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1. RESUMEN 

 

          1.1 RESUMEN 

 
 
           Actualmente el cáncer es una de las enfermedades más frecuentes en 

nuestra sociedad, con una elevada morbilidad y mortalidad. Entre los diversos tipos 

de cáncer, el de mama se destaca por ser el más frecuente entre las mujeres. Esta 

enfermedad presenta una variación de su incidencia en las distintas regiones del 

mundo y la metástasis es responsable de la mayoría de sus muertes. 

Recientemente, la aparición de metástasis se ha relacionado con una mayor 

expresión del CD36, que es una proteína multifuncional y, entre sus funciones, está 

la de trasportar lípidos dentro de las células. Estudios previos apuntan a una 

asociación entre el consumo de grasas saturadas y el aumento de la incidencia en 

distintos tipos de cáncer, mientras que otros sugieren que un consumo frecuente de 

Aceites de Oliva Vírgenes (AOVs) protege frente al cáncer de mama mediante la 

acción de sus compuestos bioactivos. Por ello, ya que la principal fuente de grasa 

de la dieta mediterránea son los AOVs (mayoritariamente grasas monoinsaturadas) 

en el presente estudio se pretende evaluar la acción de tres compuestos bioactivos 

del mismo (Ácido oleico (AO), Hidroxitirosol (HT) y Escualeno (SQ)) en la expresión 

del CD36 en células humanas de cáncer de mama altamente metastásicas (MDA-

MB-231), entendiendo que no hay ningún estudio al respecto sobre esto. Los 

resultados obtenidos demuestran que los compuestos bioactivos de los AOVs 

pueden reducir la expresión del CD36 en MDA-MB-231 dependiendo de la 

concentración empleada. 

Palabras claves: cáncer de mama, CD36, metástasis, Aceites de Oliva Vírgenes 
(AOV), compuestos bioactivos. 
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          1.2 ABSTRACT 

 

           Nowadays cancer is one of the most frequent diseases in our society, being 

characterized by high morbidity and mortality. Among the different types, breast 

cancer is noted for being the most frequent among women. This disease presents 

different incidence in distinct geographical zones and the metastasis is responsible 

for most of the deaths. In recent studies, metastasis has been correlated with a 

greater CD36  expression, which is a multifunctional protein that transports lipids 

inside the cells. Previous studies show that there is a relationship between saturated 

fats consumption of virgin olive oils (VOOs) and incidence of many types of cancer, 

while VOOs intakes also provide protection against breast cancer throughout the 

action of its bioactive compounds. Because of VOOs (composed by monoinsatured 

fats mainly) is the main source of fat in the Mediterranean diet the aim of this study is 

to evaluate three bioactive compounds, oleic acid (AO), hydroxytyrosol (HT) and 

squalene (SQ) in the CD36 expression in highly invasive human cancer cells (MDA-

MB-231). There are not previous studies on this subject. The results showed that 

VOOs bioactive compounds have an effect on CD36 gene expression possibly 

reducing it in MDA-MB-231 cells depending on the concentration tested. 

Key words: breast cancer, CD36, metastasis, virgin olive oils (VOOs), bioactive 

compounds. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 
  
          2.1 CÁNCER 

 
 
           El cáncer es un proceso descontrolado de crecimiento y propagación celular, 

que puede surgir prácticamente en cualquier lugar del cuerpo. Las células 

cancerígenas tienen un rápido proceso de multiplicación, forman tumores y suelen 

invadir partes adyacentes o propagarse a otros órganos, en un proceso que se 

denomina metástasis (Niederhuber et al., 2013). 

           Según el último informe de la Organización Mundial de la Salud (OMS, 2017), 

Actualmente el cáncer se destaca como una de las enfermedades más frecuentes 

en nuestra sociedad, siendo una de las principales causas de morbilidad y 

mortalidad en todo el mundo. En 2015 se atribuyeron a esta enfermedad 8,8 

millones de defunciones. Los cánceres de pulmón, hepático, colorrectal, gástrico y 

mamario son los que provocan un mayor número de muertes. Incluso, se estima 

que, en las dos siguientes décadas, el número de nuevos casos aumente 

aproximadamente en un 70%. 

           No obstante, se sabe que un gran número de cánceres humanos son 

inducidos por factores cancerígenos presentes en el medio ambiente. Otro de los 

factores clave en el desarrollo de un tumor es el tipo de dieta consumida. De hecho, 

cerca de un tercio de las muertes por cáncer son asociadas a los siguientes 

principales factores de riesgo dietéticos y conductuales: elevado índice de masa 

corporal, bajo consumo de frutas y verduras, inactividad física y consumo excesivo 

de tabaco y de alcohol (GLOBOCAN, 2012). 

           Por todo ello, existe el consenso general de considerar la dieta como un 

componente importante en la prevención del cáncer. Según las autoridades 

sanitarias internacionales las conductas a seguir son: evitar la obesidad, tener una 

ingesta adecuada de vegetales (hortalizas, legumbres, etc.), frutas y cereales, limitar 

el consumo de alcohol y disminuir el consumo de grasas animales. Estos hábitos de 

alimentación coinciden con los componentes de la dieta mediterránea tradicional, en 

la cual el AOV se destaca como el principal alimento fuente de grasas, siendo 

considerada como una dieta con propiedades preventivas frente a diversas 
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enfermedades, incluyendo al cáncer de mama (Zamora et al., 2004; González; 

Calvo, 2016; Toledo et al., 2015).      

          

          2.1.2 Cáncer de mama 

 

          El cáncer de mama es caracterizado por el crecimiento descontrolado y 

anómalo de células mamarias, que forman tumores malignos, los cuales tienen un 

comportamiento biológico diverso y de gran variabilidad clínica, existiendo así 

muchos tipos de cáncer de mama, clasificados según su localización en el seno y su 

histopatología, algunos tienen un desarrollo rápido y otros más lentos. Todavía, la 

mayoría presenta una buena respuesta al tratamiento cuando son diagnosticados y 

tratados desde su fase inicial (Perou et al., 2000; WHO, 2007). 

          Epidemiológicamente el cáncer de mama es el más frecuente en las mujeres 

en todo el mundo, su incidencia y mortalidad varía mucho en las distintas regiones 

del planeta, presentando una mayor incidencia en América del Norte y Norte de 

Europa. Mientras que la incidencia más baja se encuentra en la mayoría de los 

países africanos. Todavía es notable que el índice de mortalidad es más elevado en 

países menos desarrollados, conforme demuestra la Figura 2.1. 

 
 

Fig. 2.1. Incidencia y mortalidad del cáncer de mama en las distintas regiones del mundo. 
Las cifras están expresadas por 100.000. Imagen extraída del GLOBOCAN, 2012. 
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           Esta diferencia de incidencia y mortalidad del cáncer de mama en distintas 

regiones del mundo puede deberse a la presencia de factores de riesgo dietéticos, 

poca o nula actividad física y factores de riesgo heredofamiliares que influyen 

notablemente en el desarrollo de esa enfermedad, pues el cáncer de mama es 

asociado tanto a factores de riesgos no modificables, así como a factores de riegos 

modificables (Peto, 2001; Horn et al., 2014). 

           No obstante, es posible reducir los factores de riegos modificables del cáncer 

de forma individual con pequeños cambios alimentarios y de estilo de vida. Además, 

actualmente se conoce que más allá de presentar efectos positivos en la prevención 

del cáncer de mama, evitar el exceso de peso con una dieta adecuada y con 

ejercicio diario también mejora el pronóstico, la supervivencia y la calidad de vida 

frente esa enfermedad (San Felipe et al., 2013). 

          Siendo así, varios estudios apuntan que los AOVs, mayoritariamente 

compuestos por grasa monoinsaturada, tienen en su composición compuestos con 

efectos preventivos frente la proliferación de células mamarias cancerígenas 

(López-Biedma et al., 2016, Sánchez-Quesada et al., 2015). Por otro lado, también 

existen estudios que demuestran que el consumo de grasas saturadas, así como el 

exceso de peso, son factores que predisponen para la progresión del cáncer debido 

a la promoción de la metástasis (Bonilla-Fernandez et al., 2013; Pascual et al., 

2016). 

 

          2.1.3 Metástasis 

  
 
           La metástasis es la principal causa de enfermedades malignas y responsable 

de la mayoría de las muertes por cáncer (Mehlen, Puisieux, 2006). Es definida como 

un proceso de migración de células cancerígenas de un tumor primario a otra parte 

del cuerpo, esa migración puede ocurrir vía sistema sanguíneo o linfático y el 

potencial metastásico de las células presenta una relación directa con la expresión 

de genes que desembocan en el desarrollo de la metástasis (Pani et al., 2010). 

           Estas células estarían programadas mediante la expresión de determinados 

genes y de otros factores: como el origen celular, propiedades intrínsecas del tumor 

primario y afinidades del tejido para colonizar no sólo órganos específicos, sino para 
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determinar el curso temporal y la proporción de la metástasis (Chiang; Massague, 

2008; Nguyen et al., 2009). 

           Sin embargo, durante el proceso de metástasis, el metabolismo de los ácidos 

grasos es una importante fuente de energía para las células cancerosas, casi todos 

los tumores adquieren la capacidad de sintetizar ácidos grasos de cadena larga, 

mediante la regulación positiva de la expresión de la ácido graso sintasa (Kuhajda, 

2006). Además de constituir una fuente de producción de energía, también 

participan en la estructura de las membranas lipídicas (Zaugg et al., 2011). 

           No obstante, a lo largo de muchos años, diversos estudios han demostrado 

una relación directa de la grasa de la dieta, así como alguno de los componentes de 

la misma, con un aumento del riesgo de padecer ciertos tipos de cánceres, 

especialmente de mama, colon y recto, próstata y ovarios (Armstrong; Doll, 1975; 

Carroll, 1991; Bonilla-Fernandez et al., 2003). Todavía, ciertos estudios sugieren 

que no es la cantidad sino la calidad de la grasa lo que realmente presenta una 

relación con el desarrollo de esta enfermedad (Bartsch et al., 2002). 

           Recientemente, un ensayo realizado con ácido palmítico, que es un ácido 

graso saturado, apuntó que altos niveles de grasas en la sangre aumentan el 

número de focos metastásicos, mediante la mayor expresión del CD36, que es una 

molécula que se encuentra en la superficie de las células tumorales y tiene la 

función de capturar y transportar los ácidos grasos al interior de las células, lo que 

les aportarían una energía extra que utilizarían para incentivar su proceso 

metastásico (Pascual et al., 2016). 

 
 
          2.2 CD36 

 
 
           El CD36 (cluster of differentiation 36) es una proteína multifuncional que 

pertenece a la familia de las glicoproteínas formada por un péptido con una cadena 

de 472 aminoácidos. Está presente en las membranas de células de diversos tejidos 

del cuerpo humano, principalmente donde hay un importante flujo de lípidos, como 

en el tejido adiposo, cardíaco y glándulas mamarias, pues desempeña una 

importante función de transportador de ácidos grasos al interior de las células 

(Harmon; Abumrad, 1993; Van Nieuwenhoven et al., 1995; Clezardin et al., 1995; 

Hoosdally et al., 2009). 

https://en.wikipedia.org/wiki/Cluster_of_differentiation
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           El CD36 también se expresa en el tejido hematopoyético, a través de las 

membranas de monocitos, macrófagos, plaquetas y células endoteliales 

microvasculares (Febbraio et al., 2001). Se cree que está involucrado en muchos 

procesos fisiológicos y patológicos en el organismo humano como la inmunidad 

innata, angiogénesis, trombosis, aterogénesis y obesidad (Martin et al., 2011).  

           En los procesos inflamatorios, el CD36 que pertenece a la familia de los 

receptores scavenger de clase B, se expresa en macrófagos y tiene gran afinidad 

por las lipoproteínas, como las lipoproteínas de alta (HDL) y baja densidad (LDL), 

aunque también puede actuar como receptor no solamente para los ácidos grasos, 

sino también para la trombospondina, el colágeno, los fosfolípidos polianiónicos y 

las células apoptóticas (Viñals et al., 2004).  

           Otros estudios demostraron que se produce un aumento de la expresión de 

CD36 por fenómenos de adhesión, lipoproteínas nativas y modificadas (LDL 

oxidadas), colesterol celular, factor estimulador de colonias de macrófagos e 

interleucina (Meade et al., 1999). En cambio, su expresión se ve reducida por 

corticoides, el factor de crecimiento de transformación (TGF) β1 y el lipopolisacárido. 

(Febbraio et al., 2001). 

           Actualmente, un ensayo describió la relación del CD36 con la metástasis, en 

ese estudio utilizaron el ácido palmítico (que es un ácido graso saturado) en una 

dieta rica en grasa en ratones, y observaron que esa dieta incrementaba el número 

de CD36 y producía más metástasis. Los autores suponen que el CD36 puede ser 

una molécula clave en el desarrollo del cáncer y la metástasis (Pascual et al., 2016).  

Por ello, es importante evaluar los efectos de otros tipos de grasas, como los AOVs, 

en la expresión de esa proteína. 

 
 
          2.3 ACEITES DE OLIVA VÍRGENES 

 
 
          2.3.1 Generalidades y composición 

 

           Los AOVs pertenecen en nuestra dieta al grupo de lípidos o grasas y son 

clasificados como macronutrientes porque son componentes mayoritarios en la 

alimentación, así como los carbohidratos y las proteínas.  Los lípidos son esenciales 

para un buen funcionamiento del organismo, desempeñando funciones fisiológicas y 
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bioquímicas importantes, de las cuales se destacan las siguientes: son 

componentes de las membranas celulares, participan del transporte de vitaminas 

liposolubles, formación de hormonas y son fuentes de ácidos grasos esenciales 

(Messía et al., 2013). 

           Además, su principal función es la de proporcionar energía para nuestro 

cuerpo aportando 9 Kcal/g. Los AOVs son grasas formadas por una molécula de 

glicerol y tres ácidos grasos, es un zumo oleoso obtenido del fruto del olivo 

(Oleaeuropaea L.) en perfectas condiciones de madurez, procedentes de un olivo 

sano, evitando todo tratamiento o manipulación mecánica, física y térmica que altere 

la naturaleza química de sus componentes y que no hayan tenido más tratamiento 

que el lavado, la decantación, la centrifugación y el filtrado (COI, 2017). Esa grasa 

tiene un consumo muy difundido en países como España, Italia y Grecia, siendo un 

alimento protagonista en la dieta mediterránea (Martínez; Villarino, 2005).   

           Los AOVs han sido asociados, debido principalmente a sus compuestos 

bioactivos,  a prevención de diferentes enfermedades, por ejemplo diferentes tipos 

de cáncer  y disturbios cardiovasculares.  Así como, su ingesta también puede 

favorecer el tratamiento de enfermedades inflamatorias intestinales, como la colitis 

ulcerosa y la enfermedad de Crohn (Escrich et al., 2011; Estruch et al., 2013). 

           Los AOVs son compuestos en su mayoría por triacilglicéridos (98-99%) que 

componen su fracción saponificable y contienen AO, el cual es monoinsaturado, 

como el ácido graso más abundante. El resto de su composición (entre un 1-2%) lo 

constituyen los denominados componentes minoritarios, entre los que 

aproximadamente podemos distinguir unos 230 compuestos distintos (Sánchez-

Quesada, 2014). 

 

          2.3.2 Ácido oleico 

 

           El ácido oleico (cis-9-Octadecenoico) (18:1 ω9) (AO) se encuentra en la 

fracción saponificable de los AOVs y es su ácido graso mayoritario, representando 

del 68 al 81,5%. Es por este ácido graso por lo que se identifica a los AOVs como 

ricos en grasas monoinsaturadas, lo que les diferencia de otras grasas vegetales y 

animales (Gutiérrez; Carretero, 2009).  

           Este compuesto viene demostrando acciones protectoras frente a 

enfermedades cardiovasculares y cáncer, destacándose en cáncer de mama (Wahle 
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et al., 2004). En esa enfermedad, el AO en concentraciones superiores a 25 μg/mL 

parece inhibir el desarrollo de células tumorales (Rose; Connolly, 1990).  

           Además, en cáncer de mama, se ha demostrado que el AO es capaz de 

inhibir la sobreexpresión del oncogen Her-2/neu, característico de los tumores 

mamarios, actuando de forma sinérgica con la inmunoterapia utilizada para activar 

la apoptosis de las células cancerosas (Menéndez et al., 2005). 

           El AO actuando junto con la alfa-lactoalbúmina también parece ejercer 

efectos positivos en la quimioprevención, inhibiendo el crecimiento y promoviendo la 

apoptosis en líneas celulares humanas de cáncer de mama (Zhong et al., 2015). 

          
          2.3.3 Compuestos minoritarios 

 
 
           Los compuestos minoritarios son la fracción insaponificable de los AOVs, las 

diversas clases de esos constituyentes menores pueden clasificarse en dos grupos. 

El primer grupo consta de derivados de ácidos grasos, tales como fosfolípidos, 

ceras y ésteres de esteroles. El segundo grupo incluye clases de compuestos que 

no están químicamente relacionados con los ácidos grasos. Son hidrocarburos, 

alcoholes alifáticos, esteroles libres, tocoferoles, clorofilas, carotenoides y 

compuestos fenólicos (Gutiérrez; Carretero, 2009). 

           Esos diferentes compuestos son importantes para evaluar la calidad, así 

como para identificar fraudes de mezclas de los AOVs con otros aceites. Además, 

son esenciales para que el aceite presente buenas características sensoriales, 

mayor resistencia frente a la oxidación y propiedades nutricionales saludables 

(Boskou, 2006). 

           Entre los compuestos con propiedades saludables, se encuentran los 

compuestos fenólicos (entre los que se encuentra el HT) que poseen una importante 

capacidad antioxidante y son los que proporcionan el sabor amargo a los AOVs 

(Gutierrez-Rosales et al., 2003). Otra importante clase de compuestos presentes en 

la porción minoritaria de los AOVs son los hidrocarburos (entre los que se encuentra 

el SQ) (Gutiérrez; Carretero, 2009). Varios estudios demuestran una importante 

acción antitumoral de esos compuestos de la fracción minoritaria de los AOVs 

(Newmark, 1997; Warleta et al., 2010; Han et al., 2009; Warleta et al., 2011). 
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           2.3.3.1 Hidroxitirosol 

 

           El hidroxitirosol (hidroxitirosol 2-(3,4-dihidroxifenil) etanol) (HT) es el 

componente fenólico de los AOVs más antioxidante. La variedad autóctona de Jaén 

(variedad Picual) tiene una concentración medio/alta de HT (300 ppm) (Brenes et 

al.,1999). Ese compuesto presenta una gran propiedad antioxidante debido a su 

habilidad de neutralizar los radicales libres de oxígeno y nitrógeno, así como de 

impedir la oxidación de las lipoproteínas de baja densidad y de prevenir el daño 

ejercido al ADN (Warleta et al., 2011). 

           El HT podría contribuir a una menor incidencia de cáncer de mama en las 

poblaciones que consumen AOVs debido a su actividad antioxidante y su protección 

contra el daño oxidativo al ADN en las células mamarias (Warleta et al., 2011). 

            Además, numerosos estudios describieron que el HT poseía propiedades 

anticancerígenas frente a diversos tipos de cáncer, indujo apoptosis en células 

tumorales de colon y leucemias mieloides (Ragione et al., 2000), se describió su 

capacidad de disminuir la proliferación celular de una línea celular tumoral de mama 

humana cuando se empleó en concentraciones de 50 μg/mL, así como la inducción 

de la apoptosis en estas mismas células (Han et al., 2009). 

 

          2.3.3.2 Escualeno 

 

           El escualeno (2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,20-tetracosahexano) 

(SQ) es un hidrocarburo insaturado de treinta átomos de carbono (C30H50) y es un 

precursor bioquímico en la biosíntesis de los esteroles. Está presente en todos los 

aceites y grasas vegetales, especialmente en los AOVs, donde es el componente 

más abundante de la materia insaponificable (Gutiérrez; Carretero, 2009). 

           Está demostrado que el SQ contenido en los AOVs reduce el riesgo de 

diversos tipos de cáncer (Newmark et al., 1997; Rao et al., 1998), e inhibe el 

crecimiento tumoral, pudiendo ejercer como adyuvante frente al cáncer (Gregory et 

al., 1999). 

           Además, actuando sinérgicamente con el HT, ese compuesto demostró 

efectos antitumorales importantes sobre las células cancerosas mamarias humanas, 

reduciendo la proliferación celular, los niveles de especies reactivas del oxígeno 
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(EROs) en condiciones de estrés oxidativo inducido, más allá de promover la 

apoptosis (Santiago, 2016). 
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVO 

 
 
           3.1 HIPOTESIS 

 
 
           Numerosos estudios apuntan una asociación entre el consumo de grasas 

saturadas y el aumento de la metástasis en distintos tipos de cáncer, correlacionado 

a su vez con una mayor expresión de la proteína CD36. 

          Existen evidencias científicas que demuestran que una dieta saludable, como 

la Dieta Mediterránea, con un consumo frecuente de AOVs, son factores protectores 

frente al cáncer de mama. Por lo que el consumo de esta grasa podría favorecer la 

disminución de la expresión de CD36 y por tanto del desarrollo del cáncer de mama 

y su metástasis. 

 

           3.2 OBJETIVO 

  

           Evaluar la acción de tres compuestos bioactivos presentes en los AOVs (AO, 

HT y SQ) sobre la expresión de la proteína CD36 en células tumorales de mama 

humanas altamente metastásicas (MDA-MB-231). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

13 
 

4. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

          4.1 REACTIVOS 

 

           El Hidroxitirosol (HT) (3,4-dihidroxifeniletanol) fue obtenido de Cayman 

Chemical (Ann Arbor, MI, EEUU). El Anticuerpo humano CD36 fue adquirido del 

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, ALEMANIA); Los siguientes reactivos fueron 

obtenidos del Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EEUU): El ácido oleico (AO) 

(pureza ≥ 99 (diluído em 2 mL de DMSO), el Escualeno (SQ) (2, 6, 10, 15, 23-

hexametil-2, 6, 10, 14, 18, 20-tetracosahexano); Piruvato de sódio; Aminoácidos no 

esenciales (Non-essential aminoacids (NEAA)); Hepes Buffer. El Suero bovino fetal 

fue adquirido de PAA Laboratories GmbH (Pasching, AUSTRIA). El TrypLE Express, 

y el mínimum essential medium (MEM) fueron obtenidos de Gibco® Life 

Technologies Ltd (Paisley, REINO UNIDO). El dimetil sulfóxido (DMSO), y el tampón 

fosfato salino (PBS) fueron adquiridos del AppliChem GmbH (Darmstadt, 

ALEMANIA). Las placas de cultivo fueron obtenidas de Starlab (Hamburgo, 

ALEMANIA). 

 
           4.2 CULTIVO CELULAR  

 
 
           Para todos los ensayos, se utilizaron células procedentes de la línea celular 

tumoral de mama humana MDA-MB-231, las cuales fueron adquiridas de la 

colección de cultivos tipo americana (American Type Culture Collection ATCC, 

Manassas, VA, EEUU). Las células crecieron en monocapa con MEM suplementado 

con 10% de suero bovino fetal, 1% de piruvato de sodio, 1% de hepes buffer y 1% 

de NEAA. Las células se mantuvieron a 37 ºC bajo una atmósfera humidificada con 

un 5% de CO2 y una vez que alcanzaron un 95% de confluencia fueron usadas para 

todos los ensayos. 

 

           4.3 MARCACIÓN DE MEMBRANA CON EL ANTICUERPO CD36  

 

           Las células con 95% de confluencia fueron despegadas con TrypLE Express 

y centrifugadas en PBS frío (300xg 10’ 4 ºC), se ajustó la cantidad de MDA-MB-231 

para 5 x 104 / mL. Más tarde, fueron sembradas en placas de cultivo de 12 pocillos, 
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con un volumen de 1000 μL de la suspensión celular por pocillo. Después de 24 

horas de cultivo para permitir el crecimiento celular, se añadieron las siguientes 

concentraciones para los tratamientos: 1 μM, 10 μM y 100 μM de AO, HT y SQ. 

            Posteriormente, se añadió 1mL de MEM a los pocillos controles y 1 mL de 

cada tratamiento al pocillo correspondiente. Tras incubar 24 horas a 37 ºC, las 

células fueron despegadas con 500 μL de TrypLE Express y centrifugadas en 1 mL 

de PBS (300 xg 10’ 4ºC). Los sobrenadantes fueron descartados y se añadió 100 μL 

de Buffer y anticuerpo a cada tubo. A continuación, se incubó en oscuridad total 

durante 15 minutos, se añadió 400 μL de PBS y se midió la fluorescencia con el 

citómetro de flujo MACSQuant Analizer (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

ALEMANIA). Este ensayo fue realizado tres veces de manera independiente. Los 

resultados están expresados como el porcentaje respecto al control de la media de 

la cantidad de fluorescencia recogida por el citómetro de las tres réplicas 

independientes. 

 

          4.4 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 
 
           Los resultados de todos los tratamientos se presentan como el porcentaje de 

la media de 3 ensayos independientes ± error estándar de la media (± SEM), y son 

expresados frente al control sin tratar. El estudio estadístico de los ensayos fue 

realizado con una prueba ANOVA. El método empleado para discriminar entre las 

medias fue el procedimiento de diferencia mínima significativa (LSD) de Fisher.  Con 

este método hay un riesgo del 5,0% (p<0.05) al decir que cada par de medias es 

significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.  El programa 

empleado para este análisis fue el Statgraphics Centurion XVI. 
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES 

 
          5.1 AO 

 
          El siguiente gráfico (Gráfico 1) presenta los resultados del ensayo obtenidos 

tras los tratamientos de 1 μM, 10 μM y 100 μM de AO en la línea celular tumoral de 

mama humana MDA-MB-231 y tras realizar un análisis estadístico de los datos con 

una prueba ANOVA, por medio del programa Statgraphics Centurion XVI. 

 

 
Gráfico 1. Expresión del CD36 tras tratamientos con AO. Porcentaje de la expresión del 
CD36 en la línea celular MDA-MB-231, tras tratar con 1 μM, 10 μM y 100 μM de AO. Los 
valores son representados por porcentajes de las medias de expresión del CD36 con 
respecto al control ± error estándar de la media, de tres ensayos independientes. Valores 
estadísticamente significativos (p<0,05) son representados con (*). 

 
         Existe una diferencia significativa entre las células tratadas con 100 μM de 

AO frente el control sin tratamiento, presentando una menor media de expresión del 

CD36. Los tratamientos con 1 μM y 10 μM de AO también demostraron una 

disminución de la expresión del CD36, a pesar de no representar resultados 

estadísticamente significativos. 

          
          5.2 HT 

 
           En el siguiente gráfico (Gráfico 2) se muestra los resultados del ensayo 

obtenidos tras los tratamientos de 1 μM, 10 μM y 100 μM de HT en las células de la 

línea tumoral de mama humana MDA-MB-231 y tras realizar el análisis estadístico 
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de los datos con una prueba ANOVA, por medio del programa Statgraphics 

Centurion XVI. 

 

 
Gráfico 2. Expresión del CD36 tras tratamientos con HT. Porcentaje de la expresión del 
CD36 en la línea celular MDA-MB-231, tras tratar con 1 μM, 10 μM y 100 μM de HT. Los 
valores son representados por porcentajes de las medias de expresión del CD36 con 
respecto al control ± error estándar de la media, de tres ensayos independientes. Valores 
estadísticamente significativos (p<0,05) son representados con (*). 

 
         Los resultados demuestran una diferencia significativa entre las células 

tratadas con 10 μM de HT frente el control sin tratamiento, presentando una menor 

media de expresión del CD36. En cuanto que el tratamiento con 100 μM de HT 

presentó una mayor expresión (p<0,05) del CD36 frente las células controles.  

           
          5.3 SQ 

 
           En el siguiente gráfico (Gráfico 3) se presenta los resultados del ensayo 

obtenidos con los tratamientos de 1 μM, 10 μM y 100 μM de SQ en las células  de la 

línea tumoral de mama humana MDA-MB-231, tras análisis estadístico de los datos 

con una prueba ANOVA, por medio del programa  Statgraphics Centurion XVI. 
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Gráfico 3. Expresión del CD36 tras tratamientos con SQ. Porcentaje de la expresión del 
CD36 en la línea celular MDA-MB-231, tras tratar con 1 μM, 10 μM y 100 μM de SQ. Los 
valores son representados por porcentajes de las medias de expresión del CD36 con 
respecto al control ± error estándar de la media, de tres ensayos independientes. Valores 
estadísticamente significativos (p<0,05) son representados con (*). 

 
           Según esos resultados hay una diferencia significativa entre las células 

tratadas con 1 μM de SQ frente el control sin tratamiento, presentando una menor 

media de expresión del CD36. También se notó una tendencia de aumento de la 

expresión del CD36 con la elevación de las concentraciones de SQ empleadas, la 

siguiente figura (Fig. 4.1) demuestra la expresión del CD36 con las diferentes 

concentraciones del SQ empleadas frente el control.  

 

 
Fig. 4.1 Ejemplo de expresión del CD36 en una de las réplicas, mediante citometría de flujo, 

con las concentraciones de 1 μM (naranja), 10 μM (azul) y 100 μM (rojo) de SQ frente 
control (verde). 
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6. DISCUSIÓN 

 
 
           Actualmente existe una discusión por parte de la comunidad científica acerca 

de la asociación del consumo de grasas saturadas con el aumento de la metástasis 

en distintos tipos de cáncer, por la correlación del consumo de este tipo de grasa 

con una mayor expresión del CD36 (Pascual et al., 2016; Nath; Chan, 2015). Así 

como hay evidencias acerca de los efectos beneficiosos para la salud de los 

compuestos bioactivos presentes en los AOVs (grasa mayoritariamente 

monoinsaturada) e incluso el efecto protector de su consumo frente al cáncer de 

mama (Escrich et al., 2011).  

           Por tanto, los diferentes tipos de grasas presentes en la dieta pueden tener 

efectos distintos en el organismo humano y así actuar de diferentes formas en la 

protección o desarrollo de enfermedades (Bartsch et al., 2001). De ahí surge el 

interés por investigar cual es la relación de los compuestos bioactivos de los AOVs 

con la expresión del CD36 en cáncer de mama. 

           En primer lugar, se observó que en las células de la línea tumoral MDA-MB-

231 tratadas con 100 μM de AO hubo una menor expresión del CD36 frente al 

control. Además, se notó una tendencia a disminuir la expresión del CD36 en todas 

las concentraciones empleadas en dichas células, aunque no fuesen 

estadísticamente significativas (Gráfico 1). 

           Ese resultado se contrapone al encontrado en un estudio realizado en el 

Instituto de Investigación Biomédica de Barcelona (IRB), dónde evaluaron los 

efectos de una dieta rica en lípidos en ratones inoculados con células tumorales. 

Aquí los autores describen que el consumo de ácido palmítico (ácido graso 

saturado) provocó una mayor expresión del CD36, con un consecuente desarrollo 

de la metástasis (Pascual et al., 2016).  

           Pero algunos estudios anteriores demuestran que cuando hay en la dieta 

niveles elevados de ácidos grasos monoinsaturados, y un contenido moderado de 

ácidos grasos más saturados, como ocurre en los AOVs, se puede tener un efecto 

protector frente al desarrollo de tumores cancerígenos debido a que las dietas ricas 

en grasas saturadas poden presentar efectos procarcinogénicos (Escrich et al., 

2006; Granados, 2006; López-Miranda et al., 2010).    
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           Aunque no existen estudios disponibles en la comunidad científica que 

evalúen la acción del AO en la expresión del CD36 en modelos humanos de células 

mamarias cancerígenas, se demostró que los ácidos grasos son moléculas claves 

en la expresión del CD36 y éste, a su vez, puede presentar una importante 

correlación con la metástasis (Pascual et al., 2016; Nath; Chan, 2015). 

           Además, han sido descritos diferentes mecanismos de acción por los cuales 

el AO puede intervenir en el desarrollo del cáncer de mama, como un estudio que 

evaluó la acción de un complejo preparado con AO y alfa-lactoalbumina, en 

diferentes concentraciones (25 μM, 50 μM, 100 μM, 200 μM y 400 μM) en las líneas 

celulares MDA-MB-231 y MCF-7 de cáncer de mama y demostró que ese complejo 

puede inhibir e inducir la apoptosis en dichas células (Zhong et al., 2015). 

          En contraposición hay estudios que encontraron efectos protumorales del AO 

frente a la proliferación celular en cáncer de mama, como un ensayo que utilizó 400 

μM de AO en células de distintas líneas tumorales, promoviendo la metástasis en 

células cancerígenas altamente metastásicas, como la MDA-MB-231, mientras que 

presentaban efectos inhibidores en las células tumorales que no poseían tal 

característica (Li et al., 2014). La estimulación de las células de la línea MDA-MB-

231 de cáncer de mama con 200 μM de OA induce un aumento de la secreción de 

MMP-9 (matrix metallopeptidase 9), promoviendo así el poder invasivo de dichas 

células (Soto-Guzman et al., 2010). Por lo tanto, parece que la concentración de los 

compuestos utilizados puede ser clave para el estudio de los efectos antitumorales 

de este compuesto. 

          En el presente estudio también se observó una disminución significativa de la 

expresión del CD36 en las células tumorales tratadas con 10 μM de HT (Gráfico 2). 

Tampoco hay estudios en bibliografía que evalúen los efectos del HT en la 

expresión del CD36 en modelos celulares humanos de cáncer de mama. Pero 

puede estar relacionado con el poder antioxidante de este compuesto, bien 

conocido por la comunidad científica, que relaciona su poder antioxidante con la 

acción protectora frente a la aparición de cáncer debido a diferentes mecanismos de 

acción, todos relacionados con su característica antioxidante (Warleta et al., 2011; 

Han et al., 2009; Ragione et al., 2000). 

           Además, con la misma población de estudio del presente estudio y con la 

concentración de 10 μM, se observó que el HT no alteró el perfil del ciclo celular, así 

como, en otras concentraciones, no alteró la proliferación celular o la apoptosis y 
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previno el daño oxidativo en células no tumorales de mama, lo que sugiere que ese 

compuesto puede contribuir a la baja incidencia de cáncer de mama en países con 

consumo frecuente de AOVs (Warleta et al., 2011).  

           Investigaciones anteriores, también identificaron efectos antiproliferativos y 

apoptóticos del HT en células tumorales humanas de cáncer de mama de la línea 

MCF-2 (Han et al., 2009; Sirianni et al., 2010). 

           Aun así, en el presente estudio, con la concentración de 100 μM, hay un gran 

aumento de la expresión del CD36 (Gráfico 2), un 48,2% más de expresión frente al 

control. Esta elevación probablemente esté asociada a un efecto prooxidante que 

puede surgir cuando se emplea altas concentraciones de antioxidantes, como el HT 

(Carocho; Ferreira, 2013) y por tanto podría promover el crecimiento y aumentar la 

capacidad metastásica de estas células.  

           Sabiendo que el CD36 es una proteína multifuncional e investigando su 

expresión en la arterosclerosis, un estudio evaluó los efectos del HT, sobre la 

expresión del receptor CD36, y se observó que en concentraciones de 10 μM y 75 

μM, este compuesto puede reducir la expresión del CD36 en monocitos, en 

presencia de LDL nativa (Granados et al., 2012). 

           En tercer lugar, en el presente estudio, se observó que las células tratadas 

con 1 μM de SQ presentaban una disminución de la expresión del CD36 (Gráfico 3), 

este fue el tratamiento que demostró una menor expresión significativa del CD36 

entre todos los utilizados en esta investigación.   

           Así como ocurre con el AO y con el HT, no hay estudios disponibles que 

evalúen la acción del SQ en la expresión del CD36 en modelos celulares humanos 

de cáncer de mama. Entretanto, una investigación anterior, demostró que el SQ 

empleado a esta misma concentración, en condiciones de estrés oxidativo 

provocado por la adición de peróxido de hidrógeno (H2O2), sobre la línea celular 

MDA-MB-231 presentó reducción de las Especies Reactivas de Oxígeno (EROs) 

(Santiago, 2016). 

           Además, en la misma investigación se describió que el SQ en 

concentraciones de 10 μM y 100 μM también presentaba la característica de reducir 

las EROs (Santiago, 2016). Aunque en el presente estudio al emplear el SQ en 

estas concentraciones, no ocurrió una disminución significativa de la expresión del 

CD36.  
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           También se demostró que el SQ puede actuar como un agente protector 

frente el daño oxidativo en células epiteliales mamarias (MCF10A), mientras que no 

presentó el mismo efecto en células humanas de cáncer de mama (MDA-MB-231 y 

MCF-7), sugiriendo que este compuesto puede ser uno de los responsables de la 

baja incidencia de cáncer de mama en países con una Dieta Mediterránea y un 

elevado consumo de AOVs, ya que esa grasa tiene un gran contenido de SQ 

(Warleta et al., 2010). 

           Los efectos del SQ sobre la expresión del receptor CD36 fue únicamente 

estudiado por Granados et al. En 2012, dónde se evaluó su efecto en la modulación 

de la arterosclerosis, y se observó que en concentraciones de 10 μM, 75 μM y 200 

μM, este compuesto puede reducir la expresión del CD36 en monocitos o 

macrófagos. Todavía el mecanismo por el que el SQ puede modular la expresión del 

CD36 es desconocido (Granados et al., 2012). 
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7. CONCLUSIONES 

 
 
Como conclusiones finales, se puede afirmar que: 

 

 El AO disminuyó la expresión del CD36 en un el modelo celular humano de 

cáncer de mama, cuando fué empleado a 100 μM. 

 El HT ha reducido la expresión del CD36 en MDA-MD-231 a baja 

concentración (10 μM). 

 El SQ a la concentración de 1 μM fue el tratamiento que presentó una mayor 

disminución de la expresión del CD36 de todos los empleados en el presente 

estudio. 

 Una dieta equilibrada con un consumo de AOVs, los cuales aportan 

compuestos bioactivos, podría disminuir la expresión de la proteína CD36 en 

células tumorales humanas de cáncer de mama. 
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