaturados, los resultados obtenidos indicarían que su 

contenido en las membranas eritrocitarias no reflejaría la ingesta de estos lípidos evaluada 

mediante los cuestionarios de frecuencia de consumo. Por último, los niveles de ácido 

docosadienoico (C22:2) y eicosapentanoico (EPA-C20:5) en tales membranas podrían reflejar 

la ingesta estimada de poliinsaturados omega 6 y omega 3 (de origen marino), 

respectivamente. A partir de todos estos resultados, y teniendo en cuenta las limitaciones de 

ambas metodologias, se emplearon los datos obtenidos en estos dos tipos de evaluaciones 

nutricionales para realizar el estudio de correlaciones entre los hábitos dietéticos y los 

patrones de metilación del ADN. 
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3. ESTUDIO EPIGENÉTICO EN HUMANOS: METILACIÓN DEL ADN 

 
En cáncer han sido descritas una serie de alteraciones a nivel epigenético que favorecerían 

tanto la iniciación como la progresión neoplásica. Dichas aberraciones se caracterizan a nivel 

de metilación del ADN por la disminución de la metilación global del genoma y por el 

incremento de la metilación de regiones promotoras de genes supresores tumorales ([8531]).  

Actualmente son muchos los trabajos centrados en la búsqueda de biomarcadores 

epigenéticos capaces de reflejar los patrones de metilación de la masa tumoral y cuya 

obtención de muestra requiera de procedimientos menos invasivos que las biopsias mamarias, 

como sería el caso de la utilización de sangre periférica. En este sentido, existen trabajos 

basados en hallar patrones de metilación en ADN leucocitario asociados a una mayor 

susceptibilidad de desarrollar determinados tipos de neoplasias, evaluando por tanto su 

aplicabilidad como biomarcador de riesgo en cáncer ([7555], [8730]). Por otro lado, dado el 

carácter reversible de las modificaciones epigenéticas, el empleo de ADN leucocitario 

permitiría también estudiar la influencia de determinados factores ambientales, entre ellos la 

dieta, sobre el epigenoma del individuo ([7555], [8730]) 

En el presente trabajo se realizó una caracterización del estado de metilación del ADN a 

nivel global y gen-específico en muestras de elementos formes (leucocitos) de voluntarias 

sanas y de pacientes de cáncer de mama, así como de glándula mamaria y de tejido tumoral de 

pacientes. En última instancia, se estudio la asociación entre los datos moleculares obtenidos 

en los diferentes tejidos y los parámetros clínicos y de estilo de vida, con la finalidad de 

definir cambios epigenéticos implicados en el desarrollo del cáncer de mama y evaluar su 

posible modulación por factores dietéticos. 

 

 

3.1. Metilación global del genoma 

 
La metilación del ADN a nivel genómico es un mecanismo epigenético de gran relevancia 

biológica implicado en la regulación de diversos procesos. Así, se ha descrito que la 

metilación en regiones no codificantes del ADN garantizaría la conformación e integridad de 

los cromosomas ([8492]), mientras que la metilación de secuencias repetitivas del genoma de 

tipo retrotransposones, tales como secuencias LINE-1 (“Long interspersed nuclear element-

1”), evitaría fenómenos de inestabilidad cromosómica al impedir la movilización de dichas 

secuencias ([8493]). Dado que en el genoma existen aproximadamente 500.000 copias de 
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secuencias LINE-1 (17% del genoma) ricas en dinucleótidos CpG normalmente en estado 

metilado, y que se estima que 1/3 de la metilación del ADN tiene lugar en secuencias de 

elementos repetitivos, el grado de metilación de secuencias LINE-1 se ha considerado un 

buen estimador de la metilación global del genoma ([7813]).  

Por lo que respecta a la sangre periférica, se ha descrito un descenso en el grado de 

metilación de secuencias LINE-1 en ADN de células sanguíneas periféricas de pacientes con 

diversos tipos de neoplasias, tales como cáncer de cabeza y cuello ([8746]), gástrico ([8744]) 

y de vejiga ([8745]). Sin embargo, otros autores han hallado un incremento en los niveles de 

metilación de retrotransposones LINE-1 en sangre periférica de pacientes con cáncer renal 

([8748]) y pancreático ([8749]). En relación al cáncer de mama, los resultados no son del todo 

concluyentes, hallándose algunos autores que describen un descenso en los niveles de 

metilación de tales secuencias en sangre periférica de pacientes ([8738]), mientras que otros 

no encuentran asociaciones significativas ([8684], [8739]). En cuanto al presente trabajo, los 

resultados obtenidos mostraron un incremento, aunque de forma cercana a la significación, en 

el grado de metilación de secuencias LINE-1 en sangre periférica de las pacientes de cáncer 

de mama en relación a las sanas. Esto sugiere que la estimación de la metilación global del 

genoma mediante el análisis de secuencias LINE-1 en ADN leucocitario no sería un buen 

reflejo de la hipometilación genómica que acontece en tejido tumoral ya que ambos 

parámetros podrían no covariar en el mismo sentido, a pesar de que en las pacientes el grado 

tumoral correlacionó negativamente con la metilación genómica en sangre periférica. Aunque 

se ha descrito la presencia en el torrente sanguíneo de ADN tumoral libre y de células 

tumorales circulantes ([8797]), su caracterización requiere de métodos analíticos 

extremadamente sensibles, empleados en combinación con procedimientos de detección y 

purificación ([8798]). Por este motivo, es poco probable que los resultados obtenidos en 

sangre periférica de las pacientes se deban a la detección de ADN tumoral libre ó de células 

tumorales circulantes. Por otro lado, las diferencias halladas entre ambas poblaciones podrían 

ser debidas, al menos en parte, al efecto del proceso carcinogénico sobre la alteración de las 

subpoblaciones de leucocitos circulantes ([8733]). A pesar de la diferencia de edad hallada 

entre poblaciones, el aumento de metilación global en enfermas no sería atribuible a este 

parámetro dado que se ha descrito un descenso de la metilación genómica asociado al 

envejecimiento ([8754]). En relación a la posible alteración de las subpoblaciones de 

leucocitos, en diversos tipos de neoplasias se ha descrito un incremento de células mieloides y 

un descenso de células linfoides circulantes en sangre periférica ([8733], [8799]). Además, 

existen estudios que ponen de manifiesto que el grado de metilación del ADN en sangre 
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periférica varía en función de las proporciones de células sanguíneas circulantes ([8734], 

[8736], [8737]), de tal forma que el grado de metilación de LINE-1 se asociaría positivamente 

con el porcentaje de neutrófilos y de manera negativa con el de linfocitos ([8616]). Por tanto, 

una disminución en la población de linfocitos, respecto a las células mieloides, sería 

compatible con un incremento de la metilación de LINE-1 en ADN leucocitario. Además, 

estos datos serían concordantes con otros estudios que muestran que los patrones de 

metilación del ADN son tejido-específicos ([8732]), hecho también reflejado en el presente 

trabajo dado el mayor grado de metilación de secuencias LINE-1 hallado en sangre periférica 

de las pacientes en comparación con el tejido  mamario ([8684]). En cuanto a la influencia por 

factores ambientales, en elementos formes no se hallaron asociaciones claras entre el grado de 

metilación global del ADN y las variables nutricionales analizadas. Esta falta de correlaciones 

podría estar relacionada, por un lado, con el reducido tamaño muestral de la población de 

sanas, y por otro lado, con la influencia sobre la metilación genómica de la variabilidad 

poblacional de leucocitos en enfermas.  

En cuanto a los tejidos mamarios, en cáncer se ha descrito un descenso en la metilación 

de secuencias tipo LINE-1, y por tanto de los niveles de metilación global del ADN, durante 

el transcurso del proceso canceroso, hallándose una menor metilación en tejido tumoral en 

relación al tejido sano adyacente ([8527], [8747]). En este sentido, los resultados obtenidos en 

el presente trabajo serían compatibles con dichas evidencias dada la disminución en el grado 

de metilación de secuencias LINE-1 hallada en tejido tumoral en comparación con la glándula 

mamaria de las pacientes. Por otro lado, la hipometilación genómica en tumor se ha asociado 

a peor pronóstico clínico en diversos tipos de neoplasias, incluyendo el cáncer de mama 

([8740], [8741], [8742], [8743]). Contrariamente a lo esperado, el estadio tumoral se asoció 

negativamente, en términos generales, con el grado de metilación global del ADN en tumor, 

probablemente debido al reducido tamaño muestral de algunos subtipos de estadios tumorales, 

hecho que implicaría que los valores de metilación genómica de tales grupos no fueran 

representativos. Esto también podría explicar las diferencias halladas en las asociaciones entre 

metilación genómica en glándula mamaria y expresión tumoral de los receptores de 

estrógenos y progesterona. Además, la metilación global del ADN en glándula mamaria 

podría no ser un buen reflejo del grado de malignidad tumoral dado que ambos parámetros 

podrían no covariar en el mismo sentido. Por otra parte, no se hallaron asociaciones claras 

entre el grado de metilación global del tejido mamario y los factores clínicos y/o de estilo de 

vida analizados, a excepción de las correlaciones positivas halladas, en general, con la ingesta 

de vitaminas B2, B6 y B12. Esto podría estar relacionado con que dichas vitaminas son 
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consideradas donadores de grupos metilo y, por tanto, podrían estar incrementando la 

formación de SAM (S-adenosil-L-metionina) que actúa como sustrato de las enzimas ADN 

metiltransferasas, favoreciendo consecuentemente la metilación del ADN ([8558]). Por todo 

ello, y en términos generales, los resultados obtenidos en este estudio hasta el momento 

sugerirían que los factores nutricionales y de estilo de vida evaluados ejercerían una débil 

influencia sobre el grado de metilación global de la glándula mamaria y del tejido tumoral. A 

pesar de ello, no se puede descartar que la influencia del estilo de vida sea significativa, dado 

que el efecto que podría estar ejerciendo la propia enfermedad sobre la metilación genómica 

podría enmascarar la sutil influencia ambiental, sobretodo en estadios avanzados de la 

carcinogénesis.  

En definitiva, los resultados obtenidos en el estudio de la metilación global del ADN 

mediante el análisis de secuencias repetitivas LINE-1 pusieron de manifiesto la 

hipometilación global del genoma que tiene lugar en tejido tumoral durante el proceso 

carcinogénico ([8527], [8747]). Sin embargo, el grado de metilación de dichas secuencias en 

sangre periférica de pacientes no reflejó la hipometilación hallada en tumor, limitando de este 

modo el uso del grado de metilación de secuencias LINE-1 como biomarcador en sangre 

periférica de la hipometilación genómica asociada al proceso carcinogénico mamario. Por 

todo ello, se podría plantear la determinación de la metilación global del ADN mediante otras 

técnicas cuantitativas ([8735]), tales como el ensayo LUMA empleado en el estudio en el 

modelo experimental, la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC), o bien mediante el 

análisis de otros tipos de secuencias repetitivas del ADN ricas en dinucleótidos CpG, como 

secuencias Alu y satélite 2 (Sat2). Otras posibilidades incluirían el aislamiento de células 

tumorales circulantes en sangre periférica o la purificación de ADN tumoral libre en plasma, 

hecho que permitiría evaluar en sangre periférica el perfil de metilación de la masa tumoral 

([8797]). Por otro lado, el grado de metilación global del ADN en glándula mamaria y tumor 

no parece estar claramente influido por factores dietéticos y/o de estilo de vida, sugiriendo 

que en estadios localmente avanzados de la carcinogénesis mamaria la influencia de la propia 

enfermedad sobre dicho parámetro podría sobrepasar una débil influencia ambiental. En este 

sentido, la ampliación del estudio en muestras de tumores de estadios iniciales permitiría 

evaluar mejor la influencia de factores ambientales sobre el epigenoma del tejido mamario.  

 

 

 

 



DISCUSIÓN 

 221 

3.2. Metilación gen-específica  

 
La metilación del ADN es un proceso epigenético de gran transcendencia también a nivel 

gen-específico debido a su implicación en la regulación fisiológica de la expresión génica, 

asociándose la metilación de dinucleótidos CpG presentes en regiones promotoras con 

silenciamiento génico. En cáncer este mecanismo epigenético presentaría aberraciones 

caracterizadas por la hipometilación de promotores de proto-oncogenes resultando en la 

activación de su expresión, y por la hipermetilación de genes supresores tumorales con su 

consecuente silenciamiento. Ha sido ampliamente descrito que el perfil de metilación del 

ADN depende tanto del tipo de neoplasia como del gen y tejido en estudio ([8776]). Así, dado 

que no existe un único gen hipermetilado en todos los tipos de cáncer sino que, en este sentido, 

existe una elevada heterogeneidad, se hace evidente la necesidad de emplear paneles de genes 

que permitan lograr una alta sensibilidad y especificidad en la caracterización del tipo de 

neoplasia en estudio ([6214], [7555], [8764], [8765]). En cáncer de mama, en concreto, 

numerosos genes han sido descritos como frecuentemente hipermetilados ([6609]), afectando 

las características adquiridas por las células neoplásicas, comúnmente llamadas “hallmarks” 

del cáncer ([3973], [7349]). De todos ellos se seleccionó un panel formado por los siguientes 

12 genes: BRCA1, p16, RARβ2, ESR1 -REα -, PGR -PRB-, RASSF1A, NES1, TWIST1, 

MASPINA, CDH1 -E-cadherina-, CXCL12 y HLA-A ([6609]). Todos estos genes se han 

encuadrado en los diferentes “hallmarks” del cáncer (véase la Figura 17 del apartado B1.3.1 

de Material y Métodos) participando, por tanto, en la adquisición de dichas características. Sin 

embargo, dado que cada vez hay más evidencias de que ejercen diversas funciones biológicas, 

se discutirán de forma integrada. Así, la proteína BRCA1 (“Breast Cancer 1”) está implicada 

en la regulación de la reparación de daño en el ADN por recombinación homóloga de roturas 

de la doble cadena, en la regulación transcripcional, la remodelación de la cromatina, la 

progresión del ciclo celular y la apoptosis ([8785]). En referencia al gen p16 ó CDKN2A, éste 

codifica para la proteína p16INK4A reguladora del ciclo celular mediante su acción como 

inhibidor de las quinasas dependientes de ciclina CDK4 y CDK6 ([8783]). Por otro lado, el 

gen RARβ2 codifica para el receptor del ácido retinoico β2 que ejerce acciones 

antiproliferativas, así como de inducción de la diferenciación y de la apoptosis ([8784]). En 

relación a los genes ESR1 (“Estrogen Receptor 1”) y PGR (“Progesterone Receptor”), éstos 

codifican para el receptor de estrógenos α (REα) y el de progesterona, respectivamente. En el 

presente trabajo se estudió la isoforma B del receptor de progesterona (PRB). Ambos 

receptores hormonales actuan como factores de transcripción y ejercen funciones relevantes 
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en el desarrollo fisiológico y patológico de la glándula mamaria ([2631], [4577], [5685], 

[8786]). Por lo que respecta a la proteína RASSF1A (“Ras association domain family 1 

isoform A”), ésta estaría implicada en la regulación de diversos procesos biológicos, tales 

como la dinámica de los microtúbulos, el mantenimiento de la estabilidad genómica, la 

progresión del ciclo celular y la modulación de la apoptosis ([6237]). Por su parte, el gen 

NES1 (“normal epithelial cell-specific 1”-KLK10) codifica para la serina proteasa hK10 

(“human Kallikrein 10”) que ejerce acciones inhibidoras de la proliferación celular ([8787]). 

Por otro lado, el gen TWIST1 codifica para un factor de transcripción, sobrexpresado en 

varios tipos de cánceres, que presenta funciones antiapoptóticas y prometastásicas debido a 

que favorece la transición epitelio-mesénquima. A pesar de ello, en cáncer también se ha 

descrito hipermetilación de su región promotora ([8780]), asociándose a peor pronóstico 

clínico ([7457]). En cuanto al gen MASPINA, éste codifica para una proteína de la familia de 

inhibidores de serina proteasas (serpinas) que ejerce acciones antiangiogénicas así como de 

inhibición de la invasión celular y metástasis ([8779]). Por su parte, el gen CDH1 (“Cadherin 

1”) codifica para la glicoproteína E-cadherina implicada en la formación, mantenimiento y 

homeostasis del epitelio mediante la regulación de la adhesión célula-célula dependiente de 

calcio. Otro gen implicado en invasión y metástasis es CXCL12, que codifica para la 

quimiocina CXCL12, también llamada SDF-1 (“Stromal cell-derived factor 1”), que actúa 

como ligando del receptor CXCR4  ([8781]). Por último, el gen HLA-A (“antígeno 

leucocitario humano A”) codifica para la glicoproteína HLA-A, subtipo del complejo mayor 

de histocompatibilidad de clase I (MHC-I), encargada de la presentación de péptidos 

antigénicos intracelulares a los linfocitos T citotóxicos (TCD8+) ([7452]).  

 

 

Estudio cualitativo de la metilación gen-específica  

 
En primer lugar, se determinó de forma cualitativa el estado de metilación gen-específica 

por “MSP” del panel de los 12 genes en muestras de elementos formes de sangre periférica de 

voluntarias sanas y de pacientes de cáncer de mama, así como de glándula mamaria y de 

tejido tumoral de pacientes. En el caso de los genes BRCA1, ESR1 y p16 no se analizaron 

todas las muestras disponibles de los distintos tejidos por motivos metodológicos. Por esta 

razón, y en base a la relevancia de los genes BRCA1 y ESR1 en cáncer de mama ([6609]), se 

consideró de interés ampliar el estudio cualitativo de dichos genes mediante 

pirosecuenciación, tal y como se comentará posteriormente. 
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Los resultados obtenidos por “MSP” en sangre periférica de sanas y enfermas de cáncer 

de mama mostraron perfiles de metilación similares en ambas poblaciones, observándose una 

gran variabilidad en las frecuencias de metilación entre los diferentes genes. Así, la alta 

frecuencia de metilación hallada en elementos formes en las dos poblaciones para los genes 

ESR1, PRB, NES1, MASPINA y CDH1, sugeriría que la expresión génica en leucocitos de 

dichos genes podría no tener tanta relevancia biológica como en otros tejidos, dado que la 

metilación del ADN se ha considerado uno de los mecanismos principales de regulación de la 

expresión tejido-específica ([8776]). En este sentido, estudios publicados en la literatura 

también muestran altas frecuencias de metilación en leucocitos para los genes ESR1, PRB, 

MASPINA y CDH1 ([6202], [8711], [8761], [8763]), en concordancia con los resultados de 

este trabajo. Sin embargo, en el caso del gen NES1 no se han encontrado datos sobre su 

frecuencia de metilación en sangre periférica. Pese a ello, diversos estudios a nivel de proteína 

han puesto de manifiesto que la serina proteasa codificada por dicho gen se encuentra 

altamente expresada en ovario, próstata, testículos y tejido mamario, siendo posteriormente 

secretada a diferentes fluidos biológicos incluyendo el suero ([8762]). Así, se podría postular 

que, debido a que es una proteína presente en suero, en leucocitos no se requiriesen altos 

niveles de expresión del gen NES1, hallándose por tanto, su región promotora en estado 

metilado. Por otro lado, la comparación entre poblaciones del estado de metilación de estos 12 

genes en sangre periférica puso de manifiesto mayor frecuencia de metilación en los genes 

BRCA1 y RASSF1A en elementos formes de enfermas de cáncer de mama. Estos resultados 

sugieren un potencial papel como marcador de riesgo de dichos genes, tal y como se discutirá 

posteriormente junto con los resultados del análisis cuantitativo. Contrariamente a lo esperado, 

la frecuencia de metilación del gen ESR1 fue superior en elementos formes de voluntarias 

sanas. Este hecho podría estar relacionado, tal y como se ha comentado anteriormente, con la 

alteración de las subpoblaciones de leucocitos por efecto del proceso carcinogénico ([8733], 

[8788]), pudiendo estar a su vez asociado al papel de los estrógenos sobre la regulación del 

sistema inmune ([8753]). Además, la comparación en enfermas del estado de metilación de 

los 12 genes en sangre periférica y tejido mamario evidenció la especificidad de la metilación 

del ADN, siendo ésta dependiente del gen y del tejido en estudio ([8776]).  

En cuanto al estudio en los tejidos mamarios, los resultados obtenidos mostraron perfiles 

de metilación similares entre glándula mamaria y tumor, con frecuencias de metilación 

siempre superiores en tejido tumoral, siendo dicho incremento estadísticamente significativo 

para los genes RARβ2, RASSF1A, TWIST1, PRB, NES1, CDH1 y HLA-A, y cercano a la 

significación para ESR1. Para estos genes, las frecuencias de metilación obtenidas en 
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glándula mamaria y tumor estarían en concordancia con datos publicados por otros autores en 

cáncer de mama ([6218], [8684], [8777], [8778]). Así, el incremento en la frecuencia de 

metilación de dichos genes en tejido tumoral podría estar indicando su relevancia en el 

proceso carcinogénico mamario, pudiendo ser considerada la metilación de sus regiones 

promotoras como uno de los mecanismos moleculares a nivel epigenético del cáncer de mama 

humano. En este sentido, la hipermetilación de los genes RARβ2 ([7563], [8752]), RASSF1A 

([7457], [8755]) y TWIST1 ([7457]) se ha asociado con peor pronóstico clínico en cáncer de 

mama. En cuanto a los genes ESR1 y PRB, su silenciamiento génico por hipermetilación se 

ha relacionado con crecimiento hormono-independiente y, también, con mal pronóstico en 

este tipo de neoplasia ([8751]). Por su parte, en cáncer de mama la hipermetilación del gen 

NES1 ha sido asociada con un incremento de la capacidad tumorigénica ([8757]), la del gen 

CDH1 (E-cadherina) con el aumento de la capacidad celular invasiva y metastásica ([8782]), 

y, por último, la del gen HLA-A con una mayor capacidad de evasión del sistema inmune 

([8756]).  

Por otro lado, los genes BRCA1, p16, MASPINA y CXCL12 no mostraron un incremento 

significativo en la frecuencia de metilación en tejido tumoral en relación a la glándula 

mamaria. En el caso del gen BRCA1, diversos trabajos han descrito frecuencias de metilación 

en tumor del 13-41%, parecidas a las halladas en el presente estudio ([6218], [8684], [8774], 

[8778]). Se ha postulado que la hipermetilación gen-específica en tejido glandular adyacente 

al tumor podría ser debida a la presencia de células tumorales diseminadas ([8775]), lo que 

explicaría que la frecuencia de detección de metilación de BRCA1 en glándula mamaria fuese 

similar a la obtenida en tumor. Sin embargo, los trabajos publicados en relación a la detección 

por “MSP” de ADN proveniente de células tumorales diseminadas se basan en una previa 

purificación de dicho ADN ([8772], [8773]), por lo que parece poco probable que los 

resultados obtenidos en este trabajo sean debidos a la detección de ADN tumoral en glándula 

mamaria. En cualquier caso, para comprobar esta hipótesis sería necesario incluir en el 

presente estudio tejido glandular mamario de voluntarias sanas. En cuanto al gen p16, los 

resultados mostraron bajas frecuencias de metilación en ambos tejidos mamarios, en 

concordancia con trabajos publicados por otros autores ([6257], [8771]). Sin embargo, la 

mayoría de los datos hallados en la literatura describen una frecuencia de metilación del gen 

p16 del 17-48% ([8768], [8769], [8770], [8778]). Esta discordancia podría estar relacionada 

con las diferentes regiones del promotor del gen p16 analizadas, de tal forma que las 

posiciones CpG evaluadas por “MSP” en este trabajo podrían no ser representativas de la 

frecuencia de metilación global del promotor del gen p16 en cáncer de mama. En relación al 
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gen MASPINA, se hallaron altas frecuencias de metilación tanto en glándula mamaria como 

en tumor. Dado que la proteína MASPINA es una serpina específica mamaria y, por tanto, su 

expresión en este tejido contribuiría a la fisiología de la glándula mamaria, las altas 

frecuencias de metilación halladas en ambos tejidos mamarios podrían ser debidas, tal y como 

han sugerido otros autores, a que la hipermetilación de la región promotora de este gen podría 

ser un evento temprano en la carcinogénesis mamaria ([6949]). Por último, la hipermetilación 

del gen CXCL12 en tejido tumoral se ha asociado con cáncer de mama metastásico ([8766], 

[8767], [8781]). Así, el silenciamiento epigenético de dicho gen y la sobreexpresión del 

receptor CXCR4 en tejido tumoral favorecería la diseminación de células metastásicas a 

órganos diana con alta expresión de CXCL12, correspondiendo éstos al tejido óseo, hígado y 

pulmón en el caso del cáncer de mama ([8781]). Por tanto, en el presente trabajo, y teniendo 

en cuenta que la mayoría de tumores analizados corresponden a estadios localmente 

avanzados, se obtuvieron frecuencias de metilación del gen CXCL12 relativamente bajas, 

desconociéndose su significado biológico.  

En definitiva, en las células tumorales la hipermetilación de los genes RARβ2, RASSF1A, 

TWIST1, PRB, ESR1, NES1, CDH1 y HLA-A conllevaría la desregulación del ciclo celular 

(mediante el incremento de la capacidad proliferativa, la autosuficiencia en señales de 

proliferación y la insensibilidad a señales inhibidoras del crecimiento), así como la 

adquisición de una mayor capacidad de evasión del sistema inmune y capacidad invasiva y 

metastásica. Todo ello estaría favoreciendo la adquisición de un fenotipo celular más maligno, 

derivando, en última instancia, en la estimulación de la progresión neoplásica. Por otro lado, 

del panel de los 12 genes analizados por “MSP”, el gen RASSF1A sería el que mejor se 

ajustaría al perfil de biomarcador epigenético de riesgo, dado el incremento en la frecuencia 

de metilación hallado en los distintos tejidos (sangre periférica de sanas, sangre periférica de 

pacientes, glándula mamaria y tejido tumoral). 

 

 

Estudio cuantitativo de la metilación gen-específica  

 
A partir de los resultados obtenidos por “MSP”, se seleccionó nuevamente un panel de 3 

genes para ampliar el estudio del estado de metilación gen-específica mediante técnicas 

cuantitativas. Con la finalidad de aumentar la especificidad de dicho panel en relación a la 

carcinogénesis mamaria, se consideró de interés la inclusión en este estudio de 2 genes 

relevantes en la etiología del cáncer de mama (BRCA1 y ESR1) ([6609]), así como del gen 



DISCUSIÓN 

 226 

RASSF1A, descrito como frecuentemente alterado en numerosas neoplasias incluída la de 

mama ([8759]). 

Por lo que respecta al gen BRCA1, la determinación cuantitativa del estado de metilación 

se realizó mediante pirosecuenciación. Los resultados obtenidos mostraron un mayor grado de 

metilación de este gen supresor tumoral en sangre periférica de pacientes de cáncer de mama 

en comparación con las sanas, así como niveles similares de metilación entre glándula 

mamaria y tejido tumoral. Estos resultados irían en el mismo sentido que los obtenidos en el 

estudio cualitativo, sugiriendo que la hipermetilación del gen BRCA1 podría ser un evento 

temprano en la carcinogénesis mamaria, tal y como ha sido propuesto por otros autores 

([8774]). El hecho de ser un evento temprano podría resultar en que dicha metilación no 

refleje el grado de malignidad tumoral en fases muy posteriores, debido a la acumulación de 

múltiples alteraciones y diferentes mecanismos de silenciamiento de genes supresores 

tumorales. De hecho, en este trabajo, no se han hallado asociaciones claras entre la metilación 

del gen BRCA1 en tumor y los parámetros histopatológicos tumorales evaluados. Por otro 

lado, no se puede descartar que los resultados obtenidos en sangre periférica estén influidos 

por la diferencia de edad hallada entre las dos poblaciones, dado que ha sido descrito un 

incremento de la metilación gen-específica asociada al envejecimiento ([8754]). Sin embargo, 

la falta de correlaciones entre el grado de metilación de BRCA1 en los distintos tejidos y la 

variable edad, sugerirían que la influencia que ejercería la edad sobre la metilación de BRCA1 

podría no ser tan relevante como en otros genes. En cualquier caso, teniendo en cuenta la 

necesidad de ampliar el estudio para homogeneizar las poblaciones y considerando por tanto 

las limitaciones de los resultados, el incremento hallado hasta el momento en el grado de 

metilación en sangre periférica de enfermas, respecto al de las sanas, sugiere que el gen 

BRCA1 sería un candidato a biomarcador epigenético de riesgo de cáncer de mama humano. 

Además, las correlaciones positivas halladas en todos los tejidos, en general, entre la 

metilación del gen BRCA1 y algunos parámetros de historia reproductiva (edad en la primera 

gestación y edad de aparición de la menopausia) y a su vez relacionados con el riesgo de 

desarrollar cáncer de mama ([3950], [3966], [5975]), reforzarían al gen BRCA1 como 

candidato a biomarcador de riesgo.  

En cuanto al gen ESR1, el análisis cuantitativo de la metilación gen-específica se realizó 

tanto mediante el ensayo “COBRA” como por pirosecuenciación. Por lo que respecta al 

ensayo “COBRA”, la falta de diferencias significativas en el grado de metilación de ESR1 

entre elementos formes de sanas y enfermas, así como entre tejidos mamarios (sano y 

tumoral), sugiere que la posición CpG analizada (presente en la diana de restricción de BstUI) 
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podría no ser un buen reflejo del grado de metilación global del gen ESR1 en cáncer de mama 

humano. Por su parte, el análisis por pirosecuenciación mostró, tal y como se esperaba, mayor 

sensibilidad de detección de metilación que el ensayo “COBRA”, observándose niveles de 

metilación del gen ESR1 superiores en sangre periférica de enfermas que en sanas. Sin 

embargo, no se hallaron diferencias significativas en el grado de metilación de dicho gen entre 

glándula mamaria y tumor. Estos resultados sugerirían que la hipermetilación del gen ESR1 

podría tener lugar también de forma temprana en el proceso carcinogénico mamario, tal y 

como han sugerido otros autores ([8760]), y en concordancia con la falta de asociaciones 

claras entre la metilación del gen ESR1 en tumor y los parámetros histopatológicos tumorales. 

En cuanto a las diferencias halladas en sangre periférica, no se puede descartar que el 

incremento en el grado de metilación de ESR1 en elementos formes de enfermas pueda ser 

debido, al menos en parte, a la diferencia de edad existente entre las dos poblaciones, dadas 

las correlaciones positivas halladas entre ambos parámetros. La ampliación del estudio con un 

mayor número de voluntarias que homogenice la edad de ambas poblaciones permitirá 

consolidar o descartar al gen ESR1 como biomarcador epigenético de riesgo de cáncer de 

mama humano. En cualquier caso, el grado de metilación de ESR1 mostró también 

correlaciones positivas, en todos los tejidos en general, con algunos parámetros reproductivos, 

tal y como sucedía con el gen BRCA1, estando éstos asociados a su vez a un incremento del 

riesgo de desarrollar cáncer de mama ([3950], [3966], [5975]). Por una parte, estos resultados 

ponen de manifiesto la relevancia de los genes BRCA1 y ESR1 en tejidos relacionados con la 

reproducción incluyendo la glándula mamaria y sugieren que dichos factores podrían 

aumentar el riesgo de cáncer de mama alterando patrones epigenéticos en el tejido mamario. 

Por otra parte, estos genes serían candidatos a marcador de riesgo, bien porque su grado de 

metilación en ADN leucocitario podría covariar con la enfermedad, bien porque refleje una 

variabilidad epigenética individual de riesgo. 

En referencia al gen RASSF1A, los resultados obtenidos, tanto por “COBRA” como por 

pirosecuenciación, pusieron de manifiesto el mayor grado de metilación de dicho gen en 

tejido tumoral respecto a glándula mamaria, tal y como está descrito ([8758]). Así, la 

metilación del gen RASSF1A podría jugar un papel relevante en el proceso carcinogénico 

mamario, estando asociado su silenciamiento génico a peor pronóstico clínico en este tipo de 

neoplasia ([7457], [8755]). Por otro lado, la hipermetilación del gen RASSF1A se considera 

un evento temprano en la carcinogénesis mamaria ([8696], [8697]), de forma que, 

nuevamente, el grado de metilación de RASSF1A podría no reflejar la malignidad tumoral, en 

concordancia con la falta de asociaciones claras obtenidas en este estudio entre los niveles de 
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metilación de dicho gen en tumor y los parámetros histopatológicos tumorales evaluados. A 

diferencia de los genes BRCA1 y ESR1, el grado de metilación de RASSF1A no se asoció 

con parámetros relacionados con la reproducción. Por otra parte, en enfermas se hallaron 

asociaciones positivas entre la edad y el estado ovárico (variable dependiente de la edad) y la 

metilación del gen RASSF1A en tejidos mamarios. En este sentido, las enfermas 

premenopáusicas mostraron un menor grado de metilación de RASSF1A en glándula 

mamaria en relación a las perimenopáusicas y postmenopáusicas. Estos resultados serían 

compatibles con el incremento de la metilación gen-específica en glándula mamaria asociado 

a la edad ([8754]). En cuanto a los resultados en sangre periférica, la hipermetilación de 

RASSF1A en tejido tumoral no se reflejó en el perfil de metilación leucocitario, dada la falta 

de diferencias significativas en elementos formes entre sanas y enfermas. 

En definitiva, los resultados del estudio del estado de metilación gen-específica sugieren 

que, del total de los 12 genes analizados, los genes RARβ2, PRB, RASSF1A, NES1, TWIST1, 

CDH1, HLA-A y ESR1 podrían ejercer funciones relevantes en la carcinogénesis mamaria 

humana dado el incremento de la frecuencia de metilación hallado en tejido tumoral. Así, la 

hipermetilación de sus regiones promotoras podría ser, entre otros, uno de los mecanismos 

moleculares a nivel epigenético responsables de su silenciamiento génico, hecho que 

facilitaría tanto la transformación neoplásica como el transcurso del propio proceso 

carcinogénico mamario. Por otro lado, los genes BRCA1, ESR1 y RASSF1A podrían ser 

candidatos a biomarcadores de riesgo de cáncer de mama humano, basándose en la frecuencia 

(BRCA1 y RASSF1A) y en el grado de metilación (BRCA1 y ESR1) de sus regiones 

promotoras en sangre periférica. Sin embargo, sería necesaria la ampliación del tamaño 

muestral así como homogeneizar la edad entre ambas poblaciones para consolidar dichos 

resultados. Además, sería de utilidad la inclusión en el estudio cuantitativo de nuevos genes 

relevantes en la carcinogénesis mamaria con la finalidad de incrementar la sensibilidad y 

especificidad del panel de genes. 

 

 

Influencia del estilo de vida sobre la metilación gen-específica  

 
Los análisis de correlaciones entre los datos clínicos y de estilo de vida y los obtenidos a 

nivel molecular mostraron un mayor número de correlaciones significativas en elementos 

formes que en tejido mamario, sugiriendo que dichos factores ejercerían una mayor influencia 

sobre el estado de metilación en sangre periférica (ADN leucocitario) y/o en el epigenoma del 
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individuo en general, que en glándula mamaria y tumor. También cabe la posibilidad de que 

fuera más fácil detectar la influencia de tales factores ambientales sobre el epigenoma en 

leucocitos que en tejido mamario, sobretodo en tumor, donde el efecto del cáncer podría 

sobrepasar al de los factores dietéticos y/o de estilo de vida.  

Por lo que respecta a los factores dietéticos, los resultados obtenidos en sangre periférica 

mostraron que el grado de metilación de los genes BRCA1, ESR1 y RASSF1A en elementos 

formes de enfermas correlacionó positivamente con el consumo de lípidos totales y de 

saturados y, en el caso de los genes BRCA1 y ESR1, también con la ingesta de energía total y 

de vitamina B2. En cuanto al consumo de monoinsaturados, se hallaron resultados 

contradictorios en función del método de estimación de la ingesta empleado. Así, la 

metilación de los 3 genes en sangre periférica de enfermas correlacionó positivamente con la 

ingesta de monoinsaturados estimada a través de los cuestionarios de frecuencia de consumo 

de alimentos, y negativamente con la presencia de ácidos grasos monoinsaturados en las 

membranas eritrocitarias. En relación a los tejidos mamarios, los resultados obtenidos 

mostraron que el grado de metilación de los genes BRCA1 y ESR1 en glándula mamaria y 

tumor estaría más influido por los factores dietéticos evaluados que en el caso del gen 

RASSF1A. Así, en enfermas los niveles de metilación de BRCA1 y ESR1 correlacionaron 

positivamente con una mayor ingesta de proteínas, ácidos grasos saturados y donadores de 

grupos metilo (vitaminas B2, B6 y B12), y en el caso del gen BRCA1 además con el consumo 

de lípidos totales. Por su parte, la ingesta de monoinsaturados y poliinsaturados, evaluada 

mediante cuestionarios o a través de las membranas eritrocitarias, no mostró resultados 

consistentes, asociándose, en cualquier caso, el consumo de monoinsaturados y 

poliinsaturados omega 6 con un incremento de la metilación gen-específica en tejido mamario, 

a excepción del gen RASSF1A cuya metilación correlacionó inversamente con la ingesta de 

poliinsaturados omega 6.  

Por todo ello, y teniendo en cuenta la necesidad de ampliar el tamaño muestral, los 

resultados obtenidos hasta el momento sugerirían que la ingesta calórica, el consumo de 

proteínas, lípidos totales, ácidos grasos saturados y vitaminas B2, B6 y B12, se asociarían con 

un mayor grado de metilación gen-específica, sobretodo de los genes BRCA1 y ESR1 en los 

diferentes tejidos. Estos resultados sugieren que dichos factores nutricionales podrían estar 

influyendo sobre el riesgo de cáncer de mama, en parte, mediante la alteración de los patrones 

epigenéticos. En este sentido, los estudios epidemiológicos han demostrado una asociación 

positiva entre el aporte calórico de las dietas y las tasas de mortalidad por cáncer de mama, 

coincidiendo con resultados experimentales que describen una estimulación del desarrollo 
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tumoral por parte de las dietas hipercalóricas ([868], [920]). En cuanto a la ingesta de 

proteínas, estudios epidemiológicos y experimentales también han descrito que un elevado 

consumo de proteínas podría incrementar el riesgo de cáncer de mama, probablemente 

mediante el aumento de los niveles de IGF-1 ([8645], [8646]), ([8647]). En relación a los 

lípidos, los trabajos epidemiológicos no han mostrado siempre datos concluyentes ([6093]), 

aunque estudios prospectivos han determinado que un consumo elevado de grasas, 

independientemente del tipo, estaría asociado a un elevado riesgo de cáncer de mama ([6321]). 

Por su parte, los estudios experimentales han mostrado que dicho efecto depende del tipo y de 

la cantidad de grasa ingerida, así como del hecho de su presencia en ciertas fases críticas de la 

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

De tal forma que, en general, los PUFA n-6, fundamentalmente el ácido linoleico, serían los 

principales estimuladores de la carcinogénesis experimental ([1358], [3568], [3672], [4324]), 

mientras que los PUFA n-3, principalmente el ácido α-linolénico y los de cadena larga de origen 

marino, serían inhibidores del crecimiento tumoral mamario y la metástasis ([1486], [3568], 

[3615], [4324], [4353]). En cuanto a las grasas saturadas, éstas también serían promotoras de la 

carcinogénesis, pudiendo actuar, además, como co-carcinógenos durante la iniciación ([920], 

[1486], [3205]). Por lo que respecta a los ácidos grasos monoinsaturados, fundamentalmente el 

ácido oleico, se ha observado desde un efecto no promotor, un débil efecto promotor, a un 

efecto protector del cáncer de mama ([3568], [5321], [7144]). Por otro lado, en la literatura 

existen pocos datos de la influencia de factores nutricionales sobre la metilación de genes 

relevantes en cáncer. Pese a ello, ha sido descrito que dietas bajas en proteínas pueden reducir 

la disponibilidad de homocisteína (precursor de metionina) derivando en hipometilación del 

ADN ([8563]). En relación a la ingesta de lípidos, también son escasos los datos existentes 

hasta el momento, hallándose un estudio epidemiológico que ha descrito un incremento en el 

grado de metilación del gen supresor tumoral RARβ2 en ADN leucocitario tras el consumo de 

dietas altas en grasas ([7003]). Además, en un modelo murino de cáncer de mama metastásico 

ha sido descrito el incremento en el grado de metilación del gen CDH1 en tejido tumoral tras 

alimentar a dichos animales con dietas hiperlipídicas ([8594]). En el caso de las vitaminas B2, 

B6 y B12, tal y como se ha comentado previamente, éstas son donadores de grupos metilo, 

sugiriendo que una elevada ingesta de tales vitaminas podría incrementar la formación de 

SAM, sustrato de las enzimas ADN metiltransferasas, favoreciendo consecuentemente la 

metilación del ADN ([8558]).  

En cuanto a otros factores relacionados con el estilo de vida, en enfermas la realización 

de actividad física correlacionó negativamente con el grado de metilación del gen ESR1 en 
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glándula mamaria. En este sentido, el ejercicio físico moderado ha mostrado una asociación 

inversa con el riesgo de desarrollar cáncer de mama, sobretodo en mujeres postmenoupáusicas 

([6093]). A su vez, diversos estudios han asociado la realización de actividad física con 

alteraciones a nivel epigenético, incluyendo la disminución del grado de metilación gen-específica 

([8595], [8596], [8597]). Así, la realización de ejercicio físico durante al menos un año ha sido 

inversamente relacionado con la hipermetilación del gen supresor tumoral APC en tejido mamario 

([8598]). Por otro lado, en el presente trabajo el consumo de alcohol en enfermas se asoció de 

forma positiva a un mayor grado de metilación de los genes BRCA1 y ESR1 en tejido tumoral. 

En cáncer de mama, diferentes estudios han mostrado que el consumo de alcohol aumenta el 

riesgo de este tipo de neoplasia, independientemente del tipo de bebida alcohólica y del estatus 

menopáusico ([6093]). Además, trabajos caso-control han asociado la ingesta de alcohol con un 

mayor grado de metilación de diversos genes, incluyendo ESR1 ([8618], [8619]) en tejido 

tumoral mamario, tal y como sugerirían los resultados obtenidos en este estudio. 

En definitiva, estos resultados irían a favor del incremento de la metilación gen-específica, 

especialmente de BRCA1 y ESR1, tras un elevado consumo de proteínas, lípidos, donadores 

de grupos metilo y alcohol, mientras que la realización de actividad física podría disminuir la 

metilación de estos genes en glándula mamaria. Así, estos factores nutricionales y/o de estilo 

de vida podrían estar alterando el epigenoma del individuo, modulando consecuentemente el 

riesgo o susceptibilidad frente al desarrollo de cáncer de mama. 

 

 

 

B. ESTUDIO EN EL MODELO EXPERIMENTAL 

 

Los resultados obtenidos en el modelo experimental de cáncer de mama presentados en 

este trabajo han sido publicados en la revista científica “PLoS One” bajo el título “The Role 

of Dietary Extra Virgin Olive Oil and Corn Oil on the Alteration of Epigenetic Patterns in the 

Rat DMBA-Induced Breast Cancer Model” (Anexo 4). 
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1. INFLUENCIA DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA SOBRE LA EXPRESIÓN DE 

GENES SUPRESORES TUMORALES 

 
Resultados previos del equipo investigador obtenidos a través de un cribado mediante 

ADNc Microarrays identificó genes implicados en la carcinogénesis mamaria experimental e 

influenciados por las dietas hiperlipídicas empleadas en este estudio ([8657]), tales como 

genes supresores tumorales de la familia RASSF (“Ras association domain family”), TIMP3 

(“Tissue Inhibitor of Metalloproteinasa 3”) y CDKN2c (“Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 

2C”). De hecho, la alteración del perfil de expresión génica es uno de los mecanismos de los 

efectos diferenciales de estas dietas hiperlipídicas en la carcinogénesis mamaria, siendo la 

dieta rica en PUFA n-6 claramente estimuladora ([1358], [3568], [3672], [4324]) y, 

débilmente promotora la dieta hiperlipídica de aceite de oliva ([3568], [5321], [7144]). Así, en 

el presente trabajo se ha validado y ampliado dicho estudio de expresión génica, analizando 

mediante Real-Time PCR la expresión de los genes RASSF1A, TIMP3 y CDKN2c en 

diferentes etapas del desarrollo de la glándula mamaria y en los tumores experimentales para, 

en último término, evaluar la implicación de la maquinaria epigenética como posible 

mecanismo a través del cual las dietas hiperlipídicas podrían estar modulando de forma 

diferencial la expresión génica.  

Tal y como se ha descrito previamente, la proteína RASSF1A (“Ras association domain 

family 1 isoform A”) participa en la regulación de la dinámica de los microtúbulos, el ciclo 

celular y la apoptosis ([6237]). Por otro lado, el producto del gen TIMP3 posee la capacidad 

de inhibir las metaloproteinasas de la matriz extracelular, evitando así la degradación de dicha 

matriz y, por tanto, regulando la invasión tisular y la metástasis ([8669]). Y, por lo que 

respecta al gen CDKN2c, éste codifica para la proteína p18INK4C que actúa como inhibidor de 

la quinasa dependiente de ciclina CDK4, regulando así la progresión del ciclo celular.  

En relación a los resultados obtenidos en glándula mamaria, los niveles de ARNm de 

RASSF1A, TIMP3 y CDKN2c mostraron una gran variabilidad a lo largo del tiempo, 

observándose niveles de expresión fluctuantes durante la adolescencia (entre 36 y 51 días de 

edad) y hasta los 100 días de edad, así como un descenso generalizado en la etapa adulta 

(desde los 100 días hasta el final del ensayo). Las variaciones de expresión de dichos genes 

supresores tumorales detectadas durante la pubertad podrían estar relacionadas con la 

proliferación y diferenciación asociadas al desarrollo de la glándula mamaria en esta etapa. En 

este sentido, estudios “in vivo” e “in vitro” han demostrado un incremento en la expresión de 

diversos genes supresores tumorales, tales como BRCA1 y BRCA2, durante el desarrollo de 
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la glándula mamaria en la pubertad ([8428], [8670], [8671]). En relación al efecto de las 

dietas, las diferencias halladas entre grupos experimentales durante la adolescencia podrían 

deberse, al menos en parte, a que, tal y como ha sido descrito por el grupo investigador, las 

dietas hiperlipídicas, especialmente la rica en PUFA n-6, adelantarían el inicio de la pubertad, 

adquiriendo antes la maduración sexual ([6887]). Por otro lado, el descenso en la expresión 

génica de RASSF1A, TIMP3 y CDKN2c detectado en la etapa adulta podría estar relacionado 

con el propio proceso del envejecimiento, fenómeno caracterizado por el incremento del 

silenciamiento transcripcional de genes supresores tumorales, favoreciendo así el desarrollo 

neoplásico ([8429]). Además, a los 100 y 246 días se ha de considerar que la glándula 

mamaria está inducida con DMBA (inducción a día 53), lo que podría también alterar la 

expresión de dichos genes supresores tumorales. En cuanto al efecto de las dietas, a excepción 

del gen CDKN2c que, en general, disminuyó su expresión en los grupos de dietas 

hiperlipídicas en todas las edades, las diferencias entre grupos experimentales se hallaron 

fundamentalmente al final del ensayo, detectándose una disminución de la expresión de 

RASSF1A en los grupos de aceite de oliva y de TIMP3 en Mp. Así, la disminución de la 

expresión de tales genes podría ser uno de los mecanismos, entre otros, a través de los que las 

dietas hiperlipídicas podrían favorecer el desarrollo neoplásico ([5321], [8353], [2568], 

[6887], [4736], [6879]). En este sentido, y pese a que son escasos los trabajos sobre la 

influencia de estas dietas en la expresión de genes supresores tumorales, en un modelo de 

cáncer de mama experimental realizado en ratones gestantes alimentados con dietas 

hiperlipídicas, se ha descrito una disminución de la expresión del gen supresor tumoral PTEN 

en el tejido glandular mamario de los descendientes, adquiriendo valores de expresión 

similares a los detectados en los tumores ([8672]). 

Al analizar los adenocarcinomas mamarios, únicamente se hallaron diferencias entre 

grupos experimentales en relación a la expresión génica de RASSF1A y TIMP3. Se 

detectaron menores niveles de ARNm de RASSF1A en los grupos de aceite de oliva, mientras 

que la expresión de TIMP3 disminuyó, en general, en todos los grupos de dietas hiperlipídicas, 

significativamente en Mp, Oip y Op. A su vez, la comparación entre tejidos mostró una clara 

disminución de la expresión génica de RASSF1A y TIMP3 en los adenocarcinomas mamarios 

de todos los grupos experimentales. Sin embargo, en el caso de la expresión del gen CDKN2c 

dicha comparación no mostró diferencias entre glándula mamaria y tejido tumoral. Por otro 

lado, la expresión de los 3 genes supresores tumorales correlacionó positivamente entre sí 

tanto en glándula mamaria como en tumor, asociándose negativamente su expresión en tejido 

tumoral con los parámetros clínicos e histopatológicos analizados. Estos resultados podrían 
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poner de manifiesto la relevancia de los genes RASSF1A y TIMP3 en la carcinogénesis 

mamaria, dado que ambos genes han sido descritos como frecuentemente alterados en 

numerosas neoplasias, incluyendo la de mama ([8673], [8674]). En este sentido, las dietas 

hiperlipídicas, sobretodo la rica en MUFA n-9, disminuirían la expresión de RASSF1A y 

TIMP3 en glándula mamaria y tumor, contribuyendo al efecto que ambas dietas hiperlipídicas 

ejercen sobre la carcinogénesis mamaria experimental. Por lo que respecta al gen CDKN2c, 

también se ha descrito una disminución de su expresión en diversas neoplasias ([8675], 

[8676],  [8677], [8678]). Sin embargo, los resultados publicados en relación al cáncer de 

mama sugieren que las alteraciones en los niveles de expresión de este gen son 

moderadamente raras en este tipo de neoplasia ([8679]). Por ello, y en vista de los resultados 

obtenidos, la pérdida de expresión del gen supresor tumoral CDKN2c en este modelo 

experimental podría no jugar un papel tan destacado en el desarrollo tumoral, como en otros 

tipos de cáncer. 

 

 

2. INFLUENCIA DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA SOBRE MECANISMOS 

EPIGENÉTICOS: METILACIÓN DEL ADN 

 

Tal y como se ha comentado, existen evidencias de la influencia de las dietas hiperlipídicas 

en la alteración de la expresión de genes implicados en carcinogénesis mamaria ([8657]). Es 

por ello que, a partir de los resultados obtenidos en relación al efecto tanto de las dietas como 

de la propia enfermedad cancerosa en la expresión génica de RASSF1A y TIMP3, se 

consideró de interés evaluar la implicación de la maquinaria epigenética en la regulación de 

dicho proceso. Para ello, se estudiaron los principales mecanismos epigenéticos reguladores 

de la expresión génica: metilación del ADN (de forma global y gen-específica para RASSF1A 

y TIMP3) y modificaciones postraduccionales de las histonas.  

 

 

2.1. Metilación global del genoma 
 

En glándula mamaria los niveles de metilación global del ADN presentaron variaciones a 

lo largo del tiempo, observándose diferentes tendencias durante la fase de adolescencia (entre 

23 y 51 días) y hasta los 100 días, y en la etapa adulta (desde los 100 días hasta el final del 

ensayo). Por lo que respecta a la adolescencia, se observó un descenso en los niveles de 
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metilación genómica a los 36 días sobretodo en los grupos control y Mip, y de forma más 

tenue en Oip. Esta disminución de la metilación global podría ser un reflejo de la elevada tasa 

de proliferación que presenta la glándula mamaria durante su desarrollo en este período, 

hecho que podría estar favoreciendo la desmetilación pasiva del ADN, proceso caracterizado 

por la pérdida de metilación durante la replicación del ADN. En este sentido, se ha descrito 

que durante la eritropoyesis se produciría una desmetilación global del genoma dependiente 

de la tasa de replicación del ADN ([8680]). Por otro lado, alrededor de la pubertad (36 y 51 

días) los niveles de metilación genómica en Oip fueron mayores que en el resto de grupos. 

Esto podría ser debido al elevado contenido en compuestos minoritarios bioactivos, como 

escualeno y antioxidantes fenólicos, flavonoides y lignanos, presentes en el aceite de oliva 

virgen extra. ([7105], [4399]). Recientemente, un estudio epidemiológico ha descrito que los 

niveles de metilación global del ADN en leucocitos podrían correlacionar de forma positiva 

con la capacidad antioxidante de factores de la dieta ([8681]). También cabría destacar el 

mayor grado de metilación global (menor desmetilación) a 51 días de edad en el grupo Oip ya 

que se ha descrito esta edad como el momento de máxima vulnerabilidad de la glándula 

mamaria a la transformación neoplásica ([443], [6009]). Dado que la hipometilación global 

del ADN se ha asociado a inestabilidad cromosómica, transformación neoplásica y progresión 

tumoral ([8416]), los efectos del aceite de oliva virgen extra sobre la metilación global 

podrían estar disminuyendo, al menos en parte, la vulnerabilidad de la glándula mamaria a la 

transformación neoplásica. Estos resultados serían concordantes con los obtenidos 

previamente en la manifestación clínica de la carcinogénesis, ya que la dieta de aceite de oliva, 

a pesar de ser hiperlipídica, induciría un menor contenido tumoral, y tumores con un menor 

grado de malignidad morfológica que la dieta hiperlipídica de aceite de maíz ([8353]). Por 

otro lado, durante la etapa adulta, se detectó una disminución progresiva de los niveles de 

metilación genómica de la glándula mamaria independientemente del grupo experimental. 

Estos resultados coinciden con otras evidencias publicadas en tejidos humanos que 

demuestran que el envejecimiento fisiológico está acompañado por cambios a nivel 

epigenético, entre ellos la pérdida gradual de la metilación global del genoma ([6262]). En 

este sentido, estudios realizados en rata también han descrito una disminución de la 

metilación global por efecto de la edad, sobretodo, en corazón y cerebro ([8682]). Además, 

trabajos realizados en ratas ACI han descrito una disminución en el grado de metilación 

global en glándula mamaria tras la inducción con radiación ionizante ([7938], [8425]). Por 

tanto, la reducción en los niveles de metilación global en esta etapa podría ser debida, 

principalmente, a una mayor desmetilación activa por efecto tanto de la edad como de la 
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inducción con DMBA. Este hecho podría deberse a que ambos factores (edad e inducción) 

podrían estar produciendo lesiones en el ADN, activando los sistemas de reparación BER 

(“Base excision repair”) y NER (“Nucleotide excision repair”) implicados en la desmetilación 

activa ([8497]). Además, la glándula mamaria durante la etapa adulta está diferenciada y, por 

tanto, la tasa de proliferación no es tan elevada, sugiriendo que la desmetilación pasiva es 

mucho menor que la que tiene lugar durante la pubertad.  

Por lo que respecta a los adenocarcinomas mamarios, los grupos alimentados con dietas 

ricas en aceite de oliva presentaron los mayores niveles de metilación global, siendo este 

incremento significativo para Oip y cercano a la significación para Op en relación al control. 

Estos resultados estarían en concordancia con los obtenidos en glándula mamaria en relación 

al posible efecto beneficioso que podrían ejercer los compuestos antioxidantes del aceite de 

oliva virgen extra sobre la metilación global. En este caso, en adenocarcinomas podría tener 

lugar tanto una elevada desmetilación pasiva, por la alta tasa de proliferación, como una 

elevada desmetilación activa, por efecto del propio proceso carcinogénico. En este sentido, ha 

sido descrito que tanto la familia proteica TET como las propias ADN metiltransferasas 

requieren de situaciones de alto estrés oxidativo para poder actuar como desmetilasas del 

ADN ([8497]). Por todo ello, los compuestos antioxidantes presentes en el aceite de oliva 

virgen extra, mediante la disminución del nivel de estrés oxidativo, podrían estar reduciendo 

la actividad desmetilasa de estos enzimas y, por tanto, la desmetilación activa del ADN, 

derivando en un mayor grado de metilación global. Por otro lado, en cáncer de mama, la 

metilación genómica se ha asociado inversamente con el grado histológico y con el estadio y 

tamaño tumoral ([8683]). Estos resultados también son compatibles con los obtenidos 

previamente en la caracterización del comportamiento clínico y anatomopatológico de estos 

tumores. Así, los grupos de dieta rica en aceite de oliva desarrollaron tumores de menor 

volumen y de bajo grado arquitectural y nuclear (I y II), de forma similar al control. En 

cambio, ambos grupos de dieta rica en aceite de maíz presentaron tumores mayoritariamente 

de grados II y III, y con mayor tamaño y actividad mitótica ([6887]).  

Para evaluar la influencia del cáncer sobre la metilación genómica, se realizó la 

comparación entre tejidos obteniendo, paradójicamente, un aumento en el grado de metilación 

global en los adenocarcinomas mamarios respecto a la glándula mamaria en los grupos Oip y 

Op. Sin embargo, en el resto de grupos experimentales no se halló diferencias significativas 

entre glándula mamaria y tumor. Estos resultados fueron inesperados dado que la 

hipometilación global se considera uno de los “hallmarks” del cáncer a nivel epigenético 

([8531]). Aunque se desconoce el significado de los resultados obtenidos, éstos podrían estar 



DISCUSIÓN 

 237 

relacionados con el hecho de que la glándula mamaria está inducida químicamente con 

DMBA, ya que existen evidencias que indican que la inducción alteraría los niveles de 

metilación global del genoma ([7938], [8425]). 

 

 

2.2. Metilación gen-específica de RASSF1A y TIMP3 
 

Tal y como se ha comentado previamente, los lípidos de la dieta afectan la expresión de 

genes relevantes en la carcinogénesis mamaria y descritos como frecuentemente metilados en 

cáncer, tales como RASSF1A y TIMP3 ([8657]). Así, se realizó el estudio del estado de 

metilación de dichos genes  para evaluar la implicación de la maquinaria epigenética en los 

cambios de expresión detectados.  

En cuanto al estudio cualitativo de la metilación del gen RASSF1A por “MSP”, en 

glándula mamaria, paradójicamente, se obtuvieron menores porcentajes de muestras metiladas 

en los grupos de dietas hiperlipídicas. Estos resultados podrían parecer contradictorios con los 

hallados en la bibliografía. Así, en un estudio realizado en un modelo murino de melanoma se 

ha descrito que las dietas hiperlipídicas estimulan la metilación del gen RASSF1A en tejido 

sano y tumoral ([8686]). Sin embargo, los datos obtenidos por “MSP” indican el porcentaje de 

muestras que presentan el alelo metilado y no el grado de metilación de la región promotora. 

Otra posible explicación podría ser que los dinucleótidos CpG analizados por “MSP” no 

fueran un buen reflejo de la metilación global del promotor del gen RASSF1A y, por tanto, de 

la relevancia de su metilación en cuanto al silenciamiento génico. Por estos motivos, se 

consideró de interés determinar de forma cuantitativa la metilación del gen RASSF1A 

mediante pirosecuenciación, tal y como se comentará más adelante. Por otro lado, en 

adenocarcinomas mamarios no se hallaron diferencias entre grupos experimentales en 

relación a la frecuencia de metilación de RASSF1A. Aún así, tal y como se esperaba, en todos 

los grupos se halló una mayor frecuencia de alelo metilado en tumor en comparación con la 

glándula mamaria. Pese a la carencia de datos en este modelo, en cáncer de mama humano se 

ha descrito un aumento en la frecuencia de metilación del gen RASSF1A en tejido tumoral en 

comparación con el tejido sano ([8685]). Además, al realizar la comparación unificando los 

valores de todos los grupos experimentales, se obtuvieron porcentajes en ambos tejidos (GM: 

32,50%, T: 66,98%) similares tanto a los detectados por “MSP” en el estudio en humanos 

(GM: 40,45%, T: 79,78%) como a los descritos por otros autores ([8685]). Esto sugeriría que 
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RASSF1A podría ser uno de los genes frecuentemente metilados, no únicamente en cáncer de 

mama humano, sino también en el modelo de cáncer de mama inducido con DMBA.  

Por lo que respecta al estudio cuantitativo de la metilación de los genes RASSF1A y 

TIMP3, todas las muestras analizadas de glándula mamaria y adenocarcinomas presentaron 

cierto grado de metilación en ambos genes, adquiriendo valores generalmente bajos. A su vez, 

la pequeña magnitud de variación entre muestras sugeriría que el grado de metilación gen-

específica para un tejido en concreto, en este caso el tejido mamario, podría oscilar entre un 

rango determinado, de forma que pequeñas variaciones podrían implicar grandes cambios a 

nivel de expresión génica. En este sentido, un estudio realizado en pacientes con cáncer de 

mama, también puso de manifiesto estas sutiles diferencias entre tejido sano y tumoral en 

cuanto al grado de metilación de diversos genes descritos como frecuentemente metilados en 

cáncer de mama ([8687]). En cuanto al efecto de los lípidos de la dieta, en glándula mamaria 

se halló un incremento en el grado de metilación de RASSF1A y TIMP3 en los grupos 

alimentados con dietas de aceite de maíz. Por su parte, en tejido tumoral la metilación de 

RASSF1A incrementó en todos los grupos de dietas hiperlipídicas, mientras que el grado de 

metilación de TIMP3 aumentó en los grupos de dieta de aceite de maíz, especialmente en Mip. 

Al realizar la comparación entre tejidos mamarios, en todos los grupos experimentales se 

observó un mayor grado de metilación de los genes RASSF1A y TIMP3 en tumor, en 

concordancia con la hipermetilación de estos genes supresores tumorales descrita en cáncer de 

mama humano ([6220], [8427]). Por otro lado, existen datos en la literatura que sugieren que 

las dietas hiperlipídicas podrían incrementar la metilación de genes supresores tumorales. Así, 

estudios en modelos animales de cáncer de mama y estudios epidemiológicos han descrito un 

aumento en la metilación de los genes CDH1 y RARβ2 tras el consumo de dietas 

hiperlipídicas ([7003], [8594]). Además, los resultados obtenidos podrían sugerir que, a pesar 

de que ambas dietas (rica en PUFA n-6 y MUFA n-9) son hiperlipídicas, éstas podrían ejercer 

un efecto diferencial sobre la metilación gen-específica del ADN. En este sentido, las dietas 

ricas en aceite de maíz, descritas como claramente estimuladoras de la carcinogénesis 

mamaria ([1358], [3568], [3672], [4324]), podrían ejercer tales acciones, al menos en parte, a 

través del incremento de la metilación de los genes RASSF1A y TIMP3. Por el contrario, las 

dietas ricas en aceite de oliva virgen extra, a pesar de ser hiperlipídicas, no parecen estimular 

la metilación de estos genes supresores tumorales en glándula mamaria. Recientemente, ha 

sido descrito que el hidroxitirosol y la oleuropeína, los polifenoles mayoritarios del aceite de 

oliva virgen extra, son capaces de disminuir la metilación del gen supresor tumoral CB1 

(“cannabinoid receptor 1”), tanto en la línea celular de cáncer de colorectal Caco-2 como en 
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colon de rata ([8430]). Así, los polifenoles presentes en el aceite de oliva virgen extra podrían 

ser los responsables, al menos en parte, de los efectos diferenciales de éstas dietas sobre la 

metilación gen-específica de RASSF1A y TIMP3. Por último, la falta de correlación, en 

general, entre el grado de metilación y de expresión génica de RASSF1A y TIMP3 podría 

sugerir la implicación de otros mecanismos epigenéticos en la regulación de su expresión. 

Además, dado que el silenciamiento epigenético de estos genes se considera un evento 

temprano en la carcinogénesis ([8696], [8697]), los niveles de metilación detectados al final 

del ensayo podrían no reflejar el grado de malignidad tumoral. 

 

 

2.3. Caracterización de las enzimas ADN metiltransferasas 
 

Con el fin de estudiar los mecanismos epigenéticos implicados en las alteraciones 

detectadas a nivel de metilación del ADN (global y gen-específica), se determinaron tanto los 

niveles de expresión génica de las ADN metiltransferasas con actividad enzimática (DNMT1, 

DNMT3a y DNMT3b), como su actividad enzimática total. 

Por lo que respecta a la expresión génica de ADN metiltransferasas, a lo largo de todo el 

ensayo y en ambos tejidos (glándula mamaria y tumor) se detectó una mayor expresión de 

DNMT1 en comparación con los niveles de ARNm de las ADN metiltransferasas de novo 

(DNMT3a y DNMT3b). Estos resultados estarían en concordancia con la literatura ya que ha 

sido descrito que la isoforma de ADN metiltransferasa más abundante es DNMT1, implicada 

en el mantenimiento del patrón de metilación del ADN durante la replicación ([8688]). 

Además, tal y como otros autores han descrito, los resultados obtenidos mostraron una 

expresión génica coordinada entre las tres isoformas en ambos tejidos ([8431]).  

En relación a los niveles de ARNm en glándula mamaria, en general, se observaron 

fluctuaciones a lo largo del tiempo con un descenso en la expresión de las tres isoformas al 

final del ensayo. En cuanto a la adolescencia, a 51 días de edad se detectó un incremento 

significativo de expresión génica de DNMT3a en todos los grupos experimentales, siendo 

Mip el que presentó los mayores niveles. Esto podría estar relacionado con la proliferación y 

diferenciación asociadas al desarrollo de la glándula mamaria que tiene lugar en este periodo 

([7671]). Por otro lado, el descenso observado en la expresión de las tres isoformas en la etapa 

adulta podría ser debido al efecto de la edad. En este sentido, estudios en animales y en 

humanos han descrito que la expresión génica de estas enzimas varía con el envejecimiento, 

de tal manera que con el paso del tiempo disminuiría la expresión de DNMT1 (favoreciendo 
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la hipometilación global) y DNMT3a, mientras que se incrementarían los niveles de ARNm 

de DNMT3b (principal responsable de la hipermetilación gen-específica asociada al 

envejecimiento) ([8689]). En relación al efecto de la dieta, en glándula mamaria los resultados 

mostraron, en general, un incremento en la expresión de las tres isoformas a 100 días de edad 

en los grupos de dieta de aceite de oliva, mientras que al final del ensayo dichos niveles 

disminuyeron en Oip y aumentaron en Mip. Por su parte, en adenocarcinomas mamarios se 

observó un descenso en la expresión de DNMT3a en los grupos de aceite de oliva, y de 

DNMT3b en todos los grupos de dietas hiperlipídicas excepto en Mp. Pese a que ha sido 

descrito un incremento de expresión génica de las tres isoformas en diversos tipos de cáncer, 

incluyendo el de mama ([8689]), la comparación entre tejidos mamarios mostró, 

paradójicamente, una mayor expresión génica de DNMT3a y DNMT3b en glándula mamaria. 

Ha sido descrito que la acción ejercida por DNMT3b es la más relevante en la metilación gen-

específica ([7021]). El gen DNMT3b se expresa en forma de diversos transcritos mediante 

“splicing” alternativo ([7021]), y no todos ellos presentan actividad ADN metiltransferasa 

debido a la pérdida del domino catalítico C-terminal ([7021]). Si bien la sonda empleada en el 

análisis por “Real-Time PCR” amplifica una región conservada en todos los transcritos, la 

proporción de transcritos con actividad enzimática podría no ser la misma entre los distintos 

grupos experimentales. Además, se han descrito diversos miRNAs implicados en la 

regulación postranscripcional de los niveles de ARNm de las ADN metiltransferasas. A modo 

de ejemplo, miRNA-148, miRNA-152 y miRNA-126, entre otros, promoverían la 

degradación del ARNm de DNMT1, disminuyendo sus niveles proteicos. Del mismo modo, la 

familia miRNA-29 estaría implicada en la degradación del ARNm de las ADN 

metiltransferasas de novo ([8690]). Por otro lado, también han sido descritas una serie de 

modificaciones postraduccionales (acetilación, ubiquitinización, metilación, fosforilación, etc.) 

que influirían en la funcionalidad de las ADN metiltransferasas, alterando sus propiedades 

catalíticas, estabilidad e interacción con otras proteínas ([8690]). Por todo ello, y en base a los 

resultados obtenidos, los niveles de ARNm detectados podrían no reflejar el grado de 

actividad enzimática ADN metiltransferasa en este modelo experimental. En consecuencia, se 

consideró de interés ampliar este estudio con la determinación de la actividad enzimática de 

las ADN metiltransferasas. 

En referencia a la actividad ADN metiltransferasa total, los resultados obtenidos en 

glándula mamaria al final del ensayo mostraron un incremento de dicha actividad en todos los 

grupos de dietas hiperlipídicas excepto en Op, siendo el grupo Mip el que obtuvo los mayores 

niveles. A su vez, en adenocarcinomas mamarios el grupo Mip también fue el que destacó por 
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presentar el mayor grado de actividad respecto al resto de grupos. Por su parte, la 

comparación entre tejidos mostró un incremento de la actividad ADN metiltransferasa en 

tumor en relación a la glándula mamaria en todos los grupos experimentales, en concordancia 

con la literatura ([7021]). Por otro lado, existen evidencias que indican que DNMT3b es la 

isoforma que ejerce el papel más relevante en la tumorigénesis mamaria ([7021]). Así, estos 

resultados podrían sugerir que las variaciones detectadas en los niveles de actividad 

enzimática total podrían deberse, en su mayoría, a cambios en el grado de actividad de 

DNMT3b, isoforma implicada en la metilación gen-específica ([8540]), de tal forma que un 

aumento de actividad catalítica podría estar indicando una mayor metilación génica. En este 

sentido, en glándula mamaria y tumor el grupo Mip, que presentó los mayores niveles de 

actividad enzimática ADN metiltransferasa, también mostró un mayor grado de metilación 

gen-específica de RASSF1A y TIMP3 en comparación con el grupo control. Asimismo, en 

los grupos alimentados con dieta hiperlipídica de aceite de maíz se obtuvieron, en general, 

correlaciones positivas entre la actividad ADN metiltransferasa total y el grado de metilación 

génica de RASSF1A y TIMP3 en glándula mamaria, mientras que en tejido tumoral dicho 

parámetro únicamente correlacionó con la metilación de TIMP3 en el grupo Mip. Por otra 

parte, el hecho de que los grupos alimentados con dieta hiperlipídica desde el destete (Mip y 

Oip) presentasen mayor actividad en relación a los grupos alimentados con ellas después de la 

inducción (Mp y Op, respectivamente), puso de manifiesto la influencia que puede tener, no 

sólo el tipo de lípido, sino también el momento y duración de la administración de dichas 

dietas, sobre los niveles de actividad enzimática ADN metiltransferasa.  

Por último, los resultados obtenidos en este modelo experimental parecerían indicar que 

los adenocarcinomas mamarios presentarían un mayor grado de actividad enzimática ADN 

metiltransferasa, pese a mostrar menor expresión génica de DNMT3a y DNMT3b en relación 

a la glándula mamaria. Esto podría evidenciar la relevancia de las modificaciones tanto 

postranscripcionales como postraduccionales a las que están sometidas estas isoformas 

enzimáticas ([8690]), lo cual estaría asociado con la falta de correlación, en general, entre 

expresión génica de las tres isoformas enzimáticas y grado de actividad ADN metiltransferasa. 

En definitiva, los resultados obtenidos sugerirían que los lípidos de la dieta ejercerían un 

efecto diferencial sobre el grado de actividad ADN metiltransferasa en ambos tejidos. En este 

contexto, la dieta rica en PUFA n-6 incrementaría dicha actividad enzimática en glándula 

mamaria y tejido tumoral, mientras que la dieta rica en aceite de oliva, a pesar de ser 

hiperlipídica, únicamente aumentaría la actividad ADN metiltransferasa en glándula mamaria, 

adquiriendo en cualquier caso valores inferiores en ambos tejidos a los del grupo Mip. Así, el 
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aceite de oliva virgen extra podría ejercer algún efecto beneficioso que contrarestase el hecho 

de que la dieta administrada es hiperlipídica. En este sentido, diversos estudios han 

demostrado que determinados compuestos bioactivos del aceite de oliva, entre ellos los 

polifenoles y las flavonas, podrían actuar como potentes agentes inhibidores tanto de la 

expresión como de la actividad de las ADN metiltransferasas ([8565], [8691], [8692]). Por 

otro lado, el incremento de actividad ADN metiltransferasa estaría relacionado con un 

aumento de la metilación gen-específica. En el caso concreto de RASSF1A y TIMP3, los 

datos sugieren que su hipermetilación sería un evento temprano, pudiendo estar más influido 

por el efecto del cáncer que por el de la dieta, y su grado de metilación no correspondería a su 

expresión génica. A pesar de ello, sería de esperar que un incremento de la metilación gen-

específica en los animales alimentados con dieta hiperlipídica de aceite de maíz estuviese 

afectando a otros genes, en concordancia con la disrupción del perfil de expresión génica 

hallado en dichos animales ([8657]). Así, éste sería uno de los mecanismos a través de los que 

la dieta hiperlipídica de aceite de maíz ejercería sus efectos claramente estimuladores, a 

diferencia de la dieta hiperlipídica de aceite de oliva virgen extra, sobre el cáncer de mama 

experimental. 

 

 

3. INFLUENCIA DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA SOBRE MECANISMOS 

EPIGENÉTICOS: MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE 

HISTONAS 

 
Numerosos estudios han puesto de manifiesto la interacción entre la maquinaria de 

metilación del ADN y la responsable de las modificaciones postraduccionales de las histonas 

en la regulación de la expresión génica ([8515]). Además, en diversas patologías, incluyendo 

el cáncer, se han descrito alteraciones que afectan a ambas maquinarias. Es por ello que, dado 

el carácter reversible de tales aberraciones y su influencia por factores nutricionales ([8489]), 

se consideró de interés evaluar los efectos de los lípidos de la dieta sobre los niveles globales 

de cuatro modificaciones de histonas comúnmente alteradas en cáncer de mama (H3K4me2, 

H3K27me3, H4K20me3 y H4K16ac) ([8419], [8420], [8421]). 

En glándula mamaria los resultados obtenidos mostraron una disminución en los niveles 

globales de H3K27me3 en el grupo Mip así como de H4K16ac en Oip, mientras que en tejido 

tumoral el grupo Op presentó menores niveles de H4K20me3 respecto al resto de grupos. En 
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general, los niveles totales de las cuatro modificaciones de histonas disminuyeron en tejido 

tumoral respecto a la glándula mamaria, especialmente los de H3K27me3, H4K20me3 y 

H4K16ac, tal y como ha sido descrito por otros autores ([8419], [8420], [8421]), sugiriendo 

que la pérdida de estas modificaciones de histonas también jugaría un papel relevante en la 

carcinogénesis mamaria experimental. En este contexto, en 2005 Fraga y colaboradores 

propusieron como “hallmark” del cáncer a nivel epigenético la pérdida tanto de H4K16ac 

como de H4K20me3, estando ambas modificaciones también consideradas eventos tempranos 

en la carcinogénesis ([8419]). Por otro lado, en la literatura existen pocas evidencias del 

efecto de factores de la dieta en las modificaciones postraduccionales de las histonas. Pese a 

ello, un estudio en ratas gestantes ha puesto de manifiesto que la suplementación con colina 

disminuye los niveles globales de H3K4me2 e incrementa los de H3K27me3 en hígado y 

cerebro de los descendientes ([8693]). Otro trabajo realizado también en ratas ha descrito que 

la deficiencia dietética en donadores de grupos metilo disminuye de forma progresiva los 

niveles totales de H4K16ac y H4K20me3 durante el transcurso de la carcinogénesis hepática 

([8695]). En cuanto a los lípidos de la dieta, son escasos los datos publicados sobre su 

influencia a nivel de modificaciones de histonas, centrándose fundamentalmente en genes del 

metabolismo. Así, trabajos realizados en ratas han descrito que la ingesta materna de dietas 

hiperlipídicas disminuiría los niveles de H3K4me2 y H3K27me3 en la región promotora del 

gen PCK1 (“Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1”) en el hígado de los descendientes 

([8694]). En este sentido, los resultados obtenidos en este estudio sugerirían que ambas dietas 

hiperlipídicas alterarían los patrones de modificaciones postraduccionales de las histonas. Así,  

la dieta rica en aceite de maíz disminuiría los niveles globales de H3K27me3 en glándula 

mamaria, mientras que la dieta de aceite de oliva reduciría los niveles de H4K16ac en 

glándula mamaria y los de H4K20me3 en tumor. La disminución de los niveles globales de 

estas modificaciones de histonas ha sido relacionada con un peor pronóstico clínico en cáncer 

de mama ([8420], [8421], [8546]). De hecho, en este estudio los niveles de H4K20me3 en 

tumor correlacionaron negativamente con los parámetros histopatológicos de los tumores. 

Aunque la relevancia específica de las modificaciones de histonas probablemente dependa de 

los genes en los que se encuentran, regulando por tanto su expresión génica, los resultados 

indican la influencia que pueden tener sobre tales modificaciones los factores dietéticos, 

concretamente los lípidos de la dieta, sugiriendo que la alteración del patrón de histonas 

formaría parte de los efectos estimuladores de ambas dietas hiperlipídicas sobre la 

carcinogénesis mamaria experimental. 
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C. BALANCE INTEGRADO DE LOS RESULTADOS 

 

El cáncer de mama es una enfermedad con elevada incidencia, prevalencia y mortalidad 

que puede estar influida por factores nutricionales, entre los que destacan los lípidos de la 

dieta. A su vez, en cáncer se han descrito alteraciones de los patrones epigenéticos 

caracterizadas por ser de carácter reversible y, por tanto, susceptibles de ser modificadas por 

factores ambientales ([8489]). Así, el objetivo del presente trabajo ha sido definir cambios 

epigenéticos implicados en la génesis del cáncer de mama humano y experimental, así como 

determinar si el estilo de vida, y especialmente los hábitos dietéticos en relación al consumo 

de lípidos, influyen en este tipo de neoplasia a través de la alteración de patrones epigenéticos. 

Dicho objetivo se ha desarrollado en dos líneas de investigación, una en cáncer de mama 

humano y otra en cáncer de mama experimental. El estudio en humanos se ha llevado a cabo 

en muestras de sangre periférica de mujeres sanas y en sangre periférica, glándula mamaria y 

tumor de pacientes de cáncer de mama. En ambas poblaciones, sanas y enfermas, se realizó 

una caracterización de los sujetos de estudio mediante el análisis de parámetros reproductivos, 

antropométricos así como de estilo de vida a partir de cuestionarios (frecuencia de consumo 

de alimentos, adherencia a la dieta mediterránea y actividad física). Por su parte, el estudio 

experimental se ha desarrollado en el modelo de cáncer de mama inducido con DMBA en la 

rata Sprague-Dawley, a partir de muestras de glándula mamaria y tumor de animales 

alimentados con diferentes dietas hiperlipídicas (rica en aceite de maíz o rica en aceite de 

oliva). 

Por lo que respecta al efecto del cáncer sobre los patrones epigenéticos, los resultados 

obtenidos, tanto en el estudio en humanos como en el modelo experimental, mostraron un 

claro incremento de la metilación gen-específica en tumor respecto a glándula mamaria, 

siendo éste estadísticamente significativo para la mayoría de los genes analizados, y en 

concordancia con la disrupción epigenética que tiene lugar durante la transformación y el 

desarrollo del cáncer de mama. La metilación del ADN se ha descrito como un proceso 

epigenético de gran relevancia a nivel gen-específico debido a su implicación en la regulación 

de la expresión génica, estando asociada la metilación de las regiones promotoras con 

silenciamiento génico ([8491]). En línea con el silenciamiento de genes supresores tumorales, 

en el estudio experimental se ha observado una disminución de la expresión génica de 

RASSF1A y TIMP3 en tejido tumoral en relación a la glándula mamaria, correlacionando 

negativamente su expresión génica en tumor con parámetros clínicos e histopatológicos 

tumorales. Estos resultados evidenciarían la relevancia del silenciamiento de dichos genes 
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supresores tumorales en la carcinogénesis mamaria. Sin embargo, los resultados de este 

estudio no mostraron correlaciones significativas entre el grado de metilación y de expresión 

génica de RASSF1A y TIMP3, sugiriendo la implicación de otros mecanismos epigenéticos 

en la regulación de su expresión ([7021]). En cuanto a la metilación gen-específica, los 

resultados del estudio en humanos sugieren que, de los 12 genes evaluados e implicados en 

las capacidades adquiridas por las células tumorales durante el desarrollo neoplásico 

(“hallmarks” del cáncer) ([7349]), los genes RARβ2, PRB, RASSF1A, NES1, TWIST1, 

CDH1, HLA-A y ESR1 ejercerían funciones relevantes en la carcinogénesis mamaria humana 

dado el incremento en la frecuencia de metilación detectado en tejido tumoral. Así, en las 

células tumorales, la alteración de los patrones de metilación de dichos genes conllevaría la 

adquisición de un fenotipo celular más maligno, caracterizado por la desregulación del ciclo 

celular, una mayor capacidad de evasión del sistema inmune y capacidad invasiva y 

metastásica. Por su parte, en el estudio en animales la frecuencia de metilación del gen 

RASSF1A y de TIMP3 fue significativamente superior en tejido tumoral respecto a la 

glándula mamaria. A pesar de que no existen datos en este modelo experimental, estos 

resultados están en línea con datos publicados en humanos ([6220], [8427]). Por otro lado, los 

resultados no sólo de la frecuencia, sino también del grado de metilación de los genes BRCA1, 

ESR1 y RASSF1A destacan la importancia de dichos genes en el desarrollo tumoral. Sin 

embargo, la falta de correlación en tejido tumoral entre los parámetros histopatológicos y el 

grado de metilación de estos genes sugiere que la hipermetilación de los genes BRCA1, ESR1 

y RASSF1A en cáncer de mama humano, así como de RASSF1A y TIMP3 en cáncer de 

mama experimental, podría ser un evento temprano de la carcinogénesis mamaria, tal y como 

han sugerido otros autores ([8774], [8760], [8696], [8697]), de forma que la metilación de sus 

regiones promotoras no reflejaría el grado de malignidad tumoral en fases muy posteriores. 

Existen numerosos estudios basados en determinar el efecto del cáncer en los patrones de 

metilación de otros tejidos, como sería el caso de la sangre periférica (ADN leucocitario), con 

la finalidad de definir cambios epigenéticos que covarien con la enfermedad y que permitan 

establecer perfiles de metilación asociados a una mayor susceptibilidad de desarrollar 

determinados tipos de neoplasias ([7555], [8730]). Asimismo, el estudio de tejido no tumoral 

en voluntarias sanas y enfermas podría determinar patrones epigenéticos que se asocien a un 

mayor riesgo de desarrollar cáncer de mama. En este contexto, los datos obtenidos hasta el 

momento en el estudio en humanos en sangre periférica sugieren que, del panel de 12 genes, 

los genes BRCA1, ESR1 y RASSF1A podrían ser candidatos a biomarcadores de riesgo o 

susceptibilidad de cáncer de mama humano, dado que su frecuencia (BRCA1 y RASSF1A) y 



DISCUSIÓN 

 246 

grado de metilación (BRCA1 y ESR1) en ADN leucocitario es superior en enfermas que en 

sanas. Tampoco se puede descartar que este incremento sea consecuencia del proceso 

neoplásico, donde el perfil de metilación de dichos genes en leucocitos podría covariar con la 

enfermedad. En este sentido, se ha descrito que el proceso canceroso ejerce una influencia 

sobre las subpoblaciones de leucocitos ([8733], [8788]), derivando en cambios en el grado de 

metilación génica detectado en sangre periférica ya que los patrones de metilación varían en 

función de las proporciones de células sanguíneas circulantes ([8734], [8736], [8737]).  

En cáncer de mama, diversos parámetros asociados a la reproducción han sido relacionados 

con el riesgo de desarrollar este tipo de neoplasia, tales como la nuliparidad, una primera 

gestación tardía, la menarquia precoz y la menopausia tardía ([3950], [3966], [5975]). En este 

sentido, en el estudio en humanos los resultados obtenidos mostraron correlaciones positivas 

entre el grado de metilación de los genes BRCA1 y ESR1 en todos los tejidos en general y la 

edad en la primera gestación y de aparición de la menopausia. Esto sugeriría que dichos 

factores asociados a la reproducción podrían estar modulando el riesgo o susceptibilidad 

individual frente al desarrollo de cáncer de mama, en parte, a través de la alteración del 

epigenoma del tejido mamario.  

Otros factores relacionados con el estilo de vida, como el consumo de alcohol y la 

realización de actividad física, también han sido asociados con el riesgo de cáncer de mama. 

Así, mientras que el consumo de alcohol aumenta el riesgo de este tipo de neoplasia, 

independientemente del tipo de bebida alcohólica y del estatus menopáusico ([6093]), el 

ejercicio físico moderado ha mostrado una asociación inversa con el riesgo de cáncer de mama, 

sobretodo en mujeres postmenoupáusicas ([6093]). En este contexto, los resultados obtenidos en 

el estudio en humanos mostraron que el consumo de alcohol conllevaría un aumento de la 

metilación gen-específica, sobretodo de los genes BRCA1 y ESR1, mientras que la 

realización de ejercicio físico disminuiría el grado de metilación de dichos genes en glándula 

mamaria, pudiendo ser éste, entre otros, uno de los mecanismos a través de los que dichos 

factores modularían el riesgo de cáncer de mama  humano. 

Uno de los mecanismos que se ha postulado como responsable del incremento de la 

metilación gen-específica en cáncer sería el aumento de la actividad enzimática ADN 

metiltransferasa ([8541]). En este sentido, los resultados obtenidos en el modelo experimental 

mostraron un aumento de la actividad ADN metiltransferasa en tumor en relación a la 

glándula mamaria, en concordancia con el incremento de la metilación gen-específica en 

tejido tumoral. De hecho, en los grupos alimentados con dieta hiperlipídica de aceite de maíz, 

el grado de metilación de RASSF1A y TIMP3 se asoció positivamente con la actividad ADN 
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metiltransferasa. Por otro lado, la menor expresión génica de DNMT3a y DNMT3b en tejido 

tumoral sumado a la falta de correlación, en general, entre expresión génica de las tres 

isoformas y actividad ADN metiltransferasa, evidenciaría la relevancia de las modificaciones 

postranscripcionales y postraduccionales a las que están sometidas estas isoformas 

enzimáticas ([8690]).  

En cáncer no únicamente se producirían alteraciones de los patrones de metilación a nivel 

gen-específico, sino que también tendría lugar un descenso generalizado del grado de 

metilación global del ADN ([8531]). En este contexto, los resultados obtenidos en el estudio 

en humanos, mediante el análisis de secuencias repetitivas LINE-1, mostraron una 

disminución del grado de metilación genómica en tejido tumoral en comparación con la 

glándula mamaria. Esta hipometilación global en tumor conllevaría la promoción de 

fenómenos de inestabilidad cromosómica, la reactivación de elementos transponibles y la 

pérdida de impronta ([8531]). Paradójicamente, en el modelo experimental los datos 

obtenidos no mostraron una disminución de la metilación genómica en tejido tumoral en 

relación a la glándula mamaria. De hecho, en los grupos de dieta hiperlipídica de aceite de 

oliva se observó un incremento del grado de metilación global en tumor, desconociéndose su 

significado. No obstante, estos resultados podrían estar relacionados con el hecho de que la 

glándula mamaria estaba inducida químicamente con DMBA, ya que se ha descrito un 

descenso de la metilación genómica en tejidos que han sufrido un insulto carcinogénico 

([7938], [8425]). Por otro lado, en sangre periférica la metilación global del ADN leucocitario 

no reflejó el descenso de metilación detectado en tejido tumoral. De hecho, se detectó un 

mayor grado de metilación genómica en sangre periférica de enfermas en relación a las 

voluntarias sanas. A pesar de que este parámetro, por tanto, no parece covariar con los 

cambios moleculares tumorales, sí podría reflejar otros cambios que acontecen con la 

enfermedad, tales como la alteración de las subpoblaciones de leucocitos circulantes. En este 

sentido, se ha descrito que el grado de metilación de secuencias LINE-1 se asociaría 

positivamente con el porcentaje de neutrófilos y de manera negativa con el de linfocitos 

([8616]), de forma que una disminución en la población de linfocitos, respecto a las células 

mieloides, por efecto del proceso neoplásico sería compatible con un incremento de la 

metilación de LINE-1 en ADN leucocitario de enfermas. 

Otro evento epigenético frecuentemente alterado en cáncer son las modificaciones 

postraduccionales de las histonas. Así, el estudio de los niveles globales de H3K4me2, 

H3K27me3, H4K20me3 y H4K16ac en el modelo experimental mostró una disminución de 

dichas modificaciones en tejido tumoral, especialmente en el caso de H3K27me3, H4K20me3 
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y H4K16ac. Aunque los trabajos sobre modificaciones de histonas en este modelo son escasos, 

los resultados obtenidos son compatibles con  datos publicados por otros autores en cáncer de 

mama humano ([8419], [8420], [8421]). Así, estos resultados sugerirían que la pérdida de 

estas modificaciones también jugaría un papel relevante en cáncer de mama experimental, 

asociándose además de forma negativa los niveles de H4K20me3 en tejido tumoral con 

parámetros histopatológicos de los tumores.  

En cuanto al efecto de la dieta en general, y concretamente de los lípidos, diversos 

estudios tanto epidemiológicos como experimentales han descrito asociaciones entre varios 

factores nutricionales y el riesgo de cáncer de mama. A nivel epidemiológico, numerosos 

trabajos han relacionado positivamente el aporte calórico de las dietas y el elevado consumo 

de grasas, independientemente del tipo, con el riesgo de este tipo de neoplasia ([868], [920], 

[6321]). En relación también a los lípidos, los estudios experimentales han mostrado 

claramente una acción estimuladora de la carcinogénesis mamaria por parte de los ácidos 

grasos saturados ([920], [1486], [3205]), así como de los poliinsaturados n-6 en general 

([1358], [3568], [3672], [4324]), mientras que los poliinsaturados n-3 serían inhibidores del 

crecimiento tumoral mamario y la metástasis ([1486], [3568], [3615], [4324], [4353]). En 

referencia a los ácidos grasos monoinsaturados, fundamentalmente el ácido oleico, se ha 

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

cáncer de mama ([3568], [5321], [7144]). Estos datos están de acuerdo con resultados previos 

obtenidos en las mismas muestras experimentales utilizadas en el presente estudio, donde se 

observó un claro efecto estimulador del cáncer de mama inducido con DMBA de las dietas ricas 

en poliinsaturados n-6, y un efecto débilmente promotor de la dieta rica en aceite de oliva 

virgen extra ([6887]). Por otro lado, numerosos componentes de la dieta que desempeñan un 

papel protector frente al desarrollo de cáncer, ejercerían tales acciones, en parte, mediante la 

modulación del epigenoma, como sería el caso de los isotiocianatos ([8570], [8571, [8572]), el 

licopeno ([8582]) y los polifenoles como la epigalocatequina-3-galata (EGCG) ([8565]), el 

resveratrol ([8567]), la curcumina ([8415]) y la genisteína ([8568], [8569]).  

En el presente trabajo se ha observado la influencia de diversos factores dietéticos sobre 

los patrones epigenéticos. Así, en el estudio en humanos se hallaron correlaciones positivas 

entre la metilación gen-específica, especialmente de BRCA1 y ESR1, y la ingesta de energía 

total, proteína, lípidos totales, ácidos grasos saturados y vitaminas B2, B6 y B12. En el caso de 

las vitaminas, estos resultados podrían estar relacionados con que dichas vitaminas son 

donadores de grupos metilo y, consecuentemente, podrían estar incrementando la formación 

de SAM, favoreciendo así la metilación del ADN ([8558]). Por otro lado, la ingesta elevada de 
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energía total ([868], [920]), proteína ([8645], [8646]), ([8647]), lípidos totales ([6321]) y 

saturados ([920], [1486], [3205]) se ha relacionado con un incremento del riesgo de desarrollar 

cáncer de mama. En este contexto, los resultados obtenidos sugerirían que estos factores 

nutricionales podrían estar influyendo sobre el riesgo de este tipo de neoplasia, al menos en 

parte, a través de la alteración de los patrones epigenéticos. En relación a los lípidos, tanto en 

el estudio en humanos como en el modelo experimental los resultados pusieron de manifiesto 

la importancia de la cantidad de grasa total así como del tipo de lípido consumido. Así, en 

humanos, tal y como se ha comentado, se hallaron correlaciones positivas entre la ingesta de 

lípidos totales y la metilación génica de BRCA1 y ESR1. Por su parte, en el estudio en 

animales las dietas hiperlipídicas, independientemente del tipo (ricas en aceite de maíz o en 

aceite de oliva), disminuyeron la expresión génica de RASSF1A y TIMP3 en glándula 

mamaria y tumor, incrementaron el grado de metilación de RASSF1A en tejido tumoral, y 

alteraron los patrones de las modificaciones postraduccionales de las histonas. Estos datos 

estarían de acuerdo con un efecto estimulador del exceso de lípidos sobre el desarrollo del 

cáncer de mama, modificando patrones epigenéticos que alterarían la expresión de genes 

supresores tumorales. Por otro lado, los resultados de este trabajo también sugerirían que, para 

una misma cantidad de lípido ingerida, el factor fundamental es el tipo de lípido. Esto estaría 

en concordancia con la asociación positiva hallada en el estudio en humanos entre el consumo 

de ácidos grasos saturados y el grado de metilación gen-específica. A pesar de que no se han 

hallado datos de la influencia de los ácidos grasos saturados sobre los patrones de metilación 

de genes relevantes en cáncer, en la literatura diversos estudios han descrito el efecto de 

dichos ácidos grasos en la metilación de genes implicados en metabolismo ([8584], [8585], 

[8586]). Así, trabajos experimentales han puesto de manifiesto que la exposición prenatal a 

diferentes ácidos grasos saturados induce hipermetilación del promotor del gen FADS2 

([8586]). En cuanto al modelo experimental, se observó un efecto diferencial de la dieta 

hiperlipídica de aceite de maíz (rica en ácidos grasos poliinsaturados n-6) y de la dieta 

hiperlipídica de aceite de oliva virgen extra (rica en ácidos grasos monoinsaturados n-9 y 

compuestos bioactivos). Así, la dieta rica en aceite de maíz mostró un claro incremento de la 

metilación gen-específica de RASSF1A y TIMP3 en glándula mamaria y tumor, 

probablemente relacionado con el aumento de la actividad ADN metiltransferasa detectado en 

ambos tejidos. Aunque la metilación de RASSF1A y TIMP3 no correlacionó con su expresión 

génica, tal y como se ha comentado, el silenciamiento epigenético de estos genes podría ser 

un evento temprano relevante en la carcinogénesis mamaria, estando por tanto más influido 

por el propio proceso neoplásico que por los factores dietéticos. A pesar de ello, los resultados 
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sugieren que la dieta hiperlipídica de aceite de maíz, a diferencia de la dieta rica en aceite de 

oliva, incrementaría la actividad ADN metiltransferasa, aumentando consecuentemente la 

metilación gen-específica de otros genes quizás también relevantes en la carcinogénesis 

mamaria, siendo éste uno de los mecanismos del efecto claramente estimulador de la dieta 

hiperlipídica de aceite de maíz sobre la carcinogénesis mamaria experimental. Por su parte, la 

dieta rica en aceite de oliva, a pesar de ser hiperlipídica, no incrementó la metilación de 

RASSF1A en glándula mamaria, ni la de TIMP3 en glándula mamaria y tumor, así como 

tampoco modificó la actividad ADN metiltransferasa en el tejido neoplásico. Además, la dieta 

hiperlipídica de aceite de oliva aumentó el grado de metilación global del ADN no sólo en 

tejido tumoral, sino también en glándula mamaria a 51 días de edad, hecho que podría estar 

disminuyendo la vulnerabilidad de la glándula mamaria a la transformación neoplásica ([443], 

[6009]). De hecho, estudios previos realizados en estos mismos animales indicaron una 

disminución del rendimiento de la carcinogénesis (incidencia y contenido tumoral total) en los 

animales alimentados con esta dieta hiperlipídica de aceite de oliva en comparación con los 

alimentados con la dieta hiperlipídica de aceite de maíz. Así, el global de estos resultados 

sugiere, en la dieta hiperlipídica de aceite de oliva, algún efecto beneficioso por parte de este 

tipo de aceite que contraresta parcialmente el hecho de ser una dieta hiperlipídica. En este 

sentido, determinados componentes bioactivos del aceite de oliva virgen extra, tales como los 

polifenoles y/o las flavonas, han sido descritos como potentes inhibidores de la actividad 

ADN metiltransferasa ([8565], [8691], [8692]). Además, los antioxidantes del aceite de oliva 

virgen extra reducirían los niveles de estrés oxidativo y, consecuentemente, disminuirían la 

actividad desmetilasa de la familia proteica TET y de las ADN metiltransferasas, derivando 

en una menor desmetilación activa del ADN ([8497]).  

En conclusión, pese a que es necesario ser prudente a la hora de extrapolar al cáncer de 

mama humano resultados obtenidos en modelos experimentales, las evidencias halladas en 

este trabajo sugieren que la influencia que ejerce la propia enfermedad sobre el epigenoma 

alteraría mecanismos epigenéticos comunes, en términos generales, entre el cáncer de mama 

humano y el experimental. Estas alteraciones se caracterizarían, entre otras, por el incremento 

de la metilación gen-específica asociado a un aumento de la actividad ADN metiltransferasa, 

la disminución de la expresión de genes supresores tumorales y la alteración de 

modificaciones postraduccionales de las histonas. Estos cambios, además, podrían estar 

influidos por factores dietéticos y de estilo de vida, como el consumo de alcohol, la 

realización de actividad física, la ingesta calórica total así como de proteínas y vitaminas B2, 

B6 y B12 y, especialmente, de lípidos (tanto en cantidad total como en función del tipo). 
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Asimismo, la influencia de éstos y otros factores de riesgo relacionados con la reproducción 

sobre el desarrollo de cáncer de mama, tales como la edad en la primera gestación y de 

aparición de la menopausia, podría ser, entre otros mecanismos, a través de la alteración de 

los patrones epigenéticos. El interés de hallar que determinados factores de riesgo, incluido el 

estilo de vida, alteran dichos patrones se basa en que los mecanismos epigenéticos, a 

diferencia de los genéticos, son modificables. Así, los resultados del presente trabajo permiten 

formular opiniones científicas sobre la importancia que tienen los hábitos dietéticos y el estilo 

de vida en relación a la salud pública o al riesgo de enfermedad. En este sentido, se podrían 

definir factores de riesgo y/o protectores a los que está sometida la población en base a sus 

hábitos alimenticios en relación al consumo de grasas. Por todo ello, este trabajo en su 

conjunto se enmarcaría en el campo de la prevención primaria y secundaria del cáncer de 

mama. 
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A. ESTUDIO EN HUMANOS 

 

1. De la caracterización de los sujetos de estudio en la población de voluntarias sanas y 

de enfermas de cáncer de mama mediante el análisis de parámetros reproductivos y 

antropométricos:  

 
1.1. Los parámetros reproductivos de edad de aparición de la menarquia y de la 

menopausia, número de embarazos, edad en la primera gestación y práctica de 

lactancia materna no difieren entre ambas poblaciones.   

1.2. Las enfermas de cáncer de mama son de mayor edad, correspondiendo en su mayoría 

a mujeres postmenopáusicas con mayor índice de masa corporal y de ratio cintura-

cadera. 

 

2. De la caracterización del estilo de vida y los hábitos dietéticos de las voluntarias 

sanas y de las pacientes con cáncer de mama: 

 
2.1. De la evaluación de dichos hábitos a través de cuestionarios: 

2.1.1. Las enfermas de cáncer de mama muestran una mayor ingesta diaria de lípidos 

totales, ácidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados totales, así como del 

tipo omega 6 y 3 de origen no marino, aceite de oliva, fibra y vitamina B9.  

2.1.2. Tanto sanas como enfermas presentan un grado medio de adherencia a la 

Dieta Mediterránea, hecho que pone de manifiesto la necesidad de mejorar los 

patrones alimenticios de ambas poblaciones. 

2.1.3. Las voluntarias sanas presentan una mayor ingesta de alcohol y realización de 

actividad física en relación a las enfermas, pudiendo ser debido a la influencia 

de la edad en el estilo de vida de la población, aunque tampoco se puede 

descartar la influencia de la enfermedad. 

2.2. De la determinación de marcadores bioquímicos en sangre periférica que reflejen la 

ingesta lipídica:  

2.2.1. Los ácidos grasos que conforman las membranas eritrocitarias corresponden 

en un 46% a saturados, un 24% a monoinsaturados, un 25% a poliinsaturados 

del tipo omega 6 y el 5% restante a omega 3.  

2.2.2. El perfil de ácidos grasos de dichas membranas varía entre sanas y enfermas, 

probablemente debido tanto a la influencia de los diferentes hábitos dietéticos 
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en relación al consumo de grasas, como a las alteraciones en el metabolismo 

lipídico que podrían producirse como consecuencia del proceso neoplásico.  

2.2.3. La cantidad de ácido margárico (C17:0) en la membrana eritrocitaria podría 

ser un buen reflejo del consumo de ácidos grasos saturados, mientras que los 

niveles de ácido docosadienoico (C22:2) y eicosapentanoico (EPA-C20:5) en 

tales membranas reflejarían la ingesta estimada de poliinsaturados omega 6 y 

omega 3 (de origen marino), respectivamente.  

 

3. Del estudio del estado de metilación del ADN en sangre periférica de voluntarias 

sanas y de pacientes de cáncer de mama, así como en glándula mamaria y tejido 

tumoral de pacientes: 

 
3.1. En el estudio de la metilación global del ADN: 

3.1.1. La metilación global en sangre periférica es superior en enfermas en relación 

a las sanas, pudiendo ser debido, al menos en parte, al efecto del proceso 

carcinogénico sobre la alteración de las subpoblaciones de leucocitos 

circulantes. 

3.1.2. En las pacientes, el tejido tumoral presenta un menor grado de metilación de 

secuencias LINE-1 que la glándula mamaria, evidenciando la relevancia de la 

hipometilación global del ADN durante el proceso neoplásico mamario. 

3.2. En el estudio de la metilación gen-específica: 

3.2.1. La frecuencia y el grado de metilación del ADN depende tanto del gen como 

del tejido en estudio.  

3.2.2. Las frecuencias de metilación del panel de los 12 genes estudiados son 

siempre superiores en tejido tumoral, y de forma significativa en el caso de 

los genes RARβ2, PRB, RASSF1A, NES1, TWIST1, CDH1, HLA-A y ESR1. 

La hipermetilación de dichos genes evidenciaría la disrupción del epigenoma 

durante el proceso neoplásico mamario.  

3.2.3. Los genes BRCA1, ESR1 y RASSF1A serían candidatos a biomarcadores de 

riesgo de cáncer de mama humano, basándose en la frecuencia (BRCA1 y 

RASSF1A) y en el grado de metilación (BRCA1 y ESR1) de sus regiones 

promotoras en sangre periférica. 

3.3. Del análisis de la influencia de los parámetros clínicos y de estilo de vida sobre la 

metilación del ADN: 
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3.3.1. El grado de metilación de los genes BRCA1 y ESR1 correlaciona 

positivamente con parámetros asociados a la reproducción y considerados 

factores de riesgo de cáncer de mama, tales como la edad en la primera 

gestación y la edad de aparición de la menopausia. Esto sugeriría que  dichos 

factores podrían estar modulando el riesgo frente a este tipo de neoplasia, en 

parte, a través de la alteración de los patrones epigenéticos. 

3.3.2. Una elevada ingesta de calorías, proteínas, lípidos totales, ácidos grasos 

saturados, donadores de grupos metilo y alcohol podría incrementar la 

metilación gen-específica en los distintos tejidos, especialmente de BRCA1 y 

ESR1, mientras que la realización de actividad física podría disminuir la 

metilación génica en glándula mamaria. 

 

 

B. ESTUDIO EN EL MODELO EXPERIMENTAL 

 

1. Del estudio de la influencia de las dietas hiperlipídicas de aceite de maíz (rica en 

PUFA n-6) y de aceite de oliva virgen extra (rica en MUFA n-9 y componentes 

bioactivos) sobre la expresión de los genes supresores tumorales RASSF1A, TIMP3 

y CDKN2c en glándula mamaria y tejido tumoral: 

 
1.1. En glándula mamaria la expresión de dichos genes muestra variaciones durante la 

fase de pubertad, probablemente relacionado con la proliferación y diferenciación 

asociadas a su desarrollo. Asimismo, la expresión de estos genes disminuye en la 

etapa adulta, posiblemente como consecuencia, entre otros factores, del propio 

proceso del envejecimiento. 

1.2. En glándula mamaria y tumor la expresión génica de RASSF1A y TIMP3 está 

disminuida en los grupos alimentados con dieta hiperlipídica de aceite de oliva. Por 

otro lado, la dieta hiperlipídica de aceite de maíz también disminuye la expresión de 

TIMP3 en ambos tejidos. 

1.3. El tejido tumoral presenta una menor expresión génica de RASSF1A y TIMP3 en 

relación a la glándula mamaria. Por su parte, la pérdida de expresión del gen supresor 

tumoral CDKN2c en este modelo experimental no jugaría un papel tan destacado en 

el proceso carcinogénico mamario. 
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2. De la determinación del efecto modulador de estos lípidos sobre la metilación del 

ADN en tejido mamario: 

 
2.1. En el estudio de la metilación global del ADN: 

2.1.1. En glándula mamaria el grado de metilación genómica disminuye en la 

adolescencia, pudiendo ser un reflejo de la elevada tasa de proliferación de 

dicho tejido que favorecería la desmetilación pasiva del ADN. En edad adulta 

también decrece la metilación global del ADN, posiblemente debido al 

incremento de la desmetilación activa por efecto de la edad.  

2.1.2. Los grupos alimentados con dieta hiperlipídica de aceite de oliva presentan 

los mayores niveles de metilación global en glándula mamaria en la pubertad, 

período de máxima susceptibilidad a la transformación neoplásica, hecho que 

sugeriría que dicha dieta disminuye el riesgo de desarrollar este tipo de 

neoplasia. 

2.1.3. En adenocarcinomas mamarios la dieta rica en aceite de oliva incrementa el 

grado de metilación genómica. 

2.1.4. Los niveles de metilación global no disminuyen en tumor respecto a glándula 

mamaria, quizás debido a que la glándula mamaria está inducida 

químicamente con DMBA. 

2.2. En el estudio de la metilación gen-específica: 

2.2.1. En tejido tumoral el grado de metilación génica de RASSF1A y TIMP3 es 

mayor que en glándula mamaria, sugiriendo que la hipermetilación de dichos 

genes supresores tumorales juega un papel relevante en la carcinogénesis 

mamaria experimental. 

2.2.2. La dieta rica en aceite de maíz aumenta el grado de metilación génica de 

RASSF1A y TIMP3 tanto en glándula mamaria como en tejido tumoral, 

mientras que la dieta rica en aceite de oliva únicamente incrementa el grado 

de metilación de RASSF1A en tumor, adquiriendo valores similares a los del 

grupo control. 

2.3. De la caracterización de las enzimas ADN metiltransferasas: 

2.3.1. Las tres isoformas de ADN metiltransferasa (DNMT1, DNMT3a y DNMT3b) 

presentan una expresión génica coordinada en ambos tejidos mamarios, 

hallándose una mayor expresión de DNMT1 en comparación con las ADN 

metiltransferasas de novo (DNMT3a y DNMT3b). 



CONCLUSIONES 

 259 

2.3.2. El tejido tumoral presenta mayor actividad enzimática ADN metiltransferasa 

total que la glándula mamaria, pese a mostrar menor expresión génica de las 

isoformas DNMT1, DNMT3a y DNMT3b.  

2.3.3. La dieta hiperlipídica de aceite de maíz incrementa la actividad ADN 

metiltransferasa en glándula mamaria y tejido tumoral. Además, en los grupos 

alimentados con dicha dieta esta actividad enzimática correlaciona con el 

grado de metilación gen-específica de RASSF1A y TIMP3. Por su parte, la 

dieta rica en aceite de oliva únicamente incrementa la actividad ADN 

metiltransferasa en glándula mamaria. 

 

3. Del análisis de la influencia de estas dietas hiperlipídicas sobre modificaciones 

postraduccionales de las histonas: 

3.1. El tejido tumoral muestra menores niveles globales de las cuatro modificaciones de 

histonas evaluadas en comparación con la glándula mamaria, especialmente de 

H3K27me3, H4K20me3 y H4K16ac, sugiriendo que la pérdida de estas 

modificaciones de histonas jugaría un papel relevante en la carcinogénesis mamaria 

experimental. 

3.2. Las dietas hiperlipídicas alteran las modificaciones postraduccionales de las histonas. 

Así, la dieta rica en aceite de maíz disminuye los niveles de H3K27me3 en glándula 

mamaria, mientras que la rica en aceite de oliva reduce los de H4K16ac en glándula 

mamaria y los de H4K20me3 en tumor. 

 

 

Del balance integrado de los resultados obtenidos en el estudio en humanos y en el 

modelo experimental: 

 La influencia que ejerce la propia enfermedad sobre el epigenoma altera mecanismos 

epigenéticos comunes entre el cáncer de mama humano y el experimental. Dichas 

alteraciones estarían caracterizadas por el incremento de la metilación gen-específica 

asociado a un aumento de la actividad ADN metiltransferasa, la disminución de la 

expresión de genes supresores tumorales y la alteración de modificaciones 

postraduccionales de histonas. 

Factores dietéticos y de estilo de vida, especialmente los relacionados con el consumo 

de lípidos (tanto en cantidad total como en función del tipo) podrían estar incidiendo en el 

riesgo de cáncer de mama mediante la modificación de los patrones epigenéticos.
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Anexo 1. Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos. 
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Anexo 1. Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (continuación). 
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Anexo 1. Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (continuación). 
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Anexo 1. Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (continuación). 
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Anexo 2. Cuestionario de adherencia a la Dieta Mediterránea. 
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Anexo 3. Cuestionario de frecuencia de práctica de actividades físicas. 
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Anexo 3. Cuestionario de frecuencia de práctica de actividades físicas (continuación). 
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Anexo 4. Artículo científico de los resultados del estudio en el modelo experimental. 
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Anexo 4. Artículo científico de los resultados del estudio en el modelo experimental. (continuación). 
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Anexo 4. Artículo científico de los resultados del estudio en el modelo experimental. (continuación). 
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Anexo 4. Artículo científico de los resultados del estudio en el modelo experimental. (continuación). 
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Anexo 4. Artículo científico de los resultados del estudio en el modelo experimental. (continuación). 
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Anexo 4. Artículo científico de los resultados del estudio en el modelo experimental. (continuación). 
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Anexo 4. Artículo científico de los resultados del estudio en el modelo experimental. (continuación). 
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Anexo 4. Artículo científico de los resultados del estudio en el modelo experimental. (continuación). 
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Anexo 4. Artículo científico de los resultados del estudio en el modelo experimental. (continuación). 
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Anexo 4. Artículo científico de los resultados del estudio en el modelo experimental. (continuación). 
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Anexo 4. Artículo científico de los resultados del estudio en el modelo experimental. (continuación). 
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Anexo 4. Artículo científico de los resultados del estudio en el modelo experimental. (continuación). 
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Anexo 4. Artículo científico de los resultados del estudio en el modelo experimental. (continuación). 
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Anexo 4. Artículo científico de los resultados del estudio en el modelo experimental. (continuación). 
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Anexo 4. Artículo científico de los resultados del estudio en el modelo experimental. (continuación). 
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Anexo 4. Artículo científico de los resultados del estudio en el modelo experimental. (continuación). 
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