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IMPORTANCIA DE LOS RECEPTORES ESTROGENICOS EN EL ESTRES
OXIDATIVO Y EL CANCER. FUNCION, BIOGENESIS Y DINAMICA
MITOCONDRIAL

Tesis Doctoral, Jorge Sastre Serra,

Departament de Biologia Fonamental i Ciencies de la Salut, Institut Universitari d’Investigacié
en Ciéncies de la Salut, Universitat de les llles Balears, Palma, Espafia.

Resumen

El 17B-estradiol (E2) es un factor de riesgo tanto en la iniciacion como en la
progresiéon de canceres hormonodependientes. La accién del E2 puede llevarse a cabo
a través de las dos isoformas del receptor de estrégenos (ERa y ERB). El efecto del E2
puede variar segun el receptor de estrégenos activado, asi como segun el tejido y la
concentracion. El E2 modula el estrés oxidativo afectando, entre otras, a la
proliferacién celular y por tanto en el proceso tumorigénico.

Los objetivos de la presente tesis fueron, en primer lugar, estudiar la accion de
las hormonas sexuales en la modulacidn del estrés oxidativo en las células cancerosas
de mama y préstata, continuando con, el estudio de la importancia del balance de los
receptores estrogénicos alfa y beta (ERa y ERB) en la accion del E2 en la funcidn, la
biogénesis y la dinamica mitocondrial, asi como en el control del estrés oxidativo en
lineas de cancer de mama. Para ello, se estudio: i) el efecto del E2, a concentraciones
fisiolégicas (1 nM), sobre la produccién de radicales libres y el dafio oxidativo celular,
asi como la respuesta antioxidante, en lineas ER+ y ER- (MCF-7 y MDA-MB-231,
respectivamente); ii) el efecto dual del E2 sobre el estrés oxidativo segun la distinta
abundancia y dotacién de ERa y ERP en lineas celulares de cdncer de mama (MCF-7,
T47D y MDA-MB-231) y prostata (VCaP, PC3 y Dul45); iii) la funcién, la biogénesis y la
dinamica mitocondrial en respuesta al tratamiento con E2 en las lineas de cancer de
mama con diferente ratio ERa/ERB (MCF-7, T47D, MDA-MB-231 y T47D-ERB inducible);
y iv) el estrés oxidativo y la respuesta antioxidante en carcinomas ductales infiltrantes
mamarios con una ratio ERa/ERP diferente.

Los resultados obtenidos en la presente tesis muestran diferencias en el efecto
del tratamiento con E2, dependiendo de la dotacion y abundancia de ERa y ERB, en
lineas de cancer de mama y céncer de préstata, asi como en carcinomas ductales
infiltrantes de mama. El estrés oxidativo provocado por el E2 en lineas de cancer de
mama y de cancer de préstata con predominancia de ERa se debe, en parte, a un
descenso de la respuesta antioxidante (enzimas y UCPs) y un mal funcionamiento
mitocondrial. Disfuncién mitocondrial que intenta paliarse mediante el aumento del
numero de mitocondrias. Sin embargo, las lineas con una predominancia de ERB,
mantienen la respuesta antioxidante, a la vez que presentan unas mitocondrias mas
funcionales. El balance de receptores estrogénicos en carcinomas ductales infiltrantes
mamarios afecta a la mitocondria, al estrés oxidativo y a los niveles de los sistemas
antioxidantes (enzimas y UCPs). Cuando la ratio ERa/ERB disminuye el aumento de la
respuesta antioxidante, aunque no es capaz de contrarrestar la situaciéon de estrés
oxidativo y disfunciéon mitocondrial, favoreceria la supervivencia celular.



ESTROGEN RECEPTORS IMPORTANCE IN OXIDATIVE STRESS AND
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Doctoral Thesis, Jorge Sastre Serra,
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Abstract

17B-estradiol (E2) is a risk factor as in initiation as progression of hormonodependent
cancers. E2 can acts through two isoforms of estrogen receptor (ERa and ERPB). The
effect can change if E2 activate ERa or ERB, and also depends on tissue and
concentration. E2 modulates oxidative stress, affecting cellular proliferation, giving for
this reason a role in tumorigenic process.

The objectives of the current thesis were, first, the study of action of sexual hormones
in the modulation of oxidative stress in breast and prostate cancerous cells, and then,
the study of the importance of the balance between estrogen receptors alpha and
beta (ERa and ERP) in the action of E2 over mitochondrial function, biogenesis and
dynamic, as well as, in the control of oxidative stress, in breast cancer cell lines. For
this purpose, we studied: i) the effect of E2, at physiological concentrations (1 nM),
over free radicals production and oxidative cellular damage, as well as the antioxidant
response, in breast cancer cell lines ER+ and ER- (MCF-7 and MDA-MB-231,
respectively); ii) the E2 dual effect over oxidative stress depending of abundance and
endowment of ERa and ERB, in breast (MCF-7, T47D and MDA-MB-231) and prostate
(VCaP, PC3 and Dul45) cancer cell lines; iii) mitochondrial function, biogenesis and
dynamics in response to E2 treatment in breast cancer cell lines with different ERa/ERB
ratio (MCF-7, TA7D, MDA-MB-231 and T47D-ERPB inducible); and iv) oxidative stress
and antioxidant response in invasive ductal mammary carcinomas with different
ERa/ERB ratio.

The results obtained in the current thesis shown differences in the effect of E2
treatment depending on endowment and abundance of ERa and ERp, in breast and
prostate cancer cell lines, as well as, in invasive ductal mammary carcinomas. Oxidative
stress caused by E2 in breast and prostate cancer cell lines with predominance of ERa,
could be, at least in part, by a decrease in antioxidant response (enzymes and UCPs)
and to a wrong mitochondrial function. This mitochondrial dysfunction tries to
mitigate it by an increase in number of mitochondria. However, cell lines with
predominance in ERB, maintains antioxidant response and have mitochondria more
functional. Balance between estrogen receptors in invasive ductal mammary
carcinomas affects to mitochondria, oxidative stress and antioxidant systems levels
(enzymes and UCPs). If ERa/ERP ratio decreases, the antioxidant response increases,
although it is not able to counteract oxidative stress and mitochondrial dysfunction
situation, favoring cellular survival.
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1.1. Epidemiologia, etiologia y clasificacion del cancer de mama

El cancer de mama es una de las enfermedades con mayor incidencia
dentro de la poblaciéon femenina de los paises desarrollados y la primera causa
de muerte por cancer en mujeres de todo el mundo. En la Union Europea
(EU27) se estima que se diagnostican 319.000 nuevos casos cada afno, y es la
causa de aproximadamente 131.000 muertes anuales, las cuales comprenden el

16.7% de todas las muertes causadas por cancer en mujeres'.

Las causas del cancer de mama no estan completamente descifradas, pero
la epidemiologia de la enfermedad muestra claramente como los factores
hormonales juegan un papel clave, la produccién de estrégenos aparece como
un factor de riesgo potencial en mujeres de todo el mundo ya que estimula la
proliferacion de las células epiteliales del tejido mamario™ % Coincidiendo con
esta proliferacion, el riesgo de cancer de mama se incrementa en mujeres con
una menarquia temprana, una menopausia tardia y en mujeres obesas
postmenopdusicas (situaciones asociadas directamente con unos niveles de
estrégenos elevados). En general el riesgo de cancer de mama disminuye
alrededor de un 5% con cada ano que se retrasa la menarquia. Posteriormente a
la menarquia, la incidencia de cancer de mama se incrementa mas lentamente
con el retraso de la menopausia; por eso, una mujer con una menopausia
natural a la edad de 45 afos tiene la mitad de riesgo de desarrollar este tipo de

’ . . ~ 4
cancer que una mujer con una menopausia a la edad de 55 afios>*.

El embarazo parece tener un efecto dual sobre el riesgo de contraer

, 4 . . .
cancer de mama”. Por un lado, el efecto inmediato es incrementar
temporalmente el riesgo justo después del nacimiento, pero por otra parte, el
riesgo de padecer cancer de mama disminuye a largo plazo, siendo el embarazo,
en su globalidad, un factor que reduce el riesgo de desarrollar esta enfermedad.
Parece ser que el efecto negativo a corto plazo es debido al incremento en los

niveles de estradiol en la fase temprana del embarazo. Sin embargo, se ha
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observado que mujeres premenopausicas, que han tenido hijos, presentan, en
general, menores niveles de estradiol circulante que mujeres premenopausicas
nuliparas °. Asi pues, las mujeres que han tenido al menos una vez descendencia
tienen aproximadamente un 25% de reduccion en el riesgo de cancer de mama
comparado con una mujer nulipara® °. Légicamente, el uso de la terapia de
reemplazo hormonal para combatir los sintomas de la menopausia incrementa
el riesgo de cancer de mama; de hecho, el uso de estas terapias estrogénicas

durante un periodo de 10 afios, incrementa el riesgo de cancer en un 35%".

La predisposicion genética, al igual que la historia familiar, son otros
factores que se asocian con el riesgo de cancer de mama. Las mujeres con un
familiar de primer orden con cancer de mama presentan alrededor del doble de
riesgo de desarrollar cdncer de mama. Sin embargo, el riesgo es mucho menor
cuando sélo un familiar de segundo orden se ve afectado ’. Se han identificado
muchas mutaciones en la linea germinal que predisponen al desarrollo del
cancer de mama: BRCA1, BRCA2, P53, PTEN, ATM, NBS1, RAD50, BRIP1, PALB2 y
CHECK2 ®,

Ademads, la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC-
International Agency for Research on Cancer) estima que el 25% de todos los
canceres estan asociados con el sobrepeso y la obesidad. Este incremento en el
riesgo de cancer presenta una cierta linealidad con el incremento en el indice de
masa corporal, sin tener en cuenta aquellas personas que presentan un indice
de masa corporal elevado debido a la actividad fisica intensa’. En la Unidn
Europea, 13.000 casos de cancer de mama podrian evitarse cada afio si se
mantuviera un normopeso™®. Asi pues, el riesgo incrementado de desarrollar
cancer de mama en una mujer obesa postmenopausica podria deberse en parte
a los elevados niveles de estréogenos circulantes’. De hecho, durante muchos
afos, este riesgo incrementado se habia relacionado con una alta sintesis de
estrogenos mediante la aromatasa en el tejido adiposo y, ademas, estudios

recientes muestran que las hormonas secretadas por este tejido o adipoquinas
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tienen la capacidad de inducir proliferacién y supervivencia en células

tumorales'*™3,

Dentro de los tipos de cancer de mama que existen, el mas comun es el
carcinoma ductal infiltrante (CDI), siendo alrededor del 80% de todos los
canceres de mama de este tipo histoldgico. El segundo tipo mas comun se
denomina carcinoma lobulillar infiltrante (CLI), y representa aproximadamente
el 10% de todos los casos. El carcinoma tubular de la mama es un subtipo raro

de CDI, y cuenta sélo con el 1-2% de todos los casos de cancer de mama'®.

1.2. Receptores estrogénicos

1.2.1. Estrégenos. Historia y biologia

La palabra estrégeno proviene del griego oistros, palabra que se refiere al
estro, la fase en la cual las hembras son sexualmente receptivas. En mujeres con
ciclos menstruales activos, la produccion ovarica diaria de estrégenos esta entre
70 y 500 microgramos, siendo el 17B-estradiol (E2) el mas importante. Muchos
estudios muestran como esta produccion de E2 se incrementa bajo la influencia
de las gonadotropinas secretadas por la glandula pituitaria y por la maduracion
de los foliculos ovaricos. La produccidon de estrogenos por las células foliculares
induce el crecimiento y desarrollo de los drganos sexuales femeninos y
mantiene las caracteristicas sexuales, ademadas de tener influencia sobre el

. . 1
comportamiento femenino 5.

Los estudios dirigidos por el Dr. Jensen sobre la accion del E2 en el Utero,
en el afio 1972, llevaron a la conclusién de que los efectos bioldgicos de los
estrégenos ocurren a través de la activacion del receptor de estréogenos (ER).
En el esquema clasico del desarrollo de los drganos reproductores, los
estrogenos se consideraron como las “hormonas femeninas”, mientras que la

testosterona pasd a ser la “hormona masculina”. En los afios 80 se empezaron a
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analizar los efectos de los estrégenos en tejidos no considerados como diana de
accion para esta hormona, p. ej. en érganos que no estan asociados con la
reproduccién. Fue asi como se reconocio la importancia de los estrégenos en la
homeostasis del hueso, debido a |la observacidon del incremento de riesgo de
osteoporosis en mujeres postmenopausicas. Sin embargo, no fue hasta que se
describié en un articulo en 1994 el caso de un hombre con una mutacion en el
receptor de estrégenos que presentaba una densidad anormal en el hueso
ademas de una tolerancia a la glucosa alterada, que se pudo confirmar la

importancia de los estrégenos en ambos sexos®’.

Enl 1985, 23 afios después del descubrimiento del ER por Jensen, que se
identific6 al ER como a un miembro de la superfamilia de receptores

nucleares'®?°

. El laboratorio del Dr. Gustafsson, en 1995, descubrié un segundo
ER, el receptor de “Jensen” o clasico pasé a llamarse ERa y el nuevo receptor
recibio el nombre de ERB*'. ERa y ERP presentan diferente patrén de expresion
tisular’2. De hecho, muchos tejidos denominados previamente como “tejidos
insensibles a los estrogenos” fueron caracterizados como positivos para ERB y
sensibles a los estrégenos. ERa es el subtipo mayoritario en higado, ovarios y
glandula mamaria, mientras que ERB predomina en la préstata, colon y pulmén,
presentando unos niveles elevados de expresion y siendo el ERB el Unico

subtipo presente en las células de la capa granulomatosa del ovario®* **

. A parte
de esta diferente localizacidn tisular, otros estudios encontraron diferencias a
nivel funcional, concluyendo que los efectos proliferativos de los estrogenos se
efectyan a través de ERa y serian opuestos a los efectos mediados a través de

ERBZ4_26.

1.2.2. Estructura de los receptores estrogénicos

ERa y ERPB presentan la tipica estructura de la superfamilia de receptores
nucleares (Figura 1): una region N-terminal muy variable (Dominio A/B,

involucrado en las interacciones proteina-proteina con la maquinaria
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transcripcional y los cofactores), un dominio de unién al ADN altamente

conservado (C), una region bisagra (D), un dominio de unién a ligando (E) y

finalmente un domino C-terminal (F)*” %.

ERa HeN

ERB

77148 214 304

Hormone binding domain (E) ERR Hormone binding domain (E) ERa

Figura 1. Representacion esquematica de los dominios proteicos de los receptores
estrogénicos ERa y ERP. Estructura tridimensional del dominio de unién al ADN (C) y de los
dominios de union de la hormona (E).

ERa (595 aa) y ERB (530 aa) estan codificados por dos genes diferentes con
menos del 18% de homologia entre ellos respecto al dominio A/B, aunque
presentan una homologia del 97% entre sus dominios de unién al ADN, siendo
este el mas conservado. Este dominio (C) contiene dos dedos de zinc y un
motivo corto, llamado P-box, el cual es el responsable de la especificidad del

1> 29" consecuentemente, ambos

ADN, y estd involucrado en la dimerizacién
receptores ERa y ERB se unen de manera muy similar al ADN, pero es la
asociacion con diferentes cofactores lo que les permite modular la transcripcion

27, 2 o« o ~ . .z ’
728 El dominio D posee sefiales de localizacién nuclear y podria proveer

génica
maleabilidad entre los dominios C y E. EIl dominio E es propiamente dicho el

dominio de unién al ligando, el cual estd formado por una hendidura para el
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ligando formada por 12 hélices alfa y se conserva en un 60% entre los dos

subtipos™.
1.2.3. Mecanismos de activacion de los receptores de estréogenos

Los estrégenos pueden actuar a través de distintos mecanismos y vias

2930 Los estrégenos activan al ER

para llevar a cabo sus efectos bioldgicos
mediante unidn ligando-receptor, pero esta unidon puede ocurrir de diferentes
maneras. La primera ocurre cuando la union E2-ER tiene lugar en el citoplasma y
entonces el complejo hormona-receptor es transportado al nucleo a través del
citoesqueleto. La segunda forma tiene el mismo resultado final, pero ocurre
cuando la unidn del E2 al ER se da directamente en el nucleo. Sea cual sea la
forma de unién del E2 al ER al final se consigue la disociacidon del ER de las
chaperonas que lo mantienen en un estado inactivo. Gracias a esta disociacion,
el ER puede formar heterodimeros o homodimeros y unirse asi directamente a
los elementos de respuesta a estréogenos (ERE) a través del dominio de unién al

, . ..y . , . 15, 2
ADN asi como mediante la asociacién con diferentes reguladores génicos™ *°.

Otro mecanismo de accidn de los estrogenos es el que incluye a la
proteina SP1 en la formacién del puente entre el dimero de ER activado y el
ERE*" 32, Este mecanismo da lugar a una activacién/inhibicién indirecta de genes
regulados por E2, encontrando muchos autores diferencias en los genes

regulados seglin sea ERa o ERP el receptor unido a SP1y esta al ERE™™ 3.

Ademads se ha descrito un mecanismo de acciéon de los estrégenos,
mediante un proceso no gendmico, involucra la interaccion de los ERs activados
con proteinas mensajeras secundarias (SM), con efectos rdpidos en muchos
tejidos, aunque este proceso no estd del todo elucidado®. Ademds, los ERs
tienen un mecanismo de activaciéon independiente de ligando en el que estan

implicadas proteinas quinasas. Estas, fosforilan activando a los ERs, pudiendo
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explicar este mecanismo el crecimiento independiente de hormonas, observado

en algunos tumores.

Direct activation

l_lg . >. h _)

Target gene promoter

Indirect activation
Gene gctivoﬂon
ngand o

Target gene promoter

Indirect inhibition
Gene inhibition
_)
‘ . ”. —
ngand

Target gene promoter

Non -genomic activation

. >. % —3» Rapid physiological effects
Lagand
Ligand independent Gene C?'VO?I@
Receptor ; A
& Active
cront'® + XD —> QD o Aggl

Target gene promoter

Figura 2. Mecanismos de activacion del receptor de estréogenos (ER).

Existen otros factores con una gran importancia en los mecanismos de
activacién de los ERs y sirven como correguladores (cofactores) reclutados por
los ERs para activar (coactivador) o para inhibir (correpresor) la actividad
transcripcional de los ERs. Estos correguladores pueden presentarse en forma
de acetilasas/deacetilasas, quinasas/fosfatasas y metilasas/demetilasas,
modificando la afinidad de los ERs por los EREs. Hay que poner énfasis en este
aspecto, ya que el pool de correguladores puede diferir de acuerdo con el tipo
de tejdo, siendo este hecho la explicacién propuesta para entender los efectos

diferenciales de tejido de los estrégenos y los moduladores selectivos de los
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receptores de estréogenos (MSRE), entre ellos destacan el tamoxifeno (MSRE de
primera generacidén) que posee una actividad agonista en algunos tejidos y

antagonista en otros, y el fulvestrant como componente esteroideo que posee

accién totalmente antagonista.

Sin embargo, no sdlo la existencia de un pool diferente de correguladores
segun tejido que ayudan a modular los diferentes efectos del E2. La distribucion
de ERa y ERB no es homogénea entre tejidos, y en los que ambos coexisten, sus
efectos parecen ser contrarios. Asi, en el Utero, la glandula mamaria y el sistema

inmune, ERa promueve la proliferacion celular mientras que ERP tiene

15, 35

funciones proapoptéticas y promueve la diferenciacion celular
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Figura 3. Representacion esquematica de la distribucidn tisular, en ambos sexos, de los
receptores de estrégenos (o y B).
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1.3. El cancer de mamay los estréogenos

1.3.1. Glandula mamaria y estrégenos

El desarrollo y la fisiologia de la gldandula mamaria se encuentran bajo la
influencia de los estrégenos, sufriendo cambios importantes durante la vida de
la mujer debido a un papel activo de los estrégenos en estos cambios. Durante
la pubertad las glandulas sufren un incremento de la division celular y en la vida
de una mujer adulta existen ciclos de proliferacién/involuciéon de acuerdo al
ciclo menstrual®®. El papel de los estrégenos en la proliferacion del epitelio
mamario permanece confuso, debido a que hay autores que han observado
como los marcadores de proliferacion en las células epiteliales del ducto no

. 7
colocalizan con el ERa”’.

Durante muchos anos se ha creido que los estrogenos inducen la
proliferacion a través de efectos indirectos, como factores de crecimiento del
estroma mamario. Sin embargo, estudios recientes sugieren que cuando el ERa
se activa mediante estrégenos hay una rdpida perdida del ERa al principio de la
fase G1 del ciclo celular. Este hecho explicaria la no-localizacion del ERa con los
marcadores tipicos de proliferacion como la ciclina A o el PCNA, tipicos de la

fase S del ciclo®.

Las células ductales de la glandula mamaria son un buen ejemplo de
células en donde ERa y ERP contrarrestan sus efectos en la proliferacion
estimulada por estrégenos. Quedando asi la respuesta proliferativa del E2
determinada por la ratio ERo/ERB. Las funciones de ERP en la glandula mamaria
estdn relacionadas probablemente con los efectos antiproliferativos asi como
las funciones prodiferenciaciénag. En estudios con la linea celular MCF-7, una
linea celular que expresa mayoritariamente ERa frente a ERB, se muestra que el
E2 incrementa la proliferacion, y cuando ERB es artificialmente introducido

dentro de estas células, la proliferacién inducida por el E2 es inhibida®.



Jorge Sastre Serra — Tesis Doctoral

1.3.2. Induccidn del cancer de mama mediante los estrégenos

Los estrogenos son el principal factor de riesgo para la iniciacidén vy
progresion del cancer de mama, afectando al crecimiento de las células del
epitelio mamario, siendo asi estas células mas susceptibles a cometer errores de
replicacion en el ADN. Otro punto de vista es que los estréogenos producen
especies oxidantes en su metabolismo que pueden formar aductos con el ADN

asi como generar especies reactivas de oxigeno (ROS) a través de ciclos redox*®
41
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Figura 4. Esquema representativo de las causas de la carcinogénesis provocada por el estradiol. E2: 173-
estradiol. 16a-OH-E2: 16a-hidroxiestradiol. 2-OH-E2: 2-hidroxiestradiol. 4-OH-E2: 4-hidroxiestradiols. 2-
OH-E1: 2-hidroxiestrona. 4-OH-E1: 4-hidroxiestrona.

En los ultimos afios, se han encontrado en el ADN mitocondrial (ADNmt)
elementos de respuesta a estrogenos (EREs), sugiriendo asi que el efecto
carcinogénico de los estrogenos podria estar mediado por la accién de los

/ , . . 42-4
estrogenos a través del receptor en la mitocondria® ***¢.

La mayoria de los tumores ER-positivos contienen ambos receptores (ERa

y ERB), aunque algunos tumores solo tengan ERP y puedan presentar respuestas
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y comportamientos clinicos diferentes. En contraste con ERa, hay estudios que
sugieren que la expresion de ERB va disminuyendo durante la tumorigenesis de
mama®*’°. Sin embargo, el mecanismo por el cual ERB disminuye no estd del
todo esclarecido, pero parece ser que hay cambios epigenéticos que podrian
jugar un papel importante®. Esta regulacion a la baja del ERB en céncer de

mama indica sin duda un papel del ERB como supresor tumoral'® °2. L

a
caracterizacion del papel de ERB en tumores ERa- estd poco explorado, pero
existen datos que sugieren que el papel de ERB podria diferir dependiendo de si

48,5253 Clasicamente, los tumores ERa-

se coexpresa con ERa o se expresa solo
se han considerado resistentes a tratamientos hormonales ya que obvian el
receptor de estrégenos para mediar la respuesta estrogénica. Sin embargo, hay
qgue tener en cuenta que se ha observado que aproximadamente el 50% de este

subgrupo expresa ERB>*.

Dotacion ER Resultado Clinico
ERo:+/ERB+ Correlacionada con ERB+ la mayor supervivencia global y
libre de enfermedad
ERa+/ERB- Peor prognosis
Prondstico menos favorable, ERP parece correlacionar con
ERa-/ERB+

la proliferacion celular

Tabla 1. Relacién entre la respuesta clinica y la ratio ERa/ERB con la respuesta a
la terapia endocrina en el cdncer de mama.

Se han publicado varios estudios que muestran que un tumor que
coexpresa ERa y ERP tiene mejor prognosis y un buen resultado clinico con
terapia adyuvante. Estudios adicionales también han considerado que la adicién

del ERPB al diagnéstico clinico junto al ERa como marcador tumoral seria muy

48, 53-56

beneficioso . A la inversa, encontramos unos pocos estudios que se han

centrado en la expresion de ERB en tumores ERa- y han considerado al ERP

como marcador de una mala prognosis y resistencia endocrina*® >*°%>">?,
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Un incremento de la ratio ERa/ERB en el tejido mamario o prostatico
tumoral respecto a tejido no tumoral es un factor importante para el desarrollo

15, 38, 60-62

del fenotipo canceroso . Por el contrario una disminucién en esta ratio,

debido a un aumento de ER, es indicativa de una mala prognosis y problemas

con el tratamiento con antiestrégenos® *

. Esta evidencia podria también
explicar la diferente accion de los estrégenos y los fitoestrogenos en lineas
celulares de cdncer de mama y prdstata a través de la variacion en los niveles de

ERa y de ERB®.

Otra diferencia entre ERa y ERP es la activacion por los estrégenos, ya que
el E2 estimula ambos receptores, aunque esta estimulacion es 10 veces mas

selectiva por ERa que por ERB®® ®’

. Ademas, varios autores han demostrado que
el E2 también regula la expresion de ERa y ERB, causando una disminucién en los
niveles de ERa y un aumento en los niveles de ERB en lineas celulares de cancer

63,64 En adicidn a este

de mama positivas para ERa como las MCF-7 y las T47D
hecho importante, se sabe que el estrés oxidativo también regula los niveles de
ERa y ERB, y de la misma manera, causa una regulacion a la baja de ERa y una

regulacion a la alza de ERB®.
1.4. Estrégenos, mitocondria y estrés oxidativo

1.4.1. Mitocondria

Las mitocondrias son los organulos intracelulares responsables del
suministro de ATP (generan mas del 90% de los requerimientos energéticos de
la célula) aunque también son la principal fuente intracelular y diana de las
especies reactivas de oxigeno (ROS). La mitocondria asimismo participa en la
homeostasis del calcio controlando varios canales idnicos y trasportadores,
participando también en la biosintesis del grupo hemo y de los estrégenos.
Ademas, la mitocondria juega un papel muy importante en la regulacion de la

proliferacion celular y la apoptosis™’.
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El papel principal de las mitocondrias es la generacion del ATP a través de
un proceso complejo controlado por la degradacién de sustrato y el consumo de
oxigeno conocido como fosforilacion oxidativa®®. Brevemente, la oxidacién de
los nutrientes reducidos, como los carbohidratos, lipidos y proteinas, a través
del metabolismo celular, ceden electrones a moléculas transportadoras de
hidrogeno para dar su forma reducida (NADH y FADH,). Estos cofactores
reducidos donan los electrones a una serie de complejos proteicos de la cadena
de transporte electronico embebidos dentro de la membrana mitocondrial
interna. Estos complejos (complejos I, Il y IV) usan la energia liberada del
transporte de electrones para activar el bombeo de protones a través de la
membrana mitocondrial interna, generando asi un gradiente electroquimico. El
destino final de estos electrones es la reduccién del oxigeno molecular en el
complejo IV para dar una molécula de agua, mientras que la energia,
conservada como gradiente protdnico, es usada por la F,F; ATP sintasa (o
complejo V) para fosforilar ADP retornando los protones a la matriz
mitocondrial”®.

Aunque la mitocondria tiene genoma propio, la mayoria de las proteinas
y enzimas que residen en la membrana mitocondrial son productos de genes
nucleares. Las células de mamiferos contienen desde cientos a miles de
mitocondrias, y cada mitocondria posee entre 2 y 10 copias de ADNmt’*. El
ADNmt consiste en una doble cadena de 16.500 pares de bases que codifica 13
polipéptidos, 22 ARN de transferencia (ARNt) y 2 ARN ribosémicos (ARNTr). Los
13 polipéptidos condificados y sintetizados en la mitocondria son 7 subunidades
del complejo | NADH deshidrogenasa (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 y ND6),
3 subunidades del complejo IV citocromo c oxidasa (COIl, COIl y COIll), 2
subunidades del complejo V F,F,ATPasa (ATPasa6 y ATPasa8) y el citocromo b2
Una region no codificante, conocida como D-loop contiene las secuencias

reguladoras de la transcripcién y la iniciacion de la replicacién’. El ADNmt
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primero se transcribe como un solo y largo transcrito precursor del que
derivaran los 13 ARNm, 22 ARNty 2 ARNr”.

Complejol | Complejoll | Complejo lll | Complejo IV | Complejo V
ADNmt 7 0 1 3 2
ADNnN 39 4 9 10 10

Tabla 2. Subunidades de la cadena respiratoria codificadas por el genoma nuclear vy
mitocondrial.

El ensamblaje y la funcionalidad de los complejos de la cadena
respiratoria mitocondrial en las células de mamiferos requieren de la expresion y
la interaccion coordinada entre los productos génicos de los genomas
mitocondrial y nuclear”. Asi, la correcta biogénesis mitocondrial depende de la
sintesis coordinada espaciotemporal y la importacion de unas 1000 proteinas
codificadas por el genoma nuclear, a la mitocondria. Algunas de estas mil
proteinas tienen que ensamblarse con proteinas codificadas por el genoma

. . ;. ., . . 74
mitocondrial y con las membranas de fosfolipidos recién sintetizadas’".

1.4.2. Estrégenos y biogénesis mitocondrial

La transcripcidon y la replicacion del ADNmt estan dirigidas por una
proteina codificada por el ADN nuclear, el factor de transcripcién mitocondrial A
(TFAM), el cual se une a una regién promotora en las dos cadenas del ADNmt’*.
Ademas, existen dos proteinas que interactian con la ARN polimerasa
mitocondrial de mamiferos y el TFAM, TFB1IM y TFB2M, que ayudan a la
transcripcién del ADNmt””. Los factores de respiracion nuclear 1 y 2 (NRF1 y
NRF2) juegan un papel importante en la regulaciéon de la funcidn respiratoria
mitocondrial, controlando la transcripcion de las subunidades de la cadena
respiratoria mitocondrial’®, asi como activando la expresién de factores
involucrados en la iniciacién de la transcripcion del genoma mitocondrial, como
TFAM y TFB1m y TFB2M”.
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Figura 5. Representacion esquematica de la regulacion de la biogénesis mitocondrial.
Coordinacion de la transcripcion de los genes nucleares y mitocondriales que codifican para el
sistema OXPHOS, mediante el 17B-estradiol (E2).

El promotor de TFAM contiene regiones que reconocen a NRF1 y/o NRF2,

permitiendo asi la coordinacién entre nucleo y mitocondria durante la
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biogénesis mitocondrial. Sin embargo, hay una serie de genes que no parece
gue sean regulados por los NRFs. Por ejemplo, las proteinas de transporte de
acidos grasos al interior de la mitocondria y los genes que codifican para las
enzimas de oxidacion de estos acidos grasos parecen ser regulados por el
receptor alfa activado por proliferadores (PPARa)’*. El coactivador 1 del
receptor gamma activado por proliferadores (PGCla) carece de actividad para
unirse al ADN pero interactlda con otros factores y coactiva numerosos factores
de transcripcion incluyendo a los NRFs sobre el promotor del TFAM. La
biogénesis y respiraciéon mitocondrial estan estimuladas por el PGCla a través
de una potente induccidn de la expresion de NRF1y NRF2”’. Ademas de con los
NRFs, el PGCla también interactia con otros factores de transcripcién como
PPARs, receptor de hormonas tiroideas (THR), de glucocorticoides (GHR) vy

estrégenos (ER)".

Los estrégenos regulan la biogénesis y funcidon mitocondrial a través del la
relacion entre nucleo y mitocondria para controlar las sefiales inducidas por
estrégenos involucradas en la proliferacién, apoptosis y diferenciacion celular’®.
E2 estimula la expresion de TFAM, y posiblemente de TFB1M y TFB2M a través
de la activacion de NRF1 y NRF2, regulando asi la biogénesis mitocondrial. Los
dos subtipos de receptores estrogénicos ERa y ERB se han detectado en las
mitocondrias de diversas lineas celulares humanas, incluyendo la linea de cancer
de mama MCF-7%, Ademds, se ha encontrado que E2 aumenta
significativamente las cantidades de ERa y ERB, de una manera tiempo y dosis
dependiente, y que esto se acompana de un incremento significativo de los

niveles de transcritos de los genes codificados por el ADNmt™.

1.4.3. Estrégenos y estrés oxidativo

La produccion de ROS mitocondriales se encuentra bajo la influencia de
los estréogenos, asi como las consecuencias de esta produccién en el control que

la mitocondria ejerce sobre la proliferacién celular y la apoptosis, pudiendo
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explicar, al menos en parte, la accidén de los estréogenos sobre el desarrollo del

cancer’®

La mitocondria es la principal fuente de produccion de ROS en las células
de mamiferos. La respiracién aerdbica involucra la completa reduccién del
oxigeno en agua, catalizada por el complejo IV de la cadena respiratoria
mitocondrial, pero bajo condiciones fisioldgicas normales alrededor de un 1% de
los electrones escapan de la cadena respiratoria durante su transferencia,
formando un anién superéxido (0,"), el cual a su vez es el precursor de otros
ROS’” #. El superdxido es rapidamente convertido a agua oxigenada (H,0,),

espontanea o enzimoldgicamente mediante la superdxido dismutasa (SOD).

_P
0, —&=—>2H,0

Fe2t Fe3*

- SOD .
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26SH NADP*

Catalase

GSS6E NADPH
H,O

Figura 6. Representacion de los mecanismos de detoxificacion de las especies radicales de
oxigeno (ROS).

El agua oxigenada, aunque no es un radical libre de oxigeno propiamente
dicho, puede conducir a la produccién, en presencia de hierro ferroso mediante
una reaccion de Fenton, a una especia altamente reactiva como es el radical

hidroxilo ("OH). La produccién de ROS puede ser significativamente aumentada

con un incremento en el potencial de membrana que ocurre con un aumento de
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los combustibles (elevada produccién de NADH) o con un problema funcional en
los complejos | o lll de la cadena respiratoria, mientras que la produccion de ROS

disminuye, l6gicamente, cuando la demanda de energia aumenta’” 3% #,

Las ROS pueden disiparse mediante la accion de diferentes enzimas,
como la SOD, la glutatiéon peroxidasa (GPx) y la glutatién reductasa (GRd). La
SOD transforma el O, en H,0,, la cual es detoxificada mediante la accién de
dos enzimas, catalasa y glutatién peroxidasa dando como rendimiento H,0. La
GPx utiliza glutatiéon reducido (GSH) como aceptor de electrones para eliminar el
H,0,. El GSH es regenerado desde glutatién oxidado (GSSG) mediante la accidn
de la GRd, que a su vez utiliza el poder reductor del NADPH como equivalente

de reduccion.

Existen también antioxidantes no enzimaticos, como las vitaminas Cy E

qgue proveen dianas alternativas a la reactividad de las ROS, evitando asi los

efectos deletéreos de las ROS sobre los componentes celulares™ .

Fumarate

Succinate

Figura 7. Representacion esquemadtica y estructura tridimensional del sistema de fosforilacién
oxidativa y la proteina desacoplante (UCP) de la membrana mitocondrial interna.

Otro mecanismo a incluir dentro de los sistemas que protegen contra el

83, 84

dano oxidativo son las proteinas desacoplantes o UCPs . Las UCPs son una

familia de proteinas integrales de la membrana mitocondrial interna que tienen
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como funcidén permitir el reingreso de los protones a la matriz mitocondrial,
disipando el gradiente proténico y, consecuentemente, disminuir el potencial de

membrana y la produccién de ROS®* #,

Cuando la produccion celular de ROS sobrepasa la capacidad de las
defensas antioxidantes, los radicales libres pueden escapar y ejercer sus efectos
deletéreos. Esta situacidon se conoce como estrés oxidativo, y se supone que es
la responsable de la acumulacién de dafios celulares durante la vida de un
individuo, jugando asi un papel en la etiologia y en el curso de numerosas

82, 83 s
* %2 Las macromoléculas del

patologias y en el proceso de envejecimiento
interior de la mitocondria son mas susceptibles al dafio inducido por las ROS
debido a su proximidad fisica. Asi pues, el ADNmt, el cual no posee histonas
para protegerse y presenta unos sistemas de reparacion del ADN bastante
limitados, es especialmente vulnerable al dano oxidativo. Hay que tener en
cuenta que un daio ejercido por las ROS sobre el ADNmt puede llevar a un
aumento en el grado de disfuncién mitocondrial, lo que a su vez aumentaria la
produccion de ROS, llevando a la mitocondria a un circulo vicioso de

amplificacién de la produccién de ROS”.

ROS — > {, «———> Hutations
tDMA domage
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13 proteins
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Cit ¢ and AIF Figura 8. Esquema representativo de
la teoria del ciclo vicioso en Ia
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e
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Sin embargo, las ROS no tiene Unicamente efectos negativos o dafiinos
para las moléculas. Debido a la rapida velocidad de produccién, corta vida y alta
difusion de las ROS, encajan perfectamente dentro de las caracteristicas de una
molécula que ejerce de segundo mensajero. De hecho, aunque las ROS causen
dano, se ha postulado que bajos niveles de ROS participan en procesos de
sefializacién celular, inflamacién, apoptosis y fagocitosis®>. Esta bien establecido
mediante varios estudios que las ROS actian como segundos mensajeros en vias
de transduccion de sefiales, incluyendo las proteinas quinasas activadas por
estrés (SAPK) con participantes tales como p38MAPK o la quinasa del extremo N-
terminal de c-jun (JNK) o el p53 a través de las vias PI3K/PKB y NF-kB®* 2% Agj
pues, en este complicado contexto, niveles de ROS bajos estimulan Ia
proliferacion celular, mientras que si los niveles son altos se induce la apoptosis.
En resumen, muchas vias de senalizacion celular son sensibles a los niveles de
ROS vy la respuesta celular final depende de la interpretacidon que haga la célula,
la cual es el resultado del equilibrio entre las senales apoptdticas y las

proliferativas o de supervivencia®.

Los estréogenos pueden controlar los niveles celulares de ROS,
controlando la biogénesis mitocondrial, la cual estda inducida por vias de
sefializacion relacionadas con la proliferacion celular, la diferenciacion y la
apoptosis®°. Ademds, la produccién mitocondrial de ROS puede ser regulada por
los estrégenos a través de la unidn de los ER a los genomas nuclear y

mitocondrial®® !,

1.5. Dinamica mitocondrial

En el pasado las mitocondrias fueron consideradas organulos con una

morfologia estdtica, pero hoy en dia sabemos que la mitocondria estd
92 / . e .

constantemente alterando su morfologia®, un fendmeno denominado dindmica

mitocondrial®. Estas alteraciones involucran la unién (fusion) y la divisién (fisidn)

de las mitocondrias preexistentes®. Los mecanismos de fusién y fisién son
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esenciales para la dindmica mitocondrial, afectando a la biogénesis y actividad

de las mitocondrias. Frente a una situacidon de estrés, el recambio mitocondria,

puede acelerarse mediante un proceso autofdgico especifico Ilamado
95-97

mitofagia
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Figura 9. Representacion esquematica del ciclo mitocondrial y los principales procesos que lo
regulan. Adaptado de Hyde B, et al. 2010

Desde un punto de vista fisioldgico, la fision es necesaria para la correcta
redistribucion del ADNmt durante la division celular®® y para el transporte de las
mitocondrias a las células hijas durante la mitosis y la meiosis®. En contraste, la
fusion es un mecanismo por el cual las membranas de las mitocondrias vecinas
se fusionan. Este proceso ocurre como medida para recuperar la actividad de las
membranas dafiadas/despolarizadas y ademdas asi se asegura una mezcla

apropiada de metabolitos y moléculas de ADNmt** %> 1%

Bajo condiciones normales, la fusién y fision mitocondrial ocurren de

forma equilibrada manteniendo una morfologia tubular de las mitocondrias

101

relativamente constante Sin embargo, una perturbacion del balance
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fusion/fision causa deformaciones en la red mitocondrial, deformaciones que se

han encontrado en numerosas enfermedades humanas®* %,

En el cancer, una regulacién a la alta de la mitofagia puede proveer a las
células tumorales de muchas ventajas relacionadas con la supervivencia'®. De
hecho se ha mostrado como ratones con una autofagia deficiente son mas
propensos al desarrollo de tumores, asi como mas resistentes a los agentes

quimioterapéuticos'® 1%

. De hecho, y desde un punto de vista fisioldgico, el
aumento de la mitofagia previene a las células cancerosas de una acumulacién

. . . . 107
de mitocondrias disfuncionales™".
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Objetivos y planteamiento experimental

La presente tesis se enmarca dentro de los objetivos de dos proyectos
desarrollados en el Grupo Multidisciplinar de Oncologia Traslacional del Institut
Universitari d’Investigacio en Ciéncies de la Salut (IUNICS) de la Universitat de les
llles Balears (UIB). El primero, “Papel del estrés oxidativo en la respuesta de la
célula cancerosa al tratamiento antitumoral y su modulacién por hormonas
sexuales y elementos pro/antioxidantes (P106-0266)”, tenia entre sus objetivos
el estudio de la accion de las hormonas sexuales en la modulacién del estrés
oxidativo en las células cancerosas de mama y proéstata. El segundo proyecto,
“Importancia de la ratio ERa/ERP en la funcién mitocondrial y el estrés oxidativo
en el cancer de mama. Influencia de la leptina (PS09-01637)”, tiene entre sus
objetivos el estudio de la importancia de la ratio de los receptores estrogénicos
alfay beta (ERa y ERPB, respectivamente) en la accion del 17B-estradiol (E2) en la

funcidn mitocondrial y el estrés oxidativo en lineas de cancer de mama.

Los estrégenos son uno de los principales factores de riesgo del cancer de

Y .~ 108, 109
mama, tanto en la iniciacion como en la progresion

. Aunque existe una
fuerte controversia sobre su efecto sobre el estrés oxidativo, mientras que se ha
demostrado que los estrégenos actlan como antioxidantes en muchos

110-112

tejidos , en canceres de tejidos dependientes de estrégenos actuan como

. 44, 113-11
oxidantes % 113119

. En una primera aproximacién nos planteamos estudiar los
efectos del E2 a concentraciones fisioldgicas (1 nM) sobre la produccién de ROS,
potencial de membrana y dafo oxidativo de las principales biomoléculas, asi
como establecer el papel de las proteinas desacoplantes (UCPs) y las enzimas
antioxidantes, en lineas de cancer de mama ER positivas y ER negativas. Asi, se
estudié en las lineas de cancer de mama MCF-7 (ER+) y MDA-MB-231 (ER-) y
tumores mamarios (ER+ y ER-), la produccion de radicales libres mediante
citometria de flujo y microscopia confocal (DCFDA), potencial de membrana por
citometria de flujo y microscopia confocal (TMRM), dafio oxidativo en proteinas
(totales y mitocondriales) y ADN (nuclear y mitocondrial), la activacion de vias

de sefalizacion sensibles al estrés oxidativo (SAPK), niveles de enzimas
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antioxidantes (CAT y Mn-SOD), funcion mitocondrial (actividad COX y ATPasa) y
los niveles y actividad de las UCPs. Los resultados obtenidos asi como su

interpretacion se recogen en el Manuscrito I.

Estudios epidemioldgicos y experimentales sugieren que los estrogenos
tienen efectos cancerigenos y quimiopreventivos en el epitelio prostatico** ***,
Los estrégenos actuan a través de dos receptores, el ERa y el ERB, siendo a
menudo este Ultimo antagonista del primero®’. Los estrégenos via ERa
estimulan el desarrollo de la prdstata, mientras que via ERB inhiben Ia
proliferacién y promueven su diferenciacion'®%. Nos planteamos el estudio de
los efectos del E2 sobre el estrés oxidativo y la expresidon de las UCPs y enzimas
antioxidantes en varias lineas celulares de cancer de préstata con diferente ratio
ERa/ERP. Se determinaron los efectos proliferativos del E2 comparandolos con
los de la testosterona (T) en las lineas VCaP (con una ratio ERa/ERB elevada),
PC3 (ratio ERa/ERP media) y Dul45 (sélo ERB). Ademas, se caracterizé el dafio
oxidativo en proteinas (contenido en carbonilos) y lipidos (aductos de 4-HNE),
asi como los niveles, tanto en MRNA como en proteina, de enzimas
antioxidantes y UCPs. Igualmente se estudid el potencial de membrana y los
niveles de radicales libres por citometria de flujo, asi como la produccion de
radicales libres mediante fluorimetria inhibiendo los receptores estrogénicos

con MPP (antagonista de ERa) y R-R’-THC (antagonista de ERB). Los resultados

obtenidos y sus conclusiones se muestran en el Manuscrito Il.

Al observar que los dos subtipos de receptores estrogénicos tenian
efectos opuestos sobre el estrés oxidativo en cdncer de prdstata, nos
planteamos estudiar si ocurria lo mismo en el cancer de mama. Existen varios
estudios que otorgan un papel principal a ERa en el estrés oxidativo inducido
por el E2 en la patogénesis del cancer de mama*'* %,'2*, sin embargo, el papel
de ERB no esta del todo esclarecido, pudiendo ejercer en algunas ocasiones

38, 122

efectos opuestos a los del ERa . Nos propusimos investigar los efectos del

E2 sobre los pardmetros del estrés oxidativo y el papel de las UCPs en este
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proceso en lineas de cancer de mama con diferente ratio ERa/ERB. Para ello se
estudid en las lineas de cdncer de mama MCF-7 (positivas para ERa y ERPB, con
predominancia de ERa), T47D (positivas para ERa y ERB, con predominancia de
ERB) y MDA-MB-231 (ERa negativa y ERB positiva), las actividades de las
principales enzimas antioxidantes (CAT, SOD, GPx y GRd), el daiho oxidativo en
proteinas y lipidos, los niveles de ROS y el potencial de membrana, la
proliferacion celular y los niveles de mRNA de enzimas antioxidantes y UCPs, asi
como los niveles de proteinas de las UCPs (UCP2 y UCP5). Los resultados y

conclusiones obtenidos se detallan en el Manuscrito lil.

Los resultados obtenidos del manuscrito I, mostraron que los
estrogenos provocan estrés oxidativo en lineas de cancer de mama en las que
predomina ERa debido, en parte, a una disminuciéon de las defensas
antioxidantes. No obstante, no se puede descartar que el estrés oxidativo
inducido por los estrégenos pueda deberse también al efecto de los estrogenos
sobre la funcién mitocondrial. Se ha descrito que la biogénesis mitocondrial, asi
como la funcidn mitocondrial, se encuentran bajo la influencia de los
estrogenos'?, controlando la expresion de genes nucleares y mitocondriales’®
126,127 por esta razdn, nos plateamos analizar si la influencia del E2 sobre la
biogénesis y funcion mitocondrial dependia de la ratio ERa/ERB. Para ello
utilizamos las lineas celulares MCF-7 (ratio ERa/ERB elevada) y T47D (ratio
ERa/ERB media) en el estudio de la proliferacion y diferenciacién mitocondrial,
mediante el analisis de la biomasa mitocondrial determinando la cantidad de
cardiolipina (10-n-nonyl-acridine orange NAO) y del DNA mitocondrial (RT-PCR),
asi como la expresion de los principales genes involucrados en la biogénesis
mitocondrial (RT-PCR) y los niveles de proteina de algunos marcadores del
estatus mitocondrial (TFAM, ATPasa y COXIV). Ademas se determinaron las
actividades enzimaticas mas comunes en el analisis de la funcion mitocondrial
Citrato Sintasa (CS), Citocromo C Oxidasa (COX) y ATPasa. Finalmente se observd

la morfologia de la red mitocondrial (mediante microscopia confocal con
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MitotrackerGreen). Los resultados obtenidos y sus conclusiones se muestran en

el Manuscrito IV.

Recientemente se ha demostrado que las mitocondrias son capaces de
alterar continuamente su morfologia en respuesta a diversas sefales celulares,
proceso que se conoce como “dindamica mitocondrial”. Estas alteraciones
implican tanto la division (fision) como la uniéon de mitocondrias (fusién). Fisidn
y fusidon son dos procesos opuestos que controlan la poblacién mitocondrial en
la célula, tanto en ndmero, como en tamafo, forma, funcién vy

94,97,98,128,129 . . .
RS R2Y 0 Nuestros  estudios confirmaron que E2 activaba la

distribucién
biogénesis mitocondrial en todas las lineas celulares estudiadas, no obstante la
funcién mitocondrial sufria cambios dependientes de la dotacidn estrogénica
gue presentaban las lineas celulares. Por este motivo nos planteamos estudiar si
la dindmica mitocondrial es susceptible de verse modificada por la accion del E2
en funcidn de la abundancia de receptores estrogénicos. Asi pues, se estudio en
lineas celulares con distinta dotacién de receptores estrogénicos (MCF-7, T47D,
MDA-MB-231 y en una linea T47D sobreexpresada con ERB y modulable
mediante la accidn de una tetraciclina) los efectos del E2 a través de ERa y/o
ERPB sobre la dindmica mitocondrial (niveles de mensajero de mfn1, mfn2, opal,
drpl y fisl) asi como la mitofagia de las mitocondrias dafiadas (mediante
microscopia confocal con Mitotracker Green y Lysotracker Red). Ademas se
estudiaron los niveles de proteina del sistema de fosforilacion oxidativa
(OXPHQS), el factor A de transcripcion mitocondrial (TFAM) y el coactivador 1la
del PPARy (PGCla) y las actividades de enzimas mitocondriales (CS, COX vy
ATPasa), el andlisis de la biomasa mitocondrial determinando la cantidad de
cardiolipina (NAO) y del DNA mitocondrial (RT-PCR). Los resultados obtenidos

asi como su interpretacion se recogen en los Manuscritos V y VI.

Finalmente nos planteamos si los resultados obtenidos en las lineas
celulares podrian tener relevancia en la fisiologia y evolucién de tumores de

mama, y su posible aplicaciéon al diagndstico y el tratamiento de este tipo de
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tumores. Asi se estudio en carcinomas ductales infiltrantes con diferente ratio
ERa/ERB el estrés oxidativo, la mitocondria y las vias de sefializacion,
centrandonos en esos factores que pueden proporcionar nuevos indicios para
entender mejor esta enfermedad, como son las UCPs y/o la sirtuina3, proteinas
clave en la disfuncion mitocondrial y el status de estrés oxidativo. Asi pues,
previa caracterizacidon histoquimica y anatomopatoldgica de los tumores, se
analizaron los niveles de dafio oxidativo y las principales enzimas antioxidantes.
Mediante Western blot, se analizaron la activacién de vias de senalizacion por
estrés (AKT y SAPK), asi como el estado de los complejos de la cadena
respiratoria mitocondrial, las UCPs (isoformas 2 y 5) y la sirtuina3. Los resultados

y conclusiones obtenidos se detallan en el Manuscrito VII.

Los trabajos presentados en esta tesis se han llevado a cabo bajo la
direccion de la Dra. M2 del Pilar Roca Salom y el Dr. Jordi Oliver Oliver del Grupo
Multidisciplinar de Oncologia Traslacional. Durante el desarrollo de esta tesis, el
doctorando obtuvo una beca predoctoral de personal investigador de la
Conselleria d’Economia, Hisenda i Innovacio del Govern de les Illes Balears
(convocatoria de 2008) que ha sido seleccionada en el marco de un programa
operativo cofinanciado por el Fondo Social Europeo (FSE). Ademads, el
doctorando obtuvo una ayuda para una estancia de tres meses en el Center for
Nuclear Receptors and Cell Signaling (CNRCS, Houston, Texas, USA) bajo la
direccién del Dr. Jan-Ake Gustafsson en el 2010 de la misma Conselleria.
Igualmente, esta tesis ha sido posible gracias a los dos proyectos de
investigacion PlI06-0266 concedido en el 2006 y PS09-01637 concedido en el
2009 financiados por el Gobierno Espanol. Ademas se ha contado con Ia
financiacion del Ciber Fisiopatologia Obesidad y Nutricién (CB06/03), del
Instituto de Salud Carlos lll. Ademas al Grupo Multidisciplinar de Oncologia
Traslacional le han sido otorgadas 6 Accions especials de Recerca,
Desenvolupament Tecnologic i Innovacio del Govern de les llles Balears

otorgadas al grupo de investigacién entre los afnos 2008 y 2012. Para poder
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llevar a cabo los experimentos realizados en tumores de mama se ha contado

con la ayuda del hospital Son Llatzer y del servicio de anatomia patoldgica y del

biobanco de tumores del mismo hospital.
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Recapitulacion

El eje central de esta tesis ha sido el estudio de los efectos del E2 sobre el
estrés oxidativo y la biogénesis, la funcidn y la dindmica mitocondrial, en lineas
celulares cancerosas con distinto balance de receptores estrogénicos. Los
resultados obtenidos en esta tesis muestran que los efectos del E2 en lineas
celulares de cancer de mama y cancer de prdstata sobre los procesos

estudiados son dependientes de la dotacion y la ratio de ERa y ERP.

En el cancer de mama el E2 es uno de los factores de riesgo mas
importantes™. Igualmente en cancer de prdstata se ha observado que el E2

120121 "E| mecanismo por el

tiene efectos carcinogénicos y quimiopreventivos
cual el E2 interviene en el proceso carcinogénico es controvertido. Inicialmente,
se describié que el E2 inducia la proliferacién celular®®, estudios posteriores
sefialaron que el E2 actuaria produciendo metabolitos oxidantes (derivados de
su metabolismo) que podrian intervenir promoviendo el proceso

. < .40, 41
carcinogenico 0 .

Estos resultados proceden, en su mayoria, de estudios
realizados en lineas celulares tratadas con dosis muy superiores a las
fisiolégicas, y que implican en muchos casos un mecanismo independiente de
ER. Estudios mas recientes han establecido que el E2, a concentraciones mas
cercanas a las fisioldgicas, y a través de la activacion de ER, induciria estrés

115 |os resultados de esta tesis

oxidativo en lineas ER+ y no en lineas ER-
muestran como el tratamiento con E2 a concentraciones fisioldgicas (1 nM),
donde la produccion de metabolitos oxidantes seria minima, provoca estrés
oxidativo en las lineas celulares ER+, debido, en parte, a una disminucion de la
expresion y de la actividad de los sistemas antioxidantes (enzimas y UCPs), asi
como a alteraciones funcionales de la mitocondria. Es interesante destacar la
presencia de las UCPs en las lineas de cancer de mama y la accién del E2
disminuyendo su expresion y su actividad. Los resultados obtenidos estarian de
acuerdo con el papel reciente que se le ha dado a las UCPs en la iniciacién y la

. s ’ . . . . . .1
progresidn del cancer, asi como en la manifestacién de la quimioresistencia®’
178, 188
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En la ultima década, se ha demostrado que el E2 en lineas celulares
cancerosas, puede actuar a través de dos receptores, ERa y ERB, la activacion de
los cuales pueden presentar efectos contrapuestos, mostrando efectos
proliferativos cuando se une a ERa y efectos antiproliferativos cuando lo hace a
ERR™ 2*?® *_ En nuestros resultados, en lineas celulares de cancer de mama y
de prostata, el tratamiento con dosis fisioldgicas de E2, provocaba efectos
diferentes sobre el estrés oxidativo y la respuesta antioxidante dependiendo de
la dotacidn y ratio de ERa y ERPB. Asi, en las lineas donde predominaba el ERq,
E2 establecia estrés oxidativo, en parte, debido a una disminucion de la
respuesta antioxidante (enzimas y UCPs). Sin embargo, en las lineas con una
elevada cantidad de ERP los sistemas antioxidantes incluso llegaban a elevarse
evitando, de esta manera, el dano oxidativo celular. Estos datos estarian de
acuerdo con los efectos protectores de los estrogenos que se han descrito en
trabajos previos realizados en nuestro laboratorio, con ratas en diferentes
situaciones fisioldgicas (envejecimiento, restriccion caldrica y obesidad),
activando los enzimas antioxidantes y las UCPs en aquellos tejidos en los que
predomina la isoforma B del receptor de estrégenos (tejido adiposo marrdn,

)200—204

musculo esquelético, pancreas y cerebro . lgualmente estarian de acuerdo

con que se haya descrito que el ERPB desaparece en las fases iniciales de tumores

de mama y préstata, predominando asi la isoforma a del receptor®’>% 1?2,

La respuesta antioxidante insuficiente puede ser una de las causas del
establecimiento del estrés oxidativo en la célula, aunque no puede descartarse
gue alteraciones en la funcidn mitocondrial estén también implicadas en el

79, 188

aumento del estrés oxidativo celular , Ya que la disfuncién mitocondrial se

encuentra entre los rasgos que caracterizan a la célula cancerosa'® %> 2%
Ademds, se conoce que los estrégenos regulan la biogénesis mitocondrial
coordinando la transcripcién de genes nucleares y mitocondriales del sistema
OXPHOS’®. Los resultados encontrados en la presente tesis muestran que el

tratamiento con el E2, fuera cual fuera la dotacion de receptores estrogénicos,
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en las lineas celulares de cancer de mama inducia la biogénesis mitocondrial. Sin
embargo, los efectos del E2 sobre la funcién mitocondrial dependian de la ratio
ERa/ERB. Las lineas con una elevada ratio tenian una importante disminucion de
la expresion y la actividad de alguno de los complejos de la cadena respiratoria
mitocondrial, en especial de la COX, principal modulador de esta via. Esta
disminucion trataria de compensarse aumentando el nUmero de mitocondrias,
respuesta descrita en procesos como el envejecimiento donde se estimula la
proliferacion mitocondrial para paliar los efectos de la pérdida de su funcion®®
207, 208 Esta disfuncién mitocondrial, o bien podria estar provocada por la
deficiente respuesta antioxidante que conduciria gradualmente a un aumento
de la produccién de ROS, dafiando asi el ADNmt, conduciendo a su vez a una
disfuncion mitocondrial, provocando de esta manera un circulo vicioso de
amplificacion de la produccién de ROS y dafio en la mitocondria’”®. O bien,
podria ser consecuencia de la accidon de los estrégenos a través del ERa sobre la
funcién mitocondrial. Mientras que en la linea en la que los niveles de ERP eran
mas elevados, y por tanto con una ratio menor, la funcionalidad de Ia
mitocondria se mantenia a pesar de disminuir el nUmero de mitocondrias en
respuesta al tratamiento con el E2, lo que explicaria la disminucién del estrés

oxidativo observado en esta linea.

Por otra parte, las mitocondrias no se sintetizan de novo, sino que deben
formarse a partir de mitocondrias existentes, proceso altamente regulado por

12 2 . . ,
8 209 cuyando las mitocondrias estén

hormonas, entre ellas los estrégenos
danadas son eliminadas por autofagia (mitoptosis), de esta manera se evita su
mal funcionamiento y los efectos dafinos que causa en la célula el aumento de

132 Ademas, recientemente se ha demostrado que las

la produccion de ROS
mitocondrias son capaces de alterar continuamente su morfologia en respuesta
a diversas sefales celulares, proceso que se conoce como “dinamica
mitocondrial”. Estas alteraciones implican tanto la division (fision) como la

unién de mitocondrias (fusién). Estos dos procesos opuestos controlan la
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poblacién mitocondrial en la célula, tanto en nimero, como en tamafio, forma,

94,98, 128 Fn esta tesis, al estudiar los efectos del E2 sobre la

funcién y distribucién
dinamica mitocondrial, nos encontramos que el tratamiento con E2 tenia
efecto, via activacidon del ER, sobre la expresion de los genes de fusién y fisidon
mitocondrial, asi como sobre la morfologia de la red mitocondrial.
Concretamente, en el caso de la linea MCF-7 (con una predominancia de ERa) se
observé que el tratamiento con E2 promovia la fusién e inhibia la fisién
mitocondrial. Esta respuesta dificultaria la degradacion de las mitocondrias,
dando lugar a una acumulacion de mitocondrias fusionadas, lo que podria
explicar el aumento en el nimero de mitocondrias y la consecuente pérdida de
la funcidn que habiamos observado. Los efectos del E2 sobre la dindmica
mitocondrial eran dependientes de la dotacidon y del balance de ERa y ERB. En
las lineas donde predomina el ERB, la fusidén mitocondrial estaba aumentada,
mientras que no habia efectos sobre la fision mitocondrial, ademas estos
resultados se acompafiaban de unas mitocondrias que no presentaban cambios
ni en su numero ni en su funcién. Este papel protector del ERPB sobre Ias
mitocondrias lo pudimos constatar al trabajar con lineas con el ERB inducible
(T47D-ERB), donde al sobreexpresar ERP se observaron unas mitocondrias mas
funcionales con una biogénesis y dindmica mitocondrial dirigidas a mantener el

pool de mitocondrias en buen estado.

En su conjunto, los resultados obtenidos en lineas celulares muestran
que las lineas con predominancia del ERa (MCF-7 y T47D-ERBoff) presentaban
una elevada biogénesis mitocondrial pero una mermada funcidon de las
mitocondrias, ademas de un incremento de la expresidon de los genes de fusion
y una disminucioén de los de fisidn mitocondrial. Las mitocondrias fusionadas son
mas dificiles de eliminar, por lo tanto una disminucién del proceso de fisidon
provocaria que las mitocondrias dafiadas no pudieran eliminarse de manera
adecuada, y por tanto haria que estas se fueran acumulando como un pool de

mitocondrias no funcionales que generarian elevadas cantidades de ROS, lo que
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a su vez dafaria el ADNmt. En esta situacidon al estar acompanada de una
incapacidad de activar adecuadamente los sistemas antioxidantes (enzimas y
UCPs), se realimentaria aun mas el circulo vicioso de produccidon de ROS. En
contrapartida, en las células que presentan ERB (T47D, MDA-MB-231, T47D-
ERBon), el E2 estimularia la biogénesis mitocondrial destinada al recambio de
las mitocondrias, y al no tener una caida de los genes de fision mantendrian una
dindamica mitocondrial mds activa, teniendo de esta manera una menor
dificultad para deshacerse de las mitocondrias dafadas. De esta manera, no se
incrementaba la produccién de ROS, que conjuntamente con el mantenimiento
de la respuesta antioxidante contribuirian a mantener unas mitocondrias en

mejor estado.

En tumores de cdncer de mama ductales infiltrantes se observé que a
medida que la ratio ERa/ERP disminuia, los tumores presentaban una situacion
de mayor estrés oxidativo y una menor expresiéon de los complejos de la cadena
respiratoria mitocondrial, que comprometeria el metabolismo energético y
favoreceria la produccion de ROS, a pesar de tener una mayor respuesta
antioxidante (enzimas y UCPs). En esta respuesta también participaria la
sirtuina3 que se ha descrito que activa tanto la expresiéon como la funcién de los

enzimas antioxidantes'®

. Estos datos estarian de acuerdo con los estudios que
muestran, que tanto en cancer de mama como de préstata, un incremento de la
ratio ERa/ERP respecto al tejido no tumoral es un factor importante para el

15, 60

desarrollo del fenotipo canceroso . Sin embargo, una disminucidén en esta

ratio, debido a un aumento de ERB, es indicativa de una mala prognosis y

4, 210, 211 .
63,604,210, 211 "Esta peor prognosis,

problemas en el tratamiento de estos cdnceres
asociada al aumento de ERB, podria ser debida a la capacidad de activar los
sistemas antioxidantes, lo que les permitiria adaptarse mejor al estrés oxidativo,
aunque estos sean incapaces de paliarlo por completo®’®. Se ha postulado que
en el proceso tumorigénico desde la iniciacién hasta la metdstasis, las células

van adquiriendo unas modificaciones morfofuncionales que les permiten
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adaptarse y protegerse de su propio estrés oxidativo, llegando al punto de

escapar de él a través del proceso de la metéstasis™’.

Asi, en su conjunto, los resultados de esta tesis indican que la dotacién de
los receptores estrogénicos es muy importante en el proceso carcinogénico de
los tumores dependientes de estréogenos, como son el de mama y el de
prostata, promoviendo un efecto dual dependiendo de la fase de desarrollo del
tumor. En las fases iniciales la presencia de ERa favoreceria el desarrollo del
tumor, aumentando la produccion de radicales, y por consiguiente elevando la
tasa de mutacidon y por otro lado, al actuar como segundos mensajeros,
favorecerian la proliferacion. En cambio, en la progresién del tumor la presencia
de ERa podria llevar a la apoptosis debido a los elevados niveles de ROS que se
pueden alcanzar. Sin embargo, la presencia de ERB que induce los sistemas de
respuesta antioxidantes evitaria la iniciacion del tumor, aunque una vez
instaurado el proceso tumorigénico, la presencia del ERB permitiria a estas
células sobrevivir a una mayor produccion de ROS y en ultima instancia escapar
a través de la metastasis. Asi pues, a la hora de disefiar terapias para los
canceres hormonodependientes, seria de gran importancia determinar ER( por
su valor pronédstico de forma rutinaria, para disefiar tratamientos mas

personalizados.

Los resultados de esta tesis nos han permitido introducirnos en el estudio
de las alteraciones del metabolismo energético de las células tumorales de
mama, y la influencia que tienen las hormonas sexuales en la biogénesis, la
dinamica y la funciéon mitocondrial, asi como en el control del estrés oxidativo.
Asi, en futuros proyectos, nos planteamos profundizar en las alteraciones del
metabolismo energético de la célula tumoral, uno de los grandes rasgos que las
diferencia de las células normales, y a partir de este conocimiento, disefar
nuevas estrategias para el tratamiento de la neoplasia de mama. Por ejemplo,

establecer si los fitoestrégenos en funcidn de la ratio ERa/ERB pueden utilizarse



Recapitulacion

como adyuvante en el tratamiento del cancer de mama; determinar si el
blogueo de las UCPs o sirtuina3 compromete el metabolismo y la capacidad
biosintética de la célula y/o la conduce a un nivel de estrés oxidativo limite que

la empuje hacia la apoptosis.
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CONCLUSIONES

Las proteinas desacoplantes, UCP2 y UCP5, estan presentes en niveles
apreciable, tanto en carcinomas ductales infiltrantes mamarios y como en
lineas celulares de cancer de mama. En estas Ultimas responden al

tratamiento 17B-estradiol con cambios en sus niveles y actividad.

El 17B-estradiol a dosis fisioldgicas, en lineas celulares de cancer de mama
ER+, incrementa la produccion de ROS, via receptor de estréogenos, mediante
alteraciones funcionales de la mitocondria y la disminucién de la expresion de

las enzimas antioxidantes y UCPs.

En lineas de cancer de prdstata, el tratamiento con 17B-estradiol presenta un
efecto dual disminuyendo o incrementando el estrés oxidativo de acuerdo a
la abundancia del ERB. Parte de estos efectos podrian explicarse por cambios

en la expresion de las UCPs y las enzimas antioxidantes.

La accion del 17B-estradiol sobre el estrés oxidativo, en las lineas celulares de
cancer de mama, depende de la ratio ERo/ERP. Si esta ratio es elevada, hay
una disminucion de la expresion y actividad de las enzimas antioxidantes y las
UCPs; mientras que, si la ratio es baja no se observan estos cambios o incluso

aumentan como en el caso de los niveles de UCPS5.

En lineas celulares de cancer de mama con distinto balance de ERa y ERB, el
17B-estradiol activa la biogénesis mitocondrial, aunque la funcién
mitocondrial es dependiente de la dotacidon de receptores estrogénicos vy la
relacion de subtipos. Asi, las lineas que presentan una mayor cantidad de ERP
tienen unas mitocondrias menos danadas y mas funcionales. Sin embargo, en

las células donde predomina ERa, las mitocondrias son menos funcionales,
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VI.

VII.

VIII.

presentando un incremento en el numero de mitocondrias, posiblemente

dirigido a contrarrestar esta pérdida de funcion.

La dindmica mitocondrial esta regulada por el 17B-estradiol, via receptor de
estrogenos, activando los genes de fusion mitocondrial e inhibiéndose la
fision mitocondrial en aquellas lineas celulares con una ratio ERa/ERP
elevada, traduciéndose en una acumulacidon de mitocondrias disfuncionales.
Sin embargo, en las lineas donde predomina el ERB, la fusion mitocondrial
estaba aumentada, mientras que no habia efectos sobre la fision
mitocondrial, ademadas estos resultados se acompanaban de wunas

mitocondrias que no presentaban cambios ni en su numero ni en su funcioén.

La peor prognosis descrita para carcinomas ductales infiltrantes mamarios
con una ratio ERa/ERPB baja, podria ser debida, en parte, al incremento de los
sistemas antioxidantes (enzimas y UCPs), ya que les permitiria adaptarse
mejor a una situacion de estrés oxidativo, favoreciendo de esta manera su

supervivencia.

Para un mejor diagndstico y tratamiento de los canceres de mama y préstata
seria recomendable incluir de manera rutinaria el estudio de la presencia de

ERB y UCPs debido a su posible valor pronéstico.
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CONCLUSIONS

Uncoupling proteins UCP2 and UCP5 are present in significant levels both in
invasive ductal mammary carcinoma and in breast cancer cell lines. In these
cell lines, UCPs respond with changes in their levels and activity in response

to 17B-estradiol treatment.

ROS production is increased in response to the treatment with 173-estradiol
treatment at physiological doses in breast cancer cell lines through the
estrogen receptor. This increase in ROS production occurs by means of
mitochondrial alterations and the decrease in expression of antioxidant

enzymes and UCPs.

In prostate cancer cell lines, 17B-estradiol has a dual effect, decreasing or
increasing oxidative stress according to ERB abundance. Part of these effects
could be explained by changes in the expression of the UCPs and antioxidant

enzymes

17B-estradiol action on oxidative stress in breast cancer cell lines depends on
the ERa/ERB ratio. If this ratio is high, there is a decrease in the expression
and activity of antioxidant enzymes and UCPs, while if the ratio is low, these

changes are not seen or contrastingly can even increase in the levels of UCP5.

In breast cancer cell lines with different balance of ERa and ERB, 178-
estradiol activates mitochondrial biogenesis, but mitochondrial function is
dependent on the endowment of estrogen receptors and the relationship of
subtypes. Thus, the cell lines with greater amount of ERB have less damaged
and more functional mitochondria. However in the cell lines where ERa
predominates, the mitochondria are less functional, and increase in number,

and effect that has the possible aim of counteracting this loss of function.
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6. Mitochondrial dynamic is regulated by 17B-estradiol, through estrogen
receptor, increasing expression of mitochondrial fusion genes and repressing
mitochondrial fission ones, in those cell lines with a high ERo/ERB ratio, with
resulting accumulation of dysfunctional mitochondria. However, in the lines
where predominates ERP, mitochondrial fusion was increased also, while
there were no effects on mitochondrial fission genes expression. Moreover,
these results are accompanied by mitochondria that had no changes in their

number or their function.

7. The worst prognosis described for invasive ductal mammary carcinoma with a
low ERo/ERB ratio, could be due, in part, to the increase of antioxidant
systems (enzymes and UCPs) that it would allow them to better adapt to a

situation of oxidative stress, thus favoring their survival.

8. For a better diagnosis and treatment of breast and prostate cancers, would
be advisable to include, in the clinical routinely, the study of the presence of

ERB, UCPs and Sirt3, due to its possible prognostic value.
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