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Abstract

Abstract

Breast cancer (BC) is the most common malignant tumor in women worldwide,
with diet, and especially dietary lipids, having an etiological role. We have
previously observed a differential effect of high-fat diets on experimental
mammary carcinogenesis (clearly stimulating from the high-corn oil diet, with
a weak influence from the high-extra virgin olive oil -EVOO- diet), through
different mechanisms such as modifications in the expression of metabolism
and/or apoptotic genes. Metabolic reprogramming and apoptosis avoidance
are crucial hallmarks of cancer development.

The main goal of this thesis was to investigate the effect of high-fat diets and
their components on experimental mammary carcinogenesis and elucidate the
mechanisms involved, especially in metabolism and apoptosis, through in vivo
and in vitro approaches. For the in vivo studies, the experimental model of
mammary cancer induced with DMBA in rats was used. Animals were fed with
a low-fat diet (LF), with a high corn oil diet from weaning (HOO) or after
induction (LF-HCO), and with a high EVOO diet from weaning (HOO) or after
induction (LF-HOOQO). Data from carcinogenesis and anatomopathological
parameters to validate and extend results regarding the differential effect of
high-fat diets on carcinogenesis was used. Tumor molecular analysis was
performed at mRNA, protein, or enzymatic levels, and metabolome was
characterized by 'H-Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy.
Regarding the in vitro assays, two cell lines representing different molecular
subtypes of breast cancer (MDA-MB-231 and MCF-7) were used. The effects of
different oil components on viability, apoptosis and metabolomic profile were
determined.

Tumor molecular analysis of enzymes of the main metabolic pathways has
shown that the EVOO-enriched diet increased glucose and mitochondrial
metabolism. This metabolic reprogramming did not reflect clinical and
morphological characteristics of tumors (lower degree in the EVOO groups).
This data suggested that metabolic changes without the context of other
pathways, such as proliferation or apoptosis, may not reflect tumor malignancy.

Further analysis using untargeted metabolomics showed changes in tumor lipid
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Abstract

composition. The high corn oil diet (rich in polyunsaturated fatty
acids -PUFA- n-6) increased total PUFA and linoleic acid while decreasing
monounsaturated fatty acids (MUFA). On the contrary, tumors from high EVOO
groups were similar to those of the control group. These differences were
concordant with the different effect of diets on carcinogenesis, suggesting that
tumor lipid composition play a role in malignancy. Moreover, the levels of
apoptotic proteins in the tumors were studied, finding that the high-EVOO diet
modulated several cell death pathways. This suggested that EVOO may exert a
beneficial effect modulating apoptosis.

Secondly, in vitro analyses were designed to elucidate the role of the
components of high-fat diets. The treatment of MDA-MB-231 and MCF-7 cells
with polyphenols (Hydroxytyrosol -HT-, Luteolin -LUT- and Oleuropein)
diminished cell viability and increased apoptosis, whereas fatty acids treatment
(oleic and linoleic acid) had no significant effect. Next, changes in BC cell
metabolome induced with HT and LUT were characterized, revealing extensive
metabolic reprogramming. Although some effects were observed in both cell
lines, others were markedly depending on the type of cell, underscoring the
significance of metabolic context in cancer metabolomics studies.

In summary, the results suggest a beneficial effect of EVOO on breast cancer
risk and disease progression, through multiple mechanisms like the modulation
of metabolism and favoring a pro-apoptotic environment in the tumors. These
effects would be mediated by various components, especially the minor
compounds, which highlight the importance of the type but also the quality of
the oil consumed. The relevance of nutritional factors is that they are
modifiable, which highlights the importance of improving dietary habits,
especially in relation to lipid intake, in the prevention and fight against breast

cancer.
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Introduccio

1. Desenvolupament, estructura i funcié de la glandula
mamaria

El desenvolupament i la funcié de la glandula mamaria, sigui d’humana o de rata,
depen de factors hormonals multiples i especifics que actuen directament o
indirectament sobre les cél-lules diana, components de la matriu extracel-lular i factors
de creixement produits localment. A continuacié es presenten les caracteristiques

diferencials del desenvolupament de la glandula mamaria humana i la de rata.

1.1 Glandula mamaria humana

En humans, la formacio de I'estructura tubular de la glandula mamaria s’inicia cap a les
sis setmanes d’embaras a partir de I'ectoderm. En néixer, la glandula mamaria
consisteix en un sistema senzill ramificat de ductes que romanen en estat quiescent

fins a la pubertat *.

Durant la pubertat, poc abans de la menarquia, juntament amb I'inici de la maduracio
fol-licular a I'ovari, la parénguima mamaria comenca a desenvolupar ductes mamaris
primaris i secundaris que finalitzen amb unes formacions bulboses. En el moment de
les primeres ovulacions s’inicia la segona fase del desenvolupament mamari, la
formacid dels ldbuls. Les formacions bulboses deriven en la formacié de ductes
secundaris que es disposen al voltant d’un ducte inicial, formant els lobuls tipus 1, la
unitat funcional basica de la mama humana o la unitat ducto-lobular terminal (en
angles terminal ductal lobular unit o TDLU). A partir d’aquesta estructura primaria, es
produira la transicié de forma gradual a estructures més diferenciades, els lobuls tipus
20372

La diferenciacié de la mama com a glandula lobular es completa després de la
menarquia, tot i que segueix un ritme relacionat amb els estimuls hormonals durant
cada cicle menstrual i, en especial, 'embaras 3. A cada cicle menstrual, durant la fase
fol-licular i preovulatoria, les estructures glandulars creixen arribant al maxim durant
la fase lutea i a continuacid es produeix una rapida involucid. El balang entre la
proliferacid i la involucio en edats reproductives primerenques afavoreix la proliferacio

degut a I'augment del nimero de cél-lules en cada cicle ovulatori *.
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Introduccio

Els canvis ciclics en els nivells d’estrogens i progesterona ovarics durant cada cicle
menstrual i la seva accié sinergica son necessaris per al creixement harmonic de la
glandula mamaria 1. Al mateix temps hi intervenen altres hormones com la prolactina,
lainsulina, el cortisol, la tiroxina, 'hormona del creixement i ’hormona alliberadora de
gonadotropines (GnRH) °. El teixit adipds mamari influeix significativament sobre el
creixement i el desenvolupament de I'epiteli glandular, de tal manera que és
necessaria la interaccid entre ambdos teixits perque es produeixi la morfogénesi

mamaria °.

La mama adulta normal consta de 15 a 25 ductes galactofors que drenen els ldbuls
mamaris, formats per nombrosos lobuls petits. Aquests |0buls petits estan formats per
un ducte terminal intralobular i multiples ductes rodejats per teixit connectiu
intralobular i perilobular. Els ductes glactofors neixen del mugrd i es ramifiquen en
conductes més prims que condueixen fins als 1dbuls petits . Durant 'embaras es
produeix |’'expansio plena del sistema lobuloalveolar necessari per a la secrecié de llet.
Al llarg de la gestacié 'epiteli glandular prolifera, es desenvolupa i es vascularitza,
apareixent els lobuls tipus 3 i posteriorment els tipus 4, amb capacitat secretora i que
representa 'estat maxim de diferenciacié de la glandula . El creixement inicial depén
d’estrogens i progesterona en preséncia de prolactina. Es requereix 'accié d’altres
hormones, com glucocorticoides, hormona de creixement (GH), tiroxina, insulina i
d’altres factors de creixement. Durant la gestacid, els estrogens i la progesterona
inhibeixen a nivell periferic 'accié de la prolactina, impedint la seva accié lactogénica.
Després del part, amb I'eliminacié de la placenta, els nivells d’estrogens i progesterona
disminueixen permetent 'accié lactogenica de la prolactina. Durant el periode de
lactancia, la succié del nadd provocara un reflex per a la secrecié de prolactina i
d’oxitocina. En finalitzar la lactancia, la glandula mamaria interromp la seva activitat
secretora i pateix una fase de regressié. Dins de I'epiteli alveolar es desenvolupa una
important activitat autofagica i lisosomal que elimina les restes cel-lulars. La majoria
dels lobuls tipus 4 retornen a lobuls tipus 2 i 3, essent aquesta l'estructura

predominant en les mames de les dones premenopausiques multipares .

Després de la menopausa, la caiguda de les hormones ovariques (estradiol i

progesterona) provoca la involucié progressiva dels teixits epitelial i connectiu i
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Introduccio

I'atrofia del component ductolobular. La majoria dels [obuls petits adquireixen la
morfologia dels lobuls tipus 1 presentant una activitat proliferativa més baixa en les
dones multipares que en les nul-lipares. Aquest fet, indica que la gestacio pot deixar
canvis permanents en les caracteristiques biologiques d’aquestes estructures °.

Lobul 1 (TDLU) Lobul 2,3

Naixement —» reP:'\bei::Tuia —> Menarquia *» Nul-lipara
P a Lobul 4 Lobul 4 Lobul 2,3 Lobul 1

»  Embards — Lactancia —» Deslletament —» Menopausa

Figura 1. Desenvolupament de la glandula mamaria humana esquematitzat.

1.2. Glandula mamaria de rata
A diferéncia dels humans, la rata posseeix sis parells de glandules mamaries: un parell

a la regid cervical, dos a la regid toracica, dos a I'abdominal i un a la inguinal 7.

El desenvolupament de la glandula mamaria s’inicia sobre 'onzé dia de gestacié com
a estructures allargades de l'ectoderm, que posteriorment es desenvoluparan,
exclusivament en femelles, com a ductes galactdfors primordials 8. En la rata Sprague-
Dawley, la glandula mamaria evoluciona des d’un ducte galactofor major principal que
neix del mugrd i es ramifica en ductes secundaris. Aquests ductes secundaris aniran
creixent i ramificant-se al llarg de la vida de I’'animal. Cap a la segona setmana de vida,
la glandula mostra ductes amb ramificacions que finalitzen amb bulbs terminals o
terminal end buds (TEBs), equivalents a les TDLU humanes, i considerats els centres de
creixement actiu. El nombre de TEBs maxim s’assoleix als 21 dies d’edat. A partir
d’aqui, coincidint amb el periode prepuberal i 'inici de I'activitat ovarica, els TEBs
inicien la diferenciacid i septacié a 3-5 bulbs alveolars (o alveolar buds, ABs). Aquesta
diferenciacié progressiva s’accentuara a cada cicle estral. Els ABs paral-lelament i
durant els cicles estrals, comencen el desenvolupament lobular amb I'aparicié de
|bbuls tipus 11 2, procés que continua durant la maduracio sexual °. Un nimero elevat

de TEBs pateix hipoplasia construint ductes terminals (TDs). Aixi, en augmentar I'edat
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de I'animal, disminueix el nimero de TEBs i augmenta el dels TDs, mentre que el
numero d’ABs i Iobuls 1 romandra estable o disminuira discretament cap als 180 dies
d’edat de I'animal’. De forma similar a la glandula humana, en femella no gestant el
desenvolupament depen d’hormones ovariques, estrogens (responsables
fonamentalment del creixement dels ductes) i progesterona (responsable
fonamentalment del desenvolupament lobul-alveolar), amb la participacié d’altres

hormones com la GH, insulina, prolactina i factors de creixement.

Figura 2. Estructures epitelials de la glandula mamaria. Imatge de Russo&Russo °.

Des del punt de vista histologic, la parenquima mamaria de la rata esta constituit per
uns conductes rectes que es ramifiquen, rodejats per teixit conjuntiu lax i fibroadipods.
Els ductes estan revestits per dues capes de cél-lules (una interna epitelial i una externa
mioepitelial) mentre que els TEBs estan constituits per 4 o 6 capes de cél-lules

cuboidals epitelials que presenten un elevat index de proliferacio ’.

La topografia de la glandula mamaria indica que existeixen diferents arees que
difereixen en la seva morfologia, caracteristiques cinétiques, resposta a estimuls
hormonals i potencial carcinogénic °. Aquestes arees son fruit de la divisié en tres parts
de la parénquima mamaria a través de I'eix longitudinal. La zona A és la més propera
al mugré i és on es troben els ductes galactofors principals i secundaris. La zona B
correspon a les ramificacions dels ductes anteriors i per ultim, la zona C és rica en

estructures ductals terminals que acaben amb TEBs i TDs. Durant la maduracié a ABs,
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disminueix marcadament el nimero de TEBs a les zones A i B, on predominen els Idbuls
petits i els ABs, respectivament, pero no en la zona C. Tot i que totes les glandules
mamaries estan constituides per les tres zones descrites, la quantitat i la mida de cada
una de les estructures morfologiques i I'area glandular difereixen segons la localitzacié
i anatomica. Les glandules toraciques tenen més TEBs i més grans que les abdominals
que mostren una diferenciacio més lenta 8. Aquesta diferéncia desapareix amb I'edat
de tal manera que ambdues glandules acaben presentant el mateix grau de

desenvolupament observat en la resta de localitzacions topografiques ’.

Lobul 1 AB TEB
pre _% ) 0
( s ay: J }o
\ \\ \\\ \\\ B
NS [°
B &

Figura 3. Topografia de la glandula mamaria de rata.

A la glandula mamaria de rata, igual que en la humana, els lobuls petits maduren a
partir d’estructures menys complexes, els lobuls tipus 1 (amb 5-15 ductes) a [obuls
tipus 2 (amb 40-60 ductes) i tipus 3 (amb més de 65 ductes) . El desenvolupament
glandular dependra de diferents factors, com per exemple, el nimero de cicles
transcorreguts, la dieta i les caracteristiques genétiques especifiques de I'animal, pero
la diferenciacido completa s’assoleix amb I'embaras i la lactancia. Durant la gestacié
diferents estimuls hormonals (estrogens, progesterona, prolactina, inhibina, a més de
hCG i hPL produides per I'embrid), contribueixen al desenvolupament de la glandula >.
Els lobuls durant la gestacid i la lactancia sén lobuls del tipus 3 i 4 i aquesta diferenciacio
es produeix de manera més accentuada a la zona A que a la B. Els animals que han
completat la gestacid, que dura tres setmanes, també mostren un desenvolupament

lobular extens a la zona Cé.

La lactancia, que també dura unes tres setmanes, retrasa la reiniciacié del cicle estral i

I'ovulacié. Un cop acabada la lactancia, i amb la caiguda dels nivells de prolactina, la
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glandula mamaria pateix una involucié per0o la seva arquitectura romandra
permanentment modificada i per tant, presentara un gran nombre d’ABs i I0buls petits.
S’ha descrit que als 40-42 dies post-deslletament les glandules de una rata multipara,
en comparacio amb les d’una nul-lipara, no tenen TEBs i ocasionalment TDs. El niUmero
d’ABs és similar mentre que el de |0buls petits és aproximadament 4 vegades superior

que el d’una rata verge adulta °.

2. Cancer de mama

El cancer de mama és una malaltia amb una elevada incidéncia, prevalenca i mortalitat
arreu del mon. Es la neoplasia maligna més freqiient entre dones i la responsable
d’aproximadament 2,3 milions de neoplasies diagnosticades. Representa 1 de cada 4
cancers i 1 de cada 6 morts per cancer, posicionant-se com el cancer amb més
incidéncia i la primera causa de mort per cancer entre les dones en la gran majoria de

paisos *°.

A nivell mundial I'any 2020, les taxes d’'incidéncia del cancer de mama més altes
corresponien a les poblacions d’Australia i Nova Zelanda, d’Europa Occidental (entre
els que destaca Belgica amb la incidéncia més alta del mon), d’America del Nord i
Europa del Nord mentre que les taxes més baixes eren les d’América Central, Africa
oriental i central i Asia central-sud °. Pel que fa la incidéncia del cancer de mama a
Espanya, és més baixa que altres paisos Europeus pero segueix sent el cancer amb més

incidéncia i mortalitat entre les dones (www.gco.iarc.fr). Durant el 2022 la incidencia

va ser prop d'uns 35.000 nous casos que representen el 28,9% dels cancers
diagnosticats en dones, i s’estima que la incidéncia augmenta un 0,9% per any . A
Catalunya la incidéncia d’aquesta malaltia ha augmentat en els Ultims anys i segueix

amb aquesta tendéncia .
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Figura 4. Taxes estimades d'incidencia estandarditzades per edats arreu del mdn (2020) de cancer de
mama en dones de totes les edats (www.gco.iarc.fr).

2.2 Etiologia del cancer de mama

Segons la classificacio de I'Organitzacid Mundial de la Salut, el cancer de mama es pot
dividir entre sarcomes i carcinomes. Els sarcomes s’inicien en el teixit connectiu, vasos
sanguinis i miofibroblasts, i els carcinomes en les cel-lules epitelials. Els carcinomes son
el tipus més freqlent, i es poden classificar en carcinoma in situ, quan les cel-lules
tumorals no surten dels ductes (in situ ductal) o en els lobuls (in situ lobular), o
carcinomes invasius, amb alta capacitat metastatical?>. Molecularment, s’han
identificat diferents marcadors que han permes classificar els carcinomes segons la
seva expressid. Els tumors Luminal A presenten el receptor d’estrogens (ER), el
receptor de progesterona (PR) i abséncia de I'HER2. Aquest subtipus presenta
I'activacié de gens amb caracteristiques de |'epiteli luminal dels ductes mamaris i baixa
expressié de gens relacionats amb la proliferacié. Clinicament son de baix grau de
malignitat, proliferen lentament i acostumen a tenir el millor pronodstic. Els tumors
Luminal B també sén ER positius pero poden ser PR negatius i/o HER2 positius. Es
relacionen amb I'expressié de gens de proliferacié i sén més diferenciats de I'epiteli
luminal que els esmentats anteriorment 3. Tan els Luminal A com els Luminal B es
consideren tumors homonodependents perque el creixement i la regulacié de les vies
cel-lulars depenen, en part, de 'accié de les hormones *. Els tumors HER2 sén positius
per aquest receptor i negatius per ER i PR. Sobreexpressen principalment gens
relacionats amb la proliferacié i per tant, sén tumors que proliferen més rapid que els
luminals. Acostumaven a tenir el pitjor pronostic perd s’han desenvolupat terapies
dirigides a HER2 que I"han millorat. Per Ultim, els tumors triple negatius presenten

abséncia dels receptors ER, PR i HER2, sdon els més agressius i presenten el pitjor
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pronostic . Aquests dos ultims subtipus sén tumors hormonoindependents perqué
les vies de regulacié no depenen de I'accié de les hormones, ja que, no presenten els
seus receptors *. La caracteritzacid molecular dels tumors és de gran importancia
clinica, vist que l'eficacia dels tractaments dependra de I'expressid dels receptors

esmentats °.

2.3 Factors implicats en |'etiologia del cancer de mama

El cancer de mama és un procés neoplasic que es produeix principalment a les cél-lules
epitelials dels ductes o en les dels [0buls i és una malaltia d’etiologia multifactorial 1°.
Es a dir, diversos factors que actuen de forma interdependent (simultaniament i/o
seqUencialment) regulen les diferents etapes de la carcinogénesi mamaria. La
naturalesa d’aquests factors és variada perd es poden agrupar en tres grups: factors

endocrins, factors genetics i epigeneétics, i factors ambientals o estil de vida.

2.1.1 Factors genetics i epigenetics

En condicions normals els processos cel-lulars de proliferacio, diferenciacié i mort
cel-lular es troben estrictament regulats per assegurar la formacio, el manteniment de
la funcié i la reparacié dels teixits i organs de 'organisme. Els principals responsables
de mantenir-ho son els protooncogens, gens supressors, gens del cicle cel-lular, gens
reparadors de I’ADN o gens reguladors de 'apoptosi. La carcinogénesi és un procés
complex que resulta, principalment, de I'acumulacié d’alteracions en l'estructura
d’aguests gens (canvis genetics) o modificacions que influeixen el seu comportament
(canvis epigenétics), que son la base dels mecanismes moleculars del cancer .
Aquestes alteracions inclouen I'activacié d’oncogens, son alteracions dominants, i la
inactivacié dels gens supressors, normalment es recessiva i requereix de I'anul-lacio

completa de la funcid o abséncia de la proteina funcional *’.

Les proteines codificades pels protooncogens participen en vies de transduccio de
senyals mitogéniques i poden ser factors de creixement (com PDGF), receptors de
membrana dels factors de creixement (EGFR o HER2), proteines citoplasmatiques
transductores de senyals (HRas) o factors de transcripcid (Myc, Fos, Jun) . Els
oncogens participen en les diferents etapes de la carcinogenesi, cooperant entre ells
per conduir a les cél-lules cap a la transformacié tumorigénica. D’altra banda, els gens

supressors codifiquen per proteines que controlen el cicle cel-lular inhibint la
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proliferacid, induint a les cél-lules a la mort programada i/o participant en la reparacié
de les lesions de I'’ADN. Sén gens freqlientment alterats en el cancer de mama i
codifiquen per proteines com PTEN, p53, Rb, diferents ciclines, proteines de les vies de

reparacié (BRCA1 i BRCA2) i diferents proteines apoptotiques .

Aquestes mutacions en protooncogens i/o supressors de tumors confereixen a les
cél-lules unes caracteristiques que I'any 2000 van ser anomenades Hallmarks del
cancer. En total s’han descrit vuit capacitats essencials; 1) autosuficiéncia en el
creixement; 2) insensibilitat a factors inhibidors del creixement; 3) evasié de I'apoptosi;
4) potencial de replicacié il-limitat; 5) evasié del sistema immune; 6) reprogramacio del
metabolisme tumoral; 7) angiogénesi sostinguda i 8) invasié de teixits i metastasi. A
part, s’"ha descrit dues capacitats potencials; el desbloqueig de la plasticitat fenotipica
i la senescéncia cel-lular. En revisions posteriors, s’ha atribuit dues capacitats
facilitadores de la supervivéncia cel-lular com la inestabilitat gendmica i la promocio
de lainflamacié tumoral. Actualment, es proponen dues capacitats facilitadores noves,

la reprogramacio epigenética i la variabilitat del microbioma %2°.,

La majoria dels cancer de mama sén d’origen esporadic pero el 5-10% presenten un
component hereditari, és a dir, s’hereta |'alteracid en un gen supressor per via
germinal que comporta la predisposicid a patir aquesta malaltia 2°. Els factors de
susceptibilitat al cancer de mama identificats fins ara es poden estratificar segons el
perfil de risc en tres nivells: gens d’alta, intermédia i baixa penetrancia associats a un
nivell d’elevat, intermedi o baix risc a desenvolupar la malaltia 2. Actualment, els gens
d’alta penetrancia descoberts son BRCA1, BRCA2 (de I'anglés Breast Cancer 1 or 2),
TP53 (de I'anglés tumor protein p53), PTEN i LKB1 (de I'anglés liver kinase B1) *. La
mutacié d’un dels gens en una cel-lula germinal s’hereta de manera autosomica
dominant adquirint un risc elevat a desenvolupar cancer en heretar I'al-lel mutat.
BRCA1 i BRCA2 sén gens supressors de tumors que controlen el cicle cel-lular. BRCA1
esta implicant en el control del cicle cel-lular i danys de I’ADN i I'absencia de la proteina
provoca que el cicle cel-lular no pari a G2 en situacions de dany a I’ADN i continui la
proliferacié sense mecanismes de reparacid. La mutacié d’aquest gen s’associa amb
un cancer de mama de la classe basal negatiu per els receptors ER, PR i Her2 i amb

mutacions a TP53 23. Les mutacions en BRCA2 s’associen a un elevat risc de cancer de
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mama en homes. Els tumors que presenten mutacions en aquests gens acostumen a
expressar ER, PR i Her2 i son de grau histologic menor que els causats per la mutacid
en el gen BRCA1 2324,

2.1.2 Factors endocrins

L’etiologia i progressié del cancer de mama té un important component hormonal,
amb un paper destacat de les hormones ovariques. Certs factors de risc del cancer de
mama esporadic es relacionen amb les hormones enddgenes produides pels ovaris, els
estrogens i la progesterona. Els estrogens a concentracions fisiologiques, aixi com
concentracions elevades de progesterona i d’altres hormones (prolactina, insulina i
d’altres) estimulen la proliferacié dels tumors mamaris. Factors que incrementen la
duracid i/o els nivells d’exposicié d’aquestes hormones que estimulen la proliferacié
cel-lular s’han associat amb un increment del risc de desenvolupar la malaltia. Entre
aquests factors reproductius es troben la menarquia precog, la menopausa tardana,
I'edat tardana del primer embaras o la nul-liparitat 2°. L'embaras té un efecte protector
si precedeix a la transformacié de la glandula mamaria, i un efecte estimulador si és
posterior %, L'efecte protector de 'embaras es relaciona amb la diferenciacié de la
glandula mamaria i una menor proliferacié de les cél-lules epitelials 4. D’altra banda,
en dones postmenopausiques i obeses I'aromatasa del teixit adipds converteix els
androgens suprarenals a estrogens i aguest fet, entre d’altres, podria explicar el major
risc d’aguestes dones a desenvolupar cancer de mama. Per tant, I'exposicio
perllongada als estrogens sembla ser un factor critic en el desenvolupament d’aquesta

malaltia %’.

Classicament s’ha considerat que els estrogens tenen un paper important en la
promocié del tumor perque estimulen la proliferacié del teixit epitelial mamari pero
alguns treballs també els han relacionat amb la iniciacid tumoral 2. El mecanisme
exacte pel qual s’inicia el cancer és encara desconegut. A nivell morfologic, es
produeixen un conjunt de lesions i modificacions genetiques que porten la glandula
mamaria a la neoplasia 3. A nivell cel-lular, el model de I'evolucié clonal, on s’acumulen
mutacions, canvis epigenetics i sobreviuen les cel-lules més adaptades, i el model de
les cel-lules mare cancerigenes, on una cél-lula mare inicia i sosté la progressio,

actuarien conjuntament. A nivell molecular, hi ha evidencies que el cancer de mama
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evoluciona seguint dos camins divergents, principalment relacionats amb I'expressié
del receptor d’estrogens (ER), el grau tumoral i la proliferacié . Els mecanismes
d’accié dels estrogens a les cel-lules es poden classificar en respostes genomiques i no
genomiques. Els estrogens interactuen amb els seus receptors intracel-lulars i
transloguen al nucli on regulen 'expressié genica de diferents gens de resposta rapida
com per exemple c-fos, c-jun i c-myc, gens implicats en la proliferacio i diferenciacié
cel-lular. Pel que fa a les respostes no genomiques dels estrogens, aquestes hormones
en unir-se als seus receptors poden activar l'activitat de proteines quinases
involucrades també en vies de proliferacio cel-lular 2. Estudis in vivo ha demostrat que
I'estradiol (E2), I'estrona (E1) i alguns dels seus metabolits sén carcinogenics.
L’exposicio continuada a E2/E1 s’associa amb el desenvolupament del cancer de mama
mitjancant dues vies d’actuacidé complementaries que intervenen en la iniciacio, la
promocio i la progressido de la malaltia. Una via implica I'activacié de les vies de
proliferacid mitjancant la unid dels estrogens als seus receptors mentre que l'altra,
implica la capacitat oxidativa dels metabolits dels estrogens i els danys causats a
I’ ADN3°.

El receptor d’estrogens és un dels biomarcadors més utilitzats per a la classificacié del
cancer de mama i com a factor pronodstic i predictiu. Estudis epidemiologics
suggereixen que un 80% dels cancers de mama sén positius per aquests marcador
(ER+) i sén tumors diferenciats, menys agressius i amb millor pronostic que els ER- 32,
S’han identificat dos classes de receptors d’estrogens; ER-a i ER-B que presenten una
elevada homologia pero diferents propietats d’unié a ’ADN i al lligand i uns patrons
d’expressid tissular lleugerament diferents. En el cancer de mama I'ER-a es relaciona
amb la proliferacio cel-lularila supervivéncia, ja que, és el principal mediador endogen
i d’accio rapida d’E2. En canvi, el paper d’ ER-B en la proliferaciéd mediada per E2 encara
no esta clar tot i que estudis recents apunten que podria actuar com un supressor
tumoral modulant els efectes d’ER- a. Alguns estudis en humans han destacat un
augment d’ER- a en la transicio de teixit normal a maligne mentre que els nivells d’ER-

B disminueixen durant la progressio de la malaltia 2233,

L"accio de la progesterona és mediada pel seu receptor PR, del qual s’"han descrit dues

isoformes codificades per un mateix gen a partir de promotors diferents; PR-A i PR-B.
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En condicions normals, PR-A i PR-B s’expressen a nivells semblants en el teixit epitelial
de la mama per0 s’ha observat un desequilibri en lesions premalignes o en el
desenvolupament del cancer. Aquest desequilibri incrementa a mesura que la lesié
augmenta la seva malignitat 3*. Estudis in vitro i in vivo han demostrat que la
sobreexpressio de PR-A indueix un fenotip carcinogénic que implica la disminucio de
I'adhesio cel-lular, increment de la migracio, hiperplasia dels ductes i estructures
desorganitzades en la membrana basal . En general, la sintesi de progesterona i
I'expressid de PR-B son de bon prondstic, mentre que la perdua de progesterona o una
elevada expressio de PR-A indiquen major agressivitat tumoral i una major probabilitat

de metastasi *°.

2.1.3 Factors ambientals

Les diferencies geografiques en incidencia i mortalitat del cancer de mama indiquen
que, a més dels factors genetics i endocrins, han d’existir altres factors de tipus
ambiental i d’estil de vida en I'etiologia d’aquesta malaltia 3°. La incidéncia del cancer
de mama és major en paisos desenvolupats en comparacié amb paisos en vies de
desenvolupament pero la mortalitat en aquests Ultims paisos és un 17% superior. Les
dones dels paisos desenvolupats tenen fills més tard, el temps de lactancia materna és
inferior i també s’adopten canvis en la dieta que juntament amb la reduccié de
I'exercici fisic afavoreixen I'augment de pes. D’altra banda, en aquests paisos hi ha
programes de deteccid i prevencio que afavoreixen el diagnostic en etapes inicials de
la malaltia, incrementant I'eficiencia de les terapies i la supervivéncia de les dones
diagnosticades 1°. En relacid als factors relacionats amb I'estil de vida, hi ha evidéncies
que l'alimentacid, I'activitat fisica o el pes corporal tenen un gran impacte en el

desenvolupament d’aquesta malaltia ¥’.

Pel que fa a I'exercici, 'activitat fisica ha demostrat tenir un efecte protector sobre el
risc de desenvolupar cancer de mama. Alguns dels factors associats a aquest efecte és
la disminucio dels nivells d’estradiol i insulina, aixi com la disminucié de la inflamacio
sistémica 3. Un dels factors també molt relacionat amb el risc de cancer de mama, que
en molts casos deriva de I'equilibri entre ingesta i despesa energética, és el pes

corporal. En aquest sentit, s’ha descrit que |'obesitat en dones postmenopausiques és

34



Introduccio

un factor de risc, en part, perquée el teixit adipds es comporta com un productor

periféric d’estrogens, i sintetitza diverses molécules proinflamatories *.

Pel que fa a la dieta, diversos estudis epidemioldgics i, sobretot experimentals, han
mostrat un efecte dels factors nutricionals en el desenvolupament d’aguesta malaltia.
Es coneix que els canvis en la seva composicio poden afectar al creixement i progressio
tumoral, alterant la disponibilitat dels nutrients i com les cél-lules tumorals els utilitzen
per mantenir el creixement i la supervivéncia “°. Diferents treballs han estudiat I'efecte
de les dietes en el cancer i els resultats son diversos. En general, les dietes baixes en
hidrats de carboni, amb restriccié calorica, dietes cetogéniques o amb la deprivacid
d’algun aminoacid (serina, glicina o metionina) han mostrat disminuir el creixement
tumoral en models experimentals in vivo i, en canvi, les dietes hiperlipidiques han
demostrat afavorir la proliferacio tumoral “7*3. Quan s’ha estudiat les diferents classes
de greixos per separat, les evidencies suggereixen que un alt consum de greixos
saturats o de poliinsaturats (PUFA) n-6 incrementen el risc de cancer de mama, mentre
gue pel consum de PUFA n-3 s’ha descrit un paper protector i pels MUFA un efecte
potencialment protector, sobretot quan la font principal és I'oli d’oliva verge extra
(OOVE) #¢. Diferents estudis epidemiolodgics han descrit una associacid negativa
entre el cancer de mama i la dieta mediterrania o el consum d’OOVE, sobretot per

4648 Tot i aix/, en una

dones postmenopausiques i en relacid al subtipus ER-
metaanalisis recent que inclou deu estudis observacionals no ha descrit cap relacio
significativa entre el consum d’OOVE i el risc de cancer de mama, ressaltant la
necessitat de nous estudis prospectius amb millor valoracié de I'OOVE. Cal tenir en
compte que en molts estudis epidemiologics no es fa distincié entre el consum d’oli
d’oliva i 'OOVE, fet que comporta una gran variabilitat en la qualitat i la composicié de
I'oli consumit %8, Per Ultim, els estudis que relacionen els components de 'OOVE amb
el risc de desenvolupar cancer de mama han descrit una relacid inversa entre el
consum de polifenols o acid oleic i el risc de patir la malaltia *¢*°. En resum, les dades
epidemiologiques descriuen que l'evidéncia més forta de I'associacié de la dieta
mediterrania, I'OQVE i els seus components i el cancer de mama s’ha observat en els

paisos mediterranis on se segueix aquesta dieta i es consumeix més OOVE.
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A causa de la gran dificultat per obtenir dades imparcials a partir de variables
controlades en humans, la carcinogenesi experimental esdevé una eina indispensable
per discernir els mecanismes entre els factors dietétics i la salut. Els estudis classics
han descrit que les dietes hiperlipidiques exerceixen un clar paper promotor en la
carcinogénesi mamaria, pero0 per a la mateixa quantitat de greix, és de gran
importancia el tipus especific de lipids consumits *°. En general, els PUFA n-6 i els acids
grassos saturats d’origen animal promouen el cancer de mama, mentre que els PUFA
n-3 inhibeixen el creixement del tumor i la metastasis >'. En relacid als MUFA, les
evidéncies son encara inconclusives, apuntant a un efecte protector o lleument

2 En general, els estudis s’han realitzat en tumors experimentals de

protector
rosegadors induits quimicament per 7,12-dimetilbenz(a)antracé (DMBA) o N-
nitrosomemetilurea (NMU) i han descrit un paper especialment promotor per a les
dietes riques en greixos PUFA n-6 >34 En aquest sentit, resultats previs del grup en
tumors mamaris induits amb DMBA han mostrat que una dieta rica en PUFA n-6, en
comparacié amb una dieta baixa en greixos, té un efecte clarament promotor que es
manifesta en un alt grau de malignitat clinica i morfologica dels tumors, mentre que

una dieta rica en OOVE té un efecte feble, similar al de la dieta control *°.

Respecte el potencial paper protector de I'OOVE, no només s’ha estudiat I'efecte que
exerceixen els lipids que el componen sind que també s'ha descrit I'efecte dels seu
components minoritaris. L'oli d'oliva s'obté del fruit de l'olivera (Olea europaea L.) i
esta format per lipids i un nombre important de compostos minoritaris, alguns d'ells
altament bioactius. La fraccié principal o fraccié saponificable representa més del 98%
del pes total de l'oli i esta composta principalment per MUFA % La fraccié
insaponificable té més de 230 components de diferents classes quimiques com
triterpens, esterols, hidrocarburs, escualé, n-alcans i n-alquens, carotenoides, fenols
lipofils, fenols hidrofils, etc °. Molts d'aquests components s'han relacionat amb la
prevencié del cancer pels seus efectes antitumorals, especialment hidroxitirosol (HT),
secoiridoides, flavonoides, lignans i triterpens 3. L'hidroxitirosol i el tirosol sén els
principals alcohols fenolics que es troben a I'OOVE i sén producte de I'hidrolisi dels
secoiridoides. Estudis in vitro en diferents linies cel-lulars de cancer de mama han
descrit propietats antiproliferatives i proapoptotiques de I'hidroxitirosol, aixi com la

capacitat d'aturar el cicle cel-lular i inhibir la migracié cel-lular i invasié >%°°. Estudis
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experimentals en rates Sprague-Dawley han demostrat la capacitat d’inhibir el
creixement i la proliferacié cel-lular mitjancant l'alteracio de I'expressid de gens
involucrats en aquestes vies ®°. Els secoiridoides sén un grup de compostos que es
troben a les espécies de plantes oleacies i que comprenen la majoria de polifenols
bioactius de I'olid'oliva. L'oleuropeina (OLE) i el seu precursor biosintetic, el ligstroside,
son els principals secoiridoides de I'OOVE. Estudis in vitro han descrit un efecte
inhibidor de la viabilitat cel-lular, el cicle cel-lular, la proliferacio i la migracio, aixi com
un efecte promotor de I'apoptosi %6152 Resultats similars s’han descrit per
I’oleocantal, un derivat de I'OLE *3. Pel que fa al grup dels flavonoides, la luteolina (LUT)
també ha demostrat tenir propietats antiproliferatives, proapoptotiques i inhibidores

de la migracio i la invasio cel-lular tan en estudis in vitro com en estudis in vivo %.
Composicié de I'oli d’oliva

Fraccid saponificable (>98%)
Triacilglicerids i derivats
16:0 Acid palmitic
16:1n-7 Acid palmitoleic
18:0 Acid estearic
18:1n-9 Acid oleic
18:2n-6 Acid linoleic
18:3n-3 Acid linolénic
Fraccid insaponificable (<2%)
Esters no glicérids i ceres
Alcohols alifatics
Compostos volatils: aldehids, cetones, alcohols, acids, esters, etc.
Triterpens: eritrodiol, uvaol, acid oleanolic i acid maslinic
Esterols: B-sitoesterol, campesterol, estigmaesterol i avenasterol
Hidrocarburs
Esquale
N-alcans i n-alquens
Carotenoids: B-carotens i licopens
Pigments: clorofil-les i feofitines
Fenols lipofilics: tocoferols i tocotrienols
Fenols hidrofilics
Acids fendlics: acids gal-lic, vainilic, cinamic, cafeic, cumanic i elendlic
Alcohols fenolics: hidroxitirosol, tirosol i les formes glicosidiques
Secoiridoides: oleuropeina i derivats del ligstrosid (oleocanthal i oleaceina)
Flavonoides: luteolina i apigenina

Taula 1. Composicio de I'oli d’oliva verge extra (OOVE).
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2.1 Patogenesi del cancer de mama

La carcinogénesi es considera un procés evolutiu en multiples etapes que reflexa
I'acumulacio de diferents alteracions cel-lulars que condueixen a la transformacié
neoplasica progressiva. Tot i ser una simplificacié del procés, els conceptes (provinents
de la carcinogenesi en models animals) de iniciacid, promocié i progressio son de gran

utilitat per entendre la historia natural del cancer.

El punt de inici de la transformacié neoplasica correspon a la fase de iniciacio, en la
que s’acumulen mutacions (espontanies o heretades) amb la participacié d’agents
endogens i exogens ®. A la promocié tumoral, les cél-lules inicialment transformades
poden augmentar el dany genetic i proliferar en resposta a estimuls o promotors
(hormones, nutrients, drogues, etc.) que faciliten el creixement i expansio, aixi com
I'aparicid de més mutacions. Finalment, a la progressid, I'augment de la proliferacio
facilita I'apariciéo de més mutacions i inestabilitat genomica, i s"adquireix la capacitat

de infiltrar teixits i metastatitzar ©.

Els Iobuls tipus 1 o TDLU és I'estructura on s’inicia el carcinoma ductal de mama. A part
de les evidéncies en humans, els estudis in vivo han demostrat que la transformacié
neoplasica es produeix a les cel-lules epitelials de teixits mamaris rics en lobuls tipus 1
i 2. En canvi, els [obuls tipus 3, i més rarament els tipus 4, presenten lesions benignes

(fibroadenomes, hiperplasia, adenomes, etc) .

A nivell molecular, es coneixen diferents vies patogéniques per les quals el carcinoma

esdevé invasor ©.

Els carcinomes de baix grau i menor malignitat morfologica
expressen receptors hormonals, poques alteracions cromosomiques i abséncia
d’expressié de citoqueratines basals (CK5/6) o de sobreexpressid d’HER2, fet que
suggereix que formen part de la via de progressié d’aquests cancers %. Per altra banda,
els carcinomes d’alt grau es caracteritzen per mostrar genotips molt complexes, amb
guanys i perdues de material genetic i amplificacions de gens. Pel que fa a la cél-lula
d’origen, la majoria dels carcinomes deriven de les cel-lules luminals diferenciades i de

les cel-lules progenitores stem cells .
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3. Cancer de mama experimental

Els experiments in vivo sén essencials per I'estudi de la patologia mamaria. Els estudis
in vivo d’aquest treball s’han realitzat amb un model experimental que utilitza rates
Sprague Dawley a les que se’ls hi aplica un carcinogen quimic, 1'7,12-
dimetibenz(a)antrace (DMBA), capag de provocar |'aparicié de tumors mamaris de
caracteristiques molt semblants a les dels tumors humans ¢. La induccié tumoral es
realitza mitjangant I'administracié del carcinogen DMBA per instil-lacié bucogastrica.
L"Us de DMBA com a carcinogen respecte altres carcindogens quimics presenta algunes
avantatges, ja que, produeix efectes extratumorals moderats (sempre que la dosi no
sigui superior a 20mg DMBA/animal), la mortalitat postinduccid és practicament nul-la
i té un alt rendiment en la promocid especifica de tumors mamaris amb

caracteristiques semblants a les dels tumors humans .

El DMBA és un compost lipofil que requereix d’activacié metabolica per actuar com a
carcinogen ®. Els hidrocarburs aromatics com el DMBA s’activen principalment pels
enzims citocrom P450 de la familia classe 1 (CYP1). Els metabolits carcinogénics que
resulten de [l'oxidacié del DMBA poden interactuar amb macromolecules,

70 S’han descrit diferents vies de

particularment acids nucleics i proteines
metabolitzacié del DMBA que donen com a resultat metabolits que poden unir-se a
I’ADN formant adductes, complexes que poden estabilitzar-se i romandre a I’ADN si no
sén reparats per als mecanismes de reparacié per escissié de nucleotids (NER). D’altra
banda, aquests adductes poden alliberar-se de I’ADN produint el trencament entre una
base purinica i la desoxiribosa 7. Si aquests adductes no son eliminats ni es repara
I’ADN, es converteixen en lesions premutageniques que precedeixen la iniciacio
tumoral %8, Per Ultim, els mateixos metabolits generats de I'oxidacié del DMBA poden
generar danys oxidatius a les molecules cel-lulars i activar vies de senyalitzacié

cel-lular®’.

Els factors critics del model experimental de cancer de mama induit amb DMBA son:
1) 'especie animal receptora, 2) la dosi de carcinogen i 3) el moment de I'administracio
per instil-lacié gastrica. Respecte a I'especie seleccionada, la rata és I'animal que millor
s’ajusta a les necessitats del model perqué: compleix les condicions minimes de

similitud perqueé els resultats obtinguts siguin Utils per abordar el problema en humans,
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facilita I'assaig perque és practicable i facil de manipular, els tumors desenvolupats sén
homonodependents, sén de la mateixa classe anatomopatoldgica que els tumors
humans, presenta una incidencia de tumors molt baixa fins als vuit mesos, els tumors
espontanis més freqlents sén fibroadenomes benignes i per Ultim, el temps de

5 En relacid a la dosi del

latencia de la induccid tumoral és breu (20-40 dies)
carcinogen, s’ha descrit una relacié estequiometrica entre la dosi i els parametres de
la induccié (incidencia, mitjana tumoral, etc) i entre la dosi i els efectes toxcids del
DMBA. Una dosi de 20 mg DMBA/animal és optima per |'assaig d’agents inhibidors, i
una dosi de 2,5 a 5 mg DMBA/animal per I'estudi d’agents promotors. Més de 20 mg
DMBA/animal no milloren I'eficacia del métode i, en canvi, augmenten la mortalitat
postinduccio i els efectes extratumorals del carcinogen. L'administracio oral del
carcinogen mitjancant instil-lacid gastrica és la més efectiva i comoda . El moment de
la induccié del tumor és clau. La susceptibilitat de la glandula mamaria de la rata als
carcinogens quimics depén de I'estat en el que es trobi I'animal. En general, la induccio
amb DMBA es realitza entre els dies 50-55 d’edat, poc després de I'edat mitjana de la
pubertat. Aquesta edat coincideix amb I'época de major sintesi de ’ADN a la glandula
mamaria "2, Es important tenir en compte I'historial reproductiu dels animals perqué
la taxa de proliferaci¢ és diferent en una glandula d’una rata nul-lipara o multipara. Les
rates nul-lipares tenen una glandula mamaria amb un alt contingut de TEBs amb una
elevada capacitat proliferativa, major captacid de metabolits reactius del DMBA i
formacio d’epoxids. A més, tenen una capacitat menor d’eliminar adductes, ja que, la
fase G1 del cicle és menor. En canvi, en estructures més diferenciades, com les
estructures lobulars que predominen en la glandula mamaria dels animals gestants, es
caracteritzen per tenir una baixa activitat sintética de I’ADN, baix index mitotic, baixa
captacio de carcinogen i major capacitat per reparar els danys a ’ADN 73. El DMBA
indueix en aquests animals la formacié d’estructures transformades que en lloc de
diferenciar-se a AB o involucionar a TD, creixen en proliferar les cél-lules epitelials
luminals, formant les proliferacions intraductals (PIDL). Algunes d’aquestes formacions
progressaran formant microtumors (carcinomes intraductals) i posteriorment, a
carcinomes invasius. Alguns TEBs presents a la glandula mamaria en el moment de la
induccié es diferencien a AB perd el seu nUmero sempre és menor que en animals no

induits ¢’. Els TEBs que ja s’havien convertit en estructures més diferenciades (ABs i
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estructures lobulars primerenques) abans de I'administracid del carcinogen, no
desenvolupen simptomes. El fet que els carcinomes mamaris experimentals sorgeixen
d’estructures no diferenciades (TEB i TD) i que les lesions benignes evolucionen
d’estructures més diferenciades, indicaria que el carcinogen necessita una diana
estructural adequada i que la classe de lesio induida és dependent de I'area de la
glandula mamaria afectada. Aquest fet explica la major incidencia de tumors localitzats
en les glandules de la regid toracica, que sén las que contenen major quantitat de

TEBs®.

4. Lipids de la dieta i cancer de mama: mecanismes

Com s’ha comentat, s’ha descrit una possible relacié entre els lipids de la dieta i la seva
influéncia en el desenvolupament del cancer, que depén de la quantitat i del tipus de
lipid consumit, perd encara no es coneixen del tot els mecanismes i probablement, in

vivo actuin de manera simultania i integral.

D’una banda, el lipids poden modificar a nivell sistemic diferents parametres que
incideixen en el desenvolupament tumoral (nivells d’hormones, activitat del sistema
immunitari, estrés oxidatiu). D’altra banda, poden induir modificacions moleculars en
els tumors a diferents nivells: membrana plasmatica, senyalitzacié intracel-lular o

expressio génica 7.

4.1 Estat hormonal, creixement i maduracié sexual

Nombroses evidencies epidemiologiques suggereixen que diversos aspectes
relacionats amb el creixement i la maduracié sexual sén un factor de risc del cancer de
mama. La nul-liparitat o un primer embaras en edat avancada sén factors de risc, i
s’han relacionat amb I'estat de maxima diferenciacio de la glandula mamaria, que en
aquests casos o bé no s’assoliria o ho faria molt tard . També son factors de risc
I’'avancament de la pubertat i la menopausa tardana, ja que, augmenten el nombre de
cicles reproductors, i en el primer cas a més la glandula estaria exposada a la
proliferacid primerenca per exposicid a estrogens . La pubertat esta influida per
factors hormonals, nutricionals i energetics. El desenvolupament puberal es produeix
com a conseqiéncia de 'activacié i maduracié de I'eix hormonal hipotalem-hipofiso-

gonadal.
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La naturalesa ciclica de les hormones i els seus nivells labils dificulten establir una
relacido amb el desenvolupament del cancer de mama i els lipids de la dieta, per la qual
cosa les dades sobre els nivells hormonals per efecte dels greixos no sén concloents i
s'han fet pocs estudis amb I'oli d'oliva. En rates embarassades, una dieta amb OOVE
del 7% va reduir els nivells d'estradiol en comparacié amb una dieta amb oli de blat de
moro i amb dietes hiperlipidiques >*. Tanmateix, en resultats previs del grup es va
observar que I'administracio d'una dieta d'EVOO al 20% a partir del deslletament no va
induir canvis en les hormones (LH, FSH, estradiol, progesterona, prolactina, insulina i
corticosterona) ni en els receptors hormonals de la glandula mamaria ni en els tumors
perod si que va augmentar el receptor de progesterona a les glandules mamaries a les

edats properes a la pubertat 7°.

Altrament, s’ha descrit que una dieta rica en greixos pot produir I'avancament de la
pubertat, fet que incrementa el temps d’exposicio a estrogens i es relaciona amb un

factor de major risc de cancer de mama ”’.

La relacio entre 'obesitat i el risc de desenvolupar cancer de mama depén, entre
d’altres factors, de I'estat hormonal. S’ha descrit que I'obesitat augmenta el risc de
desenvolupar la neoplasia en dones postmenopausiques pero, en canvi, sembla tenir
un paper protector en dones premenopausiques ’®. En dones postmenopausiques
obeses el teixit adipds es converteix en una font de sintesi d’estrogens en un moment
vital on fisioldgicament els nivells es troben disminuits 2. A més, I'obesitat genera un
estat general d’inflamacié que també s’associa a la sintesi de citoquines que poden
participar en el desenvolupament i a la progressié de la malaltia ”°. Pel que fa a la
tendencia observada en dones premenopausiques, encara no es coneixen els
mecanismes pels quals s’estableix aquesta relacié. Alguns estudis hipotetitzen que el
paper protector de l'obesitat en aquest grup de dones podria ser pels nivells
d’estrogens, juntament amb els d’adiponectina, ja que, presenten nivells elevats
d’adiponectina i baixos de leptina. Pel contrari, dones malaltes de la mateixa condicié

presenten nivells elevats de leptina i baixos d’adiponectina 78

La leptina és produida principalment al teixit adipds i, en menor mesura, a la glandula
mamaria, ovaris, estdmac i placenta. Els seus nivells correlacionen de forma directa

amb el pes i el greix corporal i també es troba involucrada en la regulacié del eix
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reproductiu ®. S’ha descrit la preséncia de receptors per a aquesta hormona en tumors
de cancer de mama, entre d’altres, i se li ha atribuit una funcié estimuladora de la

proliferacio &

. En canvi, I'adiponectina es correlaciona negativament amb el pes
corporal i s"associa positivament amb un menor risc de cancer de mama. Per altra
banda, s’ha observat que nivells baixos d’aquesta hormona s’associen a tumors més
malignes. Es creu que el seu mecanisme d’accid podria ser a través de mecanismes
indirectes que inhibeixen la proliferacié i activen I"apoptosi . Estudis epidemiologics i
experimentals han descrit que una dieta rica en greixos PUFA n-3 augmenten els nivells
d’adiponectina en individus sans i en canvi, una dieta rica en greixos saturats els

disminueix &.

4.2 Sistema immunitari

Durant el desenvolupament tumoral es produeixen canvis en el sistema
immunitari®*®, |"activacio dels mecanismes inflamatoris desencadena I'estimulacié de
factors de transcripcio a les cel-lules tumorals, com per exemple STAT3 (transductor
de senyal i activador de la transcripcid 3) o NFkB, que al seu temps coordinen la
produccido de mediadors inflamatoris. Tot aix0 genera un microambient tumoral
inflamatori que facilita el reclutament i I'activacié de macrofags, mastocits, eosinofils i

neutrofils .

Els lipids de la dieta també tenen efectes en la resposta immune i la produccié de
citoquines inflamatories. En general, els PUFA n-6 son substrats per a la sintesi de
metabolits proinflamatoris i en canvi, els PUFA n-3 ho sén per metabolits amb efectes
antiinflamatoris 7* . En aquest sentit, s’ha demostrat que la prostaglandina PGE2,

sintetitzada a partir de I'acid araquidonic (AA), suprimeix la resposta immunitaria .

Alguns estudis que relacionen el consum d’OOVE amb el sistema immunitari indiquen
que I'O0OVE podria modificar la produccid de citoquines inflamatories i ser un mediador
de la resposta immune. De fet, hi ha estudis que relacionen la dieta mediterrania amb
una incidéncia menor de certes patologies relacionades amb la inflamacié cronica i el
sistema immunitari i alguns d’aquests efectes s’atribueixen a la font principal de
greixos d’aquesta dieta, I'OOVE 8. En aquest sentit s’ha demostrat que I'acid oleic té
efectes antiinflamatoris. En estudis amb rates s’ha observat que la ingesta materna de

una dieta amb un 15% d’OOVE té un efecte inhibidor del cancer de colon en la
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descendéncia, augmentant el nimero total de cél-lules limfatiques i limfocits CD8(+)
en els tumors #. A més, s’ha observat que alguns polifenols de I'OOVE poden inhibir la

produccié d’eicosanoids i citoquines inflamatories tan in vitro com in vivo 299,

4.3 Modificacions de la membrana cel-lular

La membrana plasmatica és una bicapa lipidica formada per fosfolipids, colesterol i
proteines que contenen uns microdominis anomenats balses lipidiques o, en anglés,
lipid rafts. La composicié lipidica i el contingut de colesterol de les membranes esta
regulat per les cél-lules i poden variar en funcié dels lipids de la dieta 2. Els nivells
d’acids grassos saturats i monoinsaturats es mantenen relativament constants dins
d’un ampli rang de variacié de la dieta. En canvi, la composicié de la membrana és més

sensible als nivells de PUFA n-6, als PUFA n-3 i a la proporcié entre ells 8.

Pel que fa a la composicié de la membrana lipidica en les cel-lules tumorals, Rysman et
al. van analitzar els extractes cel-lulars mitjancant espectrometria de masses i van
observar les diferéncies entre les membranes cel-lulars provinent de teixits tumorals i
de teixits sans. En els teixits tumorals, els lipids que formen les membranes provenen
en gran part de la sintesi de novo i per tant, predominen els acids grassos saturats (SFA)
i els MUFA. Aguest canvi en la composicié protegeix a les membranes cel-lulars de la
peroxidacié lipidica, ja que, els SFA sén menys propensos a la peroxidacié en
comparacié amb els PUFA %. A més, els SFA redueixen la fluidesa de la membrana i
aixo pot alterar les vies de senyalitzacid cel-lular 9. Per tant, els canvis en la composicié
lipidica de les membranes cel-lulars poden modificar el comportament cel-lular
canviant la fluidesa de la membrana, afectant les vies de transduccié de senyal i

modificant el grau de peroxidacio lipidica de les membranes *°.

Estudis més classics ja havien descrit la capacitat d’alterar la composicié lipidica de les
membranes cel-lulars dels tumors per part de la dieta °*°’. Recentment, un treball en
tumors experimentals, ha descrit que els canvis en la composicié lipidica dels
fosfolipids de membrana depenen directament de la dieta subministrada i es
relacionen amb alguns parametres de malignitat. Concretament, els tumors dels
animals alimentats amb una dieta que contenia un 10% d’oli d’oliva, presentaven els
nivells més elevats d’acid oleic i més disminuits d’acid linoleic en les membranes

cel-lulars. A més, es van observar temps de laténcia majors i volum tumoral menors en
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comparacié amb els animals alimentats amb una dieta que contenia un 10% de PUFA

n-6 >2.

Les modificacions de la composicié lipidica de la membrana cel-lular també afecten
I'organitzacié dels lipid rafts %. Aquestes balses lipidiques sén dominis petits (10-
200nm) i representen el 10-15% de I'area de la membrana plasmatica. Es caracteritzen
per tenir una composicio rica en colesterol, esfingolipids i acids grassos saturats. Es
coneixen dues varietats de microdominis en la superficie cel-lular; les caveoles i els
dominis G. Les primeres, participen en la senyalitzacié cel-lular, I'endocitosi o el trafic
de colesterol *°. Els dominis G, en canvi, es caracteritzen per tenir la capacitat de
reclutar o excloure proteines involucrades en les vies de senyalitzacio, regulant aixi
aquestes vies . S’ha descrit que els PUFA poden alterar el funcionament cel-lular
modificant el contingut de colesterol, I'activitat dels receptors o les vies de
senyalitzacié *. A més, s’ha observat que dietes riques en PUFA n-6 incrementen la
proliferacié tumoral. En canvi, pel que fa als PUFA n-3, s’ha descrit un efecte protector,
associat amb diferents mecanismes com que competeixen per a la incorporacié dels
acids grassos a la membrana, participen en la transduccid de senyals promovent
apoptosis i diferenciacié cel-lular, competeixen per I'enzim limitant en la via de sintesi
dels eicosanoides, alteren 'estat oxidatiu de la cél-lula promovent la peroxidacio

lipidica i alterant la formacio de les balses lipidiques **.

La susceptibilitat a la peroxidacié lipidica es determina segons el grau d’insaturacions
dels acids grassos que formen els fosfolipids de la membrana. Un grau d’insaturacié alt
es relaciona amb un augment de l'estrés oxidatiu i modifica les vies de senyalitzacio
fisiologiques facilitant la transformacié maligna 7. En un estudi in vivo amb rates
alimentades amb diferents olis d’origen vegetal rics en PUFAs es va observar una
relacié directa entre el contingut de PUFAs i els nivells de peroxidacié de les
membranes cel-lulars. A més, també es va veure que l'increment en la peroxidacio
lipidica anava acompanyat d’una disminucié de I'activitat dels enzims antioxidants. Els
metabolits resultants de la peroxidacid poden inactivar enzims i receptors de

membrana i canviar-ne les propietats 2.
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4.4 Efectes en la transduccié de senyals

Els canvis en la composicid de la membrana poden alterar la transduccié de senyals.
Les diferents fosfolipases cel-lulars poden generar molécules bioactives que actuen
com a segons missatgers o com a moduladors de vies de senyalitzacio. Alguns
d’aquests metabolits generats son l'inositol-trifosfat (IPs), diacilglicerol (DAG) i acids
grassos lliures (free fatty acids, FFA) que participen en l'activacid de vies de
senyalitzacié com la via de les MAPK %°. Per tant, els canvis en la composicié de la
membrana cel-lular per part dels lipids de la dieta poden modificar els missatgers
secundaris i les vies de senyalitzacié cel-lulars. Un exemple son els eicosanoides
sintetitzats a partir dels acids grassos lliures alliberats dels fosfolipids de la membrana.
Es poden diferenciar dues families d’eicosanoides amb diferents efectes; els derivats
de I'acid linoleic (n-6) via I'acid araquidonic (AA), i els derivats de I'acid linolenic (n-3)
via I'acid eicosapentanoid (EPA) *°. Les dietes riques en PUFA n-3 promouran la sintesi
d’eicosanoides derivats de I'acid linolénic i als que se’ls hi atribueix una resposta
antiinflamatoria. En canvi, les dietes riques en PUFA n-6 promouran la sintesi dels
derivats de I’AA com per exemple, la PGE2 que promou la proliferacié cel-lular i inhibeix

I"apoptosi, entre d’altres ¥.

En aquest sentit, I'efecte promotor de les dietes
hiperlipidiques en el cancer s’ha relacionat amb una producci6 major de
prostaglandines. En relacié amb els PUFA n-3 i I'acid oleic (MUFA), s’ha postulat que el
seu efecte protector es deu a la competicid amb els PUFA n-6 pels enzims de sintesi de
prostaglandines %2, A més, en el cas de 'OOVE, s’ha observat que els components
minoritaris com I’hidroxitirosol o I'cleuropeina poden inhibir la inflamacid produida per

la PGE2 .

Com s’ha comentat anteriorment, els canvis en la composicié de la membrana també
inclouen canvis en els lipid rafts i la fluidesa de la membrana, i també poden alterar les
vies de transduccié. En aquest sentit, s’ha descrit que els PUFA n-3 generen
membranes més gruixudes i amb un ambient més insaturat que quan son rigues en
PUFA n-6 i aixo dificulta la interaccié d’algunes proteines %, Per exemple, I'afinitat de
la proteina K-Ras, una GTPasa implicada en processos carcinogénics, es veu afectada
per la composicié dels fosfolipids de la membrana cel-lular. Les diferencies en I'afinitat
entre la proteina i la membrana afecta |'orientacié del centre catalitic de I'enzim i, per

tant, les interaccions amb les proteines reguladores i efectores es veuen també
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alterades. En resum, la forma en quée un enzim interacciona amb la membrana cel-lular

pot alterar la seva funcié en la senyalitzacié intracel-lular 9.

4.5 Efectes en I'expressio genica

Els canvis en el perfil d’expressid génica modulen diferents processos moleculars i els
factors dietetics poden influir-hi per un efecte directe o a consequéencia de la interaccio
d’altres mecanismes, com per exemple canvis en la membrana cel-lular, I'activacio de
certes vies de senyalitzacié o canvis en 'epigenética 1. Els acids grassos o els seus
metabolits controlen I'activitat d’alguns factors de transcripcid mitjancant la unidé i
activacié de diversos receptors nuclears, entre ells els receptors activats per
proliferadors de peroxisomes (PPAR), el receptor X hepatic (LXR) i les families de
receptors de I'acid retinoic (RxR i RAR) . A més, poden actuar de forma directa
alterant l'activitat o l'abundancia nuclear dels factors de transcripcid sense la
necessitat d’unir-s’hi, com per exemple, NF-kB (“Nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells”), SREBP (“sterol-regulatory element-binding protein”),
c/EBPb (CCAAT/“enhancer-binding protein B”) i HIF-1a (“hypoxia-inducible factor-
1a”)%91%, S’ha descrit que una dieta rica en greixos modula I'expressié del metabolisme
lipidic en diferents teixits per mantenir |"homeostasi. Per exemple, estudis
experimentals han demostrat que una dieta suplementada amb MUFA modula
I"expressio i 'activitat de PPARa i SREBP1 en fetge i teixit adipds 1%. Aquests factors de
transcripcid regulen l'expressié de diferents gens involucrats en el metabolisme;
PPARa controla I'expressié de gens involucrats en la B-oxidacié com la carnitina-
palmitoil transferasa (cptl i 2), la carnitina acilcarnitina translocasa (CACT) o el
transportador d’acids grassos CD36. La sobreexpressié d’aquest transportador es
relaciona amb un mal pronostic de la malaltia, possiblement per la predisposicio
d’aquests tumors que I'expressen en acumular i metabolitzar els lipids necessaris per
als processos de metastasi. SREBP1 modula I'expressié de gens involucrats en la sintesi
d’acids grassos i colesterol com per exemple, FASN. La sobreexpressié d’aquest enzim
també s’associa amb mal pronostic del cancer de mama 1%7. Estudis en rosegadors han
demostrat que una dieta hiperlipidica provoca canvis en la programacié genética
durant el desenvolupament de la glandula mamaria augmentant la susceptibilitat a
desenvolupar cancer de mama. Concretament, en un estudi es va descriure que la

dieta hiperlipidica rica en PUFA durant el desenvolupament de la glandula mamaria va
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provocar un augment de les caracteristiques basals i una perdua de I'expressié genica
de caracteristiques luminals, fet que suggereix una reprogramacié genetica que
afavoreix el desenvolupament de cancer de mama del tipus basal '%. Pel que fa a
I'efecte de 'OOVE i 'expressio genica en cancer de mama, estudis previs del grup van
descriure que una dieta amb un 20% d’OOVE induia canvis a la glandula mamaria i als
tumors. En el cas de la glandula mamaria, es va observar que una dieta rica en oli de
blat de moro disminuia I'expressio de gens relacionats amb el sistema immunitari i
I"apoptosi, mentre que la dieta alta en OOVE modificava principalment gens relacionats
amb el metabolisme. En els tumors induits per DMBA, I'efecte de les dietes va ser
similar als descrits a la glandula mamaria 1%, Un altre estudi on va estudiar I'exposicié
prenatal a diferents dietes riques en greixos, també va demostrar canvis en la
susceptibilitat de desenvolupar la neoplasia aixi com canvis en el perfil transcriptomic

de la glandula mamaria *.

L'epigenética és el conjunt de modificacions dinamiques i heretables del genoma que
es produeixen independentment de la seqténcia d'ADN. Les modificacions dels
patrons epigeneétics, inclosa la hipometilacié global de I'ADN, la hipermetilacié del
promotor de gens supressor de tumors i les modificacions d'histones, s'han considerat
com a caracteristiques distintives del cancer %11, Estudis previs del grup van revelar
diferents mecanismes d'accié de les dietes hiperlipidiques (rica en oli de blat de moro
vs. rica en OOVE) sobre els patrons epigeneétics, que es podrien relacionar amb |'efecte
promotor del tumor descrit per I'oli de blat de moro i un efecte lleugerament protector
per part de I'OOVE. En aquest cas, la dieta rica en OOVE va disminuir els nivells
d'hipometilacié global de I'ADN i va canviar els patrons de modificacié de les

histones''?.

4.6 Efectes en I'estres oxidatiu

L'estres oxidatiu és un fenomen causat per un desequilibri entre la produccid i
acumulacié d'especies reactives a 'oxigen (ROS) a les cél-lules i teixits i la capacitat que
tenen per desintoxicar aquests productes reactius. Les ROS exerceixen diferents
funcions segons la concentracio a la qual es troben. Nivells moderats poden promoure
la tumorigénesi, el desenvolupament i la metastasi del cancer activant o regulant

diferents vies de senyalitzacié involucrades en la supervivéncia, proliferacid i
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metastasi'>!**. En canvi, nivells elevats s’han relacionat amb efectes supressors de
tumors per la inhibicié de la proliferacid cel-lular i la induccié de I'apoptosi **°. En
aquest sentit, molts dels tractaments del cancer com la radioterapia i alguns agents
guimioterapeutics actuen augmentant la produccié de ROS per suprimir el creixement
i la progressid tumoral . Les cél-lules tumorals aconsegueixen neutralitzar ROS

activant mecanismes antioxidants per prevenir 'apoptosi causada pels alts nivells /.

ROS pot generar danys oxidatius a ’ADN, pot danyar el reservori cel-lular i mitocondrial
de bases nitrogenades i/o afectar I'activitat de proteines involucrades en la reparacio
de I’ADN 8 A més, també pot reaccionar amb els lipids de les membranes cel-lulars,
sobretot els PUFA i generar productes resultants de la peroxidacié lipidica que poden
interaccionar amb I’ADN i bloquejar-ne la transcripcid i replicacio 1*°. Diferents cancers,
inclos el cancer de mama, mostren alteracions en els enzims antioxidants com la
superoxid-dismutasa (SOD), la catalasa glutatié peroxidasa (GPx), i en antioxidants no
enzimatics com el glutatié (GSH), la vitamina C, tioredoxina (TRx) 12121 En general, s’ha
descrit una disminucié de la capacitat antioxidant de les cél-lules tumorals respecte
teixits sans, fet que afavoreix la formacié de lesions a I’ADN i permet 'adquisicié d’un

fenotip tumoral més agressiu 122,

Els factors nutricionals poden influenciar la carcinogénesi a través de la modulacié de
I'estrés oxidatiu i la peroxidacié lipidica. De fet, 'estat redox de les cél-lules pot ser
modificat per la dieta, vist que la majoria dels antioxidants no enzimatics s’adquireixen
a través d’ella, com per exemple, la vitamina C i E o els polifenols 12124 Amb relacio a
I’"OOVE, diferents estudis in vitro i in vivo han demostrat la capacitat antioxidant i els
beneficis que comporta el seu consum. S’ha descrit que I'OOVE disminueix la
proliferacié de les linies cel-lulars de leucémia, aturant el cicle cel-lular i augmentant
I"apoptosi 12°. A més, en un estudi in vivo, I'administracio d’OOVE a rates exposades a
estrés oxidatiu va revelar una disminucié de la peroxidacio lipidica de les membranes
dels eritrocits a causa de Ialt contingut de MUFA d’aquestes membranes 1%°. Malgrat
la proteccio contra la peroxidacié lipidica que pot conferir I'alt contingut en MUFAs de
I’'OOVE, alguns dels efectes antioxidants s’han atribuit als components minoritaris.
Estudis in vitro amb extractes de polifenols han demostrat reduir els nivells de ROS, la

peroxidacié lipidica i la sobreproduccio d’oxid nitric mitjancant la modulacio dels nivells
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de proteines involucrades en aquestes vies *?7. Al contrari, s’ha descrit que una dieta
rica en PUFA n-6 augmenta |'estres oxidatiu i disminueix la capacitat antioxidant

cel-lular 28,

5. Hallmarks del cancer de mama
5.1 Apoptosi

"apoptosi és una forma de mort cel-lular programada i la seva desregulacié s’associa
amb diferents malalties. En el cas del cancer, és una via cel-lular que es troba
disminuida o desactivada obtenint aixi un avantatge de supervivéncia. Les cél-lules
tumorals acostumen a evadir 'apoptosi mitjangant la sobreexpressio o estabilitzant les
proteines  antiapoptotiques  mentre  inhibeixen  transcripcionalment o
posttranscripcionalment les proteines proapoptotiques 12°. A més, també inactiven els
factors de transcripcié que desencadenen I'apoptosi, com per exemple el supressor de
tumors p53, que també participa en altres funcions cel-lulars com en la regulacié del
metabolisme. Per tant, la reprogramacié metabolica de les cél-lules tumorals també

participa en la regulacié de I'apoptosi *°.

Els mecanismes de I'apoptosi sén complexes i impliquen una cascada d’esdeveniments
moleculars regulats. Les vies més estudiades de regulacid de I'apoptosi son la via

extrinsecailaintrinseca '*°

pero s’han descrit altres com I’associada a |'estres de reticle
endoplasmatic o la caspasa-independent. Breument, la via d’apoptosi extrinseca
s’inicia mitjancant la unié de lligands de mort als seus receptors situats a la membrana
plasmatica. La via intrinseca s’activa en resposta a l'estrés intracel-lular, com per
exemple, el dany a I’ADN i I'estres metabolic. Malgrat que la seva iniciacid sigui per
factors diferents, ambdues vies activen les caspases efectores i convergeixen en

I"activacio de la caspasa-3 .
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Les cel-lules tumorals evadeixen I'apoptosi i utilitzen diferents mecanismes per
aconseguir-ho que es poden classificar en mecanismes que preveuen la
permeabilitzacio de la membrana mitocondrial o mecanismes que inhibeixen la funcid
de les caspases. Per exemple, per evitar danys en la membrana mitocondrial, les
cel-lules tumorals sobreexpressen la proteina antiapoptotica Bcl-2 o pateixen la perdua
de funcié del supressor de tumors p53, que indueix |'apoptosi mitjancant la
sobreexpressid de proteines proapoptotiques com PUMA. També s’ha observat en
alguns cancers la pérdua o silenciament dels gens que codifiquen per les proteines Bax,
Bak, PUMA o NOXA. Malgrat que la permeabilitzacié de la membrana mitocondrial i
I'obertura dels canals es considera un punt de no retorn, s’ha vist que les céel-lules
tumorals poden sobreviure en aquestes condicions mitjancant la inhibicié de les

caspases i mantenint un cert nivell de funcié mitocondrial 3.
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Figura 5. Vies de senyalitzacio apoptotiques; via extrinseca, via intrinseca, via caspasa independent, via
d’estres del RE i el punt de confluencia.

cel-lular 0

5.1.1 Caspases
Les caspases son proteases i participen en la cascada de senyalitzacié de I'apoptosi. Es

poden classificar en dos grups segons la seva accio; les iniciadores i les efectores .
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Ambdues tenen una unitat catalitica formada per una subunitat gran i una petita, pero
les caspases iniciadores necessiten una proteina adaptadora especifica per a la seva
activacio, mentre que les caspases efectores son activades directament per les
iniciadores. Dins del grup de les caspases iniciadores hi trobem la caspasa-2, -8, -9 i
-10, i dins del grup de les efectores hi trobem la caspasa-6, -7 i -3. Un cop les caspases
efectores son activades, proteolitzen un seguit de substrats proteics i inicien

I’apoptosi, donant lloc a la posterior destruccié dels components cel-lulars 2.

5.1.2 Via extrinseca

'activacié de la via extrinseca és regulada mitjancant receptors de mort
transmembrana situats a la membrana plasmatica. Aquests receptors sén membres de
la superfamilia de gens del receptor del factor de necrosi tumoral (TNF) i tots tenen un
domini extracel-lular ric en cisteines i un domini citoplasmatic anomenat “domini de la
mort”. Aquest domini intracel-lular té un paper critic en la transmissio del senyal de
mort des de la superficie cel-lular a les vies de senyalitzacid intracel-lular 1?°. La cascada
de senyalitzacié comenca amb la unié de lligand al seu receptor corresponent, com per
exemple TNF-a al receptor TNFR1, o Fas lligand (Fas-L) al receptor Fas (Fas-R) **3. En
ambdés casos, la unid del lligand amb el receptor provoca I'activacié del domini de
mort intracel-lular que promou el reclutament de proteines citoplasmatiques. Aixi
I'activacié de TNFR1 provoca la unidé de la proteina del domini de mort associada
(TRADD), mentre que |'activacié de Fas-R permet la unié de la proteina associada al
domini de mort de Fas (FADD). La procaspasa-8 o la procaspasa-10 poden unir-se ara
als receptors activats amb les seves proteines adaptadores i formar el complex de
senyalitzacio que indueix la mort (DISC). Aquest complex DISC permet I'activacié de la
caspasa-8 o -10 i I'inici de la cascada de senyalitzacié donant lloc a I'actuacié de les

caspases efectores 122132,

5.1.3 Via intrinseca

'activacié de l'apoptosi per la via intrinseca implica una varietat d’estimuls no
intervinguts per receptors que produeixen senyals intracel-lulars iniciats en els
mitocondris que desencadenen la resposta de mort cel-lular. Els estimuls involucrats
inclouen la falta de factors de creixement, hormones o citocines, la hipoxia i I'estrés

oxidatiu . Tots aquests estimuls provoquen canvis en la membrana mitocondrial
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interna causant I'obertura dels porus de transicié de permeabilitat mitocondrial (MPT),
perdua del potencial de membrana mitocondrial i Ialliberacié al citosol de proteines
proapoptotiques que es troben al mitocondri, com per exemple el citocrom ¢ o

134 La sortida del citocrom c al citosol es considera el principal

smac/diablo
esdeveniment activador de la via intrinseca. Un cop alliberat al citosol, pot interactuar
amb el factor activador de la proteasa apoptotica 1 (APAF-1) i juntament amb la
procaspasa-9 formen 'apoptosoma, que permet 'activacid de la caspasa-9. Quan
smac/diablo surt al citosol pot inhibir la proteina inhibidora de I"apoptosi (IAP), una
proteina encarregada d’evitar I'activacié de la caspasa-9 en absencia de mort cel-lular.
Altres proteines com AIF o l'endonucleasa G sén alliberades del mitocondri
posteriorment, quan |'apoptosi ja esta activada i la mort cel-lular és una realitat.
Ambdues proteines transloquen al nucli i afavoreixen la degradacié de I'ADN i la

condensacié de la cromatina 3%

Aquests esdeveniments mitocondrials son regulats a través de proteines de la familia
Bcl-2, que al mateix temps es troben regulades pel supressor de tumor p53. Dins de la
familia de proteines Bcl-2 es troben proteines proapoptotiques com Bax, Bak, Bid, Bad
o Bik, i antiapoptotiques com Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, PUMA o NOXA. El balang global
de I'expressid d’aquestes proteines és el que regula si la cel-lula entra en apoptosi o
no. El principal mecanisme d’accié per modular I'inici de I'apoptosi és la regulacié de
la sortida del citocrom c de la membrana mitocondrial mitjancant I'alteracié de la

permeabilitat d’aquesta membrana .

5.1.4 Altres vies apoptotiques

Una tercera via d’activacio de I'apoptosi depenent de caspases és la relacionada amb
I'estrés del reticle endoplasmatic 3¢, Malgrat no ser una via tan estudiada com les
comentades anteriorment, s’ha descrit que és regulada per la caspasa-12 i
independent dels esdeveniments mitocondrials 37, En situacions d’estrés del reticle,
com per exemple hipoxia, presencia de radicals lliures o inanicid de glucosa, es
produeix I'acumulacié de proteines sense plegar i es disminueix la sintesi de proteines.
Una conseqiencia d’aquest estres és |'alliberacid i I'activacié de la procaspasa-12 que

normalment es troba ancorada a la membrana del reticle a través de la unié amb el
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factor 2 associat al receptor de TNF (TRAF2). La caspasa-12 activada pot activar la

caspasa-9, punt de convergéncia amb la via intrinseca 3.

S’ha descrit que factors mitocondrials com AlF i I’'endonucleasa G poden ser alliberats

en situacions de dany mitocondrial i activar I’apoptosi independent a caspases®®.

5.1.5 Execucio de I'apoptosi

La via extrinseca i la intrinseca convergeixen en la fase final de I'apoptosi, la fase
executora, que comenca amb I'activacio de la caspasa-3, -6 i -7 1*°. Un cop activades,
promouen l'accié de les endonucleases citoplasmatiques que degradaran I'ADN i les
proteines del citoesquelet. La caspsasa-3 és considerada la caspasa executora més
important perqué és on convergeixen les dues vies d’activacié de I'apoptosi i, per tant,

pot ser activada per qualsevol de les caspases iniciadores (caspasa-8, -9 o -10) 132,

L'Ultima fase de I'apoptosi és la fagocitosi de les cel-lules. L'externalitzacié de la
fosfatidilserina, un fosfolipid caracteristic de la part intracel-lular de la membrana
plasmatica, és l'iniciador d’aquesta fase. L'aparicié de la fosfatidilserina a la part
externa de la membrana plasmatica facilita la resposta fagocitica i no inflamatoria.
Aquest procés és intervingut per les caspases activades durant I'apoptosi, que
proteolitzen les flipasses encarregades de mantenir 'homeostasi de la membrana

cel-lular 9,

5.1.6 Regulacio metabolica de I'apoptosi
Com s’ha comentat anteriorment, les cél-lules tumorals desenvolupen mecanismes
d’evasido de l'apoptosi i, alguns d’aquests mecanismes es relacionen amb el

metabolisme cel-lular 3°.

El metabolisme de la glucosa en les cel-lules tumorals és un dels mecanismes principals
per a |'evasio de I'apoptosi. Moltes de les moléecules que participen en la regulacié
d’aquesta via, activen la glucolisi al mateix temps que inhibeixen I'apoptosi, com per
exemple HIF-1 o Akt . La sobreactivacio de la glucolisi i la derivacio del flux cap a la
produccio de lactat protegeix a les cel-lules de I'apoptosi perque evita la formacié de
ROS al mitocondri durant I'OXPHOS. A part dels efectes descrits en el metabolisme de
la glucosa, també s’ha descrit que HIF-1 interacciona amb la proteina proapoptotica

Bid inhibint-la, contribuint també aixi a la resisténcia a 'apoptosi. En la mateixa linia,
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s’ha descrit que Akt inhibeix dues proteines proapoptotiques, PUMA i GSK-3 (quinasa
de la glicogen sintasa 3) i fosforila la proteina Bad, que inhibeix I'apoptosi i contribueix

al'augment de la glicolisi mitjancant I'activacio de PFK1 1%,

El citocrom c activa la via intrinseca de I'apoptosi, i la seva alliberacio també és regulada
pel metabolisme de la glucosa. Un augment en el flux de la via de les pentoses fosfat
resulta en unincrement de la produccié de NADPH, que inhibeix I'activitat del citocrom
¢ mantenint-lo en la seva forma reduida, i per tant inactiu **2. D’altra banda, com a
resposta al dany a ’ADN i a 'estrés, p53 activa TIGAR, el qual també desvia el flux de
la glicolisi cap a la via de les pentoses fosfat augmentant la produccié de NADPH i
incrementant aixi la resposta antioxidant per inhibir I'apoptosi generada per
I"acumulacié de ROS *3. En resum, la reprogramacié del metabolisme de la glucosa a
les cel-lules tumorals facilita la progressié del tumor no només activant vies que
estimulen el creixement, sind que també modulant vies que eviten la mort cel-lular i

asseguren la supervivencia.

En cancer, I'apoptosi també pot ser regulada pel metabolisme dels lipids, especialment
per les vies involucrades en la sintesi d’esfingolipids 3°. La ceramida, sintetitzada a
partir de serina i palimtoil-CoA, és el metabolit central de la sintesi de diferents tipus
d’esfingolipids, com per exemple esfingomielines o glicofosfolipids, que tenen
diferents funcions en el context de supervivencia cel-lular. En les cél-lules tumorals esta
afavorida la sintesi dels esfingolipids involucrats en I'evasio de I'apoptosi i la promocid
del creixement cel-lular. Per exemple, s’ha observat que la produccié d’esfingosina-1-
fosfat (S1P) disminueix I'apoptosi inhibint la caspasa-3, i afavoreix la proliferacio

activant vies oncogeéniques #4143,

5.2 Metabolisme de les cel-lules tumorals

Les cél-lules tumorals han d’acumular un seguit de caracteristiques anomenades
Hallmarks per tal de sostenir el creixement descontrolat i la reprogramacié metabolica
és una d’elles. Aquesta reprogramacié metabolica no només aporta a les cél-lules
tumorals I'energia per sostenir la proliferacié descontrolada sind que també participa

en la regulacié d’altres processos cel-lulars com I'apoptosi o la regulacid de I'estrés
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cel-lular. A continuacio es detallen els canvis metabolics i adaptacions que sofreixen les

cel-lules tumorals.
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Figura 6. Esquema de les principals vies metaboliques reprogramades en el cancer.

5.2.1 Metabolisme de la glucosa i I'Efecte Warburg.

Fa gairebé un segle que Otto Warburg va descriure la glucolisi aerobica, o també
coneguda com a I'Efecte Warburg, un concepte clau del metabolisme de les cel-lules
tumorals. Descriu com les cel-lules canceroses es basen en la glucolisi aerobia, és a dir,
la conversid de glucosa a lactat en presencia d’oxigen, per a la produccié d’ATP, en
contrast amb les cel-lules no tumorals que es basen en la fosforilacié oxidativa
(OXPHOS) *®. Basar la produccid d’ATP en la glucolisi disminueix I'eficiéncia, perqué
per cada molécula de glucosa es generen 36 molecules d’ATP a través de I’'OXPHOS i
només 2 mitjancant la glucolisi aerobica. El metabolisme de la glucosa es considera un
dels aspectes més importants del metabolisme de les cel-lules tumorals perqué
proporciona metabolits intermediaris i precursors per a altres vies metaboliques clau,
com per exemple, la sintesi d’aminoacids, nucleotids o lipids **7. Per tant, és rellevant
entendre quin benefici aporta a les cel-lules tumorals aquest canvi en el metabolisme

que els hi proporciona menys energia en forma d’ATP. Primer de tot, permet a les
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cel-lules tumorals sobreviure en condicions de fluctuacié d’oxigen i s’ha descrit que la
generacio de lactat és una reaccié quimica més rapida que I'OXPHOS i, per tant, permet
obtenir I'energia necessaria per mantenir el creixement descontrolat més
rapidament™®. A més, I'elevada produccié de lactat i la seva secrecié al medi
extracel-lular genera un microambient acid on només poden créixer cel-lules resistents
a aquesta acidesa, facilitant la capacitat invasiva del tumor. Aquest microambient
facilita la transformacié de les cel-lules adjacents que poden participar en vies
metaboliques complementaries facilitant el reciclatge del metabolisme anaerodbic i
proporcionant metabolits necessaris per a la supervivéncia i el creixement cel-lular 2.
La glucolisi aerobica també permet la desviacié de metabolits de la glucolisi a la via de
les pentoses fosfat (detallada més endavant) on es genera NADPH que participa en la
resposta antioxidant cel-lular. A més, també permet I'acumulacid d’intermediaris

necessaris per a les reaccions anaboliques #°.

Una qlestié clau és com i qui produeix aquesta reprogramacié metabolica. En
I’'ambient tumoral hi ha moltes zones amb una vascularitzacié inadequada i son clau
com a iniciadores de la transformacié metabolica. Les condicions d’hipoxia generades
en aquestes zones activen respostes cel-lulars regulades per oncogens i supressors de
tumors per combatre-la o per adaptar-s’hi **°. Alguns exemples d’aquests reguladors
soén el proto-oncogen Myc, el factor de transcripcio induible per hipoxia (HIF-1), la via
PI3K/Akt/mTOR i el supressor de tumors p53, tots s’expressen de manera anormal en
les cel-lules tumorals. El factor de creixement Myc (codificat per 'oncogen c-myc) i la
via de senyalitzacié PI3K/Akt/mTOR es troben implicades en el creixement i la
proliferacid cel-lular, perd també tenen efectes especifics sobre la glucolisi. Myc
afavoreix la sobreexpressid dels transportadors de glucosa (GLUT) i els enzims
glicolitics hexoquinasa 2 (HK2), fosfofructoquinasa (PFK), lactat deshidrogenasa A
(LDHA) i piruvat quinasa deshidrogenasa 1 (PDK1) **1. La via PI3K/Akt/mTOR augmenta
I'eficiencia dels enzims HK2 i PFK. El supressor de tumors p53 inhibeix la glucolisi i
afavoreix I'OXPHOS mitjancant la disminucio de I'expressié de GLUT1, GLUT4 i HK2 2,
En molts tumors p53 perd la seva funcid a causa d’una mutacio i, per tant, la falta de
la seva accio afavoreix I'augment de la glucolisi. La regulacié d’aquestes proteines i vies
de senyalitzacié es troben relacionades amb HIF-1, ja que, pot inhibir Myc en

condicions d’hipoxia, o pot ser activada per Akt i inhibida per p53. El paper principal
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d’HIF-1 és assegurar la supervivencia de les cel-lules en condicions d’hipoxia, i per aixo
augmenta I'expressidé de proteines com I'HK2, PFK1, l'aldolasa A (ALDOA), la
fosfoglicerat quinasa 1 (PGK1), la piruvat quinasa (PK), LDHA, i inhibeix la piruvat
deshidrogenasa (PDH), de manera que disminueix el flux cap al cicle de I'acid citric
(TCA) 33, HIF-1 també facilita la captacié de glucosa afavorint I'expressié dels seus
transportadors, com GLUT-1, i augmenta l'expressid dels transportadors de
monocarboxilat (MCT), com MCT4, per facilitar la secrecié de lactat. HIF1 també
disminueix OXPHQOS, inhibint el Complex | de la cadena de transport d’electrons
(ETC)™*,

HIF-1

Myc G|U$OSE
1
GLUTs 1
ps3 — II
v HIF-1
Glucosa o My
HK2
G‘gP ps3
\’
F6P
HIF-1 PFK
Myc AldoA ||, o
(m]
G3P =
i) @,
HIF-1 —» PGK1 \lr
HIF-1
$ 3PG
MCT4 < -
E Efecte warburg i PK AL
Lactat <--—=—=-- Lactat Piruvat
- LDHA PDH —— PDK
f Tt
HIF-1
HIF-1 Myc
Myc Acetil-CoA

Figura 7. Regulacio del metabolisme de la glucosa.

L'efecte Warburg, en els seus inicis, definia un canvi del metabolisme afavorint la
glucolisi aerdbia, tal com s’ha explicat, i una pérdua de la funcié mitocondrial per part
de les cel-lules tumorals. Aquesta Ultima part ha estat reformulada atés que també s’ha
observat activitat mitocondrial en aquestes cel-lules i es parla de “plasticitat
metabolica” '*°. Aquest nou concepte defineix la capacitat que tenen les cél-lules
tumorals en canviar el seu metabolisme entre la glucolisi aerobia i 'OXPHOS segons les

seves necessitats o, fins i tot, realitzar ambdues vies a la vegada °°. En aquest sentit,
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s’ha descrit una possible cooperacido metabolica entre cel-lules adjacents definida com
a Efecte Warburg invers. S’ha vist que dins del tumor hi ha cel-lules amb un fenotip
glicolitic, que alliberarien lactat, i d’altres amb un fenotip oxidatiu que podrien captar-
lo per obtenir-ne energia a través de I'OXPHOS i assegurar aixi el creixement i
proliferacid tumoral. Aquest mecanisme de compartimentalitzacié metabolica
emfatitza la importancia de la interaccid entre cel-lules i la comprensio del

metabolisme tumoral dins del microambient ¥°7:1°8,

5.2.2 Metabolisme de la glutamina

Una altra font d’energia clau per les cel-lules tumorals és I'aminoacid essencial
glutamina (GIn) i de fet, és 'aminoacid més consumit per les cel-lules tumorals, i la seva
dependéncia s’ha descrit com a “addiccio a la glutamina” °. Aquest aminoacid té un
paper crucial per a la supervivencia cel-lular perque intervé en vies de transduccié de
senyals, s’utilitza per a la sintesi de proteines, lipids i nucleotids i té una funcid
anaplerotica, és a dir, proporciona intermediaris al TCA com |'a-cetoglutarat (a-KG). A
més, la glutamina també es troba involucrada en la sintesi del glutatié (GSH), una

molécula antioxidant molt important 1.

Com a resultat dels canvis esmentats anteriorment en el metabolisme de la glucosa,
gran part del piruvat generat a través de la glucolisi es converteix en acid lactic en lloc
d’utilitzar-se per a la produccio d’acetil-CoA i, finalment, en citrat per entrar al TCA.
Aquesta situacié pot comprometre els nivells dels metabolits involucrats en el TCA,
importants per a la sintesi de biomolecules que asseguren la proliferacié cel-lular. La
glutaminolisi, degradacié de la glutamina a glutamat, proporciona una font alternativa
de precursors al TCA mitjancant la incorporacié de I'a-KG produit a partir del

glutamat®®?,

La reprogramacio de la cel-lula per afavorir la glutamindlisi s’aconsegueix mitjangant
diversos oncogens i es creu que esta coordinada amb la reprogramacio de la glucosa.
Un dels principals factors reguladors és Myc que pot estimular-la de manera directa
augmentat I'expressid del transportador de la glutamina (SLC1A5), o de manera

151

indirecta inhibint I'inhibidor de I'enzim glutaminasa (GLS1) **. Un altre gen que

participa en la regulacio de la glutaminolisi és p53, que indueix I'expressid de I'isoenzim

GLS2, la qual es troba disminuida en molts tipus de cancers 2.
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5.2.3 Via de les pentoses fosfat

La via de les pentoses fosfat (PPP de I'anglés pentose phosphate pathway) és una via
derivada de la glucolisi que té un paper important en el metabolisme de la glucosa i,
per tant, en el metabolisme del cancer. Un cop la glucosa s’ha convertit a glucosa-6-
fosfat (G6P) per I’'HK, pot desviar-se de la glucolisi i entrar a PPP, via que serveix per
generar NADPH i precursors per a la sintesi de lipids i nucleotids. Amb la produccié de
NADPH s’incrementa la resposta antioxidant de la cel-lula, ja que, permet la
regeneracio del glutatid oxidat. Aquest increment de la resposta antioxidant afavoreix
la proliferacié de les cel-lules tumorals, ja que, son cel-lules amb uns nivells d’estrés

oxidatiu elevats 1.

La via de les pentoses fosfat consta de dues branques; la branca oxidativa i la no
oxidativa. La branca oxidativa consta de tres reaccions irreversibles que oxiden la G6P
fins a ribosa-5-fosfat (R5P) alliberant 2 molécules de NADPH 1%, Els principals enzims
que la regulen sén la glucosa-6-fosfat deshidrogenada (G6PDH) i la 6-fosfogluconat
deshidrogenasa (PGD) i la seva expressié es troba augmentada en diferents cancers,
entre ells el de mama %°. La branca oxidativa es troba regulada per diversos oncogens
i gens supressors de tumors, entre ells destaquen p53, la proteina quinasa activada per
AMP (AMPK), PI3K, mTORC1 i KRAS . Els dos primers actuen com a inhibidors de la
via i, en cancer, les mutacions afavoreixen la seva perdua de funcié, permetent
I'activacié de la via metabolica. En canvi, 'activacié de PI3K, mTORC1 i KRAS regula
positivament la PPP. A més, I'enzim G6PDH és sensible als nivells de NADPH/NADP*, on

nivells elevats de NADP* activen G6PDH, augmentant el flux de la via 7.

La branca no oxidativa de la via de les pentoses fosfat és reversible i parteix de la R5P
per generar intermediaris glicolitics i precursors de nucleotids. Els enzims involucrats
en aquesta via sén I'enzim transcetolasa (TKT) i la transaldolasa (TALDO). El fet que
sigui una via reversible permet que els metabolits glicolitics com la fructosa-6-fosfat
(F6P) i el gliceraldehid-3-fosfat (G3P) puguin ser intercanviats entre la PPP i la glucolisi,
permetent adaptar el flux metabolic segons les necessitats cel-lulars 1%*. L'expressio de
TKT i TALDO augmenta en resposta a I'activacié del factor nuclear NRF2 (de I'angles,

Erythroid 2-Like 2), un sensor important de I'estrés oxidatiu .
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La via de les pentoses fosfat i la glucolisi interaccionen a través de la branca no
oxidativa, i aquesta particularitat confereix a les cél-lules una plasticitat metabolica per
fer front a les necessitats de creixement i proliferacid cel-lular. Per exemple, en
situacions d’elevat estrés oxidatiu, I’'enzim PFK1 és inhibit per tal d’incrementar
I"acumulacio d’intermediaris de la glucolisi i desviar-los aixi cap a la via de les pentoses
fosfat, i generar NADPH per millorar la resposta antioxidant 168,
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Figura 8. Regulacio de la via de les pentoses fosfat

"acid citric (TCA)

"acid citric, o Cicle de Krebs, és el punt central del metabolisme, té lloc a la

matriu mitocondrial i és una font de metabolits intermediaris com el citrat,
I'oxaloacetat i el succinil-CoA, fonamentals per a la sintesi de macromolécules. A més,
proporciona poder reductor en forma de NADH i FADH2 que es redueixen en I'OXPHOS
per a la produccid d’ATP. En les cel-lules tumorals, tot i trobar-se desacoblat de la
glucolisi en alguns casos, és una via clau per donar suport a 'augment de demandes

metaboliques 1%

Les cél-lules tumorals i les no tumorals poden utilitzar diferents molécules, inclos la
glucosa, la glutamina i els acids grassos, per alimentar el cicle del TCA, pero la
diferéncia entre els dos tipus cel-lulars sén les taxes d’utilitzacié de cada molecula. Per
exemple, les cél-lules no tumorals tenen preferencia per a 'oxidacié completa de la
glucosa al TCA, mentre que les cél-lules tumorals, tal com s’ha explicat, desvien
I'oxidacié de la glucosa cap a la produccié de lactat i la glutamina és el principal

metabolit encarregat de proporcionar molécules al TCA. A més, les cél-lules tumorals
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també poden usar l'oxidacié dels acids grassos per obtenir acetil-CoA per al TCA.
Aquesta reprogramacié metabolica permet una major utilitzacié d’aquestes fonts de
combustible alternatives i, per tant, la continuitat del flux a través del cicle del TCA per

donar suport al creixement cel-lular 7.

En la regulacié del cicle del TCA hi participen Myc, HIF-1 i p53, entre d’altres actuant
en |'Efecte Warburg i la glutaminolisi, com ja s’ha comentat anteriorment perd també

promovent I'oxidacié dels acids grassos per assegurar la formacié d’acetil-CoA 1171,

Hi ha algunes mutacions dels enzims del cicle del TCA associades a una major
proliferacié tumoral, com per exemple, mutacions en I'enzim aconitasa (ACO2), citrat
sintasa (CS), succinat deshidrogenasa (SDH), fumarat hidratasa (FH) i isocitrat
deshidrogenasa (IDH). En particular, les mutacions en els enzims SDH i IDH produeixen
una major produccié d’especies reactives d’oxigen (ROS) mentre que, les mutacions
en FH provoquen l'acumulacié de fumarat, que pot actuar com a oncometabolit i

permetre |'estabilitzacio d’HIF Y72,

5.2.5 Acetat

Les cel-lules tumorals també son capaces de metabolitzar 'acetat exogen, i aquest
metabolit es troba involucrat en la modificacié posttraduccional de proteines, aixi com
en la sintesi d’acids grassos, nucleotids i aminoacids. L'acetat és captat per les cél-lules
i convertit a acetil-CoA mitjancant I'acetil-coA sintetasa 1 (ACSS1) localitzada al
mitocondri i I’ACSS2, localitzada al citosol *3. Les dues isoformes es troben elevades
en cél-lules tumorals i tenen un paper important en la supervivencia cel-lular sota
hipoxia o estrés nutricional 74,

L'acetat també representa una altra via de plasticitat metabolica per a les cél-lules
canceroses. En condicions normals, I'acetil-CoA necessari és obtingut de I'oxidacio de
la glucosa, pero en condicions d’hipoxia o estrés nutricional aguesta necessitat es pot
suplir a partir de I'acetat *°. Les cél-lules tumorals poden aconseguir mitjancant la
desacetilacié de les histones, pero la contribucid d’aquesta reaccié en el pool cel-lular
d’acetat és minima. Recentment, s’"ha descrit una via de sintesi de novo de I'acetat a
partir del piruvat, sobretot en situacions d’overflow o desbordament metabolic, on es

produeixen més intermediaris dels necessaris i sén acumulats o secretats. En un
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microambient tumoral acid, la cel-lula pot alliberar acetat per alleugerir |'estres

metabolic, afavorint la supervivéncia i el creixement cel-lular 3.

5.2.6 Metabolisme d"1C (cicle del folat i la metionina)

El metabolisme d’un carboni (1C) és el cicle i transferéncia de grups d’1C entre
diferents grups acceptors de vies anaboliques. Controla la sintesi de purines, timidina,
glutatié i S-adenosilmetionina (SAM), metabolits involucrats en la sintesi de proteines,
lipids, acids nucleics i altres cofactors. A més, contribueix al balang energétic
subministrant ATP i NADPH a la cel-lula, fet que li permet aportar plasticitat metabolica

i ajustar la seva activitat en funcié de 'estat redox 7°.

Entre les molécules donadores de grups d’1C s’hi troben alguns aminoacids no
essencials (NEAA) com la serina, la glicina i la metionina que cedeixen els seus carbonis
al cicle del folat i la metionina. Aguests dos cicles, que es troben interconnectats,
poden redistribuir aquests grups de carboni per generar els productes clau del

metabolisme d’1C, com per exemple, nucleotids, glutatid, SAM, NADPH i ATP 77,

La serina és el principal donant de grups d’1C i 'aminoacid central d’aquesta via
metabodlica i, per tant, la regulacié de la seva biodisponibilitat és crucial. Les cél-lules
poden obtenir la serina mitjancant la seva captacié de I'espai extracel-lular, i també
per sintesi de novo, dues vies tipiques de les cel-lules tumorals. La sintesi de la serina
es realitza a partir d’un intermediari de la glucolisi, el 3-fosfoglicerat (3-PG), i consta de
tres reaccions catalitzades pels enzims fosfoglicerat deshidrogenasa (PHGDH), la
fosfoserina aminotransferasa (PSAT1) i la fosfoserina fosfatasa (PSPH). Les cél-lules
tumorals incrementen la sintesi de la serina augmentant I'expressié d’aquests enzims,
i en el cas del cancer de mama s’ha relacionat la sobreexpressié de I'enzim PHGDH
amb menor supervivencia *’®. La biosintesi de la serina s’indueix en resposta a I'estrés
metabodlic, esgotament de glucosa, glutamina o de la mateixa serina. La seva regulacio
es troba estretament relacionada amb la glucolisi, ja que, el metabdlit inicial per a la
sintesi és un intermediari d’aquesta via. Per tant, per tal de poder assegurar nivells de
3-PG suficients per a la sintesi de la serina és necessari reduir el flux a través de I'Ultim

pas de la glucolisi i assegurar aixi, 'acumulacio dels intermediaris d’aquesta via ’°.
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Un altre donant de grups de carboni és la glicina, precursora de la produccié de glutatid
i purines, i per tant es troba involucrada en la proliferacié cel-lular i la resposta
antioxidant. La glicina també pot ser captada pels transportadors de membrana o bé,
es pot generar a partir de la serina. Un cop captada o sintetitzada, la glicina pot donar

carbonis als cicles del folat i de la metionina *”’.
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Figura 9. Sintesi de la serina i metabolisme d’1 carboni.

En les cél-lules tumorals, aquests dos cicles es troben alterats i, fins i tot, s’ha descrit
un possible fenotip d’addicié a la metionina exogena, vist que I'alt flux d’aquests cicles

198 |3 regulacid del

fa que se superi la capacitat de la cél-lula per regenerar-la
metabolisme d’1C es troba molt lligada a altres vies cel-lulars, com per exemple la
glucolisi. Hi ha diverses reaccions d’aquesta via que contribueixen a la generacié de
NADH, NADPH i ATP. El NADH addicional produit en el cicle del folat es pot desviar a
I’"OXPHOS per a la produccio d’ATP. En el cas del NADPH citosolic pot ser utilitzat per a
la sintesi d’acids grassos o per detoxificar ROS mitjancant la sintesi de glutatié. El

glutatié és un tripeptid format per glutamat, glicina i cisteina i és un potent antioxidant

179

5.2.7 Metabolisme dels aminoacids de cadena ramificada (BCAA)

Els aminoacids de cadena ramificada (Branched Chain Amino Acid, BCAA) inclouen els
aminoacids essencials valina, leucina i isoleucina i tenen un paper important en la
proliferacio de les cél-lules tumorals. Funcionen com a donadors de grups de nitrogen
per a la sintesi de nucleotids, poden ser incorporats en les proteines i poden produir

metabolits cel-lulars rellevants com el glutamat . La degradacioé dels BCAA en els seus
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corresponents a-cetoacids de cadena ramificada (BCKA) és realitzada pels enzims
aminotransferasa ramificada 1 (BCAT1) al citosol, i BCAT2 al mitocondri. Dels dos
enzims, BCAT1 és la principal isoforma implicada en el creixement tumoral i s'ha

proposat com a marcador pronostic de cél-lules canceroses 8.

En cancer de mama, s’ha descrit que les cél-lules tumorals afavoreixen I'Us directe dels
BCAA abans que el seu catabolisme. En aquest tipus de cancer I'enzim BCAT1 catalitza
la re-aminacid dels BCKA per obtenir BCAA, I'acumulacid dels quals afavoreix el
creixement tumoral facilitant la sintesi de proteines. Tot i aix0, igual que passava amb
I'Efecte Warburg, s’ha observat que dins d’'un mateix tumor poden haver-hi
subpoblacions cel-lulars on unes produeixen BCKA i les altres els aprofiten per

aconseguir BCAA a partir de la seva re-aminacié .

Estudis in vitro en cel-lules tumorals de cancer de mama han revelat que prop d’un
30% de I'energia produida mitjangant OXPHOS provenia de la degradacié dels BCAA. A
més, prop d’un 60% del mevalonat, un precursor del colesterol, sintetitzat provenia de
la degradacié de la leucina i també es va veure que es produien quantitats importants
d’acetoacetat que podria ser utilitzat per a la sintesi de lipids 2. Aixi doncs, la
degradacié dels BCAA podria ser una font d’energia, de carbonis i de precursors de

biomolécules necessaris per a la proliferacié d’algunes cél-lules tumorals.

5.2.8 Metabolisme dels lipids

'alteracié del metabolisme dels lipids és una de les modificacions metabodliques més
pronunciada del cancer i es troba involucrada en el creixement tumoral. Els lipids,
inclosos els esterols, mono/di/triglicerids, fosfolipids i glicolipids son essencials per a
les cél-lules; serveixen com a font d’energia, com a components de les membranes
biologiques o com a molécules de senyalitzacié . A continuacié es descriuen els
diferents aspectes del metabolisme dels lipids que es troben modificats en les cel-lules

tumorals.

5.2.8.1 Adquisicio dels lipids; captacid i lipogénesi de novo
Les cél-lules poden adquirir lipids de dues maneres; a partir de la sintesi de novo o
mitjancant la seva captacié. Normalment, les cél-lules obtenen els acids grassos de

fonts externes, com la dieta o dels lipids sintetitzats pel fetge, pero les cel-lules
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tumorals tenen la capacitat de reactivar la lipogeénesi de novo tornant-les independents
de les fonts exogenes per proliferar més de pressa. La sintesi d’acids grassos comenca
a partir de I'acetil-CoA citoplasmatic, generat a partir de glucosa, glutamina o acetat.
Aquest acetil-CoA es converteix en malonil-CoA i després en palmitat, un acid gras
saturat de 16 carbonis, mitjancant I'actuacié dels enzims acetil-CoA carboxilasa (ACC)
i I'acid gras sintasa (FASN), respectivament. El palmitat pot ser allargat per I'accié de
les elongases, o desaturat per 'accio de les desaturases, per formar altres acids grassos
gue al seu temps son precursors d’altres molecules cel-lulars importants com el

colesterol, els eicosanoides i les prostaglandines .

Les cél-lules tumorals activen la lipogénesi de novo via |'activacio de proteines d’unio a
elements reguladors de I'esterol (SREBP), incrementant la transcripcié dels enzims
implicats, especialment 'ACC, FASN i estearoil-CoA desaturasa 1 (SCD1). L'activacio
d’SREBP és regulada per vies de senyalitzacid oncogeniques, especialment
PI3K/Akt/mTORC1, que incrementa I'expressio dels enzims involucrats en la sintesi
d’acids grassos i activa I’ATP-citrat liasa (ACLY), un enzim que catalitza la produccié
d’acetil-Coa a partir del citrat. A més, aquesta via també incrementa la produccié de
NADPH, utilitzat com a factor en la sintesi d’acids grassos, mitjancant |'activacio de
NRF2 8,

PI3K/Akt/mTOR

Glucosa, ¢
glutamina, acetat / SREBP \
v ACC FASN SCD

Acetil-CoA ——> Malonil-CoA —»—>—>—> Palmitat — MUFA
M
ACLY «— PI3K/Akt/mTOR

Citrat

Figura 10. Regulacio de la lipogenesi de novo en cel-lules tumorals.

L'augment de la sintesi de novo proporciona a les cél-lules tumorals la capacitat
d’activar altres vies de biosintesi per generar lipids amb diferents funcions que els

permetin I"adaptacio al seu entorn i garanteixi la proliferacié . L’augment de la sintesi
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d’acids grassos redueix el nombre d’acids grassos poliinsaturats (PUFA) i n"augmenta
el nombre dels monoinsaturats (MUFA). Aixo ajuda a proporcionar proteccié contra la
peroxidacio lipidica, ja que, en presencia de ROS els PUFA sén més susceptibles que els

MUFA a aquest fenomen 87,

L"altra font d’adquisicio dels lipids és mitjancant la seva captacio, que també es troba
incrementada en les cél-lules tumorals. Aquesta captacid es pot produir a través de
diferents vies; mitjancant transportadors especialitzats com la translocasa d'acids
grassos CD36 o les proteines de transport d'acids grassos (FATPs), o mitjancant
I'endocitosi de lipoproteines de baixa densitat (LDL). La captacid de lipids exogens
permet als tumors mantenir ’homeostasi del metabolisme lipidic fins i tot en moments
d’estrés. Per exemple, en condicions d"hipoxia, es dificulta la dessaturacié dels acids
grassos, catalitzada per la SCD-1, perque requereix oxigen i la seva captacié del medi
extracel-lular permet compensar-ho. Aquest mecanisme de captacié es troba regulat
per HIF-1 que facilita la sobreexpressid dels transportadors i de proteines d’'unio als

lipids, com la proteina d’unié als acids grassos 4 (FABP4) 184,

5.2.8.2 Emmagatzematge i exportacio de lipids

A consequencia de I'augment de la sintesi i la captacié de lipids, es produeix un excés
que les cel-lules tumorals han d’emmagatzemar en forma de gotes lipidiques, o lipid
droplets en angles. Els lipids hi sén emmagatzemats en forma de triglicerids i esters de
colesterol. Les gotes lipidiques ajuden a mantenir ’homeostasi lipidica, a prevenir la
lipotoxicitat, a regular I'autofagia, a mantenir ’homeostasi de la membrana i del reticle
endoplasmatic i també proporcionen una font d’ATP i NADPH a través de la seva
degradacié en temps d’estres metabolic. S’ha descrit que, diferents tipus de cancer,
les cel-lules tumorals presenten un augment de les gotes lipidiques en comparacié a

les cél-lules no canceroses &,

5.2.8.3 Lipolisi

glicerol mitjancant l'accié de lipases. L'adrenalina, el glucagd o I'hormona del
creixement estimulen la lipolisi activant les lipases. La primera lipasa a actuar és la
lipasa de triglicérids adiposos (ATGL) i és I’encarregada de trencar els triacilglicérids a

diacilglicérids, a continuacid actua la lipasa sensible a hormones (HSL) que allibera
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monoacilglicerids i, finalment, la lipasa de monoacilglicerols (MGL) que allibera glicerol.
El resultat de I'accid d’aquestes lipases dona tres acids grassos i una molécula de
glicerol. En el cancer de mama, s’ha observat que aquesta via es troba desregulada,
facilitant la produccid i I'acumulacié d’acids grassos com també la invasio i la

metastasi'®.

5.2.8.4 Oxidacid dels acids grassos (8-oxidacid)

Tot i que el paper de la sintesi dels acids grassos en el cancer s’ha estudiat ampliament,
el paper de la B-oxidacié encara no s’ha definit clarament i és una nova area d’estudi
del metabolisme del cancer. La B-oxidacié és la descomposicid dels acids grassos fins a
acetil-CoA, proporcionant a la cél-lula energia en forma d’ATP i poder reductor en
forma de NADPH. Com s’ha mencionat anteriorment, en les cél-lules tumorals
glicolitiques I’ATP pot ser produit mitjancant I'Efecte Warburg i el NADPH per altres
vies metaboliques, fet que suggereix que I'oxidacio dels acids grassos no té un paper
clau en el metabolisme tumoral. Aixi i tot, les noves evidéncies apunten que pot tenir
un paper més important en el creixement i metastasi del cancer del que s'havia

considerat .

Estudis recents han demostrat que en cancer hi ha un augment de I'expressio de
diferents enzims involucrats en I'oxidacié dels acids grassos, com per exemple, la
carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1). En la mateixa linia d’aquesta observacio,
diversos tipus de cancer, com ara el cancer de mama triple negatiu, presenten un
augment de la B-oxidacié i en depenen com a font d’ATP per a un creixement rapid.
També s’ha observat aquesta tendéncia en tumors no glicolitics, com els del cancer de
prostata. L'augment de Il'expressié dels enzims involucrats en |'oxidacié dels acids

grassos i la seva regulacié es pot aconseguir mitjancant la sobreexpressio de c-Myc 18,

5.2.9 Via del mevalonat
La via del mevalonat permet la sintesi de lipids importants per al funcionament
cel-lular, com el colesterol, la vitamina D i les lipoproteines i és una via alterada en el

cancer 183,

El mevalonat se sintetitza a partir del 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzim A (HMG-CoA)

per la HMG-CoA reductasa (HMG-CoAR). Posteriorment, és metabolitzat a farnesil
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pirofosfat (FPP), un precursor d’esterols com per exemple el colesterol, component
rellevant de les membranes cel-lulars, entre altres funcions. El FPP pot continuar sent
metabolitzat fins a donar precursors per a modificacions posttraduccionals de
proteines, algunes implicades en diversos aspectes del desenvolupament i la
progressié del tumor . Molts enzims de la vida del mevalonat solen estar
sobreexpressats en cancer. La transcripcié d’aquests enzims esta controlada per
SREBPs i per la via de senyalitzacié PI3K/Akt/mTORC1, de manera similar a la lipogenesi
de novo . L'augment de I'expressio de HMGCR en cancer facilita una major sintesi de

colesterol, precursor per a la sintesi de membrana en les cél-lules en divisio *#°.
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Hipotesi i objectius

Aquest treball s’emmarca dins del projecte d’investigacié del Grup Multidisciplinari per
a I'Estudi del Cancer de Mama sobre “Els lipids de la dieta i el cancer de mama”. La
investigacid s’ha realitzat en part utilitzant els tumors obtinguts préviament en el
model experimental de carcinomes mamaris induits amb DMBA en rates Sprague-

Dawley.

Estudis previs del grup han descrit que la dieta hiperlipidica d’oli de blat de moro, rica
en PUFA n-6, exerceix un efecte estimulador de la carcinogénesi mamaria
experimental. En canvi, la dieta hiperlipidica d’oli d’oliva verge extra, rica en MUFA i
compostos minoritaris bioactius, podria exercir un efecte potencialment protector. Els
mecanismes d’accio pels quals els lipids modulen el seu paper en el desenvolupament
dels tumors no estan del tots elucidats, tot i que resultats previs del grup han descrit
canvis en I'expressio de gens implicats en diferents vies de senyalitzacio cel-lular, com
la proliferacié o I'apoptosi, i en el metabolisme. D’acord amb aquests resultats s’ha

formulat la nova hipotesi de treball:

“Les dietes hiperlipidiqgues modifiqguen el metabolisme i I'apoptosi tumoral. Aquests
canvis son diferents en funcié de la dieta consumida, suggerint aixi una especificitat del

tipus de greix subministrat.”
L’objectiu general d’aquest treball és:

Investigar I'efecte de les dietes hiperlipidiques i els seus components en la
carcinogénesi de tumors de cancer de mama experimental i elucidar els mecanismes
involucrats, especialment en el metabolisme i I'apoptosi, a través d’estudis in vivo i in

vitro.
Els objectius especifics sén:

1. Investigar I'impacte d’aquestes dietes en les principals vies metaboliques en
els tumors mamaris experimentals, determinant els nivells d’expressié genica,

proteica i/o activitat dels enzims més rellevants (Article cientific I).
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2. Analitzar els efectes metabolics de les dietes hiperlipidiques en tumors
mamaris experimentals mitjancant estudis de metabolomica no dirigida

(Resultats no publicats).

3. Avaluarinvivoiin vitro els efectes d’aquestes dietes hiperlipidiques i dels seus

components principals en 'apoptosi (Article cientific Il).
Aquest objectiu es concretara en:

3.a. Determinar in vivo els nivells d’expressid de proteines que controlen

diferents vies apoptotiques en els tumors experimentals.

3.b. Analitzar in vitro els efectes d’acids grassos i polifenols de 'OOVE en
I'apoptosi de cel-lules representatives de diferents subtipus de cancer de

mama huma.

4. Estudiar in vitro els efectes metabolics de polifenols de I'OOVE en les mateixes
linies cel-lulars mitjancant estudis de metabolomica no dirigida (Article cientific
).
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Article cientific 1
A high extra-virgin olive oil diet induces changes in metabolic pathways of
experimental mammary tymors

Maite Garcia-Guasch?, Lourdes Navarro?, Vanessa Rivero® , Irmgard Costa®, Eduard

Escrich®, Raquel Moral® *

2Department of Cell Biology, Physiology and Immunology, Physiology Unit, Faculty of
Medicine, Universitat Autonoma de Barcelona, Bellaterra, Barcelona, Spain.

®Department of Pathology, CorporaciéParc Tauli-UDIAT, Sabadell, Barcelona, Spain.

Plantejament i objectiu

A nivell molecular, les cel-lules tumorals presenten una reprogramacié metabolica que
permet sostenir la proliferacié continuada, caracteristica que és considerada un
Hallmark del cancer. La més coneguda és I'anomentat Efecte Warburg, i consisteix en
la reprogramacié del metabolisme de la glucosa. També presenten alteracions en el
metabolisme d’aminoacids, sobretot de la glutamina, i del metabolisme d’un carboni,
juntament amb un augment de la captacio de lipids, de la lipogenesi i la sintesi de

colesterol.

Estudis previs del grup han descrit canvis diferencials en el grau de malignitat clinica i
morfoldgica dels tumors mamaris induits experimentalment per efecte de dues dietes
hiperlipidiques, una d’oli de blat de moro (rica en PUFA n-6) i I'altre d’"OOVE (rica en
MUFA i components bioactius). A més, també s’han observat diferéncies en I'expressié
de gens relacionats amb diferents vies cel-lulars com la proliferacio, I'apoptosi i
metabolisme. L'objectiu d’aquest treball és estudiar la influencia de les dues dietes
hiperlipidiques en les principals vies del metabolisme dels tumors mamaris induits

experimentalment en rata amb DMBA.

Metodologia
Aquest treball s’ha realitzat amb els tumors induits en rates femelles Sprague-Dawley
alimentades amb tres dietes semisintetiques. Els animals van ser distribuits en cinc

grups experimentals en funcié de la dieta i del moment de la intervencié dietetica (des
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del deslletament o després de la induccid, Veure Annex 1): dieta control “low-fat”
(grup LF), dieta hiperlipidica de blat de moro “high corn oil” (grups HCO, LF-HCO), i
dieta hiperlipidica d’OOVE “high olive oil” (grups HOO i LF-HOO; veure Annex 2 per més
detall).

En aquest treball, es van validar i ampliar els parametres sobre el grau de malignitat
clinica i morfologiques de les mostres tumorals, i es van caracteritzar els tumors
inclosos en l'estudi molecular. Tot seguit, a partir dels extractes tumorals, es va
estudiar els nivells d’expressié génica, proteica i activitat d’enzims involucrats en les
principals vies de. Els nivells d’expressié genica es van estudiar a partir de I’ARN total
per PCR de temps real. A partir d’homogenats tumorals, I'expressid proteica es va
analitzar per Western Blot, i es va determinar |'activitat enzimatica utilitzant assajos
comercials. D’altra banda, es van realitzar experiments in vitro usant les cel-lules
MCF-7, que van ser cultivades 48 h en condicions control, amb 1 mM d’acids grassos
(acid oleic o acid linoleic), o amb 0,1% d’oli (blat de moro o OOVE). L'expressié de
proteines va ser analitzada per Western blot en els extractes cel-lulars . Totes les dades
van ser analitzades estadisticament fent servir el programa R Deducer. En tots els

casos, els nivells de significanca estadistica es van establir a p < 0,05.

Resultats

L'estudi dels parametres anatomopatologics i clinics de la carcinogenesi va validar i
ampliar els resultats previs, i a més va mostrar que els tumors utilitzats en els estudis
moleculars representaven les caracteristiques d’agressivitat clinica i morfologica de la
série experimental. Els resultats van evidenciar un efecte diferencial pel tipus de lipid
consumit, de manera que els tumors dels grups alimentats amb dieta rica en oli de blat
de moro (grups HCO i LF-HCO) presentaven tumors amb més grau de malignitat que
els tumors del grup control (LF) i els dels grups alimentats amb una dieta rica en OOVE
(HOO i LF-HOO).

L"analisi de I'expressio genica va mostrar nivells d’expressié de gens relacionats amb el
metabolisme de la glucosa i la via de les pentoses fosfat més alts en els grups
alimentats amb dietes hiperlipidiques en comparacio el grup control. Entre els grups
de dieta hiperlipidica, es van observar algunes diferéncies quant a I'expressié génica

d’enzims involucrats en la glicolisi i en la glutaminolisi (incrementats en el grup LF-HCO
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en comparacio LF-HOQ), i en les pentoses fosfat (incrementats en els grups d’oli d’oliva

respecte blat de moro).

En relacid amb els nivells d’expressid proteica van revelar diferencies, especialment
entre els grups de dieta hiperlipidica, en el metabolisme de la glucosa i dels nivells
d’expressié d’"UCP2, que van ser superiors en els grups alimentats amb dieta d’'OOVE
en comparacié als grups de la dieta rica en oli de blat de moro. En concret, el grup
alimentat amb OOVE des de la induccié (HOO) va mostrar un increment en I'expressié
d’enzims de la glucolisi (Glutl, PFKL), de les pentoses fosfat (G6PDH, PGD) i de
I'activitat de la citrat sintasa (CS), mentre que el grup alimentat amb OOVE després de
la induccié (LF-OOVE), va presentar un increment d’UCP2 i de I'activitat d’enzims

involucrats en el cicle de Krebs (CS, IDH1 i 2).

D’altra banda, els estudis in vitro van mostrar resultats heterogenis i poc concloents
amb relacié a la modulacié de proteines de vies metaboliques per efecte dels

tractaments.

Aportacions més rellevants

- Les dietes hiperlipidiques tenen un efecte diferencial sobre la promocio i
progressio de la carcinogenesi mamaria, amb un influéncia clarament
estimuladora en el cas de la dieta rica en PUFA n-6, i un efecte feble de la dieta
rica en OOVE (tumors semblants als del grup control, malgrat haver administrat
un excés de greixos)

- Les dietes hiperlipidiques modulen diferencialment I'expressié dels principals
enzims, mostrant un increment del metabolisme de la glucosa i del mitocondrial
per efecte de I'OOVE, el que suggereix un efecte especific del tipus de lipid
consumit en les adaptacions metaboliques dels tumors experimentals.

- Els resultats de la caracteritzacid metabolica dels tumors no reflecteix el grau de
malignitat tumoral (tumors menys agressius per I'OOVE), suggerint que el
metabolisme, de forma aillada, no resultaria un bon marcador de la malignitat
cel-lular. Aquest fet posa de manifest la necessitat d’estudiar el metabolisme en

el context molecular del tumor i la seva interrelacié amb altres vies.
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- Els efectes observats en el metabolisme també depenen del moment de la
intervencio dietética, suggerint que la plasticitat metabolica depen de I'estat de |a

glandula mamaria en el moment de la induccio.
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Abstract

Breast cancer is the most common malignancy in women worldwide, and environmental factors, especially diet, have a role in the etiology of this
disease. This work aimed to investigate the influence of high fat diets (rich in corn oil or extra virgin olive oil -EVOO-) and the timing of dietary intervention
(from weaning or after induction) on tumor metabolism in a seven,12-dimethylbenz|aJanthracene (DMBA)-induced breast cancer model in rat. The effects
of lipids (oils and fatty acids) have also been investigated in MCF-7 cells. The results have confirmed different effects on tumor progression depending on
the type of lipid. Molecular analysis at mRNA, protein and activity level of enzymes of the main metabolic pathways have also shown differences among
groups. Thus, the animals fed with the EVOO-enriched diet developed tumors with less degree of clinical and morphological malignancy and showed
modified glucose and mitochondrial metabolism when compared to the animals fed with the corn oil-enriched diet. Paradoxically, no clear influence on lipid
metabolism by the high fat diets was abserved. Considering previous studies on proliferation and apoptosis in the same samples, the results suggest that
metabolic changes have a role in the molecular context that results in the modulation of different signaling pathways. Moreover, metabolic characteristics,
without the context of other pathways, may not reflect tumor malignancy. The time of dietary intervention plays also a role, suggesting the importance of
metabolic plasticity and the relation with mammary gland status when the tumor is induced.
© 2021 The Author(s). Published by Elsevier Inc.

This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0[)

Keywords: Dietary lipids; Extra virgin olive oil; Breast cancer; Metabolism; Carcinogenesis; Glucose metabolism.

1. Introduction carbohydrates, fiber, antioxidant substances, polyphenols and other
micronutrients, fish, and olive oil as the principal source of fat [6].

Breast cancer is the most common cancer in women world- Some epidemiological [2,4,5] and especially experimental

wide with high incidence (24.2%), prevalence (30.1%) and mortal-
ity (15%) rates [1]. This disease is a multifactorial neoplastic pro-
cess in which genetic, epigenetic and endocrine factors are in-
volved. Moreover, the environment alsc has a role in its etiology,
being diet one of the most impertant factors [2]. In this sense, the
Mediterranean diet is known as a healthy eating pattern associated
with an improvement in health status and with a protective effect
in the development of chronic diseases, including breast cancer
[3,4,5]. This diet is characterized by high consumption of vegetal
products resulting in high intake of monounsaturated fat, complex

studies have reported an influence of dietary lipids on breast
cancer risk that depends on the type and the quantity of fat,
and the timing of dietary intervention [7]. In general, saturated
fatty acids and n-6 polyunsaturated fatty acids (PUFA) show a
positive association with breast cancer risk, whereas n-3 PUFA,
as well as the ratio n-3/n-6 PUFA, decrease such risk [8,9,10].
Concerning monounsaturated fatty acids (MUFA), epidemiological
evidence remains unclear [10] while experimental studies have re-
ported from a weak-promoting to a protective effect on mammary
carcinogenesis [7,11,12]. Several mechanisms underlying such

Abbrevigtions: DMBA, 7,12-dimethylbenz(a)anthracene; EV0O, extra-virgin olive oil; FA, fatty acids; HCO, high corn oil; HOO, high extra-virgin olive oil;
LF, low-fat; MUFA, monounsaturated fatty acids; PPP, pentose phosphate pathway; PUFA, polyunsaturated fatty acids; TCA, tricarboxylic acid.
* Corresponding author at: Department of Cell Biology, Physiology and Immunology, Physiology Unit, Faculty of Medicine, Universitat Autdnoma de
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effects of lipids on breast cancer have been investigated [8]. We
have previously reported that dietary lipids influence clinical and
morphological features of experimental mammary tumors through
different complex molecular mechanisms, including modifications
in expression profiles of metabolism genes |7].

Cancer cells accumulate alterations in the main metabolic path-
ways that sustain elevated rates of proliferation. Such metabolic
reprogramming is considered a cancer hallmark [13]. The first
metabolic alteration in cancer described was the Warburg Effect,
a shift of glucose metabolism to its fermentation into lactate in
aerobic conditions. This effect is thought to confer an advantage
by producing more building blocks for cell growth and assuring
NADPH production for the antioxidant defense [14,15]. Ancther im-
portant metabolic change affects glutamine availability, a key ni-
tregen and carbon supplier in several reactions [16]. Tumor cells
also present increased lipid synthesis which is closely coupled to
glucose metabolism and may balance lipogenesis, lipid uptake and
lipolysis to maintain lipid homeostasis [17].

In previous works, we have reported different effects of high
fat diets on mammary carcinogenesis. A diet high in corn oil had
a clear promoting effect while a diet high in extra virgin olive
oil (EVOO) had a weak influence [7,11,12]. Extra virgin olive oil
and seed oils composition differ on their fatty acid profile and the
minor compounds. EVOO is rich in MUFA (oleic acid represents
60-85% of total fatty acids, depending on the oil variety). More-
over, EVOO is rich in minor bioactive compounds (more than 230
have been identified), including polyphenols such as hydroxyty-
rosol, secoiridoids or flavonoids. Corn il is rich in n-6 PUFA (50-
60% of total fatty acids) and contains some minor compounds such
as sterols and tocopherols. The differential effects that high corn oil
and high EVOO diets exert on mammary carcinogenesis could be
mediated, at least in part, by affecting the expression of different
genes involved in proliferation, apoptesis and metabolism. Thus,
this work aims to investigate the influence of such diets en tumor
metabolism in the rat model of 7,12-dimethylbenz(a)anthracene
(DMBA)-induced breast cancer. To this end, we analyzed the main
metabolic pathways to gain insight into the role of dietary lipids in
breast cancer development and to provide scientific knowledge to
establish healthy dietary advice for the population,

2, Materials and methods
2. Animals and experimental design

Animals received humane care under a protocol approved fellowing the legis-
lation applicable in this country. Female Sprague-Dawley rats (Charles River Lab,
L'Arhresle Cedex, France) at 23 days of age were distributed in five groups depend-
ing on the diet administered and the timing of dietary intervention (n=20 each
group), and were maintained under standard conditions (Fig. 1). Animals were fed
with a control low fat diet (LF), with a high corn oil diet from weaning (HCO) or
after induction (LF-HCO), or with 3 high extra virgin olive qil diet from weaning
(HOO} or after induction (LF-HOO). Mammary tumors were induced by oral gav-
age with a single dose {5 mg) of 7,12-dimethylbenz{a)anthracene (DMBA) (Sigma-
Aldrich, 5t. Louis, MO, USA) at 53 days of age. Rats were euthanized at 236-256
days by decapitation, Tumors were removed, the three diameters were measured,
and volume was calculated (V = 4/3n 4/3x [d1/2] x [d2/2] x [d3/2]). A portion of
each tumor was fixed in 4% formalin for anatomopathological analysis, and the rest
was flash-frozen and stored at -80°C for molecular analysis.

The morphological degree of tumor malignancy was characterized by applying
the Scarf-Bloom-Richardson grading method (SBR3, scoring 1-3), and the modified
method adapted to rat mammary adenccarcinomas (SBR11, scoring 3-11) that we
hava praviously described [18]. The highest categories indicated the most morpho-
logically aggressive tumors.

22. Diets

Three ic diets were as described before [18,20,21]; a low
fat diet (LF, 3% corn oil wjw), a high corn oil diet (HCO, 20% corn oil) and a high
olive oil diet (HOO, 3% corn cil+17% EVOO). Carbohydrates in the form of dextrose

LF * 1
HCO E 3
LFHCQ =i
HOO "
LF-HOO i

DMBA induction Tumer collection

{53 days) (236-256 days)

e LOW fat diet (3% com oil)
High com oil diet {20% corn oil)
High extra virgin olive oil diet (3% comn oll +17% extra virgin olive oll}

Fig. 1. Experimental design.

Female Sprague-Dawley rats were fed the low fat control diet (LF), the high corn
oil diet from weaning (HCO) or from induction (LF-HCO), and the high extra-virgin
alive oil diet from weaning (HOO) or from induction (LF-HOO), n = 20 animals |
group. Animals wera induced with 5 mg of 712-dimethylbenz|w Janthracene (DMBA)
at 53 days of age and euthanized at 236-256 days.

were 67.9% w/w in LF and 45.9% in both high fat diets. The diets also contained pro-
tein in the form of casein (18% w/w in the LF diet and 23% in the high fat diets) and
5% wjw cellulose, 5.9% wfw salt mixture and 0.24% w/w vitamin mixture. In order
to maintain the normal lipidic ism, they were supp d with methio-
nine (0.51% wjw in LF and 0.66% in the high fat diets), choline (1800 mg/kg diet)
and folic acid (5 mg/kg diet). The characteristics of lipids, minor compounds and
energy composition of diets are given in Supplemental Table 1. Diets were prepared
weekly and stored under nitrogen in the dark at 4°C,

2.3. RNA extraction, reverse transcription and real-time PCR

Total RNA from tumor samples was isolated using the RNeasy Extraction Kit
(QiaGen, Hilden, Germany) and quantified with Nanodrop 1,000 (ThermoFisher
Scientific Inc, Waltham, MA, USA}). Two micrograms of total RNA were reverse-
transcribed with High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit {Applied Biosys-
tems; Foster City, CA, USA). For the real-time PCR, 25 ng of cDNA were amplified
with the TagMan methodology in the iCycler iQ Real-Time PCR detection system
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Specific Gene TagMan Assays for glutl,
hk2, pfkl, pfkm, gépdh, pgd. gls and Hprt as the housekeeping contral gene were
obtained from Applied Biosystems. PCRs were performed at 10min at 95°C followed
by 15s at 95°C and 60s at 60°C for 40 cycles. Cycle thresholds (Ct) for each sample
were obtained and 2—ACt calculated.

2.4. Protein extraction

Total protein was extracted homogenizing tumor samples in an extraction
buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.2, 250 mM sucrose, 2 mM EDTA, 1 mM EGTA, 5 mM
MgCl2, 50 #M NaF, 100 M Na3vo4, 10 plfml protease inhibitor cocktail (Sigma-
Aldrich), 10 mM S-mercaptoethanol and 1% Triton X-100). For cytosolic, mitochon-
drial and membrane extracts samples were fractioned by cold centrifugations at
105.000¢ for one hour following standard protocols. Protein quantification was de-
termined by Lowry method using the commercial DC Protein Assay Kit (Bio-Rad).

25, Western blot

The different protein extracts (15-20 ug) were subjected to SDS-PAGE elec-
trophoresis on an acrylamide gel (Mini-Protean TGX Stain Free Gels, Bio-Rad)
and transferred to a PVDF membrane with the Trans-Blot Turbo Transfer System
(Bio-Rad). Membranes were blocked with 5%BSA TBS-Tween 0.1% or 5% skimmed
milk TBS-Tween 0.1% for 1h at room temperature and incubated with the spe-
cific primary antibody overnight at -+4°C, Primary antibodies used were anti-Glut1
(1:1,000), anti-PFKL (1:500), anti-ALDOA (1:1,000), anti-G6PDH (1:3,000), anti-PGD
(1:5,000), anti-ASCT2 (1:3,000), anti-ACC (1:1,000), anti-pACC (1:3,000}, anti-FASN
(1:20,000), anti-SCD (1:2,000), anti-AMPK (1:2,000), anti-pAMPK (1:2,000) from
cell signaling; anti-LDHA (1:30,000), anti-CPT1a (1:1000), ant-ACDL (1:3,000},
anti-UCP2 (1:5,000), anti-ACLY (1:5,000) from abcam; and anti-GLS (1:1,000) from
Thermofisher scientific. After incubation with the secondary antibody (anti-rabbit,
anti-mouse or anti-goat, Sigma-Aldrich) for 1h at room temperature, the mem-
branes were incubated with Luminata Forte Western HRP Substrate (EMD Millipore)
luminogen for 3-5 minutes. Proteins were visualized using the Chemidoc XRS+
hardware associated with Image Lab Software 5.1-Beta (Bio-Rad), Densitometric val-
ues were normalized with the total protein loaded [22] and relativized to an inter-
nal control sample loaded in duplicates in all blots [7].
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Table 1
Clinical and anatomopaghelogical characteristics of tumors
LF HCO LF-HCO HOO LF-HOO
Carcinogenesis parameters (clinical malignancy)
Tumor-bearing animals (%) 802 100° 100° 75° 85%b
Tumor yield (total number of tumors) 472 100° 87bc 583¢ 82bc
Anatomopathological degree (morphological malignancy)
n a7 98 84 50 81
SBR3, number of tumors 1/2/3 27/14/6 2 23/43/32b< 17/29/38 ® 19f22/9 2 34/28/19 ¢
degree 1 (%) 574 234 203 380 42,0
degree 2 (X) 298 43.9 345 44.0 34.6
degree 3 (%) 12.8 327 452 18.0 234
adapted SBR11, median 53 7 be 8¢ 7 abe 6.5 &b
Characteristics of tumors included in the molecular study
n 14 26 24 21 25
SBR3, number of tumors 1/2/3 10/3/12 8/10/8 be 3/9/12 ¢ Bf11/2 abc 7/14{4b
degree 1 (%) 714 30.8 i2.5 381 280
degree 2 (%) 214 384 375 524 56.0
degree 3 (%) 72 308 500 9.5 16.0
adapted SBR11, median 52 75 be 85°% 6ac 7¢
Tumor volume, median (cm3) 0.60% 1.80P¢ 3.89¢ 1.993b< 2.313b

Values within a row with different superscript letters are significantly different (P<.05). Quantitative data (adapted SBR11, tumor vol-
ume): Mann-Whitney U test. Qualitative data (tumor-bearing animals, tumor yield, distribution of tumors according to SBR1, SBR2, SBR3):

chi-squared test.

2.6, Enzymatic activity assays

For determination of citrate synthase and isocitrate dehydrogenase activity, we
used the Citrate Synthase Activity Assay Kit (MAK193, Sigma Aldrich) and Isoci-
trate Dehydrogenase Activity Assay Kit (MAKO62, Sigma Aldrich). Ten mg of tumor
tissue were homogenized in 100ul of ice-cold extraction buffer, kept on ice for
10 minutes and centrifuged at 10,000xg for 5 minutes. Supernatants were trans-
ferred to fresh tubes and protein concentrations were determined. Activity as-
says were assessed according to the manufacturer's instructions. The enzymatic
activities were determined with coupled enzymes reacticns in which resultant
products are proportional to activity and are measured spectrophotometrically at
412 nm.

2.7. Cell culture treatment

MCF-7 breast cancer cells were obtained from the American Type Culture
Collection (ATCC) and grown in EMEM (Gibce) supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS) and 0.01 mg/mL of insulin. Cells were maintained at 37°C
in a humidified atmosphere of 95% air and 5% CO,, and tested for mycoplasma
periodically.

MCF-7 cells were seeded 48 hours prior to treatments in p100 plates with
EMEM (Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 0.01 mgj/mL
of insulin. For farty acid treatments, oleic or lincleic acid-albumin from bovine
serum (Sigma Aldrich) were used at OmM (control) or 1 mM concentration. All
the solutions contained 0.1 mg/mL of BSA. For oils treatments, extra virgin olive
oil (EVOO) or com oil solutions were prepared at 0% (control) or 0.1% oil solubi-
lized in DMSQ (0.3%). The EMEM medium was supplemented with 5% FBS and (.01
mg/mL of insulin. All treatments (fatty acid and oils) were carried out for 24h, 48h,
72h and 96h, and protein was extracted following the standard protein extraction
protocols.

2.8. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using R Deducer. The statistical test was
determined depending on the sample distribution (Shapiro - Wilk test) and the
equality of variances (Levene’s test). Quantitative parametrical data were analyzed
with one-way ANOVA test (t-test equal variance). Non-parametrical data were an-
alyzed with Kruskal Wallis test - wilcoxon method. The chi-squared test was used
for the qualitative data (carcinogenesis parameters and distribution of mammary
adenocarcingmas according to the degree of morphological malignancy). The level
of significance was established at P<.05.
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3. Results

3.1. Clinical and morphological malignancy of tumors are influenced
by dietary lipids

Carcinogenesis parameters and the morphological degree of tu-
mor aggressiveness are shown in Table 1. The groups fed the high
corn oil diet had a higher incidence (percentage of tumor-bearing
animals) and tumor yield (total number of tumors) than the con-
trol LF group. The HCO group had also higher incidence and tumor
yield than the HOO group. Morphological degree of malignancy
was also clearly higher in the groups fed the high corn oil diet
(as shown by the percentage of tumors with high degree of SBR3,
and the SBR11 median), especially in the LF-HCO group, whereas
the groups fed the EVOO diet displayed intermediate values. More-
over, the subgroup of tumors used in the molecular analyses pre-
sented in this work also showed a higher degree of malignancy in
the groups fed the high corn oil diet, especially in the LF-HCO one
(significantly higher degree in comparisen to LF and EVOQ groups).
Tumor volume was significantly higher in the high com oil diet
groups versus LF, and in LF-HCO versus LF-HOO.

3.2. Dietary lipids influence the mRNA expression of enzymes of the
main metabolic pathways

The expression levels of metabolism-related genes were an-
alyzed by RT-PCR and are shown in Fig. 2. In general, tumers
from rats fed with the high fat diets showed an increase in mRNA
expression of glucose uptake and glycolysis-related genes (P<.01,
Fig. 2A) and pentose phosphate pathway (PPP) genes (P<.001,
Fig. 2B) in comparison to tumors from the low fat-fed rats. Gene
expression patterns also revealed differences due te the type of
dietary lipid. Higher levels of hk2, pfkl and pfkm mRNA were
observed in the LF-HCO group compared to the LF-HOO group,
while g6pdh and pgd expression was increased in HOO versus
HCO. We also observed differences related to the time of dietary
intervention, with higher levels of glutl, hk2, pfkl and pgd genes
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Fig, 2, Effect of diets on relative mRNA expression levels in mammary tumors, (A) Glucose transport and glycolysis-related genes, (B) Pentose phosphate pathway (PPP)-related
genes. (C) Glutaminolysis-related gene. Boxplots (median, box 25 and 75 percentile, whisker 10 and 90 percentile). Solid lines connecting groups indicate statistically significant
differences (P<.05), dashed lines indicate differences close to significance (P<.1), Kruskal Wallis test.

in LF-HCO compared to the group fed with the same diet from
weaning (HCO). The mRNA levels of hk2 and pfkm were also
different between LF-HOO and HOO.

The study of glutaminolysis (Fig. 2C) revealed a decrease in gls
mRNA in the LF-HOO group in comparisen to all other experimen-
tal groups.

3.3. Dietary lipids have an effect on glucose metabolism,
glutaminolysis and UCP2 protein expression but not on lipid
metabolism-related enzymes

The enzymes of the main metabolic pathways were analyzed by
western blot. Fig. 3 depicts the results of enzymes with a role in
glucose transport and glycolysis (Fig. 3A), Warburg effect (Fig. 3B)
and pentose phosphate pathway -PPP- (Fig. 3C). Changes in protein
expression by the effect of dietary lipids were observed in the glu-
cose transporter Glut 1, the glycolysis key enzyme PFKL, and the
PPP enzymes G6PDH and PGD, with significant higher protein lev-
els in the HOQ group compared to the HCO group. The same trend
was observed in PGD when comparing LF-HOO and LF-HCO groups.

In relation to lipid metabelism, the expression levels of the
main proteins of fatty acid transport (FATP1), 8-oxidation (CPT1a,
ACADL) and de nove synthesis (ACLY, FASN, pACC and ACC, SCD)
have been analyzed (Fig. 4A). In general, no differences have been
found by the effect of the experimental diets.

For the study of glutaminolysis, we have analyzed the expres-
sion of the glutamine transporter ASCT2 and GLS enzyme (Fig. 4B).
Expression of GLS was increased in HCO and HOO groups in com-
parison to the LF group.

Analysis of UCP2 was carried out in mitochondrial fractions
(Fig. 4C). Results showed higher UCP2 protein levels in the LF-HOO
group compared to the control and LE-HCO groups.

3.4. The diet rich in EVOO increases the activity of the main
tricarboxylic acid (TCA) cycle enzymes

The results of the enzymatic activity of citrate synthase (CS)
and isocitrate dehydrogenase isoenzymes (IDH1-3) are shown in
Fig. 5. An increase in CS activity was obtained in both high EVOO
diet groups in comparison to LF and high corn oil diet groups.
IDH1/2 activity was significantly increased in the LF-HOQ group.
No differences were observed in IDH3 activity.

3.5. In vitro effects of dietary lipids

MCF-7 cells were treated with fatty acids (oleic acid and linoleic
acid) and oils (EVOO and cern oil) for 24, 48, 72 and 96 hours.
We analyzed the proteins found as differentially expressed in the
DMBA-induced tumors (PFKL, GAPDH, PGD, UCP2) in the fatty
acid- and oil-treated cells (supplemental Figure 1). Results showed
heterogeneous data depending on lipid, concentration and time of
exposures, with no clear trends along time (e.g. decreased PFKL
by oleic acid at 48h but increased levels at 72h). Proteins re-
lated to lipid metabolism in oil-treated cells showed an effect
of EVOO increasing the lipid transperter CD36 and decreasing
FASN.
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4. Discussion

In this work, we have studied the effect of high fat diets
on metabolic enzymes (at mRNA, protein or activity level) in a
carcinogen-induced breast cancer model, as a mechanism of the
influence of diets on the progression of this disease. The results
obtained show an effect of the high EVOO diet on glucose and ox-
idative metabolism and suggest a cemplex interconnection among
metabolism and signaling pathways.

We have previously observed a strong promoter effect of the
diet high in corn oil while a weak effect of the diet high in ex-
tra virgin olive oil, both in the clinical and morphological man-
ifestation of mammary tumorigenesis [7]. In this study, we have
also observed, in the subgroup of tumors where molecular analyses
have been carried out, a differential effect of dietary lipids on the
anatomopathological degree of malignancy. Tumer phenotype was
characterized by both the Scarff-Bloom-Richardson (SBR) grading
metheod (SBR3) and the one adapted to this rat model (SBR11) [23].
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Results showed that tumors from rats fed with the high fat diets,
especially from the high corn oil diet groups, displayed morpho-
logical characteristics of higher degree of malignancy. These results
suggest that diets rich in fat may have an unspecific promoting
effect on tumorigenesis, but for the same amount of fat there is
a different specific effect depending on the main type of dietary
lipid.

To get insight into the molecular mechanisms by which dietary
lipids influence mammary carcinogenesis we previously performed
transcriptomic analyses in tumors from the different experimen-
tal groups. Gene expression profiles and enriched functional cate-
gories indicated an effect of high fat diets on tumor metabolism,
increasing the expression of glycolytic enzymes [7]. In this work,
we have validated and extended those results, analyzing the effect
of these two different high fat diets on key metabolism pathways.
At mRNA level, we found changes in glycolysis and PPP enzymes in
the high fat diet groups related to the control, but these differences
were not significant at the protein level. Taking in mind that the
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two high fat diets were isocaloric and that the type of oil was the
only difference in their composition, we compared among high fat
diet groups. As summed up in Fig. 6, our results suggest that the
EVOO-enriched diet provided from weaning (observed in the HQO
group) increased the mRNA and protein levels of enzymes with a
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role in glucose uptake (Glutl), glycolysis (PFKL) and PPP (GGPDH,
PGD) and increased the activity of the TCA cycle enzyme citrate
synthase (CS). The group fed with the same diet after induction
(LF-HQQ) showed increased UCP2 protein levels and enzymatic ac-
tivity of TCA cycle enzymes (CS and IDH).
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No differences were found ameng groups when beta-oxidation,
lipid synthesis or protein metabolism were studied. On the other
hand, results obtained in MCF-7 cells treated with fatty acid or
oils showed subtle and heterogeneous effects on the expression
of metabolism proteins. Although the in vitro results do not show
clear trends in many proteins, treatment with oils suggests changes
such as in the lipid transporter CD36 or an increase in FASN (a key
protein in fatty acid synthesis) by the effect of corn oil. Therefore,
the tumor cells would respond to the exogenous source of lipids,
as also suggested by the results of gene expression in tumors. This
effect of lipids, although subtle, can be of great importance in the
early stages of carcinogenesis. The chronic effect of the dietary in-
tervention may be different in established tumors, such as those
analyzed in this work, as many characteristics have already been
selected and cannot be separated from the context of other cellular
processes. Thus, although caution must be applied when extrapo-
lating in vitro and in vivo effects, both n-6 PUFA and n-9 MUFA
may affect tumor metabolism depending on dose or time variables.

There is evidence of the modulation of metabolism genes by di-
etary lipids in tissues like liver but reported data is less conclusive
for tumor tissues [24]. Tumor cells undergo uncontrolled growth
that has an impact on the regulation of metabolic pathways, ei-
ther as a cause or as a consequence [14]. Nowadays, it is known
that tumor cells use glycolysis, oxidative phosphorylation, or both,
depending on the cell conditions. Moreover, cancer cells can shift
their metabolic profile during tumorigenesis, tumor progression
and metastasis to provide the requirements needed for cell growth
and survival. Actually, metabolic changes and adaptation to main-
tain cell growth is considered a cancer hallmark [14,25]. Upregu-
lation of glycolysis, PPP, the Warburg effect or IDH1/2 activity in
malignant cells may be related to ROS detoxification and increased
redox potential via NADPH generation [26,27]. Also, the function of
UCP2 (an uncoupling protein family located in the mitochondrial
membrane) is thought to be an adaptive response limiting ROS
in breast cancer cells and avoiding ROS-mediated apoptosis [28].
Hence, according to reported data in the literature, the metabolic
profiles we found in tumors from rats fed the EVOO-enriched diet
(in comparison to those from the groups fed the high corn oil
diet), may reflect an adaptative response to sustain cell growth or
prevent cell death, but this is not in accordance with the clini-
cal and morphological behavior of tumors that we have observed.
Thus, anatemepathological and clinical parameters clearly showed
a lower degree of aggressiveness in the groups fed the EVOO diet
in comparison to the ones fed the high comn cil diet, This appar-
ently contradictory fact may be explained by the interconnection
of signaling pathways required for cell growth and survival. There-
fore, the results obtained can be part of a complex and intercon-
nected cell net, In this sense, we have previously reported that
the EVOQ-rich diet influences the molecular context in tumor cells
resulting in increased apoptosis and decreased proliferation when
compared to the effects of the high corn oil diet [29]. Moreover,
in the same experimental model presented here we observed an
increase in proliferation proteins by the effect of the high corn oil
diet (activated p21Ras, phospho-AKT, phospho-Erk or Myc), while
we found higher levels of pro-apoptotic proteins by the effect of
the EVQO diet (FADD, Bid, Bax or p53 -unpublished results-).

We have also observed that the groups fed with the EVOO-
enriched diet present differences in metabolic profiles depending
on the time of the dietary intervention. The LF-HOO group showed
higher activity of TCA cycle and UCP2 protein expression. We pre-
viously reported an increase in hepatic UCP2 mRNA by the effect of
this high EVOO diet [30], in accordance with other authors report-
ing increased UCP2 by EVOO or oleic acid in different tissues [31].
Although UCP2 has been related to avoiding ROS-mediated apopto-
sis in cancer [32], our previous results showed higher levels of p53
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and pro-apeptotic proteins expression in such LF-HOO group. The
tumor suppressor p53 is involved in key cellular processes such
as cell cycle arrest, cellular senescence, apoptosis or cell oxidative
balance, in addition to the control of metabolism by limiting gly-
colysis and promoting mitochondrial respiration [33]. On the other
hand, the same level of oxidative stress may have different con-
sequences depending on the cell context, e.g. evading or induc-
ing apoptosis depending on the activated signaling pathways [34].
Thus, our results suggest that UCP2 is increased in the LF-HOO
group as cell protection from oxidative stress, concomitantly with
an increase in apoptotic pathways that would lead to cell death,
which would be consistent with the lower morphelogical malig-
nancy of tumeors in this group. Other studies have alse reported
an effect of EVOO components (polyphencls and oleic acids) on
apoptesis in cancer [35]. In tongue squamous cell carcinomas, oleic
acid treatment induced apoptosis and autophagy [32], and hydrox-
ytyrosol regulated proliferation and apoptosis-related pathways in
DMBA-induced mammary tumors [36].

Results less conclusive were obtained from the HOO group. This
group showed an increase in glycolysis and PPP, which has been
related to sustained cell growth and a decrease in apoptosis [37].
This metabolic profile favors NADPH generation which may lead to
inhibit caspase activation [38]. Thus, an increase in NADPH could
be a cause that apoptosis is not increased in this group fed with
EVOO. On the other hand, the HOO group showed less activation
of proliferation pathways when compared to HCQO [29] as well as
a lower clinical and anatomopathological degree of malignancy.
Therefere, the metabolic profile is not a direct reflection of tumor
malignancy since it is interconnected with the whole cell network.
More studies are required to deep in and clarify the importance of
cell metabolic profiles and its relation to tumor malignancy.

In summary, in this work we have studied the effect of dietary
fats on breast cancer tumorigenesis pointing out the importance
of the type of lipid. Thus, high fat diets lead to a more malignant
phenotype when compared with a low fat diet, but the degree of
malignancy is clearly associated with the type of fat. Tumors from
animals fed with the EVOO-enriched diet showed a lower degree
of malignancy and changes in metabolic pathways, in comparison
to those from rats fed with the corn oil-enriched diet. The results
obtained, together with previous studies in these same samples,
suggest that these metabolic changes have a role in the molecular
context that results in the modulation of different signaling path-
ways in the tumors from the animals fed with EVOO. Therefore,
the metaholic characteristics, without the context of other path-
ways such as proliferation or apoptosis, may not reflect tumor ma-
lignancy. Moreover, we have alse observed that the time of dietary
intervention has a role in metabolic plasticity and that may be re-
lated to the status of the mammary gland when the tumor is in-
duced. Future studies in metabolomics will be conducted to elu-
cidate the effects of dietary lipids on the molecular basis and in-
terconnection of different pathways. In vitro analysis with EVOO
minor compounds will also get insight into the effect of that oil
on tumor metabolism. In conclusion, our study provides new data
on the link between dietary lipids and tumor biclogy, and high-
light the importance of dietary habits from early life in the risk of
this disease.
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Resultats

Resultats no publicats
Estudi de la influéncia de les dietes hiperlipidiques en el metaboloma dels
tumors mamaris induits experimentalment.

Materials i metodes

Animals i disseny experimental

En aquest treball s’han utilitzat tumors obtinguts en el model de carcinogenesi
mamaria induida en rata femella Sprague-Dawley amb 7,12-dimetilbenzantrace
(DMBA). Els animals van arribar als 23 dies d’edat i es van separar en cinc grups (n=20
cada grup) depenent de la dieta administrada i el moment de la intervencié dieteética
(veure Annex 1). Les rates van ser alimentades amb una dieta control baixa en greixos
(low fat, LF), amb una dieta rica en oli de blat de moro des del deslletament (high corn
oil, HCO) o després de la induccié (LF-HCO), o amb una dieta rica en OOVE des del
deslletament (high olive oil, HOO) o després de la induccié (LF-HOO) (veure Annex 2).
La induccio dels tumors es va realitzar per instil-lacié bucogastrica amb 5 mg de DMBA
als 53 dies d’edat. Les rates van ser sacrificades als 236-256 dies i es van recollir els

tumors per a I'analisi molecular.

Extraccio dels metabolits i preparacio per I'analisi RMN

Els metabolits es van extreure del teixit homogenat seguint el protocol préviament
descrit ¥, Breument, es van homogenar 50 mg de teixit en tampé fosfat (100 mM, pH
7,4) i es van extreure els metabolits amb una barreja de metanol:cloroform:aigua
(1:1:0,25). Les mostres es van mantenir en gel durant 20 minuts i es van centrifugar a
10.000xg durant 15 minuts a 4°C. Després de la centrifugacio es van recollir les fases
aquosa i organica, que van ser assecades al buit o congelades en nitrogen liquid,

respectivament. Les mostres van ser emmagatzemades a -80°C fins a la seva utilitzacié.

Per a I'estudi de ressonancia magnética nuclear (RMN), els extractes aquosos es van
reconstituir en 600 uL de tampd fosfat deuterat (PBS 100 mM, pH 7,4) amb 0,1 mM
d’acid propanoic 3-(trimetilsilil) (TSP-d4), i les fases organiques es van reconstituir en
600 pL de cloroform deuterat amb 0,03% de tetrametilsila (TMS). Per a |'analisi, es van

transferir 550 pl de cada mostra a un tub de RMN.

91



Resultats

Adquisicié de dades

Els espectres de RMN es van adquirir a 298 K en un espectrometre RMN Bruker Avance
[l HD 500 (Universitat d'Aveiro, xarxa portuguesa de RMN) que funcionava a
500,13 MHz per a l'observacié d’*H i equipat amb una sonda TXI de 5 mm. Els espectres
estandard 1D *H (programes de pols de Bruker "noesyprld" per a extractes aquosos i
"zg" per a extractes organics) es van registrar amb una amplada espectral de
7002,8 Hz, 32 k punts de dades, un temps de relaxacid de 2 s i 512 exploracions. Els
espectres de correlacio total 2D *H-'H (TOCSY) i els espectres resolts en J també es van
registrar per a mostres seleccionades per ajudar a l'assignacié espectral. El
processament dels espectres es va realitzar mitjancant Topspin 4.0.6 i va incloure la
fase manual, la correccio de la linia de base i la calibracié del senyal mitjangant el senyal
TSP/TMS (0 ppm). L'assignacié del senyal es va basar en la concordanca de la
informacié espectral 1D i 2D amb els espectres de referencia disponibles a la base de
dades Bruker BBiorefcode, aixi com a Chenomx 9.0 (Edmonton, AB, Canada) i la

biblioteca de referéncia composta HMDB %,

Analisi multivariada i integracio d'espectres de RMN

Els espectres es van normalitzar per area total i les matrius de dades es van escalar a
la variancia unitaria (UV) donant la mateixa variancia a totes les variables. L'analisi de
components principals (PCA) i I'analisi discriminant de minims quadrats parcials (PLS-
DA) es van aplicar a les dades utilitzant el Metaboanalyst 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca/). Els resultats es van representar com a diagrames de
dispersid i es va utilitzar la variancia explicada validada encreuament (Q2) per avaluar

la robustesa de la discriminacié del grup PLS-DA.

Per proporcionar una mesura quantitativa de les variacions metaboliques, els senyals
seleccionats es van integrar mitjancant Amix-Viewer 3.9.15 (Bruker Biospin,
Rheinstetten, Alemanya) i es van normalitzar per area total. Els loading profiles i els
Heatmaps es van generar mitjancant la versio del programari R 4.1.3 (R Core Team
(2020). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for

Statistical Computing, Viena, Austria. URL http://www. R-project.org/).
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Perfil metabolic intracel-lular

Es va estudiar la influencia de les dietes hiperlipidiques en el perfil metabolic
intracel-lular dels tumors del model experimental in vivo mitjancant ['analisi

multivariada dels espectres obtinguts de I"analisi d’'RMN *H.

Pel que fa a 'efecte de les dietes hiperlipidiques administrades en el moment del
deslletament (grups HCO i HOO), I'Analisi de Components Principals (PCA) no va
mostrar cap separacio entre grups ni respecte al control, tal com es mostra a la Figura
11A. Els mateixos resultats (Figura 11B) es van obtenir quan es van analitzar els grups
que havien rebut les dietes hiperlipidiques en el moment després de la induccid (LF-
HCO i LF-HOO).
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Figura 11. Diagrama de dispersid obtingut per PCA de la fraccié aquosa dels tumors. (A) grups HCO i HOO
respecte el control i (B) grups LF-HCO i LF-HOO respecte el control

Composicio lipidica

La primera avaluacio de I'efecte de les dietes hiperlipidiques en la composicio lipidica
del tumor es va realitzar aplicant I'analisi multivariada als conjunts de dades
obtingudes dels espectres de cada tumor. La Figura 12A mostra el diagrama de
dispersid obtingut per PCA a 'analitzar els grups que van rebre la dieta des del moment
del deslletament (HCO i HOO) en comparacié amb el control i la Figura 12B, els grups
que la van rebre les dietes hiperlipidiques després de la induccid amb el carcinogen

(LF-HCO i LF-HOO). Ambdues figures mostren una separacié al llarg de PC2 (7,6%
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variancia) i PC3 (5,4% variancia) entre els grups amb una dieta rica en oli de blat de
moro (HCO i LF-HCO) respecte als grups amb una dieta rica en oli d’oliva (HOO i LF-
HOO) i grup control, que es troben agrupats. Aquests resultats suggereixen que la
composici6 lipidica dels tumors que han rebut una dieta control (LF) i una dieta rica en
oli d’oliva (HOO i LF-HOO) és més semblant entre elles i es diferencia dels grups que
han rebut una dieta rica en oli de blat de moro (HCO i LF-HCO).
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Figura 12. Diagrama de dispersié obtingut per PCA de la fraccid lipidica dels tumors. (A) grups HCO i HOO
respecte el control i (B) grups LF-HCO i LF-HOO respecte el control.

Pel fet que les dues dietes sén isocaloriques i el tipus d’oli és I"Unica diferéncia entre
elles, es va realitzar la comparacio entre grups en funcié del tipus de dieta hiperlipidica.
La Figura 13A representa els diagrames obtinguts per PCA (esquerra) en analitzar
I'efecte de les dietes subministrades des del deslletament. Els dos grups es troben
separats al llarg del PC 2 (8,2% variancia), i la separacié es va confirmar mitjangant el
PLS-DA (dreta) amb un alt poder predictiu (Q? 0,811). L'analisi en els grups que van
rebre la dieta en el moment de la induccié del tumor (Figura 13C) va revelar separacio
per 'efecte de les dues dietes (LF-HCO i LF-HOO) al llarg del PC 3 (5,8% variancia) en el
PCA. Aquesta separacio es va confirmar mitjancant PLS-DA i orthoPLS-DA (OPLS-DA)
amb un bon poder predictiu (Q% 0,7). Els corresponents perfils LV1 (LV1 loadings)
il-lustrats en la Figura 13B i 13D mostren els metabolits més rellevants en la separacio

entre els grups.
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L'analisi d’RMN *H dels extractes apolars de les cél-lules va permetre identificar
diverses classes de lipids i els seus nivells relatius. Per avaluar amb més detall la
magnitud dels efectes en la composicio lipidica dels tumors per part de les dietes
hiperlipidiques, es van mesurar els nivells de metabolits individuals mitjangant la
integracio dels espectres (Figura 14). Els resultats obtinguts no van revelar canvis en el
contingut de colesterol, triglicerids ni fosfolipids. En canvi, els tumors dels animals
alimentats amb una dieta rica en oli de blat de moro (HCO i LF-HCO) van mostrar un
increment en el total d’acids grassos insaturats (Total UFA), de PUFA i d’acid linoleic i
una disminucié del total d’acids grassos (Total FA) i de MUFA, en comparacio al grup

control i als grups alimentats amb una dieta rica en oli d’oliva (HOO i LF-HOOQ).
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experimentals.
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Extra-Virgin Olive Oil and Its Minor Compounds Influence Apoptosis in
Experimental Mammary Tumors and Human Breast Cancer Cell Lines
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Plantejament i objectiu

L"apoptosi és una forma de mort cel-lular programada i la seva desregulacié s’associa
amb diferents malalties, entre elles el cancer. Els mecanismes que la regulen sén
complexos i involucren diferents vies. Les caspases sén unes de les principals proteines
implicades, ja que actuen com a iniciadores i executores, i es poden activar per
diferents vies: la extrinseca, la intrinseca, la via del reticle endoplasmatic i la via

independent de caspases.

En el camp de la nutricid, diversos treballs estudien I'efecte d’alguns components
bioactius sobre I"apoptosi com a possibles agents de prevencid i/o de tractament pel
cancer. D’altra banda, pocs estudis han abordat |'efecte de la dieta sobre I'apoptosi
tumoral in vivo que permetrien comprendre els mecanismes pels quals la dieta pot
influir en el risc de cancer i desenvolupar estrategies de prevencié i tractament.
L’objectiu d’aquest treball és estudiar I'efecte que tenen les dietes hiperlipidiques (una
dieta rica en PUFA n-6 en comparacié amb una dieta rica en MUFA) i el moment de la
intervencid dietetica en els mecanismes de regulacié de I'apoptosi en els tumors
experimentals. A més, amb estudis in vitro, es pretén elucidar I'efecte dels diferents
components de I'oli d’oliva (acids grassos i polifenols) en la regulacié de I'apoptosi en

diferents linies cel-lulars de cancer de mama.

Metodologia
Aquest estudi s’ha realitzat en els tumors obtinguts en el model experimental de

carcinogénesi mamaria induida quimicament en la rata Sprague-Dawley, tal com s’ha
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comentat anteriorment (Annex 1). Els animals van ser alimentats amb dieta control
(grup LF); dieta rica en PUFA n-6 des del deslletament (grup HCO) o després de la
induccié (grup LF-HCO); o dieta rica en OOVE des del deslletament (grup HOO) o
després de lainduccié (grup LF-HOO, Annex 1i2). Quant a les analisis moleculars, s"han
analitzat els nivells d’expressid de les principals proteines involucrades en la regulacio

de diferents vies apoptotiques mitjancant western blot.

Per I'estudi in vitro, es van tractar les linies cel-lulars MDA-MB-231 i MCF-7 amb acids
grassos (acid oleic o linoleic) i amb els principals polifenols de I'OOVE (hidroxitirosol,
oleuropeina i luteolina) per 24, 48 i 72 h. Es van realitzar assajos de viabilitat cel-lular,
determinacié de I'apoptosi, analisi del potencial de membrana mitocondrial i analisi

del cicle cel-lular per citometria de flux.

Es van analitzar els resultats obtinguts amb el programa R Deducer. En tots els casos,

els nivells de significanca estadistica es van establir a p < 0,05.

Resultats

Aquest treball, com a continuacié de I'estudi anterior, torna a posar en context el
diferent efecte de les dietes hiperlipidiques sobre les caracteristiques d’agressivitat
clinica i anatomopatologica dels tumors. Pel que fa a I'estudi de I'efecte de les dietes
hiperlipidiques en les principals vies apoptotiques, s’ha observat un increment en
varies de les proteines implicades en diferents vies per efecte de la dieta rica en OOVE.
Les proteines de la via extrinseca FADD, TNFR1 i caspasa-8 presentaven nivells
superiors en els grups d’OOVE, especialment quan la dieta va ser subministrada
després de la induccié (LF-HOO). Resultats similars es van obtenir en I'analisi de les
proteines en la via intrinseca Bid, Bak i Bax, que també estaven augmentades en el
grup LF-HOO. Respecte a I'apoptosi induida per estres del reticle endoplasmatic, no es
van trobar tendéncies clares en els nivells caspasa 12. Pel que fa a la caspasa-3 (punt
de convergéncia de les vies extrinseca i intrinseca), els nivells del seu inhibidor XIAP va
estar augmentat en el grup LF-HOO; malgrat aix0 la seva forma activa (17kDa-cleaved
caspasa 3) va mostrar una tendéncia estadistica a estar incrementada. En el cas dels
nivells d’expressié de les proteines EndoG i AlF, involucrades en la via independent de
caspasa, i de p53, supressor de tumors, també es va observar increments de la seva

expressié en el grup LF-HOO.
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L’estudi in vitro de I'efecte dels components de |'oli d’oliva en I'apoptosi va revelar un

lleuger increment de la viabilitat quan les cel-lules MDA-MB-231 van ser tractades amb

els acids grassos, acompanyat d’una lleugera disminucid en I'apoptosi, mentre que no

es va observar cap efecte d’aquests tractaments en les cél-lules MCF-7. En canvi, el

tractament de les dues linies cel-lulars amb els polifenols de I'OOVE, principalment

hidroxitirosol, va revelar una disminucié de la viabilitat cel-lular i un increment de

I’'apoptosi després de 48 h de tractament. Tot i aix0, no es van trobar diferencies en el

cicle cel-lular nien el potencial de membrana mitocondrial després del tractament amb

I"hidroxitirosol.

Aportacions més rellevants

La dieta rica en oli d’oliva verge extra, especialment quan és subministrada
després de la induccid (grup LF-HOQO) promou lincrement de proteines
proapoptotiques en tumors experimentals induits amb DMBA.

L'efecte de les dietes sobre I'apoptosi seria un dels mecanismes moleculars dels
seus efectes diferencials sobre el grau d’agressivitat tumoral (més malignitat en
els grups de dieta rica en PUFA n-6 que en els de dieta rica en OOVE). En aquest
sentit, en el grup HOO, que no va mostrar clarament augments de proteines
proapoptotiques, va presentar tumors més grans, pero de menys malignitat
anatomopatologica.

El moment de I'administracié de la dieta té un efecte en la regulacié de I'apoptosi.
L’administracié després de la induccid va resultar, en el cas de la dieta rica en PUFA
n-6, en els tumors de més grau d’agressivitat, i en el cas de la dieta rica en OOVE,
en I'estimulacié més gran de vies apoptotiques, suggerint que en aquests grups
I'estat de diferenciacié de les glandules les fa especialment sensibles a la
influencia del tipus de greix consumit.

Els resultats in vitro mostren un efecte dels components minoritaris de 'OOVE en
la viabilitat i en I'apoptosi de les cel-lules, especialment de I’hidroxitirosol.
Aquestes dades destaquen la importancia de la composicid especifica dels
aliments quant als seus potencials efectes sobre el risc, progressio o tractament

del cancer de mama.
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Simple Summary: Breast cancer is a disease influenced by dietetic factors, such as the type and
amount of lipids in a diet. In this work, we aimed to elucidate the different effects of two high-fat diets
on the histopathological and molecular characteristics of mammary tumors in an experimental model.
Animals fed with a diet high in extra-virgin olive oil (EVOO), compared to those fed with a diet high
in seed oil, developed tumors with less aggressiveness and proliferation. Tumor molecular analyses
of several cell death pathways also suggested an effect of EVOO in this process. In vitro experiments
indicated the role of EVOO minor compounds on the effects of this oil. Obtaining insights into
the influence and the mechanisms of action of dietary compounds are necessary to understand the
relevance that dietetic habits from childhood may have on health and the risk of disease.

Abstract: Breast cancer is the most common malignancy among women worldwide. Modifiable
factors such as nutrition have a role in its etiology. In experimental tumors, we have observed
the differential influence of high-fat diets in metabolic pathways, suggesting a different balance in
proliferation/apoptosis. In this work, we analyzed the effects of a diet high in n-6 polyunsaturated
fatty acids (PUFA) and a diet high in extra-virgin olive oil (EVOO) on the histopathological features
and different cell death pathways in the dimethylbenz(a)anthracene-induced breast cancer model.
The diet high in n-6 PUFA had a stimulating effect on the morphological aggressiveness of tumors
and their proliferation, while no significant differences were found in groups fed the EVOO-enriched
diet in comparison to a low-fat control group. The high-EVOO diet induced modifications in proteins
involved in several cell death pathways. In vitro analysis in different human breast cancer cell
lines showed an effect of EVOO minor compounds (especially hydroxytyrosol), but not of fatty
acids, decreasing viability while increasing apoptosis. The results suggest an effect of dietary lipids
on tumor molecular contexts that result in the modulation of different pathways, highlighting the
importance of apoptosis in the interplay of survival processes and how dietary habits may have an
impact on breast cancer risk.

Keywords: breast cancer; experimental mammary tumors; high-fat diets; apoptosis; cell death; olive
oil; hydroxytyrosol; oleuropein; luteolin

1. Introduction

Breast cancer is the most common cancer in women worldwide, with high incidence,
prevalence, and mortality rates [1]. This neoplasia has a multifactorial etiology, in which
diet, as an environmental factor, has an important role. Epidemiological and especially

Cancers 2022, 14, 905. https://doi.org/10.3390/cancers14040905
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animal studies have reported an influence of diet and dietary fat on breast cancer [2,3]. In
general, saturated fatty acids and n-6 polyunsaturated fatty acids (PUFA) have shown a
promoting effect on breast cancer, whereas n-3 PUFA, as well as the ratio of n-3/n-6 PUFA
intake, showed an inverse association with breast cancer risk [3]. Regarding monoun-
saturated fatty acids (MUFA), evidence is still uncertain, and experimental studies have
described effects ranging from a weak promoting effect to a protective effect on mammary
carcinogenesis [4]. In this sense, the Mediterranean diet, of which a main source of fat is
olive oil (rich in the n-9 MUFA oleic acid), is considered a healthy dietary pattern, with ben-
eficial effects on the risks of cardiovascular diseases, obesity, and cancer. Epidemiological
studies have demonstrated that adherence to this diet is associated to a reduction of overall
and cancer mortality [5-7].

Obtaining insight into the effects that diet and nutrition have on cancer is inherently
complex, as nutritional factors would exert a subtle and probably long-term influence
in such a multifactorial disease. However, it is of great importance to determine these
effects and the mechanisms involved, since exposure to these nutritional factors can occur
from childhood and throughout life. Animal experimental models are essential in diet
and cancer research, considering that nutrients and other dietary components may play
a physiopathological role, interacting at many molecular and cellular levels. We have
previously demonstrated in the 7,12-dimethylbenz[x]anthracene (DMBA)-induced model
of mammary cancer in rats a differential effect of high-fat diets, with a diet high in n-6
PUFA having a clear tumorigenesis-stimulating effect, while there was a weak influence
of the isocaloric diet high in extra-virgin olive oil (EVOO; rich in MUFA and phenolic
bioactive compounds) [4,8,9]. These effects were associated with several mechanisms, such
as changes in growth and sexual maturation, hormonal status, mammary gland biology,
and tumor molecular modifications, including transcriptomic changes modulating the
function of cell death-related genes [4,8-13]. We have also recently reported that this
high-EVOO diet, in comparison to the high n-6 PUFA diet, induced modifications in tumor
metabolic characteristics suggesting a higher glucose uptake, glycolysis rate, and oxidative
phosphorylation [13]. Although such metabolic features have been associated with tumor
progression [14-16], these tumors displayed a less aggressive phenotype, highlighting that
those metabolic characteristics without the context of other pathways, such as proliferation
or apoptosis, may not reflect tumor malignancy.

Apoptosis is a programmed and ordered cell death process occurring in many phys-
iological and pathological conditions. The mechanisms of programmed cell death are
complex and driven by many pathways. Caspases are the main involved proteins, as they
act as initiators and executioners, and can be activated by three pathways: the extrinsic,
the intrinsic, and the endoplasmic reticulum pathway. Apoptosis can also be induced in a
caspase-independent manner [17,18]. Reduced cell death, or its resistance, has a key role in
carcinogenesis. Cancer cells can disrupt the balance of pro-apoptotic and anti-apoptotic
proteins, reduce caspase function, and impair death receptor signaling in order to avoid
programmed cell death and sustain uncontrolled growth [18]. Targeting apoptosis mecha-
nisms is important in cancer treatment and the basis of many therapeutic approaches [19].
From the field of nutrition, several works are addressing the effect of some phytochemicals
on apoptosis as potential prevention and treatment agents in cancer [20], although several
factars, such as their bioavailability, are currently important limitations. On the other hand,
few studies have addressed the effect of diet on tumor apoptosis in vivo. Understanding
the mechanisms by which diet can influence cancer risk is needed to establish prevention
and treatment strategies. Thus, the aim of this work is to elucidate the effect that the
high-fat diets, high in a seed oil (rich in n-6 PUFA) or in extra-virgin olive oil (rich in
oleic acid and bioactive compounds), and with different timings of dietary interventions,
may have on the interplay among metabolism, proliferation, and apoptosis, with a special
focus on the different apoptotic pathways (Figure S1). In vitro analysis in different human
breast cancer cells with different fatty acids (oleic acid, linoleic acid) and minor compounds
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(hydroxytyrosol, oleuropein, and luteolin) were also carried out to acquire insight into the
molecular basis of the influence of EVOO on breast cancer.

2. Materials and Methods
1. Animals and Experimental Design

All animals received humane care under an institutionally approved experimental
animal protocol, following the legislation applicable in this country. Female Sprague-
Dawley rats (stain Crl: OFA (SD), n = 100) were obtained from Charles River Lab (L’Arbresle
Cedex, France) at 23 days of age. Three semisynthetic diets were designed: the low-fat
diet (LF; 3% corn oil -w/w-), the high corn oil diet (HCO; 20% corn oil) and the high
extra-virgin olive oil diet (HEVOO; 3% corn oil + 17% EV0O). The definition, preparation,
and suitability of the experimental diets were previously described in studies [8,21,22].
Animals were distributed in five groups depending on the diet and the timing of dietary
intervention (n = 20 each group): the LF diet from weaning (LF group), the HCO diet
from weaning (HCO group) or after induction (LF-HCO group), and the HEVOO diet
from weaning (HEVOO group) or after induction (LF-HEVOO group). At 53 days of age,
mammary tumors were induced by oral gavage with one single dose of 5 mg of DMBA
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) dissolved in corn oil (25 mg DMBA/kg body weight).
From day 74 onwards, animals were monitored weekly for the appearance of mammary
tumors. At 236-256 days of age, animals were euthanized by decapitation, selecting the
rats that were in the diestrus phase of the estrous cycle, and between 10:00 h and 13:00 h to
avoid circadian rhythm variability (Figure S2). Tumors were removed, a portion of each
was fixed in 4% formalin for histopathological analysis, and the rest was flash-frozen and
stored at —80 ° C for molecular analysis.

Tumor histopathology characterization was determined by applying the Scarff~-Bloom-
Richardson grading method (SBR3; scoring 1-3), and also the method adapted to rat
mammary carcinomas that we have previously described (SBR11; scoring 3-11) [23], with
the highest categories indicating the most aggressive tumors. SBR scores include differ-
entiation pattern, nuclear pleomorphism, and mitotic index. Number of mitoses were
determined in 10 high power fields (HPF) and classified into five categories [23]. Only
confirmed mammary adenocarcinomas were included in this study.

2. Protein Extraction

Tumor samples were homogenized in an extraction buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.2,
250 mM sucrose, 2mM EDTA, 1mM EGTA, 5mM MgCl;, 50 uM NaF, 100 pM NasVOy,
10 pL/mL protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 10 mM -
mercaptoethanol, and 1% Triton X-100) for total protein extraction. For fractioned ex-
tracts, samples were cold centrifugated at 105,000% g for one hour to separate the soluble
fraction (corresponding to cytosol) from the particulate fraction, which was further re-
suspended in extraction buffer with 0.1% Triton X-100 and centrifuged at 105,000% g
(supernatant corresponding to the membranous fraction containing all membranes). Mi-
tochondrial extract was obtained from homogenized samples by centrifuging at 1500% g
to separate nuclei, followed by supernatant centrifuging at 10,000x g to obtain precipi-
tated mitochondria. Protein quantification was determined by Lowry’s method using the
commercial DC Protein Assay Kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) (cytosolic, mitochondrial,
and membrane).

2.3. Western Blot

The different protein extracts (10-20 pg) were subjected to SDS-PAGE electrophoresis
on an acrylamide gel (7.5% or 12% Mini-Protean TGX Stain-Free Gels, Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) and transferred to a PVDF membrane with Trans-Blot Turbo Transfer System
(Bio-Rad). Membranes were blocked with 5% BSA or 5% skimmed milk in TBS-0.1% Tween
for 1 h at room temperature and incubated with primary antibody overnight at +4 °C. The
primary antibodies and dilutions used were: AIF (1:2000), APAF-1 (1:2000), Bak (1:2000),
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Bax (1:2000), Caspase-3 (1:2000), Caspase-8 (1:1000), Caspase-9 (1:1000), Cytochrome C
(1:500), p53 (1:500), TNFR1 (1:500), TRADD (1:1000), and XIAP (1:500) from Cell Signaling
(Leiden, Holland); Bcl2 (1:1000), Bid [1:3000), EndoG (1:1000), FADD (1:1000), and Fas (1:500)
from Santa Cruz Bioechnologies (Dallas, TX, USA); TRAFf2 (1:3000) from ThermoFisher
Scientific (Waltham, MA, USA); and Caspase-12 (1:2000) from Abcam (Cambridge, UK).
Membranes were incubated with the secondary antibody (anti-mouse or anti-rabbit [gG
peroxidase-conjugated) for 1 h at room temperature and developed with Luminata Forte
Western HRP Substrate (Merk Millipore, Burlington, MA, USA) luminogen for 3-5 min.
Proteins bands were visualized using the Chemidoc XRS+ hardware associated with Image
Lab Software 5.1-Beta (Bio-Rad). Densitometric values were normalized with the total
protein loaded [24] and relativized to an internal control sample loaded in duplicates in
all blots.

4. Cell Culture Treatment

For in vitro analyses, we used the MCF-7 cell line, representing the molecular subtype
of human breast cancer Luminal A, and MDA-MB-231 cells, representing the triple-negative
subtype. Cell lines were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC;
LGC Standards, Middlesex, UK). MCF-7 cells were grown in EMEM (Gibco, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS; Gibco) and 0.01 mg/mL of insulin. MDA-MB-231 cells were grown in DMEM
(Gibco) and supplemented with 10% FBS. Cells were maintained at 37 °C in a humidified
atmosphere of 95% air and 5% CO3. The cell cultures were subjected to Mycoplasma screen
tests periodically.

For fatty acid treatments, oleic acid- or linoleic acid-albumin from bovine serum
(Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) were used at 0 pM (control), 1 pM,
10 pM, 100 pM, or 1 mM concentration. All the solutions contained 0.1 mg/mL of BSA
(Sigma-Aldrich).

For treatments with EVOO minor compounds, we used hydroxytyrosol (PHL80152,
Sigma Aldrich) at 0 pM (control), 100 pM, 250 pM, and 400 pM; oleuropein (12,247, Sigma
Aldrich) at 0 pM (control), 10 pM, 30 pM, and 50 pM; and lutein (L9283, Sigma-Aldrich) at
0 pM (control), 5 pM, 10 pM, and 30 pM [25-27]. All the solutions contained 0.1% of DMSO.

5. Viability Assays

For analysis of cellular metabolic activity as an indicator of cell viability and prolifera-
tion, we used MTT colorimetric assay based on the reduction of thiazolyl blue tetrazolium
bromide (Sigma-Aldrich) to formazan. Briefly, MCF-7 cells were seeded in 96-multiwell
plates at 6 x 103cells/well in 100 pL of complete EMEM (Gibco) medium with 5% FBS.
MDA-MB-231 cells were seeded in 96-multiwell plates at 5 x 103 cells/well in 100 pL of
complete DMEM (Gibco) medium with 5% FBS. After 24 h, the medium was replaced with
fresh one containing the specific treatment and incubated for 24 to 72 h. MTT reagent was
added to each well (10 pL/well of MTT solution at 5 mg/mL in PBS) and incubated 2 h at
+37 °C. Then, formazan crystals were solubilized in 100 pL of 100% DMSO and absorbances
were read at 570 nm. Relative cell viability was calculated as the ratio of absorbance of
treated samples and control samples.

6. Determination of Apoptotic Cells by Flow Cytometry

MCF-7 and MDA-MB-231 cells were seeded 24 h before treatment in 12-multiwell
plates at 2 x 105cells/well in 1 mL of complete EMEM and DMEM (Gibco) medium, respec-
tively, with 5% FBS. Cells were treated with the specific concentration of oleic acid, linoleic
acid, hydroxytyrosol, oleuropein, or lutein for 24, 48, and 72 h. Cells were trypsinized,
washed in PBS, and labelled with Annexin-V-Fluorescein and Propidium iodide (PI) using
an Annexin-VFLUOQS staining kit (Inmunostep, Salamanca, Spain) according to the manu-
facturer instructions. Then, data were acquired on a FACSCalibur flow cytometer at SCAC
Facility, UAB.
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7. Mitochondrial Membrane Potential Assay by JC-1 Staining

MCE-7 cells were seeded 48 h before treatment in 6-multiwell plates at 4 x 10°cells/well
and treated for 24, 48, and 72 h with 0 or 400 pM of hydroxytyrosol (Sigma Aldrich). Briefly,
cells were collected by trypsinization, stained with JC-1 dye (15 pg/mL), and incubated at
room temperature for 15 min at 37 °C in a humidified atmosphere of 95% air and 5% CO5.
Data were acquired on a FACSCalibur flow cytometer at SCAC Facility, UAB.

8. Cell Cycle Analysis
MCF-7 cells were seeded 48 h before treatment in 6-multiwell plates at 3 x 10° cells/well,

2.5 x 105 cells/well and 2 X 10° cells/well and treated for 24, 48, and 72 h respectively with
0 or 400 pM of hydroxytyrosol (Sigma-Aldrich). Cells were collected by trypsinization, fixed
with 70% ethanol, and stored at —20 *C. On the analysis day, cells were washed with PBS,
labelled with 0.5 mL/1 x 106cells of FxCycle PI/RNse staining solution (ThermoFisher Scien-
tific), and incubated at room temperature for 30 min. Data were acquired on a FACSCalibur
flow cytometer at SCAC Facility, UAB.

2.9. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using R Deducer. The statistical test to be used
was determined depending on the distribution of each variable (Shapiro-Wilk test) and the
equality of variances among groups (Levene’s test). Data from tumors usually do not follow
a normal distribution, and the non-parametrical Kruskal-Wallis test—Wilcoxon method
was used. Quantitative parametrical data were analyzed with one-way ANOVA test (¢-test
equal variance) and paired ¢-test. For qualitative data (distributions and percentages) the
Pearson’s Chi-squared test was used. The level of significance was established at p < 0.05.
For in vivo results, distribution of data is represented using box plots. Box indicates
interquartiles (IQR; first quartile Q1, second quartile = median, and third quartile Q3);
whiskers extend from maximum (Q3 + 1.5 X IQR) to minimum (Q1 — 1.5 X IQR); dots
represent outliers; and cross indicates the mean value.

3. Results
1. The High-Corn Oil Diet Influenced the Manifestation of the Disease

Carcinogenesis parameters are shown in Table 1. The tumor latency period (days
from induction to first palpable malignant tumor) was shorter in the HCO and LE-HCO
groups, although differences did not reach statistical significance. On the other hand, the
percentage of tumor-bearing animals and total number of tumors were higher in the groups
fed the HCO diet in comparison to the LF and HEVOO groups. Tumor multiplicity (mean
number of tumors per animal) was also increased in the HCO group in comparison to the
LF group.

Table 1. Effect of high-fat diets on DMBA-induced tumorigenesis in rats.

Parameter LF HCO LF-HCO HEVOO LE-HEVOO
Latency period (days, mean = SE) 98.6 £119 818+99 76.4 £9.3 86.4 =103 948 6.8
Tumor incidence (%) 80 100 ab 100 2k 75 85
(Tumor-bearing rats/total) 16/20 20/20 20/20 15/20 17/20
Total number of tumors 46 100 ab 874 57 832
Tumeor multiplicity 23£05 50£072 44 %09 29£08 42£10

(no. tumors/animal, mean % SE)

3 p < 0.05 in comparison to control LF group; : p < 0.05 in comparisen to HEVOO group. Continuous variables
(latency time, tumor multiplicity): Kruskal-Wallis test. Categorical variables (tumor incidence, total number of
tumors): Pearson’s Chi-squared test.
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3.2. The High-Corn Oil Diet, but Not the High-EVOO Diet, Had a Clear Effect on
Histopathological Malignancy and Proliferation of Tumors

Results for the morphological degree of tumor aggressiveness and proliferation are
shown in Figure 1. Histopathological analyses indicated a higher degree of malignancy
(both in SBR3 and SBR11 score) in the groups fed the HCO diet in comparison to the groups
fed the control and high-EVOO diets. A histological quantitation of proliferation indicated
a higher mitosis score in the high-corn oil diet groups versus control, especially in LF-HCO,
and a great number of mitoses in both HCO-fed groups in relation to the control. LE-HCO
also showed a great number of mitoses in comparison to the high-EVOO diet groups.

Histopathological degree Histopathological degree
of malignancy (SBR3) of malignancy (SBR11)
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Figure 1. Effect of high-fat diets on the degree of aggressiveness and proliferation of experimental
mammary tumors. (A) Histopathological classification of tumors. Images show representative DMBA-
induced mammary adenocarcinomas with different degree of morphological aggressiveness. Stacked
bar chart depicts the distribution of mammary adenocarcinomas of each group according to the Scarff-
Bloom-Richardson index, scoring tumors in three categories (SBR3), with the highest representing
the most aggressive. Box and whisker plot depicts data of the modified Scarff-Bloom-Richardson
index (SBR11) of each tumor. (B) Mitosis study. Images show representative determination of mitoses
in tumors with different mitosis score. Stacked bar chart depicts the distribution of mammary
adenocarcinomas of each group according to the mitosis score. Box and whisker plot depicts data
of the number of mitoses in 10 high power field (HPF, 400X magnification) for each tumor. Arrows
connecting groups indicate differences statistically significant (p < 0.05), Chi-squared test (distribution
data: SBR3 and mitosis score), non-parametric Mann-Whitney U test (quantitative data: SBR11 and
number of mitoses). LF, n = 46; HCO, n = 100; LF-HCO, n= 87, HEVOO, n = 57; LF-HEVOO, n = 82.

Scale bar.
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3.3. The EVOO-Enriched Diet Promoted the Expression of Extrinsic Apoptosis Pathway Proteins

The protein expression levels of extrinsic pathway-related proteins (Fas, FADD total
and membrane fraction, TNFR1, TRADD membrane fraction, TRAF2, pro-Caspase-8, and
cleaved-Caspase-8) were studied by Western blot and the results are shown in Figure 2
(Original Western blots in Supplementary material). Changes in protein expression levels
were observed in FADD, TNFR1, and pro-Caspase-8 with higher levels in the LF-HEVOO
group when compared to LF group. When comparing between high-fat diets, FADD
(total and membrane fraction), TNFR1, and pro-Caspase-8 showed higher levels in the
LF-HEVOO group versus LF-HCO group, while the HEVOO group showed higher FADD
and TRADD in comparison to the HCO group. Higher expression levels of TNFR1 and
pro-Caspase-8 were also found in LF-HEVOO versus HEVOO.
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Figure 2. Effect of high-fat diets on the expression of apoptotic extrinsic pathway proteins in ex-
perimental tumors. (A) Detection of proteins by Western blot in the different groups. (B) Box plots
represent distribution data for Fas, FADD (total and membrane), TNFR1, TRADD (membrane),
TRAF2, and Caspase-8 (pro- and cleaved-Casp8). FADD (membrane) and TRADD (membrane) were
detected in the membrane fraction, the other proteins were detected in total protein extract. Box: 25th
percentile, median, 75th percentile; whiskers: maximum to minimum; dots: outliers; cross: mean
value. Solid arrows connecting groups indicate statistically significant differences (p < 0.05), dashed
lines indicate differences close to significance (p < 0.1), Kruskal-Wallis test.

3.4. The EVOO-Enriched Diet Increased the Expression of Intrinsic Apoptosis Pathway Proteins

We have also studied proteins involved in the apoptotic intrinsic pathway: the pro-
apoptotic Bid and the active tBid, Bak, Bax, Cytochrome C in mitochondrial and cytoplasm
fraction, APAF, pro-Caspase-9, cleaved-Caspase-9, and the anti-apoptotic Bcl2 (Figure 3 and
Original Western blots in Supplementary material). Relative protein expression levels of
the total Bid, tBid, and Cytochrome C (membrane fraction) were higher in the LFE-HEVOO
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group than in the LF group. This LF-HEVOO group also showed higher levels of total Bid,
tBid, Bak, and Bax when compared to the HCO-fed groups, and those of Bid and Bak when
compared to the HEVOO group.
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Figure 3. Effect of high-fat diets on the expression of apoptotic intrinsic pathway proteins in exper-
imental tumors. (A) Detection of proteins by Western blot in the different groups. (B) Box plots
represent distribution data for Bid (total and 22 kDa, and the active truncated 18 kDa tBid), Bak, Bax,
Bcl2, Cytochrome C (cyt.C) in membrane and cytosol, APAF in cytosol, and Caspase-9 (pro- and
cleaved-Casp9). Cyt.c (membrane) was detected in membrane fraction, Cyt.C (cytosol) and APAF
(cytosol) were detected in cytosol fraction, the other proteins were detected in total protein extract.
Box: 25th percentile, median, 75th percentile; whiskers: maximum to minimum; dots: outliers; cross:
mean value. Solid arrows connecting groups indicate statistically significant differences (» < 0.05),
dashed lines indicate differences close to significance (p < 0.1), Kruskal-Wallis test.

3.5. Effect of High-Fat Diets on Endoplasmic Reticulum (ER) Stress-Induced Cell Death and in
Apoptosis Pathways Convergence

Results for the Caspase-12 protein, which is involved in ER stress-induced cell death,
are shown in Figure 4A and in Original Western blots in Supplementary material. There
was a trend in the HCO group to have lower levels of pro-Caspase-12, while a trend to
have higher levels of the active cleaved form was observed in the LF-HCO group.
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Figure 4. Effect of high-fat diets on the expression of apoptotic proteins in experimental tumors.
(A) Detection of proteins by Western blot in the different groups. (B) ER stress-induced apoptosis
protein Caspase-12 (pro- and cleaved-Casp12). (C) The key protein in confluence of apoptotic pathways
Caspase-3 (pro-Casp3 and the 19 KDa and 17 Da cleaved forms), and its inhibitor XIAP. (D) Caspase-
independent cell death proteins AIF (total in mitochondria and active cytosolic AIF levels) and EndoG
(mitochondria and cytosolic). (E) Total protein levels of p53. AIF and EndoG were detected in
mitochondria fraction and total protein extract, the other proteins were detected in total protein extract.
Box: 25th percentile, median, 75th percentile; whiskers: maximum to minimum; dots: outliers; cross:
mean value. Solid arrows connecting groups indicate statistically significant differences (p < 0.05),
dashed lines indicate differences close to significance (p < 0.1), Kruskal-Wallis test.

On the other hand, the protein expression levels of pro-Caspase-3 and active Caspase-3
are shown in Figure 4B and in Supplementary material. There was a trend to have increased
levels of 17 kDa cleaved-Caspase-3 in the LE-HEVOO group compared to the LF-HCO and
HEVOO groups. The Caspase-3 inhibitor, XIAP, was increased in the LE-HEVOO group in
comparison to LF-HCO group.
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6.  Effect of High-Fat Diets on Caspase Independent Cell Death and on p53

We studied AIF and EndoG as proteins related to caspase-independent cell death
(Figure 4C and Original Western blots in Supplementary material). The total AIF (67 KDa)
in mitochondria was decreased in the HCO group in comparison to the LF group. Active
AIF (57 KDa) in cytosol was detected in a few samples, with a higher frequency (Pearson’s
Chi-squared test, p < 0.05) in the LF-HEVOO group. EndoG levels in mitochondria were

significantly higher in the LF-HEVOO and HEVOO groups compared to the LF-HCO group,

while there was a trend toward higher levels of cytosolic EndoG in the LE-HEVOO group.
In relation to p53, total levels were significantly higher in the LF-HEVOO group in

comparison to all other high-fat diet groups (Figure 4D and Supplementary material).

7. Effect of Oleic and Linoleic Acids on Viability and Apoptosis in Breast Cancer Cells

MDA-MB-231 and MCF-7 cells were treated with oleic and linoleic acid at different
concentrations (1, 10, 100, and 1000 pM) for 24 h, 48 h, and 72 h. As shown in Figure 54,
oleic and linoleic acids had no effects on MCE-7 cell viability. In MDA-MB-231 cells, both
fatty acids had a slight stimulating effect compared to the control (increased viability
with oleic acid at 10 yM and 1 mM for 72 h, and with linoleic acid at 100 pM after 24 h
of treatment). Regarding apoptosis (Figure 5B), no effects on MCF-7 were observed. In
MDA-MB-231, both oleic and linoleic acids decreased the percentage of apoptotic cells after
72 h of treatment with the highest doses (Figure 5B).
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Figure 5. Effects of fatty acid treatments on cell viability and apoptosis in human breast cancer cell
lines. (A) Cell viability analysis using the MTT assay of MDA-MB-231 and MCF-7 cell lines treated
with different doses of oleic acid (0A) and linoleic acid (LA) for 24 h, 48 h, or 72 h. (B) Apoptosis
analyses by flow-cytometry assay of Annexin V/propidium iodide (PI) double staining. Picture
shows a representative image of dot plot diagrams identifying cell population stained with Annexin-V
[AnxV, green) and PI (red). For MDA-MB-231 and MCF-7, graphics show the results for cells in early
apoptosis (AnxV+/P1—), late apoptosis (AnxV+/PI+), and total apoptosis (AnxV+/PI=), relative to
control cells. Mean + standard deviation of three-five independent experiments. * p < 0.05 compared
to control cells (0.1 mg/mL of BSA).

3.8. EVOO Main Polyphenols Affected Cell Viability in Breast Cancer Cells

MDA-MB-231 and MCF-7 cells were treated with different doses of hydroxytyrasol
(HT), oleuropein (OLE), and luteolin (LUT) for 24, 48, and 72 h. Figure 6 depicts the
comparison of treated cells versus control cells (treated only with 0.1% DMSO). HT had
a time- and dose-dependent effect, decreasing cell viability both in MDA-MB-231 and
MCE-7 cells. At the highest dose (400 pM), HT decreased viability at 48 h and 72 h in both
cell lines. At 72 h, viability was also decreased with 100 pM (MDA-MB-231) and 250 pM
(MDA-MB-231 and MCF-7). By 72 h, OLE at 50 uM decreased viability in both cell lines,
and in MCF-7 there was also a significant effect at 30 pM after 48 h and 72 h. LUT did
not decrease viability at the doses used in these cell lines; we only observed an increase in
MDA-MB-231 with 5 pM by 24 h.

A comparison among different doses and times of treatment are indicated in Figure S3.
In both lines, cells treated with 400 pM of HT for 48 h and 72 h showed a significant
decrease in the cell viability in comparison to cells treated with 100 pM and 250 pM. At
400 pM there were also a time-dependent effect, especially in MDA-MB-231 cells (lower
viability at higher times of treatment). MDA-MB-231 cells treated with OLE 50 pM for 72 h
had a decreased viability in comparison to cells treated with OLE at 30 pM. The highest
concentration of LUT (30 pM) for 72 h also decreased cell viability in comparison to LUT at
5uM and 10 pM.
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Figure 6. Effect of EVOO minor compounds on cell viability in MDA-MB-231 and MCF-7 cell lines
treated with different doses for 24 h, 48 h, or 72 h, relative to control cells (0 pM). (A) Hydroxytyrosol
(HT). (B) Oleuropein (OLE). (C) Luteolin (LUT). Mean + standard deviation of three independent
experiments. * p < 0.05 compared to control cells (0.1% DMSO-treated).

3.9. Hydroxytyrosol Promoted Apoptosis in Breast Cancer Cell Lines

Annexin V/PI staining and flow cytometry were used to evaluate the effect of EVOO
polyphenols in cell apoptosis. MDA-MB-231 and MCF-7 cells were treated with increasing
doses of HT, OLE, and LUT for 24 h and 48 h. Figure 7 shows results for early apoptosis
(annexin positive/propidium iodide negative-labeled cells) and late apoptosis (annexin
positive/propidium iodide positive-labeled cells), and a percentage of live and apoptotic
cells for each treatment in MDA-MB-231 (Figure 7A,C,E) and MCF-7 (Figure 7B,D,F). HT
increased early apoptosis in both cell lines (especially at 48 h in MDA-MB-231, Figure 7A,
and at the highest dose after 24 h and 48 h in MCF-7, Figure 7B). The highest dose (400 pM)
also increased late apoptosis after 48 h in MDA-MB-231 cells. A comparison of the per-
centage of live/apoptotic cells among doses showed a significant dose-effect after 48 h in
both cell lines, with a higher percentage of apoptotic cells in 400 pM-treated cells compared
to all other doses. Few differences were found with OLE and LUT treatments, with no
clear trend.
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Figure 7. Effect of treatment with HT, OLE, and LUT on apoptosis in MDA-MB-231 and MCF-
7 cell lines. Apoptosis analyses by flow-cytometry assay of Annexin V/propidium iodide (PI)
double staining in MDA-MB-231 (A,CE) and MCF-7 (B,D,F) cells treated with different doses of
hydroxytyrosol (A,B), oleuropein (C,D), or luteolin (EF) for 24 h or 48 h. For each treatment and
cell line, results show values of early apoptosis compared to control cells (0.1% DMSO-treated cells),
values of late apoptosis compared to control cells, and percentage of live/apoptotic cells. Histograms
show mean + standard deviation of three independent experiments. *: p < 0.05 compared to control
cells (0.1% DMSO-treated). Solid lines connecting bars indicate statistically significant differences
between doses.

3.10. Hydroxytyrosol Did Not Significantly Affect Cell Cycle or Mitochondrial Membrane
Potential in MCF-7

Further analysis on the effect of HT was carried out on MCF-7 cells. We studied
by flow cytometry the cycle of cells treated with HT at 400 pM for 24, 48, and 72 h
(Figures 8A and S4A). On the other hand, mitochondrial membrane potential was an-
alyzed by staining with JC-1, a cationic dye indicator of potential-dependent accumulation
in the mitochondria (Figures 8B and S4B). No statistically significant differences were
observed in the HT treatment.
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Figure 8, Effect of treatment with HT on cell cycle and membrane depolarization in MCF-7 cells.
(A) Flow cytometry DNA content analysis of cells stained with propidium iodide (G0/G1 and G2/M
phase peaks are separated by the S-phase). Distribution of cells in GO/G1, S, and G2 /M in control
and 400 yM HT-treated MCF-7 cells of three independent experiments. (B) Flow cytometry dot
plot showing the gating of JC1 aggregates (live cells, red fluorescence) and JC1 monomer (low mito-
chondrial membrane potential, apoptotic cells, and green fluorescence) populations. Percentage of
live /apoptotic cells in control and 400 pM HT-treated MCF-7 cells of three independent experiments.

4, Discussion

In this work, we aimed to analyze the effects of two high-fat diets, rich in n-6 PUFA
or rich in EVOO, on the characteristics of the aggressiveness and proliferation of DMBA-
induced mammary tumors, and to obtain insight into the molecular mechanisms of such
effects. We have previously demonstrated a different influence of these diets on the
manifestation of experimental tumors, clearly stimulating in the case of the high n-6
PUFA diet, and with the high-EVOOQ diet having a weak influence [4,9-12]. Here, we
have observed that tumors from both groups fed with the high n-6 PUFA diet, from
weaning (HCO group) or after induction (LF-HCO group), displayed the highest tumor
histopathological grade, indicating more aggressiveness [23]. The number of mitoses and
the mitosis score were also higher in such groups. On the other hand, tumors from groups
fed with the high-EVOO diet were not significantly different to those from the control
low-fat group. Considering that high-fat intake is associated with an increase in breast
cancer risk [28,29], and that both experimental high-fat diets were isocaloric, our results
suggest a specific beneficial effect of the EVOO that can partially counteract the detrimental
impact of an excessive intake of fat.

The effects that dietary lipids may exert on mammary tumorigenesis are likely driven
by multiple and complex molecular mechanisms acting simultaneously. We have recently
demonstrated that these high-fat diets induced metabolic changes depending on the type
and timing of dietary intervention [13]. The high-EVOO diet, in comparison to the high n-6
PUFA diet, induced modifications suggesting an increase in the glucose uptake and glycol-
ysis, pentose phosphate pathway (PPP), tricarboxylic acid cycle, and energy dissipation
by UCP2. Although these pathways have been reported as deregulated in cancer [14-16],
the clinical and morphological characterization of tumors showed that such changes were
not associated to aggressiveness. Our data also pointed out that the relevance of metabolic
changes depend on the interplay with other signaling pathways, such as apoptosis [30].
In this sense, in a previous transcriptomic analysis, we have observed different effects of
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these high-fat diets on the expression profiles of genes related to metabolism, proliferation,
and apoptosis pathways [9]. Thus, we have analyzed in the experimental tumors the effect
of diets on the protein levels of several pathways leading to cell death: intrinsic, extrinsic,
ER stress-induced, and caspase-independent (Figure S1). The results showed that several
pro-apoptotic proteins increased in the tumors from animals fed the EVOO diet, especially
in the LF-HEVOO group. In this group, we found higher levels of the proteins of the
extrinsic apoptosis pathway TNFR1, FADD, and pro-Caspase-8, although there were no
differences in active-Caspase-8 levels. On the other hand, several mitochondrial proteins
with a role in the intrinsic apoptosis pathway were also increased (tBid, Bax, Bak, and
Cytochrome C), and no differences were found in cytoplasmic Cytochrome C or active-
Caspase-9. Caspase-12, involved in ER stress-induced apoptosis, showed a tendency to be
increased in the LF-HEVOO group, and the active-Caspase-12 increased in the LE-HCO
group. Caspase-3, the key protein in the confluence of the apoptotic pathways, showed
no marked changes, which could be related to the increase in its inhibitor XIAP. Despite
this, a statistical trend towards higher levels of 17 kDa cleaved-Caspase-3 was found in the
LF-HEVOO group. Regarding the caspase-independent pathway, membrane EndoG levels
were increased in such EVOO diet groups, also showing a trend towards higher levels of
cytosolic EndoG. Although few samples showed active AIF, the percentage of tumors with
detectable cytoplasmatic levels of active AIF was significantly higher in the LE-HEVOO
group. Finally, we also observed significantly higher levels of the p53 protein in this group.
Taken together, all these results raise several hypotheses. One is that, given the complexity
and heterogeneity of the experimental tumors, the set of results is much more informative
than the specific proteins, so these data suggest greater cell death due to the effect of the
high-EVOO diet through several pathways. Another possibility is that despite observing
increases in various pro-apoptotic proteins, anti-apoptotic proteins are also upmodulated,
thus some effectors are not increased. Additionally, little changes in these proteins are
enough to contribute to the aggressive phenotype in the context of other pathways, and
methodological issues cannot be ruled out. In any case, the analysis of all these proteins
and pathways suggests that cell death could be increased in the LF-HEVOO group (which
displays a tendency towards greater levels of cleaved-Caspase-3, active AIF, EndoG, and
p53), which is consistent with the histopathological characteristics of this group. The fact
that the same results have not been found in the group fed this diet from weaning (HEV0O)
is consistent with the greater volume of their tumors [9,12]. It is also concordant with
metabolic changes observed in the HEVOO group, i.e., an increase in glycolysis and PPP,
which has been associated with a decrease in apoptosis [13]. This metabolic profile favors
NADPH generation, which may lead to caspase inhibition [31,32].

Further analyses were performed with the components of the oils in different cell
lines characteristic of different molecular subtypes of human breast cancer: MDA-MB-231,
representing the triple-negative molecular subtype, and MCF-7, representing the Luminal A
subtype. MCF-7 is a non-aggressive, hormone receptor-positive, and non-invasive cell line,
while the MDA-MD-231 cell line is an estrogen receptor-, progesterone receptor-, and HER2-
negative, highly proliferative and invasive cell line [33]. In accordance, the proliferation
rate was higher in MDA-MD-231 cells, while the percentage of cells in apoptosis was lower
in comparison to MCE-7 cells. We analyzed cell viability and apoptosis in cells treated with
the main fatty acids of the two oils used in vivo: oleic acid (main fatty acid of EVO0) and
linoleic acid (main fatty acid of corn oil). In MDA-MB-231, but not in MCF-7, both fatty
acids had a slight effect on viability, while the higher doses after 72 h decreased apoptosis.
It is likely that the effect of oleic acid depends on time, dose, and the type of cell. It has
been reported in other cell lines that oleic acid treatment induced apoptosis [34,35], but it
has also been shown to increase proliferation, migration, or invasion in cancer cells [36,37].
It has been suggested that the heterogeneity in fatty acid metabolism may be at the basis
of the different response of cell lines to fatty acid treatments [38]. On the other hand,
we analyzed the effect of some of the main minor compounds of EVOO: the secoiridoid
oleuropein (OLE), its metabolite hydroxytyrosol (HT), and the main flavonoid luteolin
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(LUT) [39]. HT and OLE had a dose- and time-dependent effect, decreasing cell viability on
both MDA-MB-231 and MCF-7 cells. HT also stimulated apoptosis in both cell lines, while
little effect was observed with OLE and LUT. The preliminary results with HT have not
shown changes by this polyphenol in cell cycle or membrane potential, the latter suggesting
that apoptosis would not be led from the intrinsic pathway, although further analyses are
needed to elucidate the involvement of the different cell death pathways. The results with
hydroxytyrosol and oleuropein agree with those described by other authors in relation to
their anti-proliferative and apoptotic properties [40,41]. On the contrary, with the doses
used, and in these cell lines, we did not find a significant effect of luteolin on viability and
apoptosis, although other authors reported anti-inflammatory and antioxidant effects [42],
and tumor suppressor activity in DMBA-induced tumors [43,44]. Recently, a mitogenic
effect of oleic acid has also been observed in colon cancer cells, while the effect of several
minor compounds of EVOO was the opposite [45], which highlights the importance of
the specific composition of the oils consumed and the complexity of the interaction of
nutritional factors in vivo.

All this data suggest that dietary fats have a molecular effect on tumors that influences
their histopathological degree and proliferation through various mechanisms, specific and
nonspecific, that interact with each other, creating a myriad of responses. The results are
consistent, for example, with changes in the membrane composition of tumors as a function
of the type of lipid consumed [46,47], concomitantly with a specific effect of different minor
compounds, which would have effects in different signaling pathways heterogeneously.
Thus, we have observed increases in the EVOO groups in the proteins involved in the
extrinsic apoptosis pathway, in which changes in microdomains can have a role, and in
intrinsic and caspase-independent pathways, which can be also related to the effect of
EVOO minor compounds. In this sense, we have previously observed changes in p21Ras
location and activity, which has been related to an oleic acid-enrichment of membranes that
can modify microdomains and thus several signaling pathways [12,46]. In addition, our
in vitro results, both in hormone receptor-positive (representing Luminal A human breast
cancer) and hormone receptor-negative (representing the triple-negative subtype) cells,
suggest that HT and OLE are able to influence different breast cancer cell lines through
estrogen receptor-independent pathways. In the case of the rodent DMBA model, the
mammary tumors developed reflect the most common less-aggressive human breast cancer,
being hormone-sensitive, low proliferative, and with no overexpression of HER2 [23,48].
In any case, data in the literature suggest several mechanisms of action of EVOO minor
compounds, including hormone receptor-dependent and -independent effects [49]. Many
EVOO components have shown anticancer activities by modulating gene expression, the
direct activation/inhibition of proteins and enzymes, or antioxidant activity, which may in
turn regulate apoptosis [49,50].

The results also showed the effect of the timing of dietary intervention. High-fat
diets were administered from weaning (groups HCO and HEVOO), or after induction
(groups LF-HCO and LF-EVOO). Both groups fed the high-EVOO diet had lower clinical
and histopathological levels of malignancy than high corn oil diet groups. However, the
LF-HCO group had the highest degree of clinical and morphological malignancy, while
LF-EVOO is the group in which more differences in cell death proteins have been found.
In previous works, we have observed that the high-fat diets, especially the high corn oil
diet, advanced the puberty onset [10]. Thus, with an accelerated puberty maturation,
the observed difference in carcinogenesis yield can be related to the different degree of
differentiation that the mammary gland was at during the time of the carcinogenic insult.
If the mammary gland of groups LF-HCO and LF-HEVOO were less differentiated at
the time of induction, the gland could be more sensitive to the influence of the high-fat
diets, clearly carcinogenesis-promoting in the case of the high corn oil diet (resulting in
the highest degree of malignancy in the LE-HCO group), and with an effect of EVOO on
cell death pathways (more evident in the LF-EVOO group). Moreover, we also previously
observed an increase in body weight and mass if the high corn oil diet is administered from
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weaning [10]. Considering that advanced puberty onset and obesity are known risk factors
of breast cancer, our results highlight the importance of acquiring healthy choices from an
early age.

Despite the variability of some results, the group of tumors from animals fed with the
high-EVOO diet have different characteristics, such as low proliferation, modifications in
several cell death pathways, and the reported metabolic changes [13]. However, neither
of these pathways, without the interrelation of all networks, characterized by itself the
clinical manifestation and the degree of tumor aggressiveness in vivo. In vitro analyses
support an effect of EVOO on proliferation and apoptosis, with minor compounds such
as hydroxytyrosol and oleuropein playing a role. In vivo, it is likely that the fatty acids
also have a role as carriers of minor compounds and/or in the absorption of such com-
pounds, in addition to the reported importance of the ratio between fatty acids on breast
cancer risk [51,52]. Taking into account the tumor-promoting influence of a high intake
of total fat [28,29], our investigations support the beneficial effect of the moderate intake
of extra-virgin olive oil (which contains all the bioactive elements) on the risk of breast
cancer. The complexity of this disease suggests that the effects of nutritional factors are
subtle, heterogeneous, and probably in the long-term, but potentially relevant, especially
considering that exposure, depending on dietary habits, can occur chronically throughout
life. Thus, more investigation on the effects and mechanisms of these modifiable factors
is needed, which can provide important scientific bases for dietary recommendations in
health and disease.

5. Conclusions

The results reported show the specific effect of the type of dietary lipid in breast
carcinogenesis with the diet high in n-6 PUFA diet but not the high-EVOO diet, promoting
mammary tumors with a high degree of histopathological malignancy and proliferation.
This is the first study reporting that EVOO increased proteins leading to different cell death
pathways in experimental mammary tumors. In vitro results support that the potential ben-
eficial effect of EVOO is mainly elicited by its minor components, such as hydroxytyrosol
(decreased tumor cell variability and increased cell death), and highlight the importance of
specific food compositions (e.g., different effects of olive oil, extra-virgin olive oil, and oleic
acid-enriched seed oil) in breast cancer prevention and treatment strategies.
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Plantejament i objectiu

La principal font de lipids de la dieta mediterrania és I'oli d’oliva. Aquest oli, i en concret
el verge extra (OOVE), presenta més de 230 components bioactius, alguns dels quals
se’ls ha atribuit propietats antitumorals. En aquest sentit, resultats previs han mostrat
la disminucid de la viabilitat cel-lular i I'increment de "apoptosi en cel-lules tumorals

mamaries, sobretot per part de I’hidroxitirosol.

La reprogramacio metabolica és un hallmark important del cancer, implicat en molts
aspectes de l'inici i la progressié tumoral. L'efecte Warburg és una de les
reprogramacions metaboliques més classiques que consisteix en el canvi del
metabolisme oxidatiu de la glicolisi a la fermentacio a lactat en condicions aerobiques.
Les cél-lules tumorals també presenten canvis en el metabolisme dels aminoacids,
especialment un increment de la glutaminolisi, i canvis en vies metaboliques
relacionades amb I'estrés oxidatiu i/o la biosintesi de molécules com el metabolisme
d’un carboni. A més, també s’han descrit canvis en el metabolisme lipidic i sintesi del

colesterol.

L’objectiu d’aquest estudi és investigar |'efecte de dos compostos fenolics de I'OOVE,

hidroxitirosol i luteolina, en el metaboloma de cél-lules de cancer de mama.

Metodologia

En aquest estudi, es van utilitzar dues linies cel-lulars representatives de diferents
subtipus moleculars de cancer de mama: les cel-lules MDA-MB-231 (subtipus triple
negatiu, hormono-independents, alt grau d’agressivitat), i MCF-7 (subtipus luminal A,

sensibles a hormones).
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En primer lloc, es van realitzar assajos de viabilitat cel-lular per determinar la
citotoxicitat dels dos polifenols (HT i LUT) en les dues linies cel-lulars i establir les
concentracions de tractament. Tot seguit les cel-lules van ser tractades durant 72 h, i
posteriorment fraccionades. Es va procedir a I'extraccié dels metabolits, tant del medi
cel-lular com de les fraccions aquoses i lipidiques de les cél-lules. L'analisi del
metaboloma es va dur a terme usant l'espectroscopia de ressonancia magnética

nuclear (RMN) per a 'obtencié d’espectres d’*H.

Per a I'analisi multivariada es van aplicar les analisis PCA i PLS-DA. Per proporcionar una
mesura meés quantitativa de les variacions metaboliques, els senyals seleccionats es
van integrar fent servir I’Amix-Viewer 3.9.15 (Bruker Biospin, Rheinstetten, Alemanya)

i es van normalitzar segons |'area total.

Resultats

L’estudi de la viabilitat de les dues linies tumorals (MDA-MB-231 i MCF-7) amb el
tractament dels dos polifenols (HT i LUT) va revelar un efecte diferent segons la linia
cel-lular, de forma que les cel-lules MDA-MB-231 es van veure afectades per I'HT a
concentracions més baixes, mentre que les cél-lules MCF-7 van resultar més sensibles

al tractament amb LUT.

A nivell metabolic, els resultats obtinguts van revelar que la resposta cel-lular al
tractament amb polifenols també era dependent del tipus cel-lular. El tractament de
la linia MDA-MB-231 amb els dos polifenols va disminuir la captacié de glucosa i/o el
flux glicolitic i es va observar una desviacid de la glicolisi cap a la biosintesi
d’hexosamina (HBP, de I'angles hexosamine biosynthetic pathway). Pel contra, el
tractament de les cel-lules MCF-7 va incrementar el flux glicolitic. En ambdues linies
cel-lulars, es va veure un increment del metabolisme mitocondrial, aixi com un
increment en la produccid d’acetat, derivat possiblement del piruvat per I'accié de
ROS. A més, també es va observar un increment dels nivells de format, que resulta del
catabolisme excessiu de la serina per proporcionar unitats de carboni necessaries per
a la biosintesi, observacié coherent amb la disminucié de la proliferacio cel-lular. Altres
resultats, com la disminucié del metabolisme dels aminoacids de cadena ramificada
(BCAA), vistos en les cél-lules MCF-7 per I'accio de I'HT també reflecteixen la disminucid

de la proliferacio cel-lular. D’altra banda, el tractament amb els dos polifenols en les
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cel-lules MDA-MB-231 i amb LUT a les cel-lules MCF-7 va incrementar els nivells de
GSH. Aquests resultats coincideixen amb altres estudis que han descrit un augment de
la sintesi i/o regeneracié de GSH després del tractament de cel-lules tumorals i no
tumorals amb ambdds polifenols. De fet, aquests i altres polifenols sén ampliament
coneguts per la seva capacitat per modular I'estres oxidatiu a les cel-lules tumorals,

presentant activitats antioxidants o prooxidants.

L"analisi dels extractes lipidics també va revelar la importancia de la linia cel-lular en la
resposta al tractament a HT i LUT. Els canvis observats en les cél-lules MDA-MB-231
després del tractament van suggerir la ruptura dels glicerofosfolipids de membrana i
la incorporacid dels seus acids grassos en lipids neutres emmagatzemats en gotes
citosoliques. Altrament, els canvis observats pel tractament amb LUT en les cél-lules
MCF-7 van suggerir la degradacié de les gotes lipidiques. Tot i aixd, en ambdues linies,
el tractament amb ambdds polifenols va induir a més una disminucié dels nivells de
colesterol i canvis en la proporcid d'acids grassos insaturats, compatibles amb un

impacte en la composicié de la membrana cel-lular.

Aportacions més rellevants

- L'estudi de metabolomica de les linies cel-lulars representatives de cancer de
mama va revelar una extensa reprogramacié metabolica després del tractament
amb HT i LUT.

- Engeneral, el tractament amb LUT va afectar principalment el metaboloma de les
cél-lules MDA-MB-231, mentre que I'HT va tenir un impacte major en les MCF-7.
Fet que destaca la importancia del context metabolic i molecular en els efectes
que els factors nutricionals poden tenir sobre les cel-lules tumorals

- Els dos fenols, en els dos tipus cel-lulars, van tenir efectes comuns que inclouen
I'estimulacié del metabolisme mitocondrial (amb nivells de NAD+ i ATP no
alterats/augmentats), la produccié d'acetat (possiblement a partir de la conversid
de piruvat induida per ROS) i la secrecidé de format (probablement relacionada
amb l'adaptacié del metabolisme d'un carboni per reduir necessitats
biosintétiques, fet que concorda amb la disminucié de la viabilitat).

- Els efectes en el metabolisme de la glucolisi i el metabolisme dels lipids depenen

clarament del tipus cel-lular. A les cel-lules MDA-MB-231, els dos polifenols
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inhibirien la glicolisi (fomentant I'HBP) i estimularien I'acumulacié de lipids
neutres. Contrariament, en cél-lules MCF-7 tractades es produiria una regulacié
positiva del flux glicolitic i, en el cas de I'exposicid a HT, la ruptura dels lipids
neutres.

- L'HT incrementa el consum de metionina i disminueix els nivells intracel-lulars de

GSH, indicant un possible augment de I'estres oxidatiu.
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Abstract: The aim of this study was to investigate the effects of two phenolic compounds found in
extra virgin olive oil, hydroxytyrosol (HT) and luteolin (LUT), on the metabolism of breast cancer
(BC) cells of different molecular subtypes. An untargeted metabolomics approach was used to char-
acterize the metabolic responses of both triple-negative MDA-MB-231 cells and hormone-respon-
sive MCF-7 cells to treatment with these phenols. Notably, while some effects were common across
both cell types, others were dependent on the cell type, highlighting the importance of cellular met-
abolic phenotype. Common effects included stimulation of mitochondrial metabolism, acetate pro-
duction, and formate overflow. On the other hand, glucose metabolism and lactate production were
differentially modulated. HT and LUT appeared to inhibit glycolysis and promeote the hexosamine
biosynthetic pathway in MDA-MB-231 cells, while MCF-7 cells exhibited higher glycolytic flux
when treated with phenolic compounds. Another significant difference was observed in lipid me-
tabolism. Treated MDA-MB-231 cells displayed increased levels of neutral lipids (likely stored in
cytosolic droplets), whereas treatment of MCF-7 cells with HT led to a decrease in triacylglycerols.
Additionally, glutathione levels increased in MDA-MB-231 cells treated with HT or LUT, as well as
in MCF-7 cells treated with LUT. In contrast, in HI-treated MCE-7 cells, glutathione levels de-
creased, indicating different modulation of cellular redox status. Overall, this work provides new
insights into the metabolic impact of HT and LUT on different BC cell subtypes, paving the way for
a better understanding of the nutritional relevance of these phenolic compounds in the context of
BC prevention and management.

Keywords: breast cancer; metabolism; hydroxytyrosol; luteolin; EVOO phenolic compounds

1. Introduction

Breast cancer (BC) is the most common malignant tumour in women worldwide, dis-
playing high incidence, prevalence, and mortality rates [1]. Among the several risk factors
involved in BC pathogenesis, diet is an important environmental factor [2]. Higher adher-
ence to the Mediterranean diet has been associated with a protective effect against several
diseases, including BC [3]. The main source of lipids in the Mediterranean diet is olive oil,
obtained from the fruit of the olive tree (Olea enropaea L.). In addition to lipids, of which
monounsaturated fatty acids (MUFAs) represent the largest fraction, extra virgin olive oil
contains more than 230 components from different chemical classes, including triterpenes,
sterols, hydrocarbons, squalene, n-alkanes and n-alkenes, carotenoids, lipophilic phenols,
hydrophilic phenols, and others [4]. Many of these components have been related to can-
cer prevention due to their antitumor effects, especially hydroxytyrosol, secoiridoids,
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flavonoids, lignans, and triterpenes [5]. Hydroxytyrosol (HT) is a phenolic compound
with a potential protective effect on BC, demonstrated both in vitro and in vivo. In vitro
studies in several BC cells lines (MCF-7, MDA-MB-231, T47D, and SKBR3 cells) have
shown HT to have antiproliferative and pro-apoptotic properties, along with the capacity
to arrest the cell cycle and inhibit cell migration and invasion [6-8]. In Sprague Dawley
rats with experimental mammary tumours, HT also inhibited cell proliferation and tu-
meour growth by altering the expression of proliferation and apoptosis-related genes [9].
Luteolin (LUT) is another phenolic compound, of the flavonoid subclass, that has shown
anti-proliferative properties, inhibition of cell growth, promotion of cell cycle arrest, in-
duction of pro-apoptotic protein expression, and inhibition of cell migration and invasion
in BC cell lines [10,11]. In vivo, LUT reduced tumour burden and growth in an MDA-MB-
231 xenograft model [12,13]. It also inhibited tumour growth and angiogenesis in experi-
mental mammary tumours [14].

In previous works, we have reported a potential protective effect of extra virgin olive
oil (EVOO) on experimental mammary cancer. In the 7,12-dimethylbenz[a]anthracene
(DMBA)-induced breast cancer model, animals fed a diet high in EVOO showed lower
tumour incidence and yield, as well as a lower degree of morphological aggressiveness,
in comparison to a high corn oil diet [14-16]. Subsequently, molecular analysis of experi-
mental tumours revealed mechanistic differences, including in apoptosis, proliferation,
and metabolism. In particular, the high-EVOO diet-induced altered expression of tumour
proteins is known to be involved in several cell death pathways, suggesting a different
balance in proliferation/apoptosis due to diet [17]. Moreover, animals fed the EVOO-rich
diet showed modified glucose and mitochondrial metabolism when compared to animals
fed the corn oil-enriched diet [18]. Interestingly, in vitro assays carried out in different
human BC cell lines showed EVOO minor compounds (especially HT), and not fatty acids,
to be largely responsible for the effects observed in vivo [18]. Hence, in the present work,
we aimed to further dissect the impact of two EVOO phenols, HT and LUT, on BC cell
metabolism.

Metabolic reprogramming is an important cancer hallmark, involved in many aspects
of tumour initiation and progression [19]. The most emblematic oncogenesis-related met-
abolic alteration, known as the Warburg effect, consists of upregulated glycolytic activity
and lactate production, even in aerobic conditions, to support increased energetic and bi-
osynthetic needs [20,21]. Moreover, cancer cells typically present altered amino acid me-
tabolism (such as increased glutaminolysis) and upregulation of one-carbon metabolism,
together with increased lipid uptake, lipogenesis, and cholesterol synthesis [22]. Meta-
bolic profiling of in vitro cultured cells, mainly using NMR- or MS-based metabolomics,
represents an exquisitely valuable tool to study cell metabolism and its modulation with
exogenous compounds, such as anti-cancer phytochemicals [23,24]. Previous studies have
used metabolomics to investigate the metabolic responses of BC cells to polyphenols such
as curcumin [25], soy isoflavones [26], and a panel of five compounds (quercetin, curcu-
min, tannic acid, genistein, and resveratrol) [27]. However, to the best of our knowledge,
the metabolic effects of HT and LUT, two important constituents of extra virgin olive oil,
on BC cells have been poorly studied.

In this work, an untargeted metabolomics approach based on 1H NMR spectroscopy
of cell extracts and culture medium supernatants was used to characterize the changes in
BC cell metabolism induced with HT and LUT. Two cell lines, which represent distinct BC
molecular subtypes, were used, namely the highly aggressive triple-negative (TNBC)
MDA-MB-231 cells and the luminal A-like, hormone-responsive MCF-7 cells. The results
are expected to contribute to an improved understanding of the role of nutritional factors
on BC metabolism and pathogenesis.
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2. Results
1. Cell Viability

The two phenolic compounds differentially affected the viability of the cell lines
tested, as shown by the MTT results (Figure 1). In both cell lines, LUT decreased cell via-
bility at lower concentrations than HT. For HT, the concentrations causing a 50% decrease
in cell viability (IC50) were 142 pM in MDA-MB-231 cells and 308 uM in MCEF-7 cells. For
LUT, the IC50 values were 32 uM in MDA-MB-231 cells and 15 pM in MCF-7 cells. Thus,
MDA-MB-231 were affected by HT at lower concentrations, whereas MCE-7 cells were
more sensitive to LUT treatment. Based on these results, IC50 concentrations and their
half values were selected for metabolomics studies.

MDA-MB-231
A HT treatment LUT treatment
150 150
Z 100 - Z 100 [‘
Fi 3
H H
= T ¥
2 50 % s0
] T T T d 0 T T T 1
011.0 15 20 25 3.0 0.0 0.5 1.0 1.6 2.0
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B
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2
2 100 }—ff £ 100 — .
g 3 e ]
hd s
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0 T T T 1 0 T T — 1
011.0 1.5 2.0 2.6 3.0 0.0 0.5 1.0 1.6 2.0
log[HT] log[LuT]

Figure 1. Viability of breast cancer cells upon 72 h treatment with different concentrations of HT or
LUT, as assessed with an MIT assay. (A) Viability of MDA-MB-231 cells treated with HT (left) or
LUT (right). (B) Viability of MCF-7 cells treated with HT (left) or LUT (right).

2.2, Extracellular Metabolic Profiling

For each cell type, 1H NMR profiling of culture medium supernatants revealed the
impact of treatment with the phenolic compounds on the cells” consumption and secretion
patterns. Non-treated MDA-MB-231 cells used up pyruvate (80% consumed), glucose
(61% consumed), and several amino acids (Figure 2A), among which serine was the most
extensively consumed (50%), followed by glutamine (32%), methionine (23%), and BCAA
(15-22%). Concomitantly, MDA-MB-231 cells secreted high amounts of lactate, alanine,
glutamate, formate, glycerol, and branched-chain keto acids (BCKAs), namely a-ketoi-
socaproate (KIC), a-ketomethylvalerate (KMV), and a-ketoisovalerate (KIV). Treatment
with HT mainly aftected the consumption of serine (decreased in comparison to untreated
controls) and the secretion of alanine (decreased), lactate, formate, and glycerol (in-
creased) (Figure 2B and Supplementary Table S1). Moreover, glycine and acetate were
newly secreted by HT-treated MDA-MB-231 cells. In regard to LUT, it induced MDA-MB-
231 cells to decrease the consumption of glucose and some amino acids, as well as the
secretion of alanine and glycerol. On the other hand, the release of acetate, formate, gly-
cine, BCKA, and glutamate (at lower exposure concentrations) increased in LUT-treated
MDA-MB-231 cells.
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Figure 2. Metabolic profiling of culture medium. (A) Metabolites consumed and secreted by un-
treated MDA-MB-231 cells during 72 h in culture; the variations are expressed in relation to metab-
olite levels in an acellular medium (set to 100%, dashed line). (B) Heatmap coloured according to
the % of the variation in MDA-MB-231 cells treated with HT (70 uM and 140 puM) or LUT (15 uM
and 30 uM) in relation to untreated controls. (C) Metabolites consumed and secreted by untreated
MCE-7 cells during 72 h in culture; the variations are expressed in relation to metabolite levels in an
acellular medium (set to 100%, dashed line). (D) Heatmap coloured according to the % of the vari-
ation in MCEF-7 cells treated with HT (150 uM and 300 uM) and LUT (7.5 uM and 15 pM) in relation
to untreated controls. For metabolites consumed, the red colour represents higher levels in the me-
dium, hence, lower consumption, while the blue colour represents lower levels in the medium,
hence, increased consumption. For metabolites secreted, red and blue colours represent, respec-
tively, higher and lower secretions. The colour intensity reflects the magnitude of consumption/ex-
cretion. Statistical significance was assessed with respect to controls using the #test (* p < 0.05).
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As for MCF-7 cells, their preferred substrates were glucose (81%), pyruvate (59%),
and several amino acids (Figure 2C). Among those, glycine and glutamine were the most
extensively consumed (91% and 81%) followed by methionine (79%) and the branched-
chain amino acids (BCAAs) leucine (79%), isoleucine (74%), and valine (63%). On the other
hand, BCKAs were secreted along with formate, lactate, glutamate, and alanine. Upon
treatment with phenols, MCF-7 cells displayed several changes in extracellular metabolite
levels (Figure 2D and Supplementary Table S2). In the presence of HT, they significantly
increased the consumption of glucose, methionine, and histidine (these metabolites
showed lower levels in the medium of treated vs. control cells), while using up less gly-
cine, glutamine, and BCAAs (higher levels in treated vs. control media). In terms of se-
creted metabolites, HT-treated MCF-7 cells newly secreted acetate and increased the re-
lease of lactate, alanine, glutamate, and formate, whereas the secretion of KMV and KIV
was reduced. Although less extensive than HT, LUT also altered the MCF-7 cells” extra-
cellular profile (Figure 2D). Specifically, compared to untreated controls, the main changes
were increased glucose consumption and increased secretion of lactate, alanine, and ghu-
tamate.

Overall, the two phenolic compounds significantly and differentially affected the exo-
metabolome of MDA-MB-231 and MCF-7 cells. Interestingly, the metabolic activity of
MDA-MB-231 cells appeared to be more extensively modulated by LUT, whereas HT had a
greater impact on MCF-7 cells’ exometabolome. Furthermore, the observed effects were
highly dependent on the cell line. For instance, both phenols, especially LUT, decreased glu-
cose consumption in MDA-MB-231 cells, whereas treated MCF-7 cells consumed more glhui-
cose and secreted more lactate, likely indicating a different impact on glycolysis, as dis-
cussed next.

2.3. Intracellular Metabolic Profiling

The first important observation is that the two cell lines presented markedly different
intracellular profiles (Figure 3 and Supplementary Figure S1A). For instance, the intracel-
lular levels of most amino acids (e.g., alanine, lysine, arginine, BCAAs, aromatic amino
acids), creatine, phosphocreatine, and glutathione were significantly higher in MCF-7 than
in MDA-MB-231 cells, while the latter presented increased relative abundances of lactate,
PCho, myo-inositol, proline, and glycine.
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Figure 3. The 1D 'H NMR spectra of polar extracts from (A) MDA-MB-231 cells and (B) MCF-7 cells.
Three-letter codes used for amino acids; ATP/ADP, adenosine tri/di-phosphate; BCAAs, branched-
chain amino acids; Cr, creatine; Glc, glucose; GPC, glycerophosphocholine; GSH, reduced glutathi-
one; NAD+, nicotinamide adenine dinucleotide; PCho, phosphocholine; PCr, phosphocreatine;
UDP-GIcNAg, uridine diphosphate N-acetylglucosamine.

The influence of the two phenolic compounds on the intracellular metabolic compo-
sition of MDA-MB-231 and MCEF-7 cells was first assessed with multivariate analysis of
the H NMR spectra recorded for cell polar extracts. In MDA-MB-231 cells, a principal
component analysis (PCA) revealed a clear separation along PC1 (27% explained variance)
between untreated controls (CTs) and the cells treated with LUT (Figure 4A). The separa-
tion between CT and HT-treated cells was less clear when the five groups were considered
together; hence, each treatment was also analysed separately. The results, shown in Sup-
plementary Figure S2A, indicate a dose-dependent separation from the CT for both phe-
nols. A partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) confirmed this separation to
be more robust for LUT than for HT (Q20.669 vs. Q20.478), reflecting the higher metabolic
impact of LUT on the intracellular composition of MDA-MB-231 cells. The corresponding
LV1 loading profiles (Supplementary Figure S2B) further revealed the main metabolites
that varied in response to HT or LUT, corroborating the stronger impact of LUT and high-
lighting some differential effects between the two phenolic compounds.
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Figure 4. Metabolic profiling of cell polar extracts. (A,B) Score scatter plots obtained with a principal
component analysis (PCA) of the spectral profiles obtained for MDA-MB-231 and MCEF-7 cells, re-
spectively. (C,D) Heatmaps of the metabolic variations induced by HT and LUT on intracellular
metabolite levels of MDA-MB-231 and MCE-7 cells, respectively. The colour scale represents the %
of the variation in relation to control cells (positive variations—red scale—for increased metabolites,
and negative variations—blue scale—for decreased metabolites). Statistical significance was as-
sessed with respect to controls using the t-test (* p < 0.05). Three-letter codes used for amino acids;
ATP, adenosine triphosphate; Cho, choline; Cr, creatine; GPC, glycerophosphocholine; GSH,
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reduced glutathione; m-Ino, myo-inositol; NAD+, nicotinamide adenine dinucleotide; PCho, phos-
phocholine; PCr, phosphocreatine; UDP-GIcN A, uridine diphosphate N-acetylglucosamine.

Contrarily to MDA-MB-231 cells, in the case of MCF-7 cells, the PCA separation of
sample groups was clearer for HT-treated samples (Figure 4B). This result was validated
with PLS-DA (Supplementary Figure S3A), as HT-treated cells were discriminated from
CT samples with higher predictive power than LUT-treated cells (Q20.572 vs. Q20.356).
Accordingly, the corresponding LV1 loading profiles (Supplementary Figure S3B) ex-
plaining HT eftects were more intensely coloured than those relating to LUT etfects.

To evaluate the magnitude of HT and LUT intracellular metabolic effects in more
detail, the levels of individual metabolites (assessed with spectral integration) in the
treated cells were measured in relation to their respective controls. The results are sum-
marized as heatmaps in Figure 4C,D for MDA-MB-231 and MCF-7 cells, respectively,
while numerical variations are presented in Supplementary Tables S3 and S4. Regarding
MDA-MB-231 cells (Figure 4C), only eight intracellular metabolites were significantly al-
tered in response to HT, namely formate, acetate, uridine diphosphate-N-acetylglucosa-
mine (UDP-GleNAc), glutathione (GSH), phosphocholine (PCho), and glutamine (in-
creased) together with creatine (Cr) and lactate (decreased). As seen for the exometabo-
lome, LUT had a stronger effect on the intracellular composition of this cell line, signifi-
cantly affecting the levels of twenty-one metabolites. Formate, acetate, UDP-GIcNAc, glyc-
erophosphocholine (GPC), GSH, taurine, NAD+, and ATP were increased, whereas lactate,
PCho, myo-inositol, Cr, phosphocreatine (PCr) and several amino acids were decreased
relative to control cells.

Regarding MCF-7 cells (Figure 4D), twenty-nine metabolites showed significantly
different levels (p < 0.05) in HT-treated cells compared to untreated controls, while nine-
teen varied significantly due to LUT exposure. In particular, HT treatment increased the
intracellular levels of lactate, pyruvate, formate, Cr, taurine, a number of amino acids (as-
paragine, glycine, glutamine, pyroglutamate, leucine, and proline), NAD-, and ATP while
decreasing the levels of another set of amino acids (aspartate, arginine, lysine, threonine,
aromatic amino acids, and histidine), GSH, and myo-inositol. Most of these changes in-
creased in magnitude with HT concentration, whereas Ala, GPC, and PCho showed op-
posite variations at low and high HT doses. As for LUT-treated cells, the main variations
compared to controls comprised increases in the levels of asparagine, proline, alanine,
taurine, PCr, NAD+, and GSH, together with decreased levels of GPC, myo-inositol and
amino acids such as aspartate, glutamine, BCAAs, and aromatic amino acids.

2.4. Lipid Composition

The tH NMR analysis of the cells’ non-polar extracts allowed several lipid classes to
be identified and their relative levels in the two cell lines to be compared. While the con-
tents of total fatty acids (FAs) and phosphatidylcholine (PC) were similar, there were sig-
nificant differences in the abundance of cholesterol (higher in MDA-MB-231), triacylglyc-
erols (TAG), and phosphatidylethanolamine (PE) (higher in MCF-7), as shown in Supple-
mentary Figure S1B. Moreover, MDA-MB-231 cells showed lower levels of unsaturated
FAs (UFAs) but a higher relative proportion of polyunsaturated FAs (PUFAs).

Regarding the variations in treated vs. control cells, in MDA-MB-231 cells (Figure
5A), HT and LUT caused an increase in TAG and total FA, accompanied with decreases in
PC and cholesterol. These changes were more prominent for LUT than for HT. Regarding
the FA composition of these lipids, total UFAs decreased in treated cells, but the relative
contribution of PUFAs to the pool of unsaturated FAs increased. In MCF-7 cells (Figure
5B), HT treatment induced a decrease in TAG and an increase in PC, together with an
increase in the PUFA/UFA ratio, whereas LUT did not change these lipids. On the other
hand, only LUT decreased cholesterol levels.
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Figure 5. Metabolic profiling of cell non-polar extracts. (A,B) Relative levels of different lipid classes in
MDA-MB-231 and MCF-7 cells, respectively. Signal integrals were mean-centred and scaled to unit
variance. Statistical significance was assessed with respect to controls using ANOVA (* p < 0.05). FAs,
fatty acids; PC, phosphatidylcholine; PUFAs, polyunsaturated fatty acids; UFAs, unsaturated fatty ac-
ids.

3. Discussion

In this work, we assessed the metabolic impact of two phenolic constituents of EVOO
(HT and LUT) on BC cell lines representing different molecular subtypes and clinical fea-
tures, namely, the highly invasive triple-negative MDA-MB-231 cells and the less aggres-
sive luminal A-like MCF-7 cells.

The cell viability results showed that both phenolic compounds were cytotoxic to the
tested BC cell lines, although to different extents. In particular, HT was found to affect cell
viability at higher concentrations than LUT, implying a higher cytotoxicity for the latter.
Moreover, the two cell lines were differentially sensitive to the phenols. In agreement with
previous studies [7,28], HT was more cytotoxic to MDA-MB-231 than to MCF-7 cells (IC50
140 vs. 300 uM). On the other hand, LUT displayed higher cytotoxicity in MCF-7 than in
MDA-MB-231 cells (IC50 15 vs. 30 uM), which is also in line with previous findings [10,11].

At the metabolic level, the two cell types also responded differently to treatment, as
revealed with the integrated exo- and endometabolomics approach used herein. The main
findings are summarized in Figure 6A,B for MDA-MB-231 and MCF-7 cells, respectively,
and discussed below.
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Figure 6. Schematic diagram showing the main metabolic responses of (A) MDA-MB-231 and (B)
MCEF-7 cells to HT (green arrows) and LUT (blue arrows) at the respective IC50 concentrations.
Changes that did not reach statistical significance in relation to controls (p > 0.05) are represented with
lighter arrows.

In MDA-MB-231 cells, treatment with phenolic compounds decreased glucose con-
sumption and intracellular lactate levels, which, in the case of LUT, was also accompanied
by decreased lactate secretion, suggesting downregulation of glucose uptake and/or gly-
colytic turnover. These results agree with previous studies associating the anti-neoplastic
activity of phenols with their ability to interfere with the high reliance of cancer cells on
glycolysis (Warburg effect) [29,30]. One of the main mechanisms reported to be involved
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is the inhibition of glucose uptake, mainly through decreased expression of the facilitative
glucose transporter GLUTL. Indeed, LUT has been recently highlighted as one of the phe-
nolic compounds with the strongest GLUTI inhibitory activity in human embryonic kid-
ney cells (HEK293T) that present stable expression of this receptor [31]. Moreover, some
phenols such as curcumin, oroxylin A, and resveratrol were reported to directly interfere
with glycolytic enzymes and glycolytic flux [29]. In the case of LUT (50 and 100 uM), a
previous work has shown it to decrease lactate production in MCF-7 and 4T1 BC cells, but
only when they were incubated under hypoxia, having no impact on the glycolytic flux
under normoxic conditions [32]. As for HT, to our knowledge, its impact on glucose
transport and metabolism has not been previously addressed in the literature. The intra-
cellular accumulation of UDP-GIcNAc observed herein for treated MDA-MB-231 cells
may also relate to glucose metabolism reprogramming, as it indicates the diversion of the
glycolytic intermediate fructose-6-phosphate into the hexosamine biosynthetic pathway
(HBP). Indeed, UDP-GIcNAc is the end product of HBP and a key substrate for the glyco-
sylation of proteins that regulate nutrient sensing and stress response [33].

Interestingly, the impact of the phenolic compounds on glucose metabolism was
markedly different in MCF-7 cells compared to MDA-MB-231 cells. MCF-7 cells displayed
higher glucose consumption, lactate secretion, and higher intracellular lactate levels (in
the case of HT-treated cells), indicating an increase in glycolytic flux. According to our
own results and the data of others [34-36], in basal conditions, MCF-7 cells tend to be less
glycolytic than MDA-MB-231 cells, which may partially justify their differential regula-
tion of glycolysis upon treatment with the phenols. A few other studies have also reported
phenolic compounds such as Gossypol or Catechin to stimulate glucose uptake by MCEF-
7 cells [37,38], which is a response that may be viewed as an adaptive mechanism to oxi-
dative stress [39].

Our results further indicate that both cell types upheld or intensified mitochondrial
metabolism upon treatment with phenols. Indeed, when treated with HT or LUT, MDA-
MB-231 and MCF-7 cells maintained extensive consumption of extracellular pyruvate and
displayed unchanged or increased intracellular levels of ATP and NAD- (consumed in
glycolysis and regenerated in oxidative phosphorylation —OXPHOS). Moreover, several
intracellular amino acids were signiticantly depleted, possibly reflecting their use as ana-
plerotic substrates to fuel the TCA cycle. Despite several phenolic compounds being re-
ported to interfere with electron transport chain complexes and act as mitochondrial un-
couplers [40], a boost in mitochondrial respiration has also been observed in a few studies.
For instance, in colon cancer cells, resveratrol downregulated glycolysis and stimulated
OXPHOS, leading to increased ATP production [41,42]. A similar effect was reported in
MDA-MB-231 cells treated with a eucalyptus bark extract [43]. Moreover, HT was recently
reported to enhance the protein levels of respiratory chain complexes and ATP production
in colorectal cancer cells [44].

Another interesting observation, common to the two cell lines, was the increase in
acetate (intracellular and/or extracellular) in both HT- and LUT-treated cells, especially at
the higher exposure concentrations. According to the seminal work by Liu et al. [45], ace-
tate overflow may result from pyruvate through its non-enzymatic, ROS-mediated con-
version or from the altered activity of keto acid dehydrogenases. In the context of the pre-
sent work, it is plausible to speculate that polyphenol-induced ROS may be involved, alt-
hough this hypothesis requires further investigation.

MDA-MB-231 cells treated with either HT or LUT and MCF-7 cells treated with HT
additionally exhibited enhanced release and intracellular levels of formate. Based on the
knowledge that formate overflow in cancer cells mainly results from serine catabolism in
excess of one-carbon unit required for biosynthesis [46], this observation is consistent with
decreased cell proliferation and, hence, reduced biosynthetic needs. Concordantly, MDA-
MB-231 cells treated with these phenolic compounds consumed less serine and glutamine
while secreting more glycine and formate. In the case of MCF-7 cells, glycine switched
from being released to being consumed, likely due to the lower serine levels available in
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the medium of these cells [46]. Consistent with lower proliferation, the consumption of
glycine, as well as glutamine and BCAAs, decreased in HT-treated MCF-7 cells, while LUT
had no signiticant impact. Interestingly, HT-treated MCE-7 cells significantly increased
the consumption of methionine. This essential amino acid serves many important roles in
cancer cells, such as participating in methylation reactions, contributing to the folate cycle
(hence, one-carbon metabolism), fuelling the synthesis of polyamines, purines, and py-
rimidines, and contributing to redox regulation by providing homocysteine as a substrate
for the transsulfuration pathway involved in the synthesis of GSH [47]. Its specific role in
the response of MCF-7 cells to HT warrants further investigation.

GSH represents a key endogenous antioxidant defence, with a crucial role in sup-
pressing ROS and supporting tumour cell survival, namely in TNBC [48]. In the present
work, GSH levels increased upon the treatment of MDA-MB-231 cells with HT or LUT
and in MCF-7 cells exposed to LUT. These results agree with other studies reporting in-
creased GSH synthesis and/or regeneration upon treatment of cancer and non-cancer cells
with HT [49,50] or LUT [51]. Indeed, phenolic compounds are widely recognized for their
ability to modulate oxidative stress in cancer cells, exhibiting either antioxidant or pro-
oxidant activities depending on the conditions [52]. Notably, in HT-treated MCF-7 cells,
GSH levels decreased compared to untreated controls, while its precursor amino acids
glycine and glutamine were increased, suggesting downregulated GSH synthesis.

The analysis of cellular non-polar extracts provided additional insights into lipid me-
tabolism. Treatment with HT or LUT resulted in increased levels of TAG and total FAs, as
well as a decrease in PC content in MDA-MB-231 cells, with these changes being more
pronounced for LUT. Moreover, LUT-treated cells exhibited accumulation of GPC and
decreased PCho (detected in the polar extracts), together with lower glycerol release. Al-
together, these variations suggest the breakdown of membrane glycerophospholipids and
the incorporation of their fatty acids into neutral lipids (stored in cytosolic droplets). The
build-up of lipid droplets (LDs) is a common adaptive response to cellular stress caused
by redox imbalance, nutrient starvation, and other factors [53]. On the other hand, in MCF-
7 cells, HT triggered the strongest changes in TAG and PC levels, and the results suggested
degradation of lipid droplets in contrast to the response observed in MDA-MB-231 cells.
Treatment with phenolic compounds further induced decreased cholesterol levels in both
cell lines and changes in the proportion of unsaturated fatty acids, corroborating the im-
pact on cell membrane composition.

4. Materials and Methods
1. Chemicals

Hydroxytyrosol (PHL80152), huteolin (L9283), dimethylsulfoxide (DMSO), methanol,
chloroform, deuterium oxide (D:0) containing 0.75% 3-(trimethylsilyl) propionic acid
(TSP-d4), and MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide,
thiazole blue) were purchased from Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany). Gibco™ Dul-
becco’s Modified Eagle Medium (DMEM), Gibco™ Eagle’s Minimum Essential Medium
(EMEM), Gibcom™ Fetal Bovine Serum (FBS), insulin, and phosphate buffer saline (PBS)
were obtained from Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). Deuterium oxide 100%
and deuterated chloroform containing 0.03% tetramethylsilane (TMS) were purchased
from Cortecnet (Paris-Saclay, France).

2. Instrumentation

NMR spectra were acquired using a Bruker Avance III HD 500 NMR spectrometer
(University of Aveiro, Portuguese NMR Network) operating at 500.13 MHz for 1H obser-
vation and equipped with a 5 mum TXI probe.
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3. Cell Culture

The human breast cancer cell lines MDA-MB-231 and MCF-7 were obtained from the
American Type Culture Collection (ATCC, LGC Standards, Middlesex, UK). MDA-MB-
231 cells were grown in DMEM supplemented with 10% FBS. MCE-7 cells were grown in
EMEM, supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS) and 0,01 mg/mL of insulin.
The cells were maintained at 37 °C in a humidified atmosphere of 95% air and 5% COsz.

4. Viability Assay

Cell viability was determined with the colorimetric MTT assay, which measures the
intracellular reduction of tetrazolium salts into purple formazan by viable cells [54].
MDA-MB-231 and MCF-7 cells were treated with HT at 0, 20, 50, 100, 150, 200, 250, 300,
and 400 uM or with LUT at 0, 2, 5, 10, 15, 20, 30, and 50 puM for 72 h. All the solutions
contained 0.2% of DMSO. Cells were seeded into 96-well plates at a density of 5 » 103
cells/well for MDA-MB-231 and 6 x 10 cells/well for MCF-7 and incubated overnight. The
cell culture medium was replaced with fresh media containing HT or LUT and incubated
for 72 h. The MTT reagent was added to each well (10 uL/well of MTT solution at 5 mg/mL
in PBS) and incubated for 2 h at 37 °C. Then, formazan crystals were solubilized in 100 uL
of 100% DMSO and absorbances were read at 570 nm. Relative cell viability was calculated
as the absorbance ratio of treated and control samples.

5. Cell Treatment for NMR Analysis

MDA-MB-231 and MCF-7 cells were seeded into 100 mm cell culture dishes at a den-
sity of 2 x 105 cells/mL with a complete medium and allowed to recover for 48 h. Then, the
cell culture medium was replaced with media containing the phenolic compounds and
incubated for 72 h. For treatments, MDA-MB-231 cells were incubated with HT at 0, 70,
and 140 uM or LUT at 0, 15, and 30 pM. MCEF-7 cells were incubated with HT at 0, 150,
and 300 uM or LUT at 0, 7.5, and 15 puM. For all treatments, a culture medium without
cells was placed under the same conditions. Three independent assays with duplicates
were performed, giving a total of six replicate samples per condition and per cell type.

6. Sample Collection and Preparation for NMR Analysis

Medium samples and cell extracts were prepared as previously described [36].
Briefly, to precipitate medium proteins and retain the metabolites, cold methanol was
added to medium samples (2:1 volume ratio), and the supernatant was recovered after 30
min at —20 °C followed by centrifugation (13,000 g, 20 min, 4 °C). After PBS washing, cells
were recovered from the culture dishes by scraping in cold methanol, followed by the
addition of chloroform and water (final volume ratios 1:1:0.7) and centrifugation (10,000
g, 15 min, 4 °C) to separate the polar and non-polar phases. Polar extracts and medium
supernatants were then dried in a Speedvac concentrator (Thermo Fischer Scientific),
while non-polar extracts were dried under a nitrogen stream. All samples were stored at
—80 °C. For NMR analysis, medium samples and polar extracts were reconstituted in 600
uL of deuterated phosphate butfer (PBS 100 mM, pH 7.4) containing 0.1 mM TSP-d4, and
the organic phases were reconstituted in 600 uL deuterated chloroform containing 0.03%
TMS. The samples (550 uL) were then transferred into 5 mm NMR tubes for analysis.

7. NMR Data Acquisition

Standard 1D 1H spectra (Bruker pulse programs “noesyprld” for aqueous extracts
and “zg” for organic extracts) were recorded with a 7002.8 Hz spectral width, 32 k data
points, a 2 s relaxation delay, and 512 scans. In addition, 2D :H-H total correlation spectra
(TOCSY) and J-resolved spectra were also registered for selected samples to assist spectral
assignment. Spectral processing was performed using Topspin 4.0.6 (Bruker BioSpin,
Rheinstetten, Germany) and comprised manual phasing, baseline correction, and signal
calibration with the TSP/TMS signal (0 ppm). Signal assignment was based on matching
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1D and 2D spectral information to reference spectra available in the Bruker database BBi-
orefcode, as well as in Chenomx 9.0 (Edmonton, AB, Canada) and the HMDB Compound
Reference Library [55].

4.8. Multivariate Analysis and Spectral Integration of NMR Spectra

Spectra were normalized by total area and data matrices were scaled to unit variance
(UV) giving equal variance to all variables. Principal component analysis (PCA) and par-
tial least squares discriminant analysis (PLS-DA) were applied to data using SIMCA-P
11.5 (Umetrics, Umea, Sweden). The results were represented as score scatter plots, and
the cross-validated explained variance (Q2) was used to assess the robustness of the PLS-
DA group discrimination.

To provide a quantitative measurement of metabolic variations, selected signals were
integrated using Amix-Viewer 3.9.15 (Bruker Biospin) and normalized by total area. For
each metabolite, the percentage of variation in the treated samples was calculated relative
to controls, along with the effect size (ES) and statistical significance (p-value). Loadings
profiles and heatmap figures were generated using the R software version 4.1.3 (R Core
Team (2020). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria. URL http://www.R-project.org/) (accessed on 7
March 2023).

5. Study Limitations

This study was conducted using BC cell lines, which are simplified models that can-
not completely replicate tumour heterogeneity or the complex cellular interactions and
microenvironmental factors present in vivo. Another important limitation is that metabo-
lomics provides a static snapshot of the metabolites present in the sample, which may not
accurately reflect the dynamic changes that occur in vivo. Additionally, metabolomics
does not provide information on the mechanisms that regulate metabolic pathways or the
factors that drive metabolic reprogramming. Hence, future work should integrate metab-
olomics with other omics approaches, such as transcriptomics or proteomics, to provide
more comprehensive insights into the underlying biological mechanisms for metabolic
changes.

6. Conclusions

Integrated exo-and endometabolomics of BC cells cultured in vitro revealed exten-
sive metabolic reprogramming upon treatment with the phenolic compounds HT and
LUT at their respective IC50 concentrations. In general, the metabolome of MDA-MB-231
cells was more significantly affected by LUT, whereas HT had a greater impact on the
metabolic profile of MCE-7 cells. Furthermore, although some eftects were shared between
the two cell lines, others were markedly distinct, underscoring the significance of meta-
bolic context in cancer metabolomics studies. Common effects included stimulation of mi-
tochondrial metabolism (with NAD-and ATP levels being increased or unaltered), acetate
production (possibly from ROS-induced conversion of pyruvate) and formate overflow
(likely reflecting one-carbon metabolism adaptation to lower biosynthetic needs). On the
other hand, the modulation of glycolysis and lipid metabolism was clearly cell-type-de-
pendent. In MDA-MB-231 cells, the phenol treatments appeared to inhibit glycolysis (pro-
moting HBP) and stimulate the build-up of neutral lipids. In contrast, the results for
treated MCF-7 cells suggested an upregulation in the glycolytic flux and, in the case of HT
exposure, the breakdown of neutral lipids. Furthermore, in MCF-7 cells, HT induced spe-
cific effects such as upregulated methionine consumption and decreased intracellular lev-
els of GSH, possibly indicating higher oxidative stress. Overall, the results of this study
provide novel clues about the metabolic impact of HT and LUT on different BC cell sub-
types, which can contribute to a better understanding of the nutritional relevance of these
phenolic compounds in the context of BC prevention and management.
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Figure S1. Heatmaps illustrating the levels of (A) intracellular polar metabolites
and (B) lipids in MDA-MB-231 and in MCF-7 cells. Signal integrals were
normalied to total area, mean-centered and scaled to Unit Variance.
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Figure S2. Multivariate analysis of the spectral profiles from MDA-MB-231 cells
polar extracts. (A) and (C) Scores scatter plots obtained by PCA (left) and PLS-
DA (right) of cells treated with HT and LUT, respectively. (B) and (D) PLS-DA
LV1 loadings plots colored according to variable importance to the projection
(VIP), showing discriminatnt features for HT- and LUT-treated cells,
respectively. Three-letter codes used for amino acids; ATP/ADP, adenosine
tri/di-phosphate; BCAA, branched-chain amino acids; Cr, creatine; GPC,
glycerophosphocholine; GSH, reduced glutathione; m-Ino, myo-inositol.
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Figure S3. Multivariate analysis of the spectral profiles from MCEF-7 cells polar
extracts. (A) and (C) Scores scatter plots obtained by PCA (left) and PLS-DA
(right) of cells treated with HT and LUT, respectively. (B) and (D) PLS-DA LV1
loadings plots colored according to variable importance to the projection (VIP),
showing discriminatnt features for HT- and LUT-treated cells, respectively.
Three-letter codes used for amino acids; ATP/ADP, adenosine tri/di-phosphate;
BCAA, branched-chain amino acids; GSH, reduced glutathione; m-Ino, myo-
inositol; NAD, nicotinamide adenine dinucleotide; PCho, phosphocholine.
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Table S1. Metabolite variations in the culture medium of MDA-MB-231 cells
treated with HT or LUT, in relation to untreated controls. The values of %

variation are those used to color-code the heatmap shown in Figure 2B.

HT 70 uM HT 140 pM LUT 15 uM LUT 30 pM
% Var 0 17.74 16.45 44.35
Acetate + 4.57 3.93 4.03
ES 2.04 2.21 4.96
p-value 7.90x10°3 9.72x1073 1.81x10™
% Var -8.87 -9.78 -6.23
Ala + 3.34 2.92 3.25
ES -1.59 -2.01 -1.12
p-value 2.50x1072 1.30x102 8.26x102
% Var 54.17 93.33 31.67 27.78
Formate + 3.42 6.33 7.68 3.33
ES 6.51 5.75 2.03 3.96
p-value 8.96x1077 2.36x10™ 1.76x107? 4.88x10°°
% Var 0 0 7.77 14.10
Gln + 3.11 2.94
ES 1.37 2.45
p-value 4,29x1072 1.67x107#
% Var 0 0 20.18 0
Glu + 4.60
ES 2.28
p-value 9.04x1073
% Var 8.65 10.10 23.46 30.59
Glucose + 5.40 434 3.88 4.24
ES 0.85 1.26 3.09 3.57
p-value 1.63x101 7.60x1072 4.56x1073 5.56x10*
% Var 11.04 10.58 20.82 23.01
Gly + 1.58 1.65 1.89 1.62
ES 3.90 3.47 5.72 7.24
p-value 8.96x10 8.94x10 9.10x10°® 5.03x10°®
% Var 9.62 13.59 -12.05 -26.50
Glycerol + 5.06 5.36 4.45 4.80
ES 0.99 1.36 -1.64 -3.79
p-value 1.05x101 4.58x1072 2.81x102 7.86x10*
% Var 0 0 0 0
+
lle Es
p-value
% Var 16.67 0 32.38 23.02
KIC + 5.99 5.25 6.73
ES 1.46 3.03 1.67
p-value 3.71x102 1.85x1073 1.43x107?
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HT 70puM HT 140puM LUT 15puM LUT 30uM
% Var 15.50 16.96 13.45 0
KIV + 7.84 8.63 7.29
ES 1.07 1.04 0.99
p-value 1.18x10* 1.11x101 1.52x10!
% Var 8.53 8.87 14.11 0
KMV + 5.34 5.13 4.77
ES 0.89 0.95 1.58
p-value 1.75x107 1.53x107! 4.19x107?
% Var 11.99 12.42 -7.96 -6.39
Lactate + 2.76 291 4.86 3.36
ES 2.28 2.30 -0.97 -1.08
p-value 3.32x10°3 3.87x10°3 1.37x1071 8.04x10?
% Var 0 0 6.97 7.50
Leu + 1.63 1.52
ES 2.36 2.46
p-value 6.45x1073 1.76x10°3
% Var 0 0 6.16 7.60
Lys + 2.68 2.13
ES -0.66 1.27 1.85
p-value 6.34x1072 7.55x1073
% Var 0 0 11.91 15.52
Met + 1.99 1.66
ES 3.23 4.90
p-value 4.78x10* 3.66x10°
% Var 0 0 0 0
+
Pyruvate ES
p-value
% Var 11.11 18.18 36.80 44.30
Ser + 4.17 2.81 3.21 3.21
ES 1.35 3.39 5.53 6.12
p-value 3.34x1072 1.72x1073 1.21x10° 1.72x10°®
% Var 0 0 8.13 8.30
Val + 1.71 1.55
ES 2.61 2.71
p-value 3.19x10°3 7.83x10*
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Table S2. Metabolite variations in the culture medium of MCF-7 cells treated
with HT or LUT, in relation to untreated controls. The values of % variation are

those used to color-code the heatmap shown in Figure 2D.

HT 150uM HT 300uM LUT 7.5uM LUT 15puM
% Var 90.64 261.10 -5.20 13.88
Acetate + 6.66 9.22 4.42 6.61
ES 4.99 7.89 -0.64 1.05
p-value 6.59x10°° 1.49x10* 2.56x10 8.76x102
% Var 30.97 19.88 11.59 6.48
Ala + 4.14 2.51 2.85 3.41
ES 3.45 4.25 2.05 0.98
p-value 8.15x10™* 3.94x10* 6.70x1073 1.13x10™*
% Var 52.61 87.11 0 0
Formate + 10.89 9.40
ES 2.04 3.50
p-value 3.84x10°3 1.40x10*
% Var 19.63 96.26 -36.60 -32.09
Gln + 12.88 10.94 21.20 22.94
ES 0.74 3.22 -1.13 -0.89
p-value 2.12x10™* 2.61x10* 6.15x1072 1.27x107*
% Var 13.67 11.60 11.04 10.64
Glu + 4.05 4.40 3.69 4.42
ES 1.69 1.38 1.51 1.22
p-value 1.03x102 3.41x1072 1.99x1072 4.55x1072
% Var -73.04 -46.62 -55.30 -52.39
Glucose + 17.85 16.07 17.83 17.18
ES -3.43 -1.91 -2.28 -2.20
p-value 1.14x1072 7.07x1073 2.72x1073 3.69x1072
% Var 102.22 217.33 0 0
Gly + 33.15 11.00
ES 1.09 5.19
p-value 8.28x107* 1.16x107°
% Var 0 -13.22 0 0
His + 2.97
ES -2.64
p-value 1.26x103
% Var 24.29 41.67 0 0
lle + 8.83 9.02
ES 131 2.04
p-value 4.61x102 4.67x1073
% Var 0 0 0 0
KIC *
ES
p-value
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HT 150pM HT 300uM LUT 7.5uM LUT 15pM
% Var -18.41 -37.76 0 0
KIV * 11.30 12.50
ES -0.96 -1.87
p-value 1.20x10 9.19x10°3
% Var -13.43 -21.81 0 0
KMV + 7.73 8.04
ES -0.99 -1.55
p-value 1.06x10* 2.00x102
% Var 20.13 8.26 18.07 20.82
Lactate + 3.54 3.33 3.67 3.39
ES 2.76 1.21 241 2.97
p-value 7.98x10™ 5.63x1072 1.61x1073 7.06x10™
% Var 41.48 74.41 0 0
Leu + 9.48 9.06
ES 1.93 3.14
p-value 1.41x1072 6.74x10™*
% Var 5.50 5.17 0 -5.28
Lys * 1.88 1.03 1.89585967
ES 1.52 2.70 -1.525629128
p-value 2.65x107? 9.02x10* 0.02509619
% Var -95.15 -95.24 0 0
Met + 33.01 30.53
ES -2.93 -2.76
p-value 2.45x107® 2.43x10°3
% Var 0 0 0 0
+
Phe ES
p-value
% Var 0 0 0 0
+
Pyruvate ES
p-value
% Var 0 0 0 0
+
Thr ES
p-value
% Var 0 0 0 0
t
Tyr ES
p-value
% Var 18.27 31.61 0 0
Val + 6.21 6.39
ES 1.44 2.24
p-value 3.78x107? 3.24x10°3
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Table S3. Metabolite variations in the polar extracts of MDA-MB-231 cells treated
with HT or LUT, in relation to untreated controls. The values of % variation are
those used to color-code the heatmap shown in Figure 4C.

HT 70uM  HT 140pM  LUT 15pM  LUT 30uM
% Var 9.38 23.80 45.01 47.73
Acetate + 4.40 5.92 5.15 4.93
ES 1.07 1.91 4.06 4.43
p-value  7.48x1072 5.68x103° 7.99x10°  3.44x10°
% Var 0 0 10.92 14.27
ADP+ATP * 2.61 3.43
ES 2.22 2.27
p-value 3.75x1072  7.11x10°3
% Var 0 -4.61 -13.55 -18.68
Ala + 4.00 3.85
ES -2.06 -3.01
p-value 8.45x10%  8.62x10™
% Var 0 -7.25 -8.68 -10.73
cr + 3.18 3.43 4.49
ES -1.26 -1.40 -1.41
p-value 4.52x102  2.80x10%*  3.60x10°7?
% Var 13.11 25.41 48.52 45.57
Formate t 5.64 6.01 5.86 6.23
ES 1.11 2.00 3.61 3.27
p-value  7.30x102 5.25x10% 9.59x10>  1.92x10™*
% Var 9.98 10.61 0 -12.92
Gln + 3.59 3.44 3.78
ES 1.43 1.56 -1.93
p-value  2.61x102 1.64x107 6.01x1073
% Var 3.65 -1.92 -7.61 -22.97
Gly + 1.91 2.98
ES -2.38 -5.11
p-value 4.61x10%  2.87x10*
% Var 0 8.45 38.17 78.82
GPC + 3.81 4.92 7.07
ES 1.14 3.89 4.96
p-value 6.08x10? 7.30x10*  6.87x10™*
% Var 13.67 8.31 19.04 16.93
GSH + 4.82 5.20 3.92 5.17
ES 1.48 0.82 2.38 1.71
p-value  2.65x102 1.57x107' 1.74x10%  1.59x1072
% Var 4.43 0 -16.77 -11.38
lle + 1.92 2.10
ES -4.83 -3.01
p-value 6.40x10>  3.97x10™*
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HT 70uM  HT 140pM  LUT 15puM  LUT 30pM
% Var -4.98 -15.73 -36.08 -34.29
Lactate t 4.82 4.75 5.04
ES -1.89 -4.69 -4.24
p-value 6.20x103  4,12x10  3.77x10°
% Var 3.54 0 -8.54 -6.26
Leu + 1.75 1.67
ES -2.66 -2.00
p-value 9.80x10™*  5.67x107®
% Var 2.48 -3.23 -17.11 -21.30
m-Ino + 2.63 3.17
ES -4.08 -4.38
p-value 2.71x10*  3.67x10™
% Var 0 14.74 28.00 30.11
NAD+ b= 7.28 7.16 4,53
ES 1.01 2.00 3.10
p-value 9.36x102 1.08x102  3.06x10*
% Var 10.37 11.15 0 -13.06
Pcho + 3.81 4.13 5.83
ES 1.36 1.36 -1.33
p-value  3.29x1072  3.02x107? 4.34x1072
% Var 331 -3.89 -4.54 -9.94
PCr + 2.52
ES -2.44
p-value 7.63x1073
% Var 0 -4.06 -13.59 -16.15
Phe + 2,95 3.57
ES -2.76 -2.81
p-value 1.15x10°%  1.97x1073
% Var 6.24 4.73 13.46 20.49
Taurine + 3.69 3.95 4.11
ES 0.97 191 2.72
p-value 1.56x107 2.25x107?  5.96x1073
% Var 4,17 0 -10.89 -11.40
Tyr + 3.17 2.92
ES -1.95 -2.18
p-value 5.67x10%  3.03x10°®
% Var 0 14.72 28.15 46.04
UDP-GIcNAC + 2.30 3.59 4,59
ES 3.18 4.20 5.04
p-value 5.45x10™  1.36x10°  8.46x10™
% Var 6.22 3.06 -15.53 -6.43
Val + 2.42 1.85 1.91
ES 1.43 -4.81 -1.89
p-value  4.00x1072 1.02x10°  7.00x1073
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Table S4. Metabolite variations in the polar extracts of MCF-7 cells treated with
HT or LUT, in relation to untreated controls. The values of % variation are those
used to color-code the heatmap shown in Figure 4D.

HT 150uM HT 300pM LUT 7.5uM LUT 15pM
% Var 13.04 17.85 5.44 0
ADP+ATP * 5.83 4.39 3.03
ES 1.07 1.92 0.95
p-value 8.03x1072 7.36x1073 1.15x107?
% Var 21.10 -12.90 25.14 21.34
Ala + 4.66 4.93 4.45 4.42
ES 2.27 -1.63 2.80 2.49
p-value 3.46x10°3 2.91x102 1.15x10°3 3.18x10°3
% Var -21.98 -48.50 -7.92 -11.58
Arg + 1.41 3.10 2.36 2.55
ES -9.91 -11.00 -1.81 -2.75
p-value 8.83x10® 1.23x107 9.72x1073 3.77x1073
% Var 52.59 42.59 14.81 28.44
Asn + 3.76 2.87 6.88 5.85
ES 5.89 7.10 1.03 243
p-value 1.79x10°° 3.19x10°° 8.62x1072 4,92x10°3
% Var -41.37 -63.80 -22.63 -36.29
Asp * 3.36 3.19 3.12 3.50
ES -8.63 -17.57 -4.47 -7.24
p-value 6.91x10°® 1.09x10°® 1.71x10°° 2.35x10°°
% Var 22.59 33.00 0 0
Cr + 5.60 6.06
ES 1.85 2.36
p-value 9.03x1073 3.02x10°3
% Var 21.71 52.41 0 0
Formate * 11.04 12.64
ES 0.99 1.72
p-value 1.16x107* 1.09x1072
% Var 37.66 26.95 -6.23 -15.47
Gln + 11.93 2.88 4.39 5.45
ES 1.32 4.81 -0.81 -1.76
p-value 4.33x107 2.78x10* 1.76x107! 1.66x107?
% Var 134.15 138.47 0 0
Gly + 17.54 7.41
ES 2.24 5.66
p-value 5.19x103 3.09x10°°®
% Var -8.42 7.59 -7.95 -16.13
GPC + 2.92 1.93 2.40 2.08
ES -1.60 2,11 -1.88 -4.83
p-value 1.57x1072 5.17x1073 7.17x1073 5.25x10°°
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Resultats

HT 150uM HT 300uM LUT 7.5uM LUT 15uM
% Var -39.93 -54.17 10 11.08
GSH * 3.00 3.53 1.42 2.17
ES -8.92 -11.36 3.79 2.76
p-value 1.60x1077 3.87x10°® 1.80x10™* 2.18x10°3
% Var -9.90 -44.00 -15.16 -15.84
His + 4.29 4.47 4.95 4.11
ES -1.39 -7.86 -1.84 -2.39
p-value 4.29x102 1.28x10™ 9.15x107® 5.52x1073
% Var 15.20 0 -13.64 -11.00
lle + 7.27 4.97 5.26
ES 1.00 -1.66 -1.26
p-value 9.31x102 1.73x1072 5.80x102
% Var 44.18 66.72 0 0
Lactate + 9.11 6.75
ES 2.07 3.97
p-value 4.00x1072 5.03x10°3
% Var 36.22 43.68 -11.65 -5.82
Leu + 1.24 3.44 2.45 2.01
ES 12.79 5.17 -2.59 -1.70
p-value 7.18Ex107° 1.01x10 2.00x1073 2.73x1072
% Var -17.17 -36.18 0 0
Lys + 5.09 5.62
ES -2.19 -4.75
p-value 1.06x1072 3.56x10™
% Var -34.03 -43.24 -17.12 -17.57
m-Ino * 7.59 8.07 7.99 7.68
ES -3.28 -4.18 -1.33 -1.43
p-value 2.56x1073 8.67x10™ 4.65x1072 4.03x1072
% Var 12.19 0 15.42 8.72
NAD+ * 3.11 3.07 2.01
ES 1.89 2.37 2.37
p-value 8.88x1073 2.87x1073 3.81x10°3
% Var 0 48.66 -21.77 0
Pcho + 4.68 1.95
ES 4.15 -7.09
p-value 2.68x10™ 9.93x107
% Var 0 0 9.50 5.30
PCr + 1.73 2.31
ES 3.01 1.28
p-value 1.29x1073 5.67x1072
% Var -6.71 -30.93 -16.47 -17.91
Phe + 4.42 431 4.34 421
ES -0.90 -5.26 -2.44 -2.67
p-value 1.57x1071 7.83x10* 6.04x1073 4.62x1073
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Resultats

HT 150uM HT 300uM LUT 7.5uM LUT 15uM
% Var 29.95 20.41 14.05 28.24
Pro + 5.21 1.93 2.36 1.47
ES 2.50 5.21 2.94 9.60
p-value 3.10x10°3 5.69x107° 4.18x10™ 3.17x10°®
% Var 38.76 68.33 0 0
PyroGlu * 7.00 5.68
ES 2.60 5.12
p-value 2.19x1073 1.19x10™
% Var 23.61 12.50 0 0
Pyruvate + 4.36 3.73
ES 2.59 1.77
p-value 9.91x10* 1.42x107?
% Var 18.81 36.18 6.00 8.45
Taurine + 221 1.96 1.72 1.59
ES 4.08 8.19 1.89 2.92
p-value 4.58x107° 1.61x107 8.75x103 1.19x1073
% Var 0 -13.67 9.58 11.40
Thr * 4.40 4.81 5.35
ES -1.88 1.02 1.15
p-value 9.54x1073 9.11x102 8.41x1072
% Var 0 -36.41 -13.59 -17.50
Trp + 5.20 5.57 5.20
ES -5.28 -1.48 -2.11
p-value 5.33x10* 2.97x1072 8.49x1073
% Var -12.77 -28.66 0 0
Tyr + 8.92 10.20
ES -0.92 -1.95
p-value 1.83x10 1.66x1072
% Var 11.60 0 -14.25 -14.12
Val * 6.70 3.99 3.98
ES 0.84 -2.21 -2.18
p-value 1.47x107 5.76x1073 6.47x1073
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Diferents estudis epidemiologics i experimentals han mostrat la influéncia dels factors
nutricionals, i especialment dels lipids de la dieta, en el risc de desenvolupar cancer de
mama. El principal factor que incideix en el risc d’aquest malaltia és la quantitat de
lipids, i diverses evidéncies mostren que les dietes amb alt contingut de greix (com per
exemple les dietes occidentals), increment el risc d’alguns cancers, entre ells el de
mama, en comparacié amb dietes més baixes en greixos '°2. A nivell experimental
també esta demostrat I'efecte estimulador de les dietes hiperlipidiques en la
carcinogénesi mamaria 1%, D’altra banda, per una mateixa quantitat de greix, existeix
un efecte especific del tipus de lipid >>%* Breument, els estudis realitzats fins a
I'actualitat han relacionat el consum de greixos saturats, trans, i PUFA n-6 amb un
major risc de desenvolupar cancer de mama *+1%°, En canvi, el consum de PUFA n-3,
aixi com la ratio PUFA n-3 / PUFA n-6, s’han relacionat amb un menor risc %, mentre

B3 Tot i aixd, estudis

que els estudis del consum de MUFA no sén concloents
epidemiologics en poblacions que segueixen la dieta mediterrania, el consum de MUFA
s’ha relacionat amb un risc menor de desenvolupar la malaltia “8. L'oli d’oliva és la
principal font de greix de la dieta mediterrania, i esta format majoritariament per una
fraccio lipidica, composta majoritariament per acid oleic (MUFA n-9, fins al 85% de la
composicid, depenent de la varietat d’oli). Amés a més, I'oli d’oliva verge presenta una
fraccié insaponificable amb varietat de compostos minoritaris, dels que s’han descrit
més de 230 components de diferents classes quimiques, alguns d’ells altament

bioactius als quals s’ha atribuit diversos efectes beneficiosos per a la salut *’.

L'objectiu principal d’aquest treball ha estat investigar I'efecte dels lipids de la dieta en
la carcinogénesi mamaria experimental i en els mecanismes implicats, aixi com dilucidar
I'efecte que poden tenir alguns dels seus components principals. Per aix0 s’han
realitzat dos abordatges experimentals, in vivo i in vitro. D’una banda, I'estudi s’ha
realitzat en mostres préviament obtingudes en un model de cancer de mama induit
amb DMBA en rates Sprague-Dawley. Les rates van ser alimentades amb tres tipus de
dieta: control baixa en greix (3% d’oli de blat de moro), hiperlipidica de blat de moro
(20% d’aquest oli, rica en PUFA n-6), i hiperlipidica d’oli d’oliva verge extra (3% d’oli de
blat de moro i 17% d’OOVE, rica en MUFA n-9 i compostos bioactius). Les dues dietes
hiperlipidiques eren isocaloriques perd amb una composicid d’acids grassos i
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compostos minoritaris diferent. La idoneitat d’aquestes dietes per al desenvolupament
i manteniment de la salut dels animals va ser préviament validada®%% E| grup
control va rebre la dieta baixa en greixos durant tot I'experiment. Pel que fa als grups
de dieta hiperlipidica, aquestes van ser administrades des del deslletament (grups
iniciacio+promocio) o a partir de la induccid amb el carcinogen (grups promocio).
Administrant les dietes des del deslletament es va investigar si I'exposicid a una alta
quantitat de greixos des d’edats primerenques modificava la susceptibilitat de la
glandula mamaria a ser transformada, i la posterior promocié d’aquestes céel-lules.
Amb els grups promocid es va investigar el diferent efecte de les dietes en la promocid
tumoral de les glandules ja induides. D’altra banda, els estudis in vitro van ser
dissenyats per tal d’analitzar I'efecte de components individuals d’aquestes dietes:
acids grassos i compostos minoritaris de 'OOVE. Per aixd es van utilitzar dues linies
cel-lulars representatives dels tipus moleculars de cancer de mama huma luminal A i

triple negatiu.

Pel que fa al model experimental, resultats previs del grup van mostrar un efecte
diferencial de les dues dietes hiperlipidiques en el comportament clinic i I'agressivitat
morfologica dels tumors mamaris. Les caracteristiques cliniques van ser analitzades
mitjancant els parametres de la carcinogénesi: incidéncia (percentatge d’animals
afectats, amb almenys un tumor), temps de latencia (dies des de la induccio fins a
I'aparicié del primer tumor de I'animal afectat), contingut tumoral total (nombre total
de tumors en el grup), i volum tumoral total (de tots els tumors del grup) (Annex 3).
D’altra banda, es va realitzar un estudi anatomopatologic per valorar el grau histologic
basat en el meétode utilitzat en els carcinomes de mama humans, adaptat a aquest
model en rata pel grup d’investigacié ®’. Es va analitzar el grau arquitectural, grau
nuclear, i nombre de mitosis en 10 camps de gran augment (400x). Es va investigar
també altres parametres de malignitat morfologica, com la reaccid estromal i la necrosi
tumoral. L'analisi de tots aquests parametres va mostrar un clar efecte estimulador de
la dieta hiperlipidica rica en PUFA n-6. Aixi, en tots els parametres es van trobar
diferencies significatives entre el grup control i els dos grups de dieta hiperlipidica de
blat de moro, amb major nombre d’animals afectats, caracteristiques cliniques de
major malignitat (menys temps de laténcia, majors continguts i volums tumorals), i més

grau de malignitat morfologica. D’altra banda, els grups de dieta hiperlipidica d’OOVE
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van mostrar valors entremitjos, més semblants al grup control 8. En el present estudi,
es va ampliar 'analisi dels parametres de la carcinogénesi i de la caracteritzacio
morfologica, amb resultats que corroboraven |'efecte diferencial de les dues dietes
hiperlipidiques. Aixi, el contingut tumoral mig (nombre de tumors per animal afectat
del grup) va ser superior en el grup HCO respecte al LF. A més a més, la classificacio del
grau histologic en tres categories (SBR3), de forma analoga a la categoritzacio utilitzada
en humans, va mostrar els mateixos resultats que I'estudi anatomopatologic adaptat a
la rata (SBR11), indicant major agressivitat morfologica en els dos grups de dieta
hiperlipidica PUFA n-6 en comparacido amb el grup control, i també del grup
“promocid” (LF-HCO) respecte a els dos grups de dieta d’'OOVE. La categoritzacio de
les mitosis, i sobretot el nombre de mitosis, van mostrar també un efecte estimulador

de la dieta rica en PUFA n-6 pero no de la rica en OOVE.

A més a més, I'analisi dels tumors utilitzats en aquest estudi molecular va resultar en
valors similars a I'estudi de tota la serie, indicant que les mostres analitzades eren
representatives del grup experimental. Aixi, els tumors dels dos grups alimentats amb
dieta rica en PUFA n-6 van mostrar els graus histopatoldgics més alts, indicant major
agressivitat. A més, el volum dels tumors d’aquests grups (HCO i LF-HCO) també van
ser significativament superior al dels tumors del grup control. Per contra, els tumors
dels dos grups alimentats amb dieta rica en OOVE no van mostrar diferéncies

significatives amb el grup control de dieta baixa en greixos.

’efecte estimulador de la carcinogéenesi de les dietes riques en PUFA n-6 esta en
concordanca amb resultats obtinguts per altres autors en diferents models
experimentals, pero son molt pocs els treballs que han analitzat I’efecte I'oli d’oliva en
la carcinogénesi 3. En el model de carcinogénesi mamaria induida amb NMU s’ha
descrit un efecte estimulador de les dietes riques en PUFA n-6 respecte a una dieta
d’oli d’oliva ¥*°. A més, estudis més recents en un model experimental de ratoli
transgenic que desenvolupa tumors mamaris espontanis, una dieta rica en PUFA n-3
d’origen mari va ser la que millor va mitigar els parametres clinics de carcinogenesi
mamaria, seguida d’una dieta al 10% d’oli d’oliva i una dieta al 10% de n-6 PUFA, la
qual va mostrar els pitjors resultats >2. D’altra banda, molt pocs estudis han analitzat

I'efecte de 'OOVE. En aquest sentit, una dieta normolipidica (4%) d’OOVE ha mostrat
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un efecte protector en el model de carcinogenesi amb NMU, mentre que s’ha descrit
gue I'exposicié prenatal i prepuberal d’una dieta amb un 7% d’OOVE, perd no una amb
un 15% d’aquest oli, té un efecte protector en la carcinogénesi induida amb
DMBA>*2%_ Els nostres resultats indiquen un efecte clarament diferencial dels dos
tipus d’oli, i mostren que la dieta rica en OOVE, malgrat ser hiperlipidica, té un debil
efecte estimulador, la qual cosa suggereix que aquest oli pot tenir un efecte protector
gue contraresta, almenys en part, 'efecte estimulador que comporta el consum de

gran quantitat de greixos.

D’altra banda, el rendiment de la carcinogénesi no depen només de la quantitat i del
tipus de greix consumit, sind que també hi ha un efecte del periode del
desenvolupament en el qual es fa la intervencié dietética. En aquest sentit, s’ha
observat diferéncies en funcié de si la dieta s’ha administrat des del deslletament o
després de la induccid. En el cas dels grups alimentats amb dieta hiperlipidica PUFA
n-6, el grup promocié (LF-HCO), va resultar en menys nombre de tumors que el grup
iniciacio (HCO), pero de més volum i amb més grau de malignitat morfologica. D’altra
banda, en els grups d’OOVE, I"'administracié de la dieta des del deslletament (grup
HOO) va resultar en menor nombre de tumors i de menor grau de malignitat
morfologica que el grup promocid (grup LF-HOO). Aquest efecte del “timing”
d’exposicié podria estar associat a diferents factors. L’administracié d’una dieta rica en
greixos, des del deslletament, pot influir en el desenvolupament de la glandula
mamaria, tal com indiquen els estudis sobre el periode de la pubertat, en els quals s’ha
demostrat que aquestes dietes hiperlipidiques, especialment la de blat de moro,
avanca la maduracié sexual 7®. Aquesta acceleracié modificaria el grau de diferenciacié
de la glandula en el moment de la induccié amb el carcinogen, i per tant desplacaria la
finestra de susceptibilitat o periode de major vulnerabilitat enfront d’un carcinogen.
D’altra banda, s’"ha demostrat que aquestes dietes poden modificar els enzims hepatics
d’activacié i metabolitzacio del carcinogen, de forma que la dieta d’OOVE podria evitar

I’acumulacié de metabolits amb potencial mutagénic 20202,

Diversos treballs han investigat els mecanismes moleculars pels quals els lipids de la
dieta poden tenir un efecte en la carcinogénesi mamaria. A la bibliografia s’han abordat

diferents vies moleculars que afectin els trets caracteristics o “hallmarks” el cancer de
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mama. En aquest model experimental el grup ha descrit que I'efecte diferencial dels
lipids de la dieta es donaria a través de multiples mecanismes actuant de forma
simultania i/o sequencial, afectant funcions sistémiques (creixement i maduracid
sexual, funcié del sistema immune, metabolisme hepatic), perd també modificant el
context molecular dels tumors. Estudis de transcriptomica van mostrar un efecte
d’aquestes dietes tant en la glandula mamaria com en els tumors experimentals que
apunten a canvis en gens del metabolisme, proliferacié i apoptosi 1%°. Aquests resultats
van concordar amb estudis previs que suggerien diferent relacid de I'equilibri
proliferacid/apoptosi en els tumors per efecte de les dietes 2% pero es desconeix el seu
efecte en la reprogramacio metabolica, un dels principals “hallmarks” del cancer. A la
literatura existeixen molt poques dades de |'efecte dels lipids de la dieta, i

especialment de I'oli d’oliva, en el metabolisme tumoral.

L'estudi de I'efecte de les dietes hiperlipidiques en el metabolisme tumoral en el nostre
model experimental de cancer de mama va revelar un efecte diferencial de les dietes
en la modulacié dels nivells d’expressié génica, proteica i activitat enzimatica dels

enzims involucrats en les principals vies metaboliques.

La comparacié dels grups alimentats amb les dietes hiperlidiques (LF-HCO, HCO, LF-
HOO i HOQO) amb el grup control LF, va mostrar canvis en I'expressié dels gens
relacionats amb el metabolisme de la glucosa en les mostres tumorals, per efectes
d'ambdues dietes (glutl, gbpdh, pgd) o per la dieta hiperlipidica PUFA n-6 (hk2, pfk1,
pfkl), perd aquests canvis no es van mantenir a nivell de proteina o d’activitat
enzimatica. Els canvis observats a nivell d'mRNA poden no manifestar-se a nivell
d’expressié proteica o activitat enzimatica per diferents factors bioldgics, com
modificacions postranscripcionals o postraduccionals, o factors que controlen la
traduccié 2% En la bibliografia s’ha descrit 'efecte de factors nutricionals en la
regulacio de I'expressié génica. Aquesta regulacio es pot donar de forma directa, unint-
se als receptors nuclears (PPARs, LXR o RXR) o modulant altres factors de transcripcié
(SREBP i ChREBP), o de forma indirecta, actuant sobre vies de senyalitzacid 9295296,
Existeixen diverses evidencies de que els lipids de la dieta poden afectar la regulacié
de gens en teixits com el fetge, perd sdon més escassos els treballs que han abordat els

seus efectes en teixit tumoral. Tal com s’ha comentat, estudis previs del grup van
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descriure la capacitat de les dietes hiperlipidiques en modular els perfils d’expressid
genica en glandula mamaria i en els tumors experimentals, afectant I'expressié de gens

relacionats amb el sistema immune, I'apoptosi, la proliferacié i el metabolisme 10919,

En segon lloc, la comparacié entre els grups de dieta hiperlipidica va mostrar

diferencies en funcié del tipus de lipid. Aixi, la comparacié dels grups en funcio de tipus
de greix (HCO vs. HOO i LF-HCO vs. LF-HOOQ) va revelar, en general, un increment dels
nivells d’expressid génica, proteica i activitat enzimatica dels enzims involucrats en el
metabolisme de la glucosa i el metabolisme mitocondrial en els tumors de les rates
alimentades amb una dieta rica en OOVE (HOO i LF-HOOQ). Especificament, en
comparar els grups que van rebre la dieta després de la induccié (LF-HCO vs. LF-HOO),
la dieta d’"OOVE va incrementar els nivells de proteina involucrats en la captacié de
glucosa (Glutl), la glucolisi (PFKL), el cicle de les pentoses fosfat (G6PDH, PGD), aixi
com l'activitat de I'enzim del cicle de Krebs Citrat sintasa (CS). La comparacio entre els
grups que van rebre la dieta hiperlipidica des del deslletament (HCO vs. HOO), va
mostrar que en el grup d’'OOVE els tumors presentaven major expressié proteica
d’UCP2 i major activitat enzimatica de CSiIDH (enzims del cicle de Krebs). En definitiva,
la dieta rica en OOVE va provocar canvis en el metabolisme tumoral, pero depenent
en el moment de la intervencid dietetica aquests canvis es van relacionar amb el
metabolisme de la glucosa o el metabolisme mitocondrial, posant de manifest la

importancia del moment de la intervencio dietetica.

Pel que fa als resultats observats en el grup HOO, les dades presents a la literatura

.....

associat amb subtipus més agressius del cancer de mama 2%7. En un estudi, Cappelletti
et al. van descriure que els tumors luminals B depenen energeticament dels acids
grassos i, en canvi, els subtipus Her2 i basals (subtipus més agressius), mostren
alteracions principalment en la glucolisi i el metabolisme de la glutamina 2%. L'augment
del metabolisme de la glucosa juntament amb I'efecte Warburg, son vies
incrementades en el metabolisme de les cel-lules tumorals. Aquests canvis, malgrat ser
menys efectius en termes de produccié d’ATP en comparacié amb I'oxidacié completa
de la glucosa al mitocondri, proporciona a la cel-lula intermediaris per a la biosintesi

de molécules o per al manteniment de ’homeostasi en situacions d’estrés oxidatiu *°.
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L'increment en els nivells d’expressié dels enzims claus de la via de les pentoses fosfat
(G6PDH i PGD), juntament amb el fet que no hi ha diferéncies entre les dues dietes en
la lactat deshidrogenasa (efecte Warburg), suggereix la desviacio de la glucolisi cap a
aquesta via. La via de les pentoses fosfat proporciona precursors per a la sintesi de
nucleotids i és també la principal font de NADPH cel-lular. Aquest NADPH participa en
la regeneraci6 dels sistemes antioxidants cel-lulars com per exemple, el glutatio . En
aquest sentit, el metabolisme tumoral es troba estretament lligat a altres vies de
senyalitzacio cel-lular com I'apoptosi i la resposta antioxidant. S’ha descrit que les
cel-lules tumorals tenen preferencia per la isoforma més lenta de la piruvat quinasa,
afavorint I'acumulacid de fosfoenolpiruvat i, per tant, I'activacido de la via de les
pentoses fosfat 2%°. En el mateix sentit, I’enzim HK s’ha descrit com un punt clau en la
regulacio metabolica de I'apoptosi. Quan I'enzim és actiu, es troba unit a la membrana
mitocondrial evitant I'alliberacié del citoctom ¢, i per tant, inhibint 'apoptosi 2.
Altrament, nivells elevats de NADPH resultants de |'activacido de la PPP prevenen
I'activacié de I'apoptosi inhibint I'accié de les caspases, la funcié de Bax i I'alliberament
del citocrom c al citosol. Doncs, el NADPH pot representar un mecanisme important
que relaciona el metabolisme cel-lular i la sensibilitat a 'apoptosi 2*1. Aquestes dades,
juntament amb els parametres de malignitat discutits anteriorment, porten a la
hipotesi que les diferéncies causades per la dieta rica en OOVE en aquest model
experimental poden estar representant canvis moleculars que reflecteixen respostes
a l'estrés oxidatiu en lloc de representar un avantatge proliferatiu. De fet, les
caracteristiques de malignitat clinica i morfologica d’aquests tumors, inclos el nombre
de mitosis, sén inferiors en aquest grup d’'OOVE que els grups alimentats amb dieta
rica en PUFA n-6. A més, resultats encara no publicats realitzats en aquests tumors
indiquen menor activacio de vies mitogeniques (com la de Ras-ERK-Akt, els nivells de
Myc o de la ciclina D1) en els grups de dieta rica en OOVE respecte als grups de dieta
rica en PUFA n-6.

En el cas de la dieta d’'OOVE administrada després de la induccié (LF-HOO), els tumors
van presentar un increment dels nivells d’"UCP2, proteina que desacobla la fosforilacié
oxidativa de la sintesi d’ATP, disminuint els nivells de ROS produits al mitocondri 2.
També s’ha observat un increment en I’activitat dels enzims del cicle de Krebs CSi IDH,

i aquest Ultim enzim també contribueix als nivells cel-lulars de NADPH . En les
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cel-lules tumorals, la reprogramacid metabolica per tal de sostenir el creixement
descontrolat resulta en un increment dels nivells de ROS i un increment en vies
relacionades amb la resposta antioxidant per escapar de I'apoptosi *°. Tot i aix0,
resultats previs del grup, no van veure clares diferéncies en els enzims i molécules
responsables de la resposta cel-lular antioxidant en els tumors com per exemple, GSH,
SOD, CAT o MnSOD per efecte del tipus de lipid de la dieta. Malgrat tot, si que es va
veure més dany en I’ADN relacionat amb ROS en els grups de dieta rica en PUFA n-62%3,
D’altra banda, 'augment d’UCP2 concorda amb resultats previs quant a I'expressio

E 9 3ixi com en el

hepatica d’aquesta proteina en els dos grups de dieta rica en OOV
descrit en altres teixits 2*4. Malgrat que I'expressié d’UCP2 es relacioni amb I'evasio de
I'apoptosi regulada per ROS, l'efecte dels nivells d’estrés oxidatiu cel-lular pot
comportar diferents conseqliéncies depenent de les vies de senyalitzacio activades o
del context molecular. De forma general, les cel-lules tumorals presenten nivells de
ROS superiors a les cel-lules no tumorals, ja sigui per 'accid dels oncogens, la perdua
de supressors de tumors o per la sobre activacid del metabolisme tumoral. Per
exemple en la iniciacié del tumor, nivells moderats de ROS promouen la proliferacio
cel-lular activant vies com PI3K/Akt/mTOR o MAPK/ERK 2'>216_ Durant la progressid
tumoral, ROS participa en processos d’angiogénesi, invasié i metastasi. Tot i aixo, si els
nivells de ROS assolits son excessius la cel-lula tumoral, aturara el cicle cel-lular o
activara els mecanismes de mort cel-lular programada. De fet, una estrategia
terapeutica és I'ts d’antioxidants que actuen modificant els nivells de ROS cel-lulars, ja
sigui incrementant-los per causar la mort cel-lular, o disminuint-los per tal de disminuir
la proliferacié ?'7. De fet, I'efecte d’alguns antioxidants ha estat controvertit, ja que,
com s’ha comentat, les respostes a ROS son complexes i depenen de multiples factors,
inclosos els tipus, nivells, localitzacié i persistencia de ROS, aixi com l'origen, I'entorn i

I'estadi dels mateixos tumors 21

Totes aquestes evidéncies suggereixen que no es pot interpretar de forma aillada la
contribucié de les vies metaboliques en la resposta antioxidant i associar-ho amb la
malignitat tumoral. Per entendre |'efecte o la causa del fenotip metabolic caldria
integrar-lo dins del context molecular de la cél-lula, coneixent I'estat de les vies de

proliferacié i/o d’apoptosi.
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Per tal de completar I’estudi del metabolisme tumoral en el model experimental in vivo
es va procedir a I'analisi metabolomica d’aquests tumors. La ressonancia magneética
nuclear (RMN) és una eina analitica que permet I'estudi dels perfils metabolics i la seva
modulacié amb compostos exdgens com per exemple, components de la dieta 2*8. La
sensibilitat de la tecnica es troba en el rang del uM — mM, sensibilitat més baixa que
altres espectroscopies com per exemple, I'espectroscopia de masses, pero és altament
reproduible i quantificable 2*°. Per a la caracteritzacid del perfil metabolic es van
obtenir les fraccions aquoses i lipidiques dels extractes tumorals. L'analisi de la fraccid
aquosa no va revelar diferencies en la composicié intracel-lular dels tumors per efecte
de les dietes experimentals. El fet que el cancer de mama sigui una malaltia
heterogénia i presenti molta variabilitat entre pacients i, fins i tot, dins de cada tumor
individual, podria explicar aquests resultats 22°. De fet, en un estudi on es va combinar
I'estudi de I'expressié genica per microarrays i HRMAS RMN (de I'angles, high-
resolution magic angle spinning) es va poder identificar tres subgrups de tumors amb
diferent activitat glicolitica dins del subtipus de tumors luminal A 221, Quan els estudis
del metaboloma s’han dirigit a estudiar les diferéncies entre mostres tumorals i no
tumorals, s’ha observat perfils metabolics diferents, on s’ha observat un increment en
metabolits com la glicina, la taurina, la fosfocolina o el lactat en les mostres
tumorals??#?23, Pel que fa a I'efecte de la dieta en el metaboloma, la metabolomica
nutricional ofereix avantatges en l'avaluacid d’aquesta relacid, perd s’han realitzat
pocs estudis en aquest sentit i la majoria estudien potencials biomarcadors 2%,
Tanmateix, quant a la manca de diferencies en els resultats d’aquest treball, no es
poden descartar qliestions metodologiques, com el temps d'emmagatzemament de

les mostres, que pot afectar especialment a alguns metabolits.

D’altra banda, I'analisi multivariada de la fraccié lipidica dels tumors va revelar la
separacié dels grups corresponents als animals alimentats amb dietes riques en oli de
blat de moro dels grups alimentats amb dietes riques en oli d’oliva i grup control. La
identificacid de metabolits i la posterior integracié va revelar canvis en la composicio
lipidica dels tumors deguts a la dieta subministrada. Els tumors de les rates
alimentades amb una dieta rica en oli de blat de moro (grups HCO i LF-HCO) van
mostrar nivells superiors de PUFA, especialment acid linoleic, en comparacié amb els

dels grups control i els dels grups d’oli d’oliva. En canvi, els tumors dels grups de dieta
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rica en oli d’oliva (HOO i LF-HOO) van mostrar nivells superiors de MUFA en
comparacio als grups HCO i LF-HCOO. En definitiva, la composicid lipidica dels tumors
va mostrar similituds entre els dels grups de dieta rica en OOVE i el grup control, que
es diferenciaven dels grups alimentats amb dieta rica en PUFA n-6 (HCO i LF-HCO),
demostrant que la composicid dels tumors es veu influenciada pels lipids de la dieta.
Aquests resultats van en linia amb els descrits recentment per Hillyer i Hucik. En el seu
treball en tumors experimentals, van descriure que els canvis en la composicié lipidica
dels fosfolipids de membrana depenien directament de la dieta subministrada i es
relacionaven amb alguns parametres de malignitat. Concretament, els tumors dels
animals alimentats amb una dieta que contenia un 10% d’oli d’oliva, van presentar els
nivells més elevats d’acid oleic i més disminuits d’acid linoleic en les membranes
cel-lulars. A més, van presentar temps de laténcia majors i volum tumoral menors en
comparacié amb els animals alimentats amb una dieta que contenia un 10% de
PUFA n-6 *2. Préviament, altres treballs havien demostrat que els lipids de la dieta

poden influenciar la composicié de les membranes cel-lulars °*°7

i que aquests canvis
poden modificar la regulacio i el funcionament de diferents vies de senyalitzacid
cel-lular i intervenir en els processos carcinogénics °°%. A més, s’ha descrit que els
PUFA n-6 son substrats per a la sintesi de metabolits proinflamatoris >*. La composicid
lipidica de la membrana cel-lular i els seus canvis sén de gran importancia en la
tumorigenesi, ja que, participen en diferents esdeveniments cel-lulars. Per tant, els
canvis que alterin les proporcions de MUFA, PUFA i acids grassos saturats intervenen

en la supervivencia cel-lular.

Per abordar I'efecte dels lipids de la dieta en un dels altres “hallmarks” essencials del
cancer, es van analitzar els nivells d’expressié de les proteines de diferents vies
apoptotiques, inclos la intrinseca, I'extrinseca, la induida per estrés de reticle, i la
caspasa independent. La comparacio dels diferents grups experimentals va mostrar un
increment de diverses proteines proapoptotiques en els grups de dieta rica en OOVE,
especialment en el grup LF-HOO, en comparaciéo amb el grup control, i sobretot en
comparacié amb els grups de dieta rica en PUFA n-6, suggerint un efecte diferencial en
I’'apoptosi pel tipus de lipid. L'analisi de les proteines relacionades amb la via extrinseca
va revelar un increment de I'expressio del receptor TNFR1 (LF-HOO vs. LF-HCO), tot i

que no dels seus dominis TRADD i TRAF2, i també un increment del domini de mort
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associat a Fas (FADD). En la mateixa linia, es va observar una tendencia per a
I'increment de I'expressid de la pro-caspasa 8, sense canvis significatius en la caspasa-
8 activa. L'activacié de la via extrinseca és regulada mitjancant receptors de mort
transmembrana situats a la membrana plasmatica. La cascada de senyalitzacié
apoptotica comenca amb la unid de Iligand al seu receptor corresponent (TNF-o amb
TNFR1, Fas-L amb Fas-R) 132 i I'activacid del domini intracel-lular que permet la unié
dels dominis de mort intracel-lular. La procaspasa-8 pot unir-se ara als receptors
activats amb les seves proteines adaptadores i ser activada '?°. D’altra banda, I’analisi
de la via intrinseca va revelar un increment en els nivells d’expressié de proteines
proapoptotiques (Bid, Bak i Bax) en el grup LF-HOO en comparacio LF-HCO, tot i que
els nivells de citocrom c al citosol no van mostrar diferéncies per la dieta. La via
intrinseca s’activa com a resposta a estimuls no mediats per receptors que produeixen
senyals intracel-lulars iniciats en els mitocondris i que desencadenen la resposta de

mort cel-lular 1%°

. La sortida del citocrom c al citosol es considera el principal
esdeveniment activador de la via intrinseca i és facilitada pel conjunt de proteines
proapoptotiques (Bid, Bak i Bax) i inhibida per les proteines antiapoptotiques (Bcl-2).
Pel que fa a XIAP, un inhibidor de I'apoptosi, la dieta rica en OOVE ha mostrat un
increment de la seva expressio proteica. Caspasa-3 és la proteina clau en la confluéncia
de les vies apoptotiques. Els seus nivells no van mostrar una tendencia clara, el que
podria estar associat a inhibicié per part de XIAP. Tot i aixd, s’ha observat una tendéncia
en I"augment d’expressio de la caspasa-3 activa en aquest grup d’OOVE (LF-HOO vs.

LF-HCO). Amb relacio a la via independent de caspases, tot i que pogues mostres van

mostrar AIF actiu, el percentatge de tumors amb nivells citoplasmatics detectables
d'AlF actiu va ser significativament més gran en el grup LF-HOO. Tanmateix, es va veure

un increment dels nivells d’expressid de la_proteina p53 en el grup LF-HOO en

comparacié LF-HCO. P53 és una proteina supressora de tumors encarregada de regular
el cicle cel-lular, I'apoptosi i I'estabilitat gendomica mitjancant diferents mecanismes.
En les ceél-lules tumorals p53, es troba mutada o silenciada permetent a les cel-lules
escapar de laregulacié del cicle i proliferar descontroladament. Pel que fa a la regulacié
de [l'apoptosi, davant d'un estimul d’estres cellular activa les proteines
proapoptotiques i inhibeix 'accié de les antiapoptotiques afavorint la mort cel-lular 2.

Hi ha pocs treballs in vivo que descriguin 'efecte d’una dieta rica en OOVE i I'apoptosi
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en cancer de mama, pero altres estudis han revelat que |'exposicié prenatal a una dieta
d'oli d'oliva del 7% o del 15% va donar lloc a un index apoptotic més alt en tumors
induits per DMBA 2%, Stark et al. van descriure nivells més baixos de Bcl2, proteina
antiapoptotica, i nivells més alts d'activitat proapoptotica de Bak i Caspasa-3, en
comparacié amb els tumors d'animals alimentats amb la dieta d'oli de blat de moro °.
D’altra banda, hi ha pocs treballs que hagin abordat la capacitat dels acids grassos per
activar I'apoptosi en cancer. Alguns estudis in vitro han descrit, en cél-lules de cancer
de colon, que els acids grassos docosahexanoic (DHA) i eicosapentanoic (EPA), ambdds
PUFA n-3 de cadena llarga, incrementen |'expressido de TNFR1. Aquest efecte es va
observar només en una fase tardana de 'apoptosi, quan la maquinaria proapoptotica
ja s'havia activat completament després d’inhibir dos reguladors claus (XIAP i FLIP),
suggerint que es podia tractar d’'un mecanisme de millora perd no com I'esdeveniment
principal per a I'activacié de 'apoptosi 2?7. Respecte a I'acid oleic, a la literatura no hi
ha resultats concloents. S’ha descrit un paper promotor d’aquest acid gras en la

% i en model

proliferacio de céllules de cancer de prostata 2?8, de cancer gastric 2
experimental de cancer cervical 2*°. D’altra banda, Storniolo et. al van descriure que en
cel-lules cancer de colon, el tractament amb acid oleic o acid oleic juntament amb els
polifenols de 'OOVE presentaven efectes contraris 2**. Tot i aix0, un estudi realitzat en
la linia cel-lular de cancer de mama MCF-7 ha descrit un paper inhibidor de la
proliferacio 22, En canvi, diversos estudis si que han descrit un efecte proapoptotic de
diferent compostos minoritaris de 'OOVE °3. Per exemple I'hidroxitirosol (HT) ha
demostrat un efecte tant in vivo ¢ com in vitro *° on s’ha observat un increment de
proteines relacionades amb la via intrinseca. Pel que fa a I'oleuropeina (OLE), s’ha
descrit un increment dels nivells d’expressié de Bax i p53, resultant també amb
I'activacié de la via intrinseca i I'apoptosi en les linies cel-lulars MCF-7 i MDA-MB-231
861 D’altra banda, també ha demostrat millorar I'apoptosi induida per la
quimioterapia activant la via mitocondrial en un model animal de xenograf ®2. Amb
relacié a la luteolina (LUT), s’ha descrit que pot activar I'apoptosi mitjancant la via

extrinseca, intrinseca i per la via independent de caspases 2.

Donada la complexitat i heterogeneitat dels tumors experimentals, on efectes subtils
(com és I'esperable en un factor nutricional) es pot manifestar de forma variable en

funcié del substracte molecular, el conjunt de resultats observats in vivo pot ser més
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informatiu que les dades de proteines especifiques. En aquest sentit, la visié integrada
dels resultats suggereix un ambient proapoptotic en els tumors alimentats amb la dieta
rica en OOVE, i subministrada amb la induccié del tumor (grup LF-HOQ). Aquests
resultats concorden amb la caracteritzacid dels tumors descrita anteriorment, on es
van obtenir tumors més petits i menys malignes en el grup LF-HOO en comparacié el

grup LF-HCO.

Tots el resultats obtinguts in vivo van portar a una altra fase del estudi, on es va utilitzar
un altre abordatge experimental per tal d’aprofundir en els efectes de diferents
components dels olis. Per aixd es van dissenyar experiments in vitro, utilitzant dues
linies representatives dels subtipus moleculars de cancer de mama huma luminal A
(MCF-7) i triple negatiu (MDA-MB-231), i van ser tractades amb acid oleic i linoleic, i
amb tres dels principals polifenols presents a 'OOVE (HT, OLE i LUT). Es van realitzar
assajos de viabilitat cel-lular, com a parametre associat a la proliferacié cel-lular, aixi
com analisis d’apoptosis mitjangant citometria de flux. Pel que fa a I’efecte dels acids
grassos, els resultats van mostrar un lleuger increment de la proliferacié i disminucié
de I'apoptosi en les cél-lules MDA-MB-231, i no es va observar cap efecte en les MCF-

7, en linia amb el descrit en altres treballs 231,

Amb relacié al tractament amb els polifenols, I'HT va disminuir la viabilitat cel-lular, sent
la linia cel-lular MDA-MB-231 més sensible a la seva accid que les cél-lules MCF-7, tal
com altres autors havien descrit *#?34. En ambdues linies cel-lulars es va observar un
increment de 'apoptosi a la concentracid més alta (400 uM) i després de 48h de
tractament. Els resultats concorden amb altres estudis que havien observat que el HT
té la capacitat d’induir I'apoptosi *%2%. E| tractament amb OLE només va mostrar
efectes després de 72h de tractament i a la concentracié més alta (50 uM) en la linia
MDA-MB-231, mentre que la linia MCF-7 va resultar més sensible mostrant disminucio
de la viabilitat a concentracié més baixa (30 uM) i temps d’exposicié més curts (48h),
de manera similar al descrit sobre els efectes antiproliferatius de I’OLE %1, Pel que fa
a la LUT, en les condicions experimentals del primer assaig de viabilitat no es va
observar una disminucié de la viabilitat en cap de les dues linies cel-lulars. Considerant
que a la bibliografia s’havia descrit un efecte de LUT sobre |a viabilitat 23%2%’, es van

dissenyar nous experiments mantenint les mateixes concentracions pero ajustant el %
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de DMSO en el que es va dissoldre LUT. Els nous experiments van mostrar una
disminucid de la viabilitat cel-lular en ambdues linies cel-lulars, assolint la IC50 a
concentracions de 15 puM en les MCF-7 i 30 uM en les MDA-MB-231. Altres estudis
realitzats en cel-lules tumorals de cancer de mama ja havien descrit concentracions
d’IC50 entre 20-50 uM per als tractaments amb LUT 262829 mentre que pels
tractaments amb HT només concentracions altes (300-400 uM) han mostrat efectes

en la viabilitat 240241,

Els resultats in vitro amb acids grassos i compostos minoritaris suggereixen que |'efecte
beneficids de 'OOVE seria degut, en gran part, pel paper dels seus polifenols, tal com
alguns autors han suggerit en cél-lules de cancer de colon %% En aquest sentit, els
models in vitro permeten aprofundir en l'efecte d’aquests compostos a escala
molecular, i es van realitzar estudis de metabolomica per tal de caracteritzar els seus
efectes en els perfils metabolics. Altres estudis han utilitzat la metaboldomica per
investigar els efectes metabolics de polifenols com la curcumina 24, les isoflavones de
la soja 23, la quercetina, la genisteina o el resveratrol 2** en cél-lules tumorals de cancer
de mama, pero els efectes de I'HT i la LUT, fins on sabem, no han estat estudiats.
Determinar els efectes metabolics d’aquests dos polifenols recolzaria el potencial de
I'OOVE en la reprogramacié metabolica, i podria aportar noves dades sobre la
importancia del context molecular en la modulacié de les vies de senyalitzacio

cel-lulars.

Aixi, es van fer servir les mateixes linies cel-lulars representatives del cancer de mama
luminal Ai triple negatiu (MCF-7 i MDA-MB-231) per elucidar I'efecte de I'hidroxitirosol
i la luteolina en el metabolisme. Es van caracteritzar els perfils metabolics a les
concentracions que provocaven la reduccié del 50% de la viabilitat, i a la meitat
d’aquesta concentracié. D’una banda, es va caracteritzar el metaboloma dels medis en
gué van ser cultivades aquestes cel-lules, per tal de determinar I'exometaboloma, és a
dir el perfil de metabolits consumits i excretats. D’altra banda, es van analitzar les
fraccions polars i apolars de les cel-lules (endometaboloma). Totes aquestes analisis
van servir per caracteritzar el metabolisme basal d’aquests tipus cel-lulars i per

determinar posteriorment I'efecte dels tractaments amb els polifenols.
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L’analisi integrada de I'exometaboloma i endometaboloma va indicar que els dos tipus
cel-lulars van respondre de manera diferent al tractament, ja que es van observar

canvis comuns i d’altres especifics per al tipus de linia cel-lular. En primer lloc, ambdés

tipus cel-lulars van mostrar canvis compatibles amb |'activacié de la fosforilacio
oxidativa (OXPHOQOS), produccié d’acetat i format (que podria ser causat pel
desbordament metabolic o en angles, metabolic overflow) i composicié de la
membrana plasmatica. En primer lloc, les cél-lules tractades amb HT i LUT van mantenir

I'elevat consum de piruvat extracel-lular, van mantenir o incrementar els nivells d’ATP

i NAD+ i van mostrar una disminucio dels nivells dels aminoacids intracel-lulars,

suggerint aixi la seva funcid anaplerotica del cicle de I'acid citric. Aquests resultats
concorden amb els efectes descrits per altres compostos fenolics en cel-lules de cancer
de colon i de cancer de mama, on s’ha observat un increment d’OXPHQOS i dels nivells
d’expressio de les proteines de la cadena de transport d’electrons 247248,

En segon lloc, I'increment dels nivells d’acetat intracel-lular i/o extracel-lular observats

en els dos tipus cel-lulars suggereix un increment de la seva produccio i excrecid. S'ha
descrit que 'acetat es pot produir a partir del piruvat derivat de la glicolisi mitjancant
dues reaccions, una enzimatica (activitat alterada de les deshidrogenases de cetoacids)
i una no-enzimatica (mitjancant ROS) i ambdues es troben lligades a la funcio
mitocondrial. Per tant, en el context del treball presentat, la produccié d’acetat vista
en ambdues linies cel-lulars després del tractament amb els compostos fendlics podria
estar relacionada amb I'acumulacié de ROS i el paper del piruvat com a neutralitzador
d’aquestes espécies reactives 2°. Altrament, també s’ha descrit que la secrecid
d’acetat podria ajudar a tamponar I'ambient acid en que es troben les cél-lules
tumorals i atenuar aixi la transformacid de les cél-lules adjacents 7%, Les cél-lules
tumorals tenen la capacitat de modular el seu entorn, conegut com a microambient
tumoral, per tal d’assegurar la seva supervivéncia. S’ha descrit que la secrecio de lactat
resultant de I'efecte Warburg provoca I'acidificacié de I'entorn que, juntament amb
altres mecanismes, afavoreixen la reprogramacioé metabolica de les cel-lules, com per
exemple fibroblasts, assegurant el subministrament constant de nutrients i molécules

anaplerotiques per tal de subsistir en condicions d’hipoxia 7.

En tercer lloc, I'increment de format intracel-lular i/o extracel-lular es podria relacionar

amb la reduccié de la proliferacid, ja que en les cél-lules tumorals el format es produeix
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per I'excés en el catabolisme de la serina. Altrament, les unitats de carboni alliberades
serien utilitzades per a la biosintesi de molécules 2°°. Per Ultim, el tractament amb

ambdds polifenols va alterar la composicid lipidica, la qual cosa és compatible amb

canvis de la membrana plasmatica, de forma més marcada en les MDA-MB-231,
mostrant una disminucio en els nivells de colesterol i canvis en la proporcid d’acids

grassos insaturats. El colesterol és el principal esterol de les membranes de les cel-lules

animals i participa en el manteniment de la integritat estructural, la regulacié de la
fluidesa de les membranes cel-lulars contribuint a I'homeodinamica de diverses
proteines de membrana a la superficie cel-lular i participa en la modulacié de la
transmissio de senyals 2°%. La desregulacid del contingut de colesterol de membrana i
les propietats biofisiques relacionades en cancer és controvertida. Canvis en els nivells
de colesterol alteren I'estructura dels lipid rafts o balses lipidiques modificant la
transduccié de senyals de vies involucrades en la proliferacié o I'apoptosi, entre
d’altres. En pacients amb un cancer de mama del subtipus basal, un increment de
I'expressid de gens relacionats amb la sintesi del colesterol s’ha associat amb un pitjor
prondstic 2°2. Altrament, s’ha observat que una membrana plasmatica enriquida amb
colesterol pot participar en el procés de resistencia a terapia, disminuint la
permeabilitat de la membrana als quimics. Al contrari, una disminucio dels nivells de
colesterol en la membrana plasmatica facilita la deformacié d’aquesta membrana,
incrementant la capacitat d’invasié i metastasi 2. Tot i aix0, les cél-lules tumorals amb
alta capacitat proliferativa necessiten nivells elevats de colesterol per tal d’assegurar
la biosintesi de membranes lipidiques. En el context dels nostres resultats, la
disminucio de colesterol podria relacionar-se amb la disminucié de la viabilitat cel-lular
més que amb la capacitat invasiva de les cel-lules. A més a més, pel que fa als canvis
en la saturacié de la membrana, un alt contingut d’acids grassos insaturats augmenta
la seva susceptibilitat a la peroxidacio lipidica 2, i la disminucié de la proporcié d’acids
grassos saturats en els resultats podria formar part d’una resposta adaptativa contra
I'estrés oxidatiu causat pel tractament amb fenols. En la literatura, s’ha descrit que els
polifenols tenen la capacitat d’alterar i modificar les propietats biofisiques de la
membrana plasmatica 2> pero, fins on arriba el nostre coneixement, els efectes en

cél-lules tumorals encara no han sigut descrits. D’altra banda, els canvis en la
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composicié lipidica de les cel-lules tumorals han mostrat intervenir en la proliferacid i

apoptosi 2°°.

Pel que fa als canvis especifics al tipus cel-lular, el tractament amb HT i LUT va modular
diferencialment la glicolisi, el metabolisme lipidic i I'estat redox. En primer lloc, el

tractament amb HT i LUT va disminuir la captacid de glucosa i la glicolisi en les cel-lules

MDA-MB-231. Resultats similars s’han descrit per altres compostos fenolics en cél-lules
tumorals, on s’ha associat I'activitat antitumoral amb la capacitat d’'interferir en el

257,258 n dels principals mecanismes implicats és la

metabolisme de la glucosa
inhibicié de la captacié de glucosa, principalment a través de la disminucié de
I'expressié del transportador GLUT1. A més, s’ha descrit que alguns polifenols com la
curcumina, 'oroxilina A i el resveratrol interfereixen directament amb els enzims
glicolitics i el flux glicolitic 2°”. En el cas de la LUT s’ha destacat com un dels compostos
fenolics amb la capacitat inhibidora de GLUT1 més elevada %°. Respecte a I'HT, el seu
impacte en el transport i el metabolisme de la glucosa no s’ha abordat préviament a la
literatura. Reforcant la idea de la capacitat d’ambdds fenols en modular el
metabolisme de la glucosa en la linia cel-lular MDA-MB-231, es va observar una
acumulacié intracel-lular d’"UDP-GIcNAc que indica la desviacio de la fructosa-6-fosfat
(intermediari de la glicolisi) cap a la via de sintesi de la hexosamina (HBP, de I'anglés
Hexosamine biosynthetic pathway). L'UDP-GIcNAc és el producte final d’aquesta via i
és clau en la glicosilacié de proteines que regulen la resposta a variacio de nutrients o
a l'estrés 2%, Amb relacié a les MCF-7, els nostres resultats han revelat que el
tractament amb HT i LUT incrementa el flux glicolitic. En aquest sentit, s’ha descrit que

261,262 astimula la

en la mateixa linia cel-lular el tractament amb gossipol i catequina
captacid de glucosa com a mecanisme adaptatiu a I'estrés oxidatiu 2. Els efectes
diferencials en la regulacio del metabolisme de la glucosa poden estar influits per les
diferencies metaboliques entre ambdues linies cel-lulars. L’'exometaboloma de les
cél-lules sense tractar va revelar que en condicions basals la linia cel-lular MCF-7
tendeix a ser menys glicolitica que la MDA-MB-231, tal com han demostrat altres

treballs 264266

. Les cel-lules MCF-7 sén cél-lules no invasives, menys agressives i
representatives del subtipus Luminal A. En I'ambit metabolic depenen de la fosforilacio
oxidativa per a la produccié d’ATP i, per tant, és una linia cel-lular oxidativa. Al contrari,

les MDA-MB-231 sén invasives, més malignes i representen el subtipus triple negatiu
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del cancer de mama. Depenen principalment de la glucolisi aerdbica per a la produccié
d’ATP (no oxidatives), presentant un consum elevat de glucosa . Hi ha evidéncies
que confirmen que les cél-lules oxidatives (MCF-7) son més sensibles als canvis
metabolics que inclouen I'increment de I'efecte Warburg, com per exemple la hipoxia
o I'alta disponibilitat de glucosa. En estudis on s’ha exposat diferents linies cel-lulars de
cancer de mama a les condicions esmentades anteriorment, es va observar un
increment de 'efecte Warburg i del metabolisme de la glucosa major en les linies
oxidatives MCF-7 o T47D en comparacié amb les linies no oxidatives MDA-MB-231 i
MDA-MB-468 2677269,

A més, el tractament amb HT i LUT va modular de forma diferencial |'estat redox en les
dues linies cel-lulars. Ambdds polifenols van incrementar els nivells intracel-lulars de
GSH en les cel-lules MDA-MB-231. En canvi, en les cel-lules MCF-7, I'efecte en els nivells
de GSH depenia del compost fendlic, ja que LUT va incrementar-ne els nivells, pero HT
va disminuir-los. El GSH és un antioxidant intracel-lular que actua com a regulador de
I'estat redox protegint les cél-lules del dany causat pels peroxids lipidics, per ROS,
especies reactives de nitrogen (NOS), etc. Canvis en els seus nivells es troben
involucrats en l'inici i progressié tumoral, i en céel-lules tumorals s’ha descrit que els
seus nivells sén més elevats que en cél-lules no tumorals 2°. Diferents estudis han
descrit la capacitat dels polifenols en modular la resposta antioxidant, actuant com a
antioxidants o com a prooxidants, depenent de les condicions #’%. De fet, estudis en
cél-lules de cancer de colon, s’ha observat que la luteolina provoca I'apoptosi de les
cél-lules juntament amb un increment de la resposta antioxidant, incrementant els
nivells de GSH 272, Resultats semblants s’han descrit per I'HT, millorant la capacitat

antioxidant de les cél-lules tractades incrementant els nivells intracel-lulars de GSH 273.

El tractament amb els compostos fenolics va provocar també diferents canvis del

metabolisme lipidic en funcié de la linia cel-lular. En les cél-lules MDA-MB-231, el

tractament amb els dos compostos fenolics, sobretot LUT, va incrementar els nivells
de triglicerids (TAG) i d’acids grassos totals (tFA) i va disminuir els nivells de
fosfatidilcolina (PC), fosfocolina (PCho) i la secrecié de glicerol. Aquests canvis
suggereixen el trencament dels glicerofosfolipids de la membrana i el seu

emmagatzematge en gotes lipidiques 2. Les gotes lipidiques protegeixen les cél-lules
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contra la lipotoxicitat mitigant la sobrecarrega de lipids tant exdgens com endogens,
redueixen la lipotoxicitat dels lipids “lliures” no esterificats emmagatzemant-los en les
seves formes esterificades menys oxidables. Aquesta estrategia forma part d’una
resposta adaptativa comuna contra I'estres cel-lular causat pel desequilibri redox, i la
falta de nutrients, entre d’altres 2’°. Al contrari, en la linia MCF-7, el tractament amb
els compostos fendlics, especialment HT, va mostrar canvis en els triglicérids i la
fosfocolina suggerint la degradacié de les gotes lipidiques.

En resum, 'estudi dels efectes metabolics d’HT i LUT en les dues linies cel-lulars de
cancer de mama va revelar una amplia reprogramacié metabolica. Els efectes dels
polifenols van ser dependents del subtipus cellular, suggerint novament la
importancia del context molecular en la reprogramacié metabolica per part dels
components de la dieta. No obstant, els dos polifenols van mostrar efectes comuns en
les dues linies cel-lulars com I'increment d’OXPHQOS, descrit també per altres polifenols

i la secrecié d’acetat i format, suggerint un desbordament metabolic 2420,

En general, els resultats d'aquest estudi proporcionen noves claus sobre l'impacte
metabolic de HT i LUT en diferents subtipus de cancer de mama, que poden contribuir
a la comprensié de la importancia nutricional d’aquests compostos fenolics en el
context de la prevencio i el tractament del cancer de mama. En aquest sentit, altres
grups han descrit I'impacte d’altres polifenols presents a la dieta en el cancer de mama
i altres cancers. Per exemple, diferents estudis han descrit que la curcumina,
I'epigalocatequina-3-galat (ECGC), els licopens o la genisteina, entre d’altres,
promouen |'apoptosi i els canvis epigenetics en cancer de pulmd, de fetge, de pell o

276 pel que fa als efectes metabolics dels polifenols, s’ha descrit que el

prostata
resveratrol disminueix la captacié de glucosa a través de diferents mecanismes
especifics per cada tipus de cancer. Per exemple, en cel-lules de cancer de pulmé el
resveratrol inhibeix I'estabilitzacié d’'HIF1a i conseqientment, disminueixen els nivells
de GLUT1. En canvi, en cel-lules de cancer d’ovari, de limfoma o cancer hepatic el
resveratrol disminueix 'activacié de les vies de senyalitzacid Akt/mTOR o AMPK,
provocant la disminucié de la captacié de glucosa 2”7. En un estudi de metabolomica
no dirigida, el tractament amb curcumina de les linies cel-lulars MCF-7 i MDA-MB-231
va mostrar efectes en el metabolisme de GSH i en el metabolisme lipidic, observacions

semblants a les dels nostres resultats, que van suggerir que la curcumina induia uns
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nivells de ROS que sobrepassen les capacitats antioxidants cel-lulars dirigint a la cel-lula
cap ala senescéncia o a la mort cel-lular ?*2. En un estudi de metaboldomica molt recent,
Rushing et al. van observar que el tractament de la linia cel-lular MDA-MB-231 amb
polifenols, DHA i EPA (dos PUFA n-3) sensibilitzava a les cel-lules tumorals als
tractaments de quimioterapia mitjancant la modulacié del metabolisme. El tractament
amb aquests compostos va modificar de forma diferencial metabolisme d’un carboni i
van concloure que la desregulacid d'aquesta via, sigui augmentant-ne o disminuint-ne
I'activitat, pot conduir a la quimiosensibilitzacio cap al tractament amb doxorubicina?*.
Malgrat que en aquest treball no hem estudiat I'efecte dels polifenols juntament amb
un agent quimioterapeéutic, els resultats també han mostrat una modulacié diferencial
d’aquesta via per part de I'HT i la LUT suggerint respostes diferencials a I'estres
oxidatiu. Les cel-lules canceroses equilibren acuradament el consum d'energia i les vies
d’obtencid per mantenir una major proliferacid i gestionar els nivells de ROS %%, La
interrupcid d'aquest equilibri, reflectit en els canvis metabolics observats, pot ser un
mecanisme pel qual els polifenols causen la mort de cél-lules tumorals i/o augmenten
I'eficacia quimioterapéutica. Finalment, i també en linia dels resultats observats,
Uifalean et al. van descriure que les isoflavones de la soja disminuien la captacid de
glucosa i el metabolisme de la glutamina en les linies tumorals de cancer de mama

MCF-7 i MDA-MB-231 2%,

Discussio integrada

L’objectiu d’aquest treball ha estat estudiar I'efecte dels lipids de la dieta en la
carcinogénesi mamaria experimental i en els mecanismes implicats, aixi com els
efectes que poden tenir alguns dels seus components principals. Per aix0 shan
realitzat dos abordatges experimentals, in vivo i in vitro.

L'estudi en el model experimental ha mostrat clarament un efecte sobre la
carcinogénesi mamaria de la quantitat i el tipus de lipid, aixi com del moment de la
intervencio dietética. L'analisi del grau d’agressivitat clinica i morfologica de la malaltia
mostra un efecte clarament estimulador de la dieta rica en PUFA n-6, mentre que un
excés d’O0VE té un efecte promotor feble 8. Els resultats suggereixen un potencial
efecte beneficiés del OOVE que contraresta, al menys parcialment, el fet de
subministrar una dieta hiperlipidica, i plantegen un efecte positiu si aquest oli és

consumit en quantitats moderades. L'efecte de les dietes també sén parcialment
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diferents si aquestes son subministrades des d'edats primerenques o després de la
pubertat, el que probablement esta relacionat amb I'estat de diferenciacid de les
glandules mamaries i altres factors sistémics (enzims hepatics de detoxificacid) en el
moment de I'exposicié amb un agent carcinogénic ®%°!. En qualsevol cas els resultats
aporten dades cientifiques sobre I'efecte beneficids del consum de greixos saludables,
com I"OQVE, tant des d’edats primerenqgues en relacio al risc de futures malalties, com
en la progressio de la malaltia cancerosa.

L'analisi de diferents mecanismes pels quals les dietes tindrien aquests efectes
diferencials indiquen que aquests es donarien a multiples nivells de manera simultania
i/o seqlencial. Estudis previs suggereixen que la dieta rica en PUFA n-6 incrementa vies
de proliferacid en aquests tumors 3. En el present treball els resultats suggereixen
gue el potencial efecte protector del OOVE es produiria per altres mecanismes, com
I'apoptosi, i que en qualsevol cas I'equilibri proliferacid/apoptosi també seria
clarament diferent per efecte d’aquestes dues dietes. De forma paral-lela, la dieta rica
en OOVE provocaria canvis en diverses vies metaboliques, tot i que aquests canvis no
reflecteixen el grau de malignitat tumoral (no semblen ser marcadors de I'agressivitat
de la malaltia), i per tant no es podrien interpretar de forma aillada sense considerar
la interrelacié amb d’altres vies. De fet 'OOVE estimula vies metaboliques que s’han
associat a malignitat, com I'increment de captacio de glucosa i la glucolisi, o I'augment
de la via de les pentoses fosfat, malgrat que aquests tumors mostren caracteristiques
de menys malignitat. Una possibilitat és que aquest canvis estiguin relacionats amb la
resposta antioxidant. Tot i que estudis previs no van mostrar clares diferéncies en
marcadors d’estrés oxidatiu (glutatié oxidat/glutatio reduit, GSSG/GSH) en aquests
tumors, els grups alimentats amb dieta rica en PUFA n-6 si van mostrar nivells superiors

de 8-0x0-dG, una lesié premutagenica associada al dany oxidatiu.

Aixi, especialment en el grup amb intervencio dietetica des del deslletament (HOO),
I’"OOVE va provocar un increment la captacié de glucosa, de la glucolisi, i de la via de
les pentoses fosfat (PPP), que ha estat relacionat directament amb la capacitat de
generar NADPH i millorar la resposta antioxidant. La via de les PPP és la principal font
de generacid del NADPH, molécula principal en la regeneracié del glutatié . S’ha
descrit que en cél-lules tumorals, I'increment de ROS participa en la regulacié del

metabolisme de la glucosa, estimulant I'efecte Warburg. Si els nivells de ROS o
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I’'exposicio a nivells elevats a ROS son incrementats, les cél-lules tumorals canvien el
balan¢ metabolic cap a la via de les PPP per tal d’incrementar la resposta antioxidant
279 En el cas que els nivells de ROS sobrepassin la capacitat antioxidant de la cél-lula,
s’activen vies de mort cel-lular programada com I'apoptosi **°. Els resultats obtinguts
son compatibles amb un augment de la capacitat antioxidant, que d’una banda podria
evitar els efectes deleteris de ROS sobre la integritat de diverses biomolecules, pero
que també inhibiria I'activacié de vies apoptotiques. En aquest sentit, en el grup HOO
no es va observar una activacié significativa de vies apoptotiques, i clinicament va
presentar tumors més grans perdo de menys malignitat morfologica i amb menor

agressivitat clinica de la malaltia.

D’altra banda, en el grup alimentat amb dieta rica en OOVE després de la induccio (LF-
HOO), s’"han observat canvis que suggereixen un ambient proapoptotic, com I'augment
de proteines relacionades amb la via extrinseca de |'apoptosi, que podrien estar
relacionat amb canvis de la composicio de la membrana plasmatica, i també canvis en
proteines relacionades amb la via intrinseca i caspasa independent, que podria estar
relacionat amb I'efecte de compostos minoritaris d’aquest oli. A més, també es va
observar un increment en I'expressio de p53, que regula diverses activitats clau de la
cel-lula, incloses I'apoptosi i el metabolisme. La forma salvatge (wilde type) afavoreix
la fosforilacié oxidativa (OXPHOS) a la glucolisi inhibint la transcripcié de gens com
glutl, glut4 o gbpdh i activant gens relacionats amb la funcié mitocondrial o I'oxidacié
d’acids grassos, entre d’altres %°. La freqiiéncia de la mutacié de p53 en el cancer de
mama depén molt del subtipus, sent poc freqiient en tumors hormonodependents, tal
i com son els d’aquest disseny experimental 221152 Per tant, I'increment de p53 per part
de 'OOVE podria estar modulant la reprogramacié metabolica tumoral i incrementant
I'apoptosi en aquest grup de tumors, la qual cosa també coincidiria amb les
caracteristiques anatomopatologiques de menor malignitat aixi com amb la menor

mida tumoral.

D’altra banda, els estudis de metabolomica d’aquests tumors sén compatibles amb
gue en la base de tots aquests efectes en vies metaboliques i apoptotiques es trobarien
canvis en la membrana plasmatica, que com a conseqténcia modulessin diferents vies

de senyalitzacié intracel-lular. Els canvis de composicid lipidica en els tumors dels grups
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alimentats amb dieta rica en oli de blat de moro (augment de PUFA n-6) també serien

compatibles amb I'estimulacio de vies proliferatives %3

, concordant a la seva vegada
amb les caracteristiques cliniques i morfologiques de major grau de malignitat
d’aquests tumors. En qualsevol cas, aquests resultats demostren que la composicié
dels tumors es veu influenciada per la dieta, un fet de gran transcendéncia ja que
mostra I'efecte directe d’un factor ambiental com és la dieta en la biologia del tumor.
Aixi, les dietes podrien exercir un efecte més generic, afectant la composicié de les
membranes plasmatiques i dels seus microdominis en els tumors, la qual cosa podria
influir en diferents vies i per tant manifestar-se de forma diversa en diferents céel-lules
inclus del mateix tumor. En aquest sentit, els estudis in vitro demostren que |'efecte
de factors externs depén en gran mesura del subtipus cel-lular. A més, més enlla d’'un
efecte general modificant la composicio de les membranes plasmatiques (o d’altres
compartiments lipidics), els olis de la dieta podrien exercir accions més especifiques,
incidint en diferent vies. En qualsevol cas, i malgrat 'enorme heterogeneitat cel-lular
en els tumors in vivo, s"han observat tendéncies repetides per efecte de la dieta que

suggereixen una influéncia variable pero real en funcio del tipus de greix consumit.

Els estudis in vitro recolzen les dades in vivo que indiquen menor viabilitat i major
apoptosi per efecte de compostos minoritaris del OOVE, suggerint que els resultats
observats in vivo podrien ser deguts tant a la composicié en acids grassos dels olis (per
exemple modificant la composicio lipidica dels tumors) com a I'efecte dels compostos
minoritaris en el cas del OOVE. Els tumors mamaris del model experimental induits per
DMBA utilitzats en aquest treball presenten caracteristiques semblants als del subtipus
Luminal A del cancer de mama huma. Aguest subtipus es caracteritza per ser tumors
hormonodependents (expressen receptors d’estrogens i progesterona), amb poca
activitat proliferativa i amb baixa capacitat invasiva i metastatica 282, De les linies
cel-lulars utilitzades en aquest estudi, MCF-7 és la representativa del subtipus Luminal
A'i per tant la que presentaria caracteristiques més similars als tumors experimentals.
En aquest sentit, els resultats de metabolomica in vitro estan en linia amb els observats
in vivo i també suggereixen que els efectes del OOVE es donarien, en gran part, pels
seus components minoritaris. L’hidroxitiosol (HT, un dels principals compostos
minoritaris del OOVE), aixi com el flavonoide luteolina (LUT), han incrementat la

captacio i utilitzacié de la glucosa, i han augmentat la OXPHOS, efectes que també es
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van observar en els tumors in vivo per efecte del OOVE. En els tumors experimentals,
I'estudi metabolomic no va revelar diferéncies en els metabolits intracel-lulars, pero
I'analisi de proteines va mostrar un influéncia del OOVE en I'expressio (génica i/o
proteica) dels enzims involucrats en el metabolisme de la glucosa aixi com en I'activitat
d’enzims del cicle de Krebs. D’altra banda, els efectes dels polifenols quant al
metabolisme de la glucosa van ser diferents en la linia cel-lular MDA-MB-231, amb
diferents caracteristiques moleculars i representativa d’un subtipus de cancer més
agressiu, el que reforca que les conseqléncies depenen del context molecular i la
interrelacié de diferents vies. En aquest sentit els resultats in vitro aporten noves
evidencies d’aquestes possibles interrelacions, ja que els tractaments amb els
polifenols han modulat el metabolisme d’un carboni (cicle del folat i de la metionina) i
GSH, que poden estar relacionats amb la mort cel-lular ?78. Altrament, s’ha observat
un increment de la secrecid d’acetat i format que podria resultar un mecanisme
d’eliminacié de carbonis innecessaris en I'absencia de proliferacié degut a la
superactivacid metabolica 74?0, Aquests resultats per tant es poden relacionar amb
una disminucio de la proliferacio i I'increment de la resposta antioxidant per efecte
dels compostos minoritaris del OOVE, concordant amb les observacions en els tumors
experimentals (un ambient més proapototic per efecte del la dieta rica en OOVE, un
increment de les vies proliferatives per efecte de la dieta rica en oli de blat de moro).
De fet, diversos estudis en la literatura han descrit 'accié antioxidant i/o prooxidant
dels polifenols i els seus efectes en la modulacié del cancer a través de la modulacio
de ROS. De fet, alguns dels polifenols presents en la dieta s’han proposat com a
terapies coadjuvants als quimioterapeutics classics ja que, a través de la modulacié del

metabolisme i altres vies cel-lulars, sensibilitzen les cél-lules als tractaments 2°’.

El fet que alguns dels efectes metabolics observats en els estudis in vitro es puguin
relacionar amb els canvis observats en els estudis in vivo és de rellevancia i reforca la
idea que I'OOVE és capac¢ de modificar les vies metaboliques i apoptotiques en el
cancer de mama. Aquests dos models experimentals (els tumors induits in vivo amb
DMBA i els models in vitro) presenten utilitats i limitacions, pero es complementen a
I'hora de permetre estudiar les condicions biologiques de la malaltia (model in vivo) i
aproximar el mecanismes moleculars de base (models in vitro). Aixi, els tumors in vivo

presenten caracteristiques fisiopatoloques similars als tumors humans, pero per
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aquest motiu mostren elevada heterogeneitat intra- i intertumoral, fet que dificulta la
deteccid de canvis que poden ser reals pero subtils. A més, I'estudi es basa en un factor
amb una influencia feble, com és I'esperable en un factor nutricional, i amb efectes
que poden ser diferents a curt termini o a llarg termini, a més de variables en funcio
del moment del cicle vital de I'animal. D’altra banda, I'estudi de dietes completes és
més semblant a la situacid que es dona en humans, i contempla totes les funcions
fisiologiques de ingesta, digestid, absorcid i transport, perd aquests processos
augmenten la variabilitat i es desconeix la biodisponibilitat dels components. A més,
no permet discernir la contribucio dels diferents elements de la dieta, que poden
interaccionar de forma additiva, sinergica o antagonica. D’altra banda, les linies
cel-lulars permeten aillar I'efecte de diferents components, i dilucidar més facilment
mecanismes moleculars, malgrat estar molt allunyats del procés fisiopatologic de la
malaltia. En aquest sentit, els diferents components de 'OOVE que en els estudis in
vitro han mostrat efectes comuns i diferencials, per exemple I'acid oleic i 'HT en la
proliferacio, en una dieta es troben dins de la matriu de l'aliment i coexisteixen en
I'individu exercint els seus efectes. En qualsevol cas, els estudis de metaboldmica en
tumors permeten afirmar que la composicio de la dieta es reflexa en la composicié del
tumor i que, malgrat no subministrar I'OOVE o els seus components directament sobre
les cel-lules tumorals, com en els dissenys in vitro, aquests components de la dieta
arriben al tumor. D’altra banda, determinar la quantitat de cada polifenol en 'OOVE
és dificil perqué depén de I'origen de 'OOVE i/o dels processos d’obtencié de I'oli,
entre d’altres. Tot i aixi, els estudis realitzats coincideixen en que I'HT és present en
més quantitats i presenta una bioaccessibilitat més alta que la LUT 28, fet que podria
justificar que els efectes observats per part de la dieta rica en OOVE en els tumors
mamaris experimentals concordi especialment amb els canvis metabolics observats in

vitro per part de I'HT.

En conclusid, el conjunt de resultats suggereix que 'OOVE pot tenir un efecte
beneficids en el risc de cancer de mama i en el progrés de la malaltia, a través de
multiples mecanismes com la modulacié dels metabolisme tumoral i afavorint un
ambient proapoptotic en els tumors. Aquests efectes estarien mediats per diversos
components de l'oli, com el perfil d’acids grassos i especialment pels compostos

minoritaris (presents en I'oli d’oliva verge), la qual cosa destaca la importancia no
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només del tipus d’oli consumit si no també de la seva qualitat, i des d’edats
primerenques. La rellevancia dels factors nutricionals és que sén modificables, a
diferencia d’altres factors de risc. Per aix0 es fa evident la importancia de la millora
d’estil de vida i habits dietétics, especialment en relacié al consum de lipids, de la
poblacid general com a mesura de prevencidé primaria i secundaria en la lluita contra

el cancer de mama.
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Conclusions

1.

High-fat diets have differential effects on experimental mammary
carcinogenesis, depending on the amount, type of fat, and timing of dietary
intervention. A high corn oil diet (rich in n-6 PUFA) promotes aggressive tumors,
while a high extra virgin olive oil (EVOO) diet has a weak influence, resulting in
tumors similar to the low-fat control diet group.

The EVOO-enriched diet increases protein expression and activity of key
enzymes in glucose and mitochondrial metabolism in experimental tumors.
Contrary to previous findings, these metabolic changes are not linked to tumor
malignancy, underscoring the significance of the tumor context and its
interplay with other cell signaling pathways in understanding metabolic
reprogramming.

The n-6 PUFA-enriched diet modifies tumor lipid composition, elevating PUFA
and linoleic acid while reducing MUFA levels compared to the LF diet and
EVOO-enriched diet. These findings align with alterations in the plasma
membrane, potentially influencing cell signaling pathways.

The EVOO-enriched diet enhances the expression of proteins associated with
different apoptotic pathways in experimental tumors, suggesting a pro-
apoptotic environment that is consistent with the lower malignancy observed
in these tumors.

The effects of the high EVOO diet on metabolism and apoptosis is influenced
by the timing of dietary intervention, particularly when administered after
induction. These findings may be linked to the differentiation status of the
mammary gland during carcinogen exposure, rendering it sensitive to the
influence of fat type consumed

The EVOO minor compounds, particularly hydroxytyrosol, decrease cell viability
and increase apoptosis in two breast cancer cell lines (MCF-7 and MDA-MB-
231), representing different molecular subtypes. In contrast, fatty acid
treatments do not exhibit the same effect, implying that the potential benefits
of EVOO are mainly attributed to its minor components.

In vitro treatments of BC cells with EVOO phenolic compounds, Hydroxytyrosol

(HT) and Luetolin (LUT), revealed extensive metabolic reprogramming
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depending on the cell type, which highlights the importance of the metabolic
and molecular context in the effects of the treatments. In MDA-MB-231 cells
both phenolic compounds decreased glycolysis and favored neutral lipid
accumulations, whereas in MCF-7 cells they positively regulate glycolytic flux
and neutral lipid breakdown.

8. HT and LUT treatments increased mitochondrial metabolism, acetate
production and formate secretion in both cell lines, which can be related to
metabolic adaptation to reduce biosynthetic needs, as observed by the
decreased viability.

9. The set of metabolomic results suggests that HT and LUT treatment of BC cells
would contribute to the adaptation to oxidative stress and would sensitize the

cells to programmed cell death.
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Annex 1

Disseny experimental

En el model experimental utilitzat, 100 rates femelles Sprague-Dawley (Charles River
Lab.; soca Crl:OFA (SD), L’Arbresle Cedex, Francia) amb 23 dies d’edat es van separar
en cinc grups (n=20 cada grup) depenent de la dieta administrada i del moment de la
intervencié dietetica. Les rates van ser alimentades amb una dieta control, baixa en
greixos (LF de I'angles low fat), amb una dieta rica en oli de blat de moro o rica en
OOVE. Les dietes hiperlipidiques van ser administrades en el moment del deslletament
(HCO de I'anglés high corn oil, HOO de I'anglés high olive oil) o després de la induccio
amb el carcinogen (LF-HCO, LF-HOO). La induccio dels tumors es va realitzar per
instil-lacié bucogastrica amb 5 mg de 7,12-dimetilbenzantrace (DMBA) als 53 dies
d’edat. Els animals van ser sacrificats als 236-256 dies i es van recollir les mostres

tumorals per a I'estudi anatomopatologic i les analisis moleculars.

A partir del deslletament, tots els animals van ser pesats i inspeccionats setmanalment.
Durant aquestes inspeccions, a partir del dia 74 d’edat (3 setmanes postinduccio) es
va determinar 'aparicié, localitzacié i els dos diametres majors dels tumors. Al final de
I'assaig, el dia del sacrifici, es va determinar la fase del cicle estral, i per tal de respectar
el ritme circadiari d’algunes hormones, |'eutanasia es va dur a terme per decapitacio
entre les 10:00 i les 13:00 hores. Immediatament després es va realitzar la necropsia i

I"'obtencié de mostres.

LF * :
HCO Y
LF-HCO _* 5
HOO 3 i
v

DMBA induction Tumor collection

(53 days) (236-256 days)

—— Low fat diet (3% corn oil)
High comn oll diet (20% corn oil)
High olive oil diet (3% corn oil + 17% EVOO)

Disseny experimental. LF (low fat diet), HCO (high corn oil), HOO (high olive oil), EVOO (extra virgin olive

oil).
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Annex 2

Dietes

En aquest treball s’han utilitzat tres dietes semisintetiques, dissenyades i preparades
en el laboratori, i la seva idoneitat per a I'assaig va ser préviament validada >>19¢197,
Breument, es va preparar una dieta control o LF (de I'anglés low fat) amb un 3% p/p
d’oli de blat de moro, una dieta HCO (de I'anglés high corn oil) rica en oli de blat de
moro (20% p/p d’aquest oli), i una dieta HOO (de I'anglés high olive oil) rica en OOVE
(3% p/p d’oli de blat de moro i 17% p/p d’OOVE). La dieta LF contenia un 67,9% p/p
d’hidrats de carboni en forma de dextrosa i un 18% p/p de proteina en forma de
caseina. Les dietes hiperlipidiques contenien un 45,9% p/p d’hidrats de carboni i un
23% p/p de proteina. Les tres dietes contenien un 5% p/p de cel-lulosa, 5,9% p/p de sal
i un 0,24% de vitamines. Per tal d’assegurar un correcte funcionament del
metabolisme lipidic, les dietes van ser suplementades amb metionina (0,51% p/p en la
dieta LF i 0,66% en les hiperlipidiques), colina (1800 mg/kg per dieta) i acid folic (5
mg/kg per dieta). Les dietes van ser preparades setmanalment, i emmagatzemades a

49C en atmosfera de nitrogen i a la foscor.

Composicio de la dieta (g/kg) LF HCO HOO
Hidrats de carboni (dextrosa) 679 459 459
Proteines (caseina) 180 230 230
Lipids

Oli de blat de moro 30 200 30
Oli d’oliva verge extra 0 0 170
Acids grassos saturats 4,3 28,8 32,2
Acids grassos monoinsaturats (MUFA) 9,6 64,2 138
Acids grassos poliinsaturats n-6 (PUFA n-6) 15,4 102,6 27,8
Acids grassos poliinsaturats n-3 (PUFA n-3) 0,15 1 1,5
Isomers totals d’acis grassos trans 0,5 3,4 0,5
Fibra (cel-lulosa) 50 50 50
Mix de vitamines! 59 59 59
Mix de minerals® 2,4 2,4 2,4
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Components minoritaris dels olis (mg/kg)
Alcohols triterpénics 117,9 786,2 1679,2
Fitoesterols 232,7 1551,6 511,4

Hidrocarburs

Esqualé 14,6 97 991,2

Esteroids 28,2 188 28,2

Carotenoids 0,04 0,2 1,2
Fenols lipofilics (tocoferols, tocotrienols) 53,8 358,4 98,6

Fenols hidrofilics

Alcohols fenolics (hidroxitirosol, tirosol) 0 0 4,9
Secoiridoids (oleuropeina, ligstroside) 0 0 18,5
Lignans 0 0 1,9
Flavonoides 0 0 2,4
Energia
Densitat energeética (kcal/g) 3,706 4,556 4,556
% energia de les proteines 19,43 20,19 20,19
% energia dels carbohidrats 73,29 40,3 40,3
% energia dels lipids 7,29 39,51 39,51

1 La composicid de les mix de vitamines i minerals es detallen en 197,
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Annex 3

Resultats previs sobre els parametres de la carcinogénesi de mode
experimental.

Amb les dades obtingudes en |'assaig experimental es van analitzar els parametres de
la carcinogénesi en els diferents grups. L'analisi de cadascun dels parametres va
constar de dues parts: I'estudi temporal, a partir de les dades obtingudes en la
monitoritzacié setmanal dels animals, i I'estudi puntual, amb les dades obtingudes al
final de I'assaig (el dia de 'eutanasia). L'estudi puntual no es va poder realitzar amb el
volum total, ja que, es tracta d’una Unica dada per grup. La comparacié entre corbes
de I'estudi temporal es va fer mitjancant I'analisi de la variancia no parametrica de 2
factors (Test de Friedman), mentre que les dades en el moment final (sacrifici) es van

analitzar amb la proba xi-quadrat (y?).

Incidencia

La incidencia d’afectacid es defineix com el coeficient entre el nimero d’animals que
presenten un o més tumors respecte al total d’animal del grup. El percentatge
d’animals afectats va ser significativament superior en els grups que van rebre una
dieta rica en oli de blat de moro (HCO i LF-HCO) respecte al grup control i als grups que
van rebre una dieta rica en OOVE (HOO i LF-HOO). En el moment del sacrifici, els grups
de la dieta rica en oli de blat de moro van presentar percentatges d’incidéncia

significativament superiors al control i al grup HOO.

HCO , LF-HCO > LF, HOO (p < 0.05)

HCO, LF-HCO > LF,HOO , LF-HOO (p < 0.05) ¢

/._(.. e .1’._.).
o a8 *
Y astasaaat

100%
80%
60%

40% /

20% /‘
0% "'( -

0 50 100 150 200
Temps (dies)

Incidéncia
% d'animals afectats

- LF -@=-HCO LF-HCO —@=HOO LF-HOO
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Contingut tumoral

El contingut tumoral total és el numero total de tumors per grup experimental. Durant
tot I'estudi els grups que van rebre la dieta rica en oli de blat de moro van presentar
un numero total de tumors més elevat que la resta de grups experimentals. Pel que fa
als grups que van rebre la dieta rica en OOVE, el contingut tumoral total va presentar

valors intermedis, més propers als del grup control.

HCO , LF-HCO , LF-HOO > LF (p < 0.05)
HCO > HOO (p < 0.05)

HCO , LF-HCO, HOO > LF (p < 0.05)

HCO , LF-HCO > HOO , LF-HOO (p < 0.05)

100 - n

80 +
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40
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n? total de tumors

20 -

===l T T 1
0 50 100 150 200
Temps (dies)

~#- LF -m-HCO LF-HCO —m-HOO LF-HOO

Volum tumoral

El volum tumoral es va calcular a partir dels dos diametres més grans de cada tumor,
valors determinants durant la monitoritzacié dels animals de I'assaig. Respecte al
volum final, aquest es va calcular a partir dels tres diametres del tumor mesurats
després del sacrifici i la necropsia. Els resultats d’aquest parametre van mostrar una
evolucié clarament diferent per part del grup HCO respecte a la resta de grups, que

van resultar més semblants entre ells.

LF-HCO > LF, HCO, HOO, LF-HCO (p < 0.05)
HCO , HOO > LF, LF-HOO (p < 0.05)
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