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RESUMEN

El cancer de mama es el cancer de mayor incidencia en las mujeres, a pesar de ello las
investigaciones llevadas a cabo en los Ultimos afios han conseguido que la tasa de mortalidad
se vaya reduciendo. Hoy dia se sabe que uno de los factores etiolégicos mds importantes son
los niveles de estrégenosy la dotacion de receptores estrogénicos, receptor de estrogenos beta

(ERB) y receptor de estrégenos alfa (ERa), de la mujer.

Por eso en este trabajo se intentd determinar la participacion de la genisteina, un
fitoestrogeno que proviene de la soja y que tiene la capacidad de unirse a los ER, en el
tratamiento con citotoxicos del cancer de mama en funcion de la predominancia de ERa o ERP.
Para ello se dispuso de dos lineas celulares con diferente ratio ERa/ERB, MCF7 (ratio ERa/ERPB
alto) y T47D (ratio ERa/ERB bajo), y se las sometid a tratamientos con cisplatino (CDDP),
paclitaxel (PTX), tamoxifeno (TAM), genisteina (GEN) y la combinaciéon de cada uno de los
citotdxicos con la GEN. Asi posteriormente se determinaron algunos parametros como la
viabilidad celular, apoptosis celular, potencial de membrana mitocondrial y la produccién de

ROS.

De esta manera se observé que el tratamiento con GEN parece ser que en ningun caso es
beneficioso para combatir las células cancerosas en las mujeres con una dotacion de ER
predominantemente alfa y puede ser efectivo en el tratamiento con TAM del cancer de mama
con un ratio ERa/ERB bajo. Sin embargo, es necesaria mas investigacion para determinar la
implicacién de la GEN en el control del crecimiento celular mediante ERPB, asi como estudiar los

mecanismos de accion intrinsecos a su funcion.
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1.- INTRODUCCION
1.1.- Epidemiologia y etiologia

El cancer hoy dia representa una de las principales causas de muerte en Espafia, precedido
solo por las enfermedades cardiovasculares. Por ello, la investigacién contra el cadncer se ha
convertido ahora en la principal preocupacion de la sociedad, una vez se han erradicado casi
por completo otras enfermedades que han causado miles de muertes y que fueron en su dia la

principal causa de muerte en nuestro pais.

La incidencia del cdncer en Espafia alcanza cifras realmente elevadas siendo de
714.4/100000 habitantes y de 736.2/100000 hab. en Europa. Mientras que la mortalidad
alcanza los 307.3/100000 hab. en Espafia y los 351.3/100000 hab. en el conjunto europeo, lo
gue supone que cerca de un 45% de las personas diagnosticadas de cancer acaban muriendo o

lo que es lo mismo, unas 150000 personas mueren cada afio a causa del cancer en Espafia.!

En el caso de la mujer, el cancer de mama es el que presenta mayor incidencia tanto a nivel
espafol como europeo, con mas del 30% del total de casos de cancer en el sexo femenino. A
pesar de eso, los esfuerzos de los uUltimos afios por combatir este tipo de tumores no han sido
en vano, siendo ahora el cancer de mama uno de los que muestra una tasa de mortalidad

menor, con cerca de un 17% de fallecimientos del total de casos diagnosticados.®

Sin embargo aun no se ha conseguido un tratamiento quimioterapéutico eficaz, y el
descenso en la mortalidad es debido principalmente a la mejora de las técnicas de deteccidn,
lo que permite aplicar procesos quirdrgicos localizados que posibilitan la extraccién segura del
tumor mamario, si bien el tratamiento con quimioterapéuticos permite controlar el tamafio de
la tumoracidn, a dia de hoy no es capaz de eliminar por completo las células cancerosas en la
mayoria de procesos tumorales. Este hecho puede ser debido a que la etiologia del cancer es
variada y en especial la del cancer de mama, dénde participan una gran variedad de factores
exogenos y enddgenos. Asi mismo también se ha conseguido disminuir la incidencia del cancer
de mama gracias a la limitacidon de la terapia hormonal de reemplazo, que se ha demostrado

fuerte inductor de los procesos tumorales mamarios.?
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En los ultimos afios se han ido identificando diversos factores de riesgo que participan en
el desarrollo del cdncer de mama, si bien es verdad que los mecanismos con los que actdan aun

no estan bien definidos en algunos casos. Algunos de ellos se indican a continuacién.

Una edad de menarquia temprana, junto con una menopausia tardia incrementa el riesgo,
debido a la exposicion prolongada a niveles elevados de estrogenos y progesterona, puesto que
por lo general estas hormonas participan en las vias de induccion de la proliferacién del tejido
mamario. Igualmente el uso de la terapia hormonal de reemplazo y la dotacion de receptores

estrogénicos aumentan la propension a desarrollar el tumor. 34

La obesidad en la postmenopausia es un importante factor de riesgo en el desarrollo
canceroso, ya que se ha observado que las mujeres con obesidad (IMC>30) presentan un 31%
mas de propension a padecer cancer de mama que las mujeres con normopeso (IMC<25)°. Este
hecho puede explicarse por la capacidad del tejido adiposo para sintetizar estrégenos, con lo
gue se prolonga la exposicion a estas hormonas, propiciando asi la apariciéon de células

cancerosas.*?

El embarazo parece ejercer efectos negativos y positivos, ya que durante y justo después
del embarazo se incrementa el riesgo, debido probablemente al aumento de los niveles de
estréogenos para hacer frente al desarrollo de la glandula mamaria. En cambio el hecho de haber
tenido como minimo un embarazo parece disminuir esta propension en cerca de un 25%,
llegando hasta un 39% en el caso de mujeres que han tenido mas de siete hijos*, este hecho

se ha relacionado epidemioldgicamente con un fenotipo ER-positivo.*

Los antecedentes familiares y la predisposicion genética, tal como mutaciones en
oncogenes o supresores tumorales, por ejemplo BRCA1, BRCA2 o p53, pueden ser la causa de
la progresiéon tumoral, si bien estos incrementan cerca de un 25% el riesgo, solo alrededor de

un 10% de los canceres de mama tienen una causa primaria genética o hereditaria.®

1.2.- Estrégenos y receptores de estrégenos

Los estrégenos son hormonas esteroideas sintetizadas y secretadas principalmente por el
tejido ovarico con accién en diversos tejidos como endometrio, ovarios, huesos y mama,

principalmente.’
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Uno de los estrégenos sintetizados en mayor medida y que por lo tanto juegan un papel
mas importante en la fisiologia humana es el 17B-estradiol (E2). E2 participa de manera notable
en el desarrollo de la glandula mamaria en la pubertad, durante el embarazo y la lactancia y
parece ser que ademas controla la proliferacion celular en las situaciones tanto fisioldgicas

como patoldgicas.?

Pero no solo los estrégenos son realmente importantes en el control de las funciones y
desarrollo de las estructuras humanas, sino que sus receptores, los receptores de estrogenos

(ER), serian los encargados de regular la respuesta de cada tejido a los estrégenos.’

Hasta 1995 se creia que Unicamente existia un tipo de ER, el llamado ERa, sin embargo ese
afio se descubrié un segundo ER, el ERB. Ambos receptores se expresan en diferente
proporcion en los tejidos y parece ser que tendrian funciones diferentes, aun asi, a dia de hoy

no se conocen claramente las funciones que desarrolla cada uno de los tipos de ER.”®

Asi mismo, estudios en ratas knock out para ER muestran que ninguno de los dos tipos de
ER son necesarios en la diferenciacion temprana del sistema reproductivo, si bien
posteriormente ambos ER son necesarios para el buen funcionamiento de los ovarios, ERa lo
es para la correcta formacion uterina y para el desarrollo mamario, en definitiva parece ser que
ERa participaria en funciones que conducen a la proliferacion celular mientras que ERP lo haria

en funciones antiproliferativas.’

Sin embargo, las funciones de ERB no estan tan claras y numerosos estudios se han
aventurado a apuntar algunos posibles roles, respaldando una posible doble faceta en la que

ERPB podria actuar de manera distinta dependiendo del entorno vy la situacion.?®

1.2.1.- Estructura de los receptores de estrogenos

Ambos receptores, ERa y ERB, son miembros de la superfamilia de receptores nucleares,
por lo que median la accién gendmica de los estrégenos actuando como factores de

transcripcion dependientes de ligando.©

Por lo general los ER tienen cinco dominios funcionales, tres de los cuales desarrollan una
funcién importante en la actividad de los ER; el dominio N-terminal (A/B) contiene el factor
activador (AF-1) que participa como centro de interaccidén con la maquinaria de transcripcion,

presenta un 18% de homologia entre ERa y ERB. El dominio de unién a ADN (C) muy conservado

Daniel Palou Gramon



Memoria del Trabajo de Fin de Grado Curso 2013-2014

(97% de homologia) contiene dos regiones estructurales dedo de zinc que permiten la unién al
elemento de respuesta a estrogenos (ERE) ademds de modular la dimerizacién con el dominio
de unién a ligando (E) (59% de homologia). También presenta una regién bisagra (D) y
finalmente un dominio C-terminal (F) que media la unién a ligando, la dimerizacion vy la

translocacion nuclear del receptor (figura 1).1011

1 263 552 595 a4
18% | 97% | 30% 59%  118%
ERB HaN - - —- COOH
1 214 500 530 a4

Figura 1: Representacion de la estructura proteica de los dos receptores estrogénicos. El nimero de
aminoacidos de cada dominio se indica en la parte superior de cada estructura, ademas se muestra la
homologia en porcentaje entre los dominios de cada receptor, ERa y ERB.

1.2.2.- Mecanismo de activacion de los receptores de estrogenos

Se conocen diversas vias por las que los ER se activan y llevan a cabo sus funciones
bioldgicas. Después de la unién del ligando al receptor, ya sea en el citoplasma y posterior
translocaciéon al nucleo o directamente en el nucleo celular, ERa y ERB se disocian de las
proteinas de choque térmico (HSP) y pueden formar homodimeros o heterodimeros y unirse

directamente a los ERE mediante el dominio de unién a ADN (figura 2).”*

Otro mecanismo de activacion o, en este caso, también de inhibicidon, consiste en la unién
del dimero de ER a una secuencia no ERE a través de otros factores de transcripcién como los

complejos Fos/Jun, también llamados elementos de respuesta a AP-1 o SP-1.1

Asi mismo, los ER pueden llevar a cabo acciones no gendmicas con las que regulan cascadas
de sefializacion a través de interacciones proteina-proteina o con segundos mensajeros (SM)
después de la unién del ligando a ER. Este mecanismo permite ejercer rapidamente toda una

serie de efectos fisioldgicos.!t

Finalmente estos receptores también pueden inducir sus efectos sin la necesidad de union

del ligando, eso se consigue a través de la fosforilacién de los ER por una serie de proteinas
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guinasas activadas en respuesta a factores de crecimiento, eso puede explicar el crecimiento

de algunos tumores independientemente de los niveles hormonales.” !

Activacion directa *..®
P ¢ Erl ER — Activacion génica
— —_—
*® t R ER —] ERE —L—
Ligando Promotor diana
Activacién indirecta * o
* * ER ER — Activacion génica
0‘0 t ' T R " __ SPLSPL
Ligando Promotor diana
Inhibicion indirecta * o
P ¢ ER ER — Inhibicién génica
0‘0 * R T TR T skLsm
Ligando Promotor diana
Activacién no genémica
L 2
\g + ¢ M Efecto fisiolégico rapido
— - —_—
*e® " IR ER ER (M
Ligando

Activacion independiente de ligando
P P

) Activacion
o-B— - > —> ER ER génica
Factord ER 1 ERE ——W—
actor ae
Receptor .
crecimiento Promotor diana

Figura 2: Modelo representativo de los distintos mecanismos de activacién de los receptores estrogénicos.

En la regulacién transcripcional de los ER también participan los coreguladores o
cofactores, estos son de naturaleza proteica y activan o inactivan (coactivadores o
corepresores) la actividad transcripcional de los ER. Por lo general los cofactores son enzimas
como acetilasas o desacetilasas, quinasas o fosfatasas y metilasas o desmetilasas que modifican

los factores proteicos situados en el lugar de unién de los ER o su vecindad!?.

Se ha observado que la distribucion de cofactores no es homogénea en los tejidos, lo
gue podria explicar, al menos en parte, los diferentes efectos de los estréogenos o los

moduladores selectivos de los receptores estrogénicos (MSRE), como el tamoxifeno, en tejidos
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distintos. A este hecho hay que afiadir que la dotaciéon de ERa y ERB tampoco es

homogénea.1o11

1.2.3.- Participacion de los receptores de estrogenos en la induccion del cancer de mama

Desde hace afios se sabe que ERa juega un papel central en el desarrollo y proliferacién

del cancer de mama, sin embargo la participacion de ERB aun no esta del todo clara.

Como ya se ha comentado anteriormente, los estrogenos participan activamente en la
induccidn y progresion tumoral, ya que su unién preferencial a ERa induce la expresiéon de
genes que participan en la proliferacion celular como pueden ser la ciclina D1 o c-myc. En
cambio la unién a ERPB, se ha postulado que induce la expresidn de genes antiproliferativos y
proapoptoéticos. Sin embargo ERB en ausencia de ligando puede regular también la expresién

de algunos genes regulados por ERa con E2.8

Ademas algunos estudios muestran que ERB también participa como regulador negativo
de la actividad de ERa, y es que ERB podria inhibir la actividad transcripcional de ERa y ademas
disminuir la sensibilidad de la célula a E2. Asi mismo se ha observado que en células MCF-7,
ERB aumenta la degradacion de ERa inducida por E2 y disminuye los niveles de ARNm de

ERa.812

Sin embargo otros estudios proponen que ERB actla de manera diferente en funciéon de si
se coexpresa con ERa o0 se expresa solo. Asi la coexpresion de ERB junto con ERa se correlaciona
con un mejor prondstico para la mujer, ya que aqui ERB induce la expresiéon de genes
antiproliferativos y proapoptoéticos. En cambio, la expresion de ERB en tumores ERa-negativos
se puede correlacionar con un peor prondstico, pues induce el crecimiento y la supervivencia

de las células tumorales. Igualmente se relacionan los tumores ERa-positivos y ERB-negativos.’

De la misma manera se hipotetiza que la doble faceta de ERB puede venir determinada, al
menos en parte, por la diferente regulacién a la que es sometido en funcién de los cofactores

que se expresan en un determinado momento.®

Asi mismo se ha observado que los niveles de ERB disminuyen a lo largo del proceso
tumoral mientras que los niveles de ERa permanecen invariables, este hecho ha llevado a

algunos investigadores a clasificar al ERB como supresor tumoral.?

10
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1.3.- Tratamientos

Algunos de los tratamientos usados para luchar contra el cdncer de mama son el cisplatino
(CDDP), paclitaxel (PTX), y el tamoxifeno (TAM). Los mecanismos de accion de cada uno de

estos citotdxicos son variados, y en general pueden presentar diversas formas de actuacion.

1.3.1.- Cisplatino

El CDDP es un agente alquilante que se une al ADN nuclear (ADNn) ocasionando toda una
serie de desordenes en él. Puede causar la fragmentacién del ADN, ya que la maquinaria de
reparacion intenta, indtilmente, eliminar las bases alquiladas. Ademas se inhibe la replicacion
y transcripcion ya sea por impedir directamente el acoplamiento de la maquinaria de
replicacion o transcripcion al ADN o por la formacion de enlaces entrecruzados entre ambas
cadenas de ADN que impiden su separacion y union de la maquinaria. Asi mismo también puede
provocar emparejamientos erroneos de nucledtidos que pueden conducir a la aparicién de

mutaciones que llevan a la célula a activar sus mecanismos proapoptoticos.!?

Sin embargo, la capacidad del CDDP para inducir el dafio sobre el ADNn no es suficiente
para explicar su alto grado de eficacia. Por ello, parece ser que también induce la generacién
de ROS, aunque los mecanismos con los que lleva a cabo este efecto aln no estan del todo
claros, se propone que el CDDP también afecta al ADN mitocondrial (ADNmt), con lo que la
sintesis de las proteinas de la cadena de transporte de electrones se veria comprometida,

acarreando consigo la disfuncién de la mitocondria y el aumento en la generacion de ROS.*

1.3.2.- Paclitaxel

El PTX altera el funcionamiento y estructura normal del citoesqueleto, llevando a la
estabilizaciéon aumentada de los microtubulos, lo cual interfiere en todos los procesos celulares
en los que participa. Concretamente el PTX se une a la subunidad B de la tubulina, proteina que
forma los microtubulos, con lo que se establecen uniones fuertes entre las subunidades a y B
de la tubulina, perdiendo asi su capacidad para desacoplarse y hacer del citoesqueleto una
estructura dindmica y funcional. Esta inhibicién de la despolimerizacion de los microtubulos

paraliza el ciclo celular en la fase M, induciéndose finalmente la apoptosis de la célula.®

Otro de los mecanismos de accién del PTX mas importantes es el aumento en los niveles

de radicales libres. El PTX promueve la generacién de ROS mediante el aumento de la actividad

11
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de la NADPH oxidasa (NOX) asociada a la membrana plasmatica, a través del aumento de la
translocacién de la proteina reguladora positiva de NOX, la Racl, a la membrana plasmatica
celular. Asi se incrementa la expresion de NOX y con ello la oxidacion de NADPH a NADP* y
peroxido de hidrogeno, con lo que se induce un estrés oxidativo que termina con la muerte

celular causada por dafio oxidativo sobre proteinas, lipidos y dcidos nucleicos.!®

1.3.3.- Tamoxifeno

El TAM es un agente no esteroideo que se une especificamente a los ER induciéndoles un
cambio conformacional que resulta en la inhibicion y/o el cambio en la expresidn de los genes
regulados por estrogenos a través de ER. El TAM puede actuar como antagonista y también
como agonista en funcién del tipo de ER, asi participa como antagonista sobre ERa y como
agonista sobre ERPB, activando genes proapoptdéticos o inhibiendo genes que participan en la

proliferacion celular.t’-1®

El TAM también aumenta la produccién de ROS a través del incremento en la
concentracion de Ca?* intramitocondrial y la estimulacion de la O6xido nitrico sintasa
mitocondrial (mtNOS). Con la estimulacién de la mtNOS se incrementa la produccion de NO
gue a la vez dificulta la respiraciéon mitocondrial, se libera el citocromo c al citoplasma, se eleva
la tasa de peroxidacion lipidica mitocondrial y se aumenta la oxidacién de ciertas proteinas
mitocondriales a través del peroxinitrito producto de la reaccion del NO con el anidn
superoxido, finalmente se induce un estrés oxidativo en la célula que conduce a la activacién

de los mecanismos apoptoticos. 819

1.4.- Genisteina

La genisteina (GEN) (4’-5,7-trihidroxiisoflavona) es una de las isoflavonas que se

encuentran en mayor concentracion en los productos derivados de la soja (figura 3A)%°.

OH OH

Figura 3: Estructura molecular de la genisteina (A) y del 17B-estradiol (B).

12
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Desde hace afios se ha venido especulando sobre sus efectos beneficiosos y protectores
contra el cancer, sin embargo, no todos los resultados obtenidos hasta ahora apoyan esa
hipodtesis. A pesar de ello algunas revisiones actuales sobre el tema apoyan la postura de que
el consumo de soja protege frente al cancer de mama siempre y cuando sea consumida
diariamente y durante toda la vida. Asi se demuestra en estudios con mujeres asiaticas,
americanas y asiaticas que viven en América, donde sélo se observa un efecto protector en las
mujeres asiaticas y las mujeres asiaticas que viven en América que no han cambiado los habitos

alimenticios.?!

Sus efectos sobre el cancer de mama son debidos a que la GEN tiene una estructura
guimica muy parecida a la del E2 (figura 3), por lo que tiene la capacidad de unirse a los ER,

tanto ERa como ERPB, por ello la GEN se considera un potente fitoestrégeno.?%%?

Asi mismo se ha observado que la GEN tiene mayor afinidad de unién hacia ERP que hacia
ERa. No obstante, concentraciones bajas de GEN favorecen su unién a ERB, impidiendo la union
de E2 a ese receptor, pero permitiéndole la union a ERa, por lo que se aumenta la proliferacién
celular. En cambio, dosis fisioldgicas como las que se pueden encontrar en la sangre de mujeres
asiaticas (1 uM), permiten la unién de GEN tanto a ERP como a ERa, impidiendo asi la accidon

de E2, en este caso se observa una disminucién de la proliferacion celular.?!-23

Ademas lineas celulares con ratio ERa/ERB bajo muestran una disminucién de los niveles
de ROS una vez han sido tratadas con GEN. Este efecto es debido en parte, a que la GEN mejora
las defensas antioxidantes celulares, principalmente MnSOD y CuZnSOD, a través de la
activacion de las vias de sefializacién dependientes del factor nuclear kB (NFkB) y ERK 1/2.%*
lgualmente también se activan los mecanismos de biosintesis y mejora de la funcién
mitocondrial. Sin embargo lineas celulares con ratio ERa/ERB alto no muestran cambios en los

niveles de ROS después del tratamiento con GEN.»

Estos datos muestran el papel central que juega el ERB en el control de los genes relacionados

con la regulacidn del estrés oxidativo y la proliferacion celular.

1.5.- Objetivos

En este trabajo se determind el efecto del tratamiento coadyuvante con genisteina sobre

la respuesta al tratamiento con cisplatino, paclitaxel y tamoxifeno en lineas celulares de cancer

13
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de mama con diferente dotacion de receptores estrogénicos. Se usé la linea MCF-7, con un

ratio ERa/ERP alto, y la linea T47D, con un ratio ERa/ERP bajo.

Las lineas fueron tratadas con concentraciones fisiolégicas de genisteina y con
concentraciones que inducen la apoptosis de cada uno de los compuestos citotdxicos
mencionados. Posteriormente se determind la produccién de especies reactivas de oxigeno

(ROS), la viabilidad celular, la funcién mitocondrial y la apoptosis.
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2.- MATERIALES Y METODOS

2.1.- Cultivos celulares y tratamientos

Las lineas celulares de cancer de mama que se usaron son la MCF7 con un ratio ERa/ERB
elevado y la linea T47D con un ratio ERa/ERP bajo, ambas adquiridas a ATCC. Las células fueron
mantenidas en el medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con un 10%
de suero fetal bovino (FBS) y un 1% de antibidticos (penicilina y estreptomicina), las condiciones

de cultivo fueron de atmdsfera del 5% de CO, y 37°C.

Ambas lineas celulares fueron tratadas por igual con GEN, CDDP, PTX, TAM vy la
combinacién de GEN con cada uno de los tres citotdxicos mencionados. Para ello se dispusieron
15000 células de la linea MCF7 por pocillo en placa p96 y 18000 células por pocillo en el caso

de la linea celular T47D.

A continuacion se aplicaron los siguientes tratamientos:

Tratamiento

Crecimiento | 100 uL

3 GEN 0uL | 10puL
=  coop 90 pL 10 pL
S PTX 90 pL 10 L

TAM 90 pL 10 L
B GEN+CDDP | 80uL | 10uL | 10uL
>
= GEN+PTX | souL | 10uL 10 L
s
Sl GEN+TAM | 80ul 10 ulL 10 ulL

Las células tratadas fueron incubadas durante 48h en atmdsfera del 5% CO2 y 37¢C.

2.2.- Viabilidad celular

El contaje de la cantidad aproximada de células por pocillo se realizd por medio de la
tincidn con cristal violeta. Se afiadieron a cada pocillo 20 pL de disolucion de cristal violeta
(cristal violeta 0.5% en 4cido acético 30%), se reposé durante 10 minutos y se elimind el

colorante en un bafio de agua destilada y finalmente se resuspendieron las células tefiidas con
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100 pL de metanol, se agité la placa y se midid la absorbancia a 570 nm en el espectrofotdmetro

lector de microplacas (Power Wave XS, Bio-Tek®).

2.3.- Andlisis del contenido lisosomal

El contenido en lisosomas de las células se determind usando el fluoréforo monodancil
cadaverina (MDC) a una concentracién de 50 uM en pocillo, se leyé la fluorescencia a los 15
minutos mediante el fluorimetro lector de microplacas FLx800 (BIO-TEK® Winooski, Vermont,

USA) a una longitud de onda de excitacién de 340 nm y 535 nm de emision.

Las medidas de fluorescencia fueron corregidas con el nimero de células por pocillo dado

en la determinacién de la viabilidad celular.

2.4.- Andlisis del potencial de membrana mitocondrial

Para la determinacion del potencial de membrana se utilizo el fluoréforo éster metilico de
tetrametilrodamina (TMRM) a una concentracion de 100 nM en pocillo, se leyd la fluorescencia
a los 15 minutos mediante el mismo fluorimetro a una longitud de onda de excitacion de 552

nmy 576 nm de emision.

Las medidas de fluorescencia fueron corregidas con el nimero de células por pocillo dado

en la determinacién de la viabilidad celular.

2.5.- Andlisis de la produccién de ROS

La determinacién de la produccién de ROS de las células se realizd mediante el método de
Amplex®Red desarrollado por Invitrogen (Life Technologies™). Este método consiste en la
medicion del perdxido de hidrégeno de la muestra, ya que la oxidaciéon del H20; que lleva a
cabo la peroxidasa de rabano (HRP) convierte el N-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina (Amplex® Red)

incoloro en resorufina, molécula fluorescente (figura 4).

H.02 H.0
Y ="
@@/ HRP W7
For
o
Amplex *Red Resorufina

Figura 4: Reaccion de conversion del Amplex®Red en resorufina por la HRP.
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Para ello se elimind el medio de cultivo de la placa p96, se afadié el tampdn de
Krebs/Ringer (KCl 145 mM, Hepes 30 mM, KH,PO4 5 mM, MgCl 3 mM, EGTA 0.1 mM, BSA 0.1%,
pH 7.4), el reactivo Amplex®Red 10 uM y la HRP 0.2 U/mL en cada pocillo. Se dejo incubar una
hora a 379C y se leyd la fluorescencia cada 30 minutos durante 90 minutos en el fluorimetro
lector de microplacas FLx800 (BIO-TEK® Winooski, Vermont, USA) a una longitud de onda de

excitacion de 570 nmy 585 nm de emision.

2.6.- Andlisis estadistico

Los datos se representan como la media * el error estdndar de la media (SEM). Las
diferencias estadisticas fueron analizadas aplicando el test t-Student y la significancia

estadistica entre los tratamientos con y sin GEN se midié para P<0.05.
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3.- RESULTADOS

3.1.- Efectos de la GEN y los citotdxicos sobre la proliferacién celular

Después de 48h de tratamiento con GEN, los citotoxicos y su combinacion, se observé que
la viabilidad celular aumentd o se mantuvo inalterada en todas las combinaciones excepto en
las células T47D tratadas con GEN+TAM, donde se observd una disminucion de cerca del 10%
de la proliferacién celular respecto del tratamiento solo con TAM. Estos resultados se muestran

en la figura 5.

Proliferacion celular

OSin GEN
MCF7 T47D
150 T N 150 T O Con GEN
= *
=
100 + = 100 + = *0
*0 0 o *0
50 + *0 50 +
0 0
Control CDDP PTX TAM Control CDDP PTX TAM

Figura 5: Efectos de la GEN, los citotdxicos y su combinacion sobre la proliferacién de las células de las lineas
celulares MCF7 y T47D, el nimero de células se determind mediante cristal violeta. Todas las medidas de
proliferacion fueron realizadas después de 48h de tratamiento con GEN (1 pM), CDDP (10 uM), PTX (10 nM), TAM
(10 pM), combinacién GEN con cada uno de los citotoxicos, control de crecimiento en medio, o control con GEN
(1 uM). Los datos se representan como las medias + SEM de los porcentajes. Se indica la significancia entre control
sin citotdxico y cada uno de los tratamientos con citotoxicos (©) y entre los tratamientos sin GEN y con GEN (*),
calculada aplicando el test t-Student con una P<0.05 y n=6 o n=18 (control).

La proliferacion celular aumenté en los controles tratados con GEN en las dos lineas
celulares. Sin embargo el crecimiento de las células control MCF7 tratadas con GEN fue mayor,
cerca de un 29% mas respecto del control no tratado, comparado con la proliferacion de las

T47D tratadas con GEN, con alrededor de un 13% de aumento respecto del control no tratado.

El CDDP se observé que inducia menor proliferacion en las células de la linea MCF7 que en
las T47D. No obstante el tratamiento coadyuvante con GEN+CDDP en MCF7 ocasiond una
resistencia al tratamiento, que se determind por el aumento en la proliferacion de las células
sometidas al tratamiento combinado respecto de las células MCF7 tratadas Unicamente con
CDDP. Este tratamiento coadyuvante no ocasiond cambios significativos en la viabilidad de las

células T47D.
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El PTX también indujo disminucién de la proliferacion y crecimiento celular en ambas lineas
celulares, aunque la disminucién fue mayor en las células MCF7 que en las T47D. En este caso
el tratamiento combinado GEN+PTX contribuyd a la aparicidn de resistencia también en ambas
lineas celulares, sin embargo la resistencia fue mayor en las MCF7 que en las T47D, ya que se
observd un aumento en la proliferacion de cerca del 12% en las MCF7 tratadas con GEN+PTX
respecto de las células tratadas Unicamente con PTX. El aumento observado en las T47D no

superd el 7%.

El tratamiento con TAM nuevamente produjo una proliferacion menor en las células de la
linea MCF7, aunque las T47D también respondieron correctamente al tratamiento. Aqui no se
observaron cambios significativos en la viabilidad de las células MCF7 tratadas Unicamente con
TAM o sometidas al tratamiento coadyuvante GEN+TAM, sin embargo en las células T47D
tratadas con GEN+TAM se determiné una reduccién de la viabilidad de mas del 9% respecto de

las tratadas Unicamente con TAM.

3.2.- Efectos de la GEN y los citotéxicos sobre la apoptosis celular

El contenido lisosomal, medida de la apoptosis celular, en general no varia en los
tratamientos combinados, sin embargo los niveles de apoptosis son muy superiores en el

tratamiento con TAM como se puede observar en la figura 6.

Contenido lisosomal OSin GEN
o - MCF7 “00 - T470 B Con GEN
1
o20]
400 + L= 400 +
300 + 300 +
200 + 200 +
il 1M m
0 0
Control CDDP TAM Control CDDP

Figura 6: Efectos de la GEN, los citotoxicos y su combinacion sobre el contenido lisosomal de las células de las
lineas celulares MCF7 y T4A7D, esta determinacion se realizd mediante el uso de la sonda fluorescente monodancil
cadaverina (MDC). Todas las medidas de apoptosis fueron realizadas después de 48h de tratamiento con GEN
(1 uM), CDDP (10 uM), PTX (10 nM), TAM (10 uM), combinacion GEN con cada uno de los citotodxicos, control de
crecimiento en medio, o control con GEN (1 uM). Los datos se representan como las medias + SEM de los
porcentajes. Se indica la significancia entre control sin citotdxico y cada uno de los tratamientos con citotoxicos
(©) y entre los tratamientos sin GEN y con GEN (*), calculada aplicando el test t-Student con una P<0.05 y n=4.
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La apoptosis en los tratamientos con CDDP y con PTX es muy baja tanto en MCF7 como en
T47D, sin embargo ambos tratamientos con TAM supusieron una elevacion significativa de la
apoptosis lo que se puede relacionar con sus respectivos mecanismos de accién. Ademas la
suplementacion coadyuvante con GEN no mostré diferencias significativas en T47D en ningun
caso, no obstante en MCF7 la apoptosis disminuyé de manera notable con el tratamiento

combinado de GEN+TAM, respecto a las células sometidas solamente a TAM.

3.3.- Efectos de la GEN y los citotdxicos sobre el potencial de membrana mitocondrial

Se han observado grandes diferencias en la linea MCF7, en cuanto al potencial de
membrana mitocondrial, sin embargo en la T47D Unicamente el tratamiento con CDDP lo

aumento (figura 7).

Potencial de membrana

OSin GEN
oo~ MCF7 o - T47D o con GEN
*0 = *O
150 + e —— w0 10T _*O
100 + 100 +
50 + 50 +
0 0
Control CDDP PTX TAM Control CDDP PTX TAM

Figura 7: Efectos de la GEN, los citotdxicos y su combinacion sobre el potencial de membrana mitocondrial de
las células de las lineas celulares MCF7 y T47D, esta determinacion se realizé mediante el uso de la sonda
fluorescente éster metilico de tetrametilrodamina (TMRM). Todas las medidas fueron realizadas después de
48h de tratamiento con GEN (1 pM), CDDP (10 uM), PTX (10 nM), TAM (10 uM), combinacién GEN con cada
uno de los citotoxicos, control de crecimiento en medio, o control con GEN (1 uM). Los datos se representan
como las medias = SEM de los porcentajes. Se indica la significancia entre control sin citotdxico y cada uno de
los tratamientos con citotdxicos () y entre los tratamientos sin GEN y con GEN (*), calculada aplicando el test
t-Student con una P<0.05 y n=3.

La GEN parece no influir en el potencial de membrana mitocondrial en los controles de

ninguna de las dos lineas celulares.

El tratamiento con CDDP en MCF7 parece aumentar el potencial de membrana y ademas
la GEN se observo que lo aumentaba alin mas respecto del tratamiento Unicamente con CDDP.
Sin embargo, en la linea celular T47D también se aumentd el potencial de membrana respecto
del control, pero aqui la GEN lo disminuyd. Se observa un efecto inverso de la GEN en el

tratamiento con CDDP en la MCF7 y la T47D.
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En cambio el tratamiento con PTX de la linea MCF7 también aumentd el potencial de
membrana respecto el control, pero la GEN disminuyé dicho potencial, lo que difiere de lo
observado en el tratamiento coadyuvante con GEN y CDDP en esta linea celular. En la linea
T47D el PTX parece no modificarlo y no se observan diferencias significativas respecto del

control.

El tratamiento con TAM solo lo aumentd en las MCF7, en las T47D no se observan
diferencias significativas respecto del control. Ademas en las MCF7 el tratamiento combinado
GEN+TAM disminuyd notablemente el potencial de membrana, al igual que lo que se observo

en el tratamiento GEN+PTX en esta linea celular.

3.4.- Efectos de la GEN y los citotdxicos sobre la produccidn de ROS

La produccion de ROS aumenta después del tratamiento con todos los citotéxicos en
ambas lineas celulares de forma significativa, en cambio los efectos de la GEN solo son visibles

en la T47D tratada con citotodxicos y en la MCF7 control (figura 8).

Produccion de ROS

MCF7 T47D DISin GEN
250 -+ 250 - OCon GEN
(6]
200 + 0 _I_ 200 =+
—— *0
— ° *0
150 + 150 + o
100 + * 100 +
50 + 50 +
0 0
Control CDDP PTX TAM Control CDDP PTX TAM

Figura 8: Efectos de la GEN, los citotoxicos y su combinacion sobre la produccidon de ROS en las células de las lineas
celulares MCF7 y T47D, esta determinacion se realizé mediante el método Amplex®Red. Todas las medidas fueron
realizadas después de 48h de tratamiento con GEN (1 uM), CDDP (10 uM), PTX (10 nM), TAM (10 uM),
combinacién GEN con cada uno de los citotdxicos, control de crecimiento en medio, o control con GEN (1 uM).
Los datos se representan como las medias + SEM de los porcentajes. Se indica la significancia entre control sin
citotdxico y cada uno de los tratamientos con citotoxicos (©) y entre los tratamientos sin GEN y con GEN (*),
calculada aplicando el test t-Student con una P<0.05 y n=4, n=12 (control).

En las células control de la linea MCF7 se observd que la GEN disminuia de forma
significativa la produccion de ROS, ademas se observé una tendencia también a la baja en los
tratamientos combinados con GEN vy citotdxicos respecto de la suplementacion Unicamente

con el citotodxico.
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Enlalinea T47D no hubo cambios en la produccidon de ROS en el control suplementado con
GEN, sin embargo los tratamientos coadyuvantes de GEN+CDDP y GEN+TAM mostraron una

bajada significativa respecto de los tratamientos con CDDP y TAM, respectivamente.
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4.- DISCUSION

Los efectos del tratamiento coadyuvante con GEN se ha demostrado que dependen en
gran medida de la dotacién de receptores estrogénicos y de la situacion fisiolégica del
momento. Asi se ha observado que la GEN ejerce un gran efecto sobre la linea celular con un
ratio ERa/ERP alto y en cambio los efectos son mucho menores en la linea con un ratio ERa/ERB

bajo.

Tal y como ya se habia demostrado anteriormente la suplementacion con GEN de las
células con predominancia de ERa conduce a un aumento en la proliferaciéon celular, quiza
debido a que la produccidon de ROS en estas células estd muy disminuida como consecuencia
de la accidn de la GEN?2. Este hecho se podria explicar por la afinidad de la GEN por ERB que
desplaza a E2 de este receptor evitando que se produzcan los efectos nocivos de este
estrogeno, ya que E2 en MCF7 induce una disfuncién mitocondrial que comporta un
incremento de ROS?®. Asi ademads se podrian activar algunos mecanismos antioxidantes que
contribuirian a la supervivencia de las células, ya que no parece que ni la funcionalidad de la

mitocondria ni la tasa de apoptosis se vea afectada por la GEN, al menos en MCF7.

En la linea celular T47D la GEN también indujo mayor proliferacion celular, aunque en este
caso en menor grado que las MCF7, ademas aqui la produccién de ROS no se modificé por
efecto de la GEN, estos efectos se podrian explicar por el hecho de que la presencia de E2 junto
con la predominancia de ER[B favorece la activaciéon de ERB por encima de ERa, aunque ERa
también estaria activo y por lo tanto también se induciria el crecimiento celular, aunque en
menor grado que en las MCF7. Este hecho parece diferir con los resultados de estudios
anteriores, ya que en general se indica que la GEN tiene efectos antiproliferativos vy
proapoptdticos sobre lineas celulares con un ratio ERa/ERP bajo, como las T47D%123, Esa
disparidad quiza podria explicarse por el hecho de que esos estudios no trataban a las células
con GEN y E2 a la vez, con lo que solo se apreciarian los efectos beneficiosos de la GEN sobre
ERB. Al menos asi se desprende de un reciente estudio en el que se determinaron los efectos
de la GEN sobre la linea MCF7 con y sin estrogenos, los resultados obtenidos fueron notables,
ya que la GEN en presencia de E2 inducia proliferacion, mientras que la GEN sin E2 indujo

inhibicion del crecimiento y apoptosis.?’
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El CDDP como se ha comentado anteriormente induce dafio en el ADN tanto nuclear como
mitocondrial, por lo que la replicacién del ADN se veria comprometida y con ella la division
celular’®, ya que como se observa en los resultados (figura 6) el CDDP no ocasiond un
incremento en la apoptosis celular, sin embargo si que se observé una fuerte disminucion de
la viabilidad celular tanto en MCF7 como en T47D (figura 5), por lo tanto el CDDP ocasiona
mayoritariamente una inhibicién del crecimiento celular, causado precisamente por la
inhibicion de la replicacion celular. Ademas el dafio en el ADNmt conduciria a la disfuncién de
la cadena respiratoria con lo cual la produccion de ROS se veria enormemente aumentada®®. A
pesar de ello, la accién del CDDP es mayor sobre las células MCF7, ya que las T47D al tener
predominancia de ERB favorece que E2 se una a él y por lo tanto se podria inducir la expresion
de enzimas antioxidantes como MnSOD que explicarian la produccién de ROS menor en T47D
gue en MCF7, lo que explicaria a su vez la proliferacion mayor que se aprecia en las T47D

tratadas con CDDP respecto de las MCF7.242°

Asi mismo, el mecanismo de accién del PTX no conduce de manera directa a la muerte
celular por apoptosis, ya que el PTX se une a los microtubulos estabilizando su estructura,
inhibiendo asi la despolimerizacién y funcionalidad del citoesqueleto®®. Con lo cual no se
observaron unos niveles de apoptosis enormemente aumentados, puesto que el PTX inhibe el
crecimiento celular restringiendo el ciclo celular en la fase M, ademas la produccién de ROS
también se aumento ya que, como se comentd anteriormente, el PTX induce la actividad de la
NOX!®. Nuevamente la producciéon de ROS (figura 8) fue algo mayor en las MCF7 que en las

T47D, lo que se podria explicar por el mismo efecto del ERB indicado en el caso del CDDP.

La accion citotoxica del TAM queda clara con los resultados obtenidos, ya que en las MCF7
es capaz de aumentar en cerca de un 400% el contenido lisosomal respecto del control o los
otros tratamientos con CDDP y PTX. El TAM en MCF7 se une a ERa antagonizando la accidon de
E2 e induciendo la expresidon de genes proapoptoticos, ya que esta union provoca un cambio
conformacional que permite la unién del complejo TAM-ERa a regiones del ADN no ERE. Sin
embargo en T47D el TAM debera unirse preferencialmente a ERB, debido a su predominancia
en esta linea celular, teniendo en este caso una accidn agonista e induciendo la activacién de
genes antiproliferativos mas que proapoptdticos” 18, explicando asi los niveles mas bajos de

apoptosis de las T47D respecto de las MCF7. Asi mismo TAM también es capaz de inducir dafio
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oxidativo a través de la estimulacion de la mtNOS'®1°, nuevamente la menor produccién de

ROS en las T47D se podria explicar por la expresidon de enzimas antioxidantes por parte del ERB.

El tratamiento coadyuvante de GEN con CDDP parece no ser beneficioso para combatir las
células cancerosas en las MCF7, ya que contribuye a la disminucion de la produccién de ROS y
mejora la funcionalidad mitocondrial confiriendo mayor resistencia a la célula frente al
tratamiento citotdxico. Este hecho parece estar mediado por ERa, si bien es cierto que el
mecanismo aun no estd del todo claro?®, parece l6gico pensar que pueda ser debido al
desplazamiento de E2 que llevaria a cabo la GEN sobre los ER, de esta manera se limitarian los

efectos nocivos del E2 potenciandose a su vez los efectos protectores de la GEN.

lgualmente el tratamiento combinado GEN+PTX parece aumentar la proliferacion de las
células MCF7, y es que se ha observado que la GEN disminuye la capacidad del PTX para
polimerizar los microtubulos de forma estable, ademads de reducir la expresién de las quinasas
ciclina B1 y CDC2 que se encargan de la fosforilaciéon, y por lo tanto inhibicidn, de Bcl-2. Eso

conlleva la disminucién de la apoptosis mediada por PTX.?°

Sin embargo, el tratamiento con GEN y TAM en ambas lineas celulares parece no tener
efectos negativos sino mas bien positivos para combatir las células tumorales, ya que en las
MCF7 no parece haber diferencias significativas entre los tratamientos con TAM vy la
combinacidn, este hecho podria deberse a que la GEN activa preferencialmente ER mientras
el TAM induce efectos antagonistas sobre ERa, con todas las consecuencias ya mencionadas.
En cambio en las T47D se potencia la accion del TAM, ya que tanto el TAM como la GEN inducen
acciones proapoptoticas o antiproliferativas. Asi lo demostraron Lattrich et al. [2013] aplicando
un tratamiento combinado de TAM vy diversos agonistas de ERB, donde se observd que se
mejoraba el efecto del TAM activando o inhibiendo una serie de genes que participan en la

regulacion del crecimiento celular.?®

25

Daniel Palou Gramon



Memoria del Trabajo de Fin de Grado Curso 2013-2014

5.- CONCLUSIONES

Como se ha podido determinar en este estudio la accién de la GEN depende en gran

medida del ratio ERa/ERB de la célula mamaria.

Asi pues, el tratamiento coadyuvante con GEN nunca parece ser recomendado para las
mujeres con una dotacion de ER mayoritariamente a, ya que por lo general la GEN confiere
resistencia a la célula cancerosa frente a los tratamientos citotdxicos examinados. Sin embargo,
en el caso de mujeres con diferente dotacion de ER, donde haya una predominancia de ERB, el
tratamiento combinado de TAM y GEN podria llegar a ser beneficioso en la lucha contra el

cancer.

A pesar de eso, el papel que juegan ambos receptores de estrégenos en la induccién del
cancer de mama aun no esta del todo claro y es necesaria mas investigacion para determinar
cuan importantes son estos receptores y en especial cual puede ser el efecto beneficioso de la

genisteina en el tratamiento del cdncer de mama con una dotacién mayoritaria de ERPB.
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