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Resumen de la tesis que presenta Aimée Ferra Molina como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion en Biotecnologia Marina.

Interaccidn entre los receptores a estrogenos mitocondriales y la ATP sintasa en células de cancer de
mama.

Resumen aprobado por:

Dra. Carolina Alvarez Delgado
Directora de Tesis

En México, el cdncer de mama es el mas frecuente en mujeres. El crecimiento y la supervivencia de las
células de mama normales y transformadas dependen del estradiol (E2), que actia a través de los
receptores a estrégenos (ER) alfa y beta (ERa y ERPB), por lo que se considera que esta hormona es
esencial para la progresidon del cancer sensible a hormonas. La reciente localizacién de los ERs en la
mitocondria ha sido de gran importancia debido a que concuerda con estudios previos que demuestran
los beneficios del E2 sobre la estructura y funcion mitocondrial. La localizacion mitocondrial de estos
receptores y su actividad E2 dependiente como factores de transcripcion en el DNA mitocondrial
(mtDNA) apoyan la idea de que los efectos estrogénicos sobre la mitocondria pueden estar modulados
por los receptores a estrégenos mitocondriales (mtERs). Ademds, se ha demostrado que la disfuncidn
mitocondrial estd implicada en el cancer y otras enfermedades humanas. En este trabajo, se estudio la
interaccion entre los receptores a estréogenos y la ATP sintasa en las lineas celulares de cancer de mama
MCF-7 y BT-474 mediante el analisis de la expresidon de proteinas y el estudio de sus interacciones por
coinmunoprecipitacion. Se demostré la interaccién de ERa con la ATP sintasa en la fraccién mitocondrial
y citoplasmatica de la linea celular MCF-7 pero no en BT-474. Este es el primer estudio donde se
demuestra la interaccion ERa-ATP sintasa en la linea celular MCF-7. Este resultado es de gran
importancia puesto que representa un posible blanco terapéutico para canceres sensibles a hormonas
esteroides.

Palabras clave: receptores a estrégenos, mitocondria, ATP sintasa
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Abstract of the thesis presented by Aimée Ferra Molina as a partial requirement to obtain the Master of
Science degree in Life Science with orientation in Marine Biotechnology.

Interaction between mitochondrial estrogen receptors and ATP synthase in breast cancer cells

Abstract approved by:

Dra. Carolina Alvarez Delgado
Thesis Advisor

Breast cancer is the most frequent cancer type in Mexican women. Growth and survival of healthy and
breast cancer cells depend on estradiol (E2), which acts through two estrogen receptor subtypes: ERa
and ERB. Thus, the E2-ERs signaling pathway is important for hormone-sensitive cancer progression. The
effects of E2 on mitochondrial structure and function are not clearly elucidated. Recently, the presence
of estrogen receptors in the mitochondrion and their E2-dependent transcriptional activity were
demonstrated in different cell types. This supports the idea that E2 actions on mitochondria are
modulated through resident mitochondrial estrogen receptor (mtERs). Moreover, mitochondrial
dysfunction has been associated with cancer and other human diseases. In this study we studied the
protein-protein interactions between ERs and ATP synthase in the MCF-7 and BT-474 breast cancer cell
lines. Western blotting and co-immunoprecipitation were used to analyze these interactions. We
detected an interaction between ERa and ATP synthase in mitochondrial and cytoplasmic fractions of
the MCF-7 cell line but not in the BT-474 cell line. Our results are the first to prove that there is an
interaction between ERa receptors and the ATP synthase in MCF-7 cells. These novel results could
represent a potential therapeutic target for the treatment of hormone sensitive breast cancer

Keywords: estrogen receptors, mitochondria, ATP synthase
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Capitulo 1. Introduccion

Los estrogenos regulan el crecimiento y la diferenciacién de una amplia gama de tejidos incluyendo el
sistema reproductivo, la glandula mamaria, el sistema nervioso central y el musculo esquelético (Zhao,
2008).La exposicidn a estrégenos se ha asociado a un mayor riesgo de padecer cancer de mama. Esta
asociacion se debe a que los estrogenos afectan la tasa de la division celular, lo cual se manifiesta en la
proliferacién de células epiteliales de la mama. Este proceso es susceptible a errores genéticos durante

la replicacidn del DNA lo cual resulta en un fenotipo maligno (Chen et al., 2008).

El estradiol (E2) es uno de los principales estrégenos y la mayoria de sus efectos fisiolégicos son
regulados por los receptores a estrégenos (ERs). Existen varios efectos estrogénicos sobre la mitocondria
como: la reduccidon del estrés oxidativo; la inhibicion de la apoptosis; la formacién de crestas
mitocondriales; el aumento de la actividad y expresidén de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM),
entre otros. Recientemente, estos receptores fueron detectados en la mitocondria y se ha demostrado
que regulan la transcripcion del DNA mitocondrial (mtDNA) y la via intrinseca (mitocondrial) de apoptosis

(Chen et al., 2004).

La localizaciéon mitocondrial de estos receptores y su actividad como factores de transcripcion del mtDNA
apoyan la hipdtesis de que los efectos estrogénicos sobre la mitocondria estan modulados por los

receptores a estrogenos mitocondriales (mtERs).

De acuerdo con lo anterior, se ha demostrado que la disfuncién mitocondrial estd implicada en el cancer
y otras enfermedades humanas. El estudio de la funcién de los mtERs ayudard a crear nuevas estrategias
para la prevencion y tratamiento de enfermedades asociadas a la disfuncién mitocondrial.
Recientemente se demostré que mtERP interactia con la ATP sintasa mitocondrial en el cerebro, sin
embargo aln no se ha comprobado la funcién de esta interaccién (Alvarez-Delgado et al., 2010). Estas
interacciones aun no se han estudiado en una linea celular de cancer hormonodependiente por lo cual se

decidi6 estudiarlas.

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar la interaccién entre mtERs y ATP sintasa en células de
cancer de mama sensibles al E2, considerando que son un buen modelo para estudiar la funcién de la
interaccion debido a que presentan ambos receptores y se ha comprobado la interaccién con otras
proteinas mitocondriales. El encontrar la interaccién mtERs- ATP sintasa tiene la finalidad de que en un

futuro se pueda utilizar como un blanco terapéutico.



1.1 Antecedentes

1.1.1 Cancer de mama

El cancer de mama es el mas frecuente en las mujeres a nivel mundial. La incidencia en México en el afio
2014 fue de 20,444 casos diagnosticados. A su vez, el 15.8 % de las muertes por cancer en México se

deben al cancer de mama (OMS, 2014).

Normalmente, la gldndula mamaria es un tejido que consiste en un arreglo de 15-18 I6bulos y una red de
ductos ramificados que terminan en el pezén. Cada Iébulo se divide en 20-40 lobulillos, los cuales se
concentran en un ducto terminal. El conjunto de un Iébulo y un ducto terminal se conoce como “unidad
lobular ductal terminal”, la cual es la unidad funcional de la glandula mamaria. Existen diferentes tipos
de cancer de mama, que se caracterizan por el tipo de células de las cuales se originan. El tipo de cancer
que predomina es el carcinoma de origen epitelial. Un tipo de carcinoma muy conocido es el
adenocarcinoma, que tiene su origen en células que constituyen el revestimiento interior de glandulas

externas (Smalley y Ashworth, 2003).

Los diferentes tipos de cdncer de mama surgen predominantemente a partir de células epiteliales que
recubren los ductos y l6bulos de la glandula mamaria. Los tipos de cancer de mama mas comunes son el
carcinoma ductal y el carcinoma lobular, los cuales a su vez se clasifican en carcinomas in situ e invasivos,
dependiendo su estadio. Se les considera in situ cuando las células permanecen recubriendo los ductos o
I6bulos y no han invadido otros tejidos. Es invasivo cuando las células rompen la membrana basal de los
ductos e invaden el estroma y otras areas del tejido mamario. La metdstasis ocurre cuando las células
migran desde el sitio primario del tumor a través de la circulacidon sanguinea o linfatica a otros drganos
La carcinogénesis en el tejido mamario implica una serie de etapas preinvasivas en las cuales una célula
normal se transforma. Algunas de las etapas preinvasivas son la hiperplasia y el carcinoma in situ.

(Beckmann et al., 1997).

A los canceres que se originan y que progresan estimulados por la accion de hormonas se les denomina
hormonodependientes. Tal es el caso de algunos cdnceres de mama que responden a la accién de los
estrégenos. El estradiol (E2) es uno de los principales estrégenos implicados en la carcinogénesis (Saha
Roy y Vadlamudi, 2012). El receptor a estrogenos (ER) esta implicado en la progresién del cancer de
mama debido a que la mayoria (70%) de este tipo de canceres son hormonodependientes (Lumachi et
al., 2013). El cancer de mama ha sido clasificado en dos grupos principales dependiendo de la presencia

o ausencia del ER. Con base en el perfil de expresidon genética se considera que existen dos subtipos de
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tumores ER+: luminal A y luminal B. Los tumores ER- comprenden también dos subtipos: HER2 y tipo

basal (Tamimi et al., 2008).

1.1.2 Linea celular MCF-7

MCF-7 es una linea celular no invasiva que deriva de una efusién pleural tomada de una paciente de 69
afios con adenocarcinoma de mama metastdsico (Levenson y Jordan, 1997). La siglas MCF-7 hacen
referencia a la Fundacidn de Cancer de Michigan, encargada de aislar y cultivar la linea celular; el nimero

siete corresponde al nimero de intentos para generar la linea celular (Lee et al. 2015).

Debido a que expresan ERs, la linea celular MCF-7 es una de las mas utilizadas en el estudio del cancer de
mama hormonodependiente. Inclusive se ha convertido en un modelo ideal para estudiar la respuesta

hormonal en la célula (Holliday y Speirs, 2011).

Ademds de expresar ERs, esta linea celular expresa receptores a andrdgenos, progestagenos vy

glucocorticoides (Lee et al., 2015).

En este sentido, las células MCF-7 se consideran un modelo ideal para estudiar la respuesta tumoral a la

terapia endocrina y para conocer los efectos bioldgicos de estas hormonas (Levenson y Jordan, 1997).

Se decidid utilizar esta linea celular por ser un buen modelo para el estudio de las interacciones entre los
ERs y proteinas mitocondriales, ya que expresa ERa y ERP y es una linea sensible a E2 con fenotipo no

invasivo.

1.1.3 Linea celular BT-474

La linea celular BT-474 es una linea invasiva de cancer de mama que fue generada a partir de una
muestra de una paciente de 60 afios con carcinoma ductal invasivo. Los carcinomas ductales comienzan
en los conductos lacteos y se les llama invasivos cuando se propagan hacia los tejidos mamarios que los
rodean.

Entre las caracteristicas de esta linea celular se encuentran la formacién de parches de células
adherentes y un crecimiento lento, tardando hasta un mes en llegar a una confluencia del 80% después
de activadas. Al igual que MCF-7, la linea BT-474 expresa ambos ERs. Se decidié utilizar esta linea celular

como modelo de una linea sensible a E2 pero con un fenotipo invasivo.



1.1.4 Receptores a estrogenos

Uno de los principales estrogenos es el 17B-estradiol, el cual desencadena diversos efectos fisiolégicos
en distintos tejidos y tipos celulares. Se ha demostrado que esta hormona participa en procesos tan

variados como la regulacién de la funcién cardiaca y la neuroproteccién (Sotoca et al., 2012).

La mayoria de los efectos fisioldgicos del E2 son regulados por dos tipos de ER: el receptor a estrégenos
alfa (ERa) y el receptor a estrogenos beta (ERP). Estos receptores pertenecen a la superfamilia de
receptores nucleares e inicialmente fueron descritos como factores de transcripcion nuclear (Chen et al.,
2005). ERa y ERP se encuentran codificados en distintos genes nucleares por lo cual son considerados
subtipos y no isoformas. ERa esta codificado en el gen Esrl y tiene un peso molecular aproximado de 61-
67 KDa; ERP estd codificado por Esr2 con un peso molecular aproximado de 50-56 KDa (Alvarez Delgado,

2011).

La proteina de los ERs estd estructurada en seis dominios (A-F) con distintas funciones. Los extremos
amino terminal (dominios A/B) y carboxilo terminal (dominio F) presentan funciones de transactivacion.
El dominio C contiene el sitio de unién al DNA (DBD), el dominio D es la regidn tipo bisagra y el dominio E
contiene el sitio de unidn al ligando (LBD). ERa y ERP presentan 96 % de identidad en el dominio de
union al DNA y 59.1 % en el dominio de unidn al ligando, por lo que se consideran secuencias
relativamente conservadas. A pesar de esto, pueden tener funciones diferentes, incluso opuestas, en

ciertos contextos fisioldgicos (Alvarez Delgado, 2011; Fig.1).

) AF-1 |2BD, BISAGRA,, LBD FAE2
1 180 263 302 553 535
cro [CTNGNN - E

1 14a 27 255 500 530
' 59.1% 17.9%

ERB

Figura 1. Representacion esquematica de las estructuras proteinicas de ERa y ERB. Las letras (AF) indican los diferentes
dominios funcionales de las proteinas. Los porcentajes indican el grado de identidad de cada dominio entre ERa y ERP.
Modificado de (Alvarez Delgado, 2011).

La afinidad de ERa al E2 es mayor que la afinidad del ERB, (kg = 0.1 nM) para ERa y (kq = 0.4 nM) para ERP
(Kuiper et al., 1997). Esta diferencia en la afinidad por el ligando hace que los ERs tengan diferentes
efectos. A ERa generalmente se le atribuyen funciones relacionadas con la reproduccién, mientras que a

ERP se le asocia con funciones del sistema nervioso central (Weiser et al. 2008).
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Se ha demostrado que los ERs se encuentran principalmente en el nucleo (nERs), la membrana celular
(mERs) y recientemente se han detectado en las mitocondrias (mtERs) de distintos tejidos y tipos

celulares (Alvarez-Delgado et al., 2010).

En 2001, Monje y Boland realizaron la primera deteccién de los ERs en mitocondrias de Utero y ovario de
conejo. A partir de estos resultados varios grupos de investigacion han reportado la presencia de ERa y

ERP en mitocondrias de diversos tejidos y tipos celulares (Monje y Boland, 2001).

Ambos receptores se han detectado en las mitocondrias de diversos tejidos y se ha sugerido que los ERs
podrian regular de manera tejido-especifica la funcién mitocondrial, ya que la distribucidn y cantidad de

los mtERs varia entre tipos celulares (Alvarez Delgado y Cerbdn Cervantes, 2011).

A pesar del gran interés por los mtERs, aln se desconocen los mecanismos de su translocacion a la
mitocondria. Muchas proteinas mitocondriales tienen sefiales de localizacion mitocondrial en el NH-
terminal, las cuales pueden ser presecuencias, sefiales de importacion mitocondrial (mTPS) o secuencias
internas que las dirigen a la mitocondria. Actualmente sélo existe un articulo donde se identificd por un
método in silico una region interna de aminodcidos basicos (aminoacidos 220-270) en ERpB, en donde se

sugiere que esta region podria funcionar como mTPS (Chen et al., 2004).

Se han descrito tres mecanismos de accion para el E2: la via gendmica o lenta, la via no gendmica o
rapida y la via mitocondrial. En la via gendmica, los ERs activados por E2 se translocan al nucleo, se unen
a elementos de respuesta a estrégenos (ERE) y activan la transcripcion de genes blanco. En la via no
gendmica, el E2 se une a receptores membranales y citoplasmaticos. Una vez unidos se activan vias de
sefializacion que involucran cascadas de proteinas quinasas. Por ultimo, la via mitocondrial activa ERs
que se localizan en la mitocondria, lo cual induce la transcripcion de genes blanco en el DNA
mitocondrial (Luo y Kim, 2015). Cabe resaltar que se han detectado secuencias similares a los EREs en el
DNA mitocondrial en la linea celular MCF-7. Estos EREs estdn implicados en la transcripciéon de genes

mitocondriales como COl y COll (subunidad | y Il de la citocromo c oxidasa; Chen et al., 2004).
1.1.5 Isoformas de receptores a estrégenos.

La gran variedad de efectos del E2 depende de la expresién de isoformas que resultan de la edicidén
alternativa del mRNA inmaduro de ERa y ERP. La expresidn diferencial y localizacidon subcelular de estas
isoformas son muy importantes en la respuesta al E2, dado que cada isoforma tiene diferente estructura,
patréon de translocacién, actividad transcripcional y afinidad por el E2 (Weiser et al., 2008; Alvarez-

Delgado et al., 2010).



6
Se ha demostrado que ERa presenta mas de veinte variantes en cancer de mama y otros tumores.
Algunas de las isoformas de ERa son las siguientes: ERaA2, ERaA3, ERaA4, ERaA5, ERaA6, ERaA7, las

cuales son el resultado de deleciones de exones mediante edicién alternativa (Fig.2; Sotoca et al., 2012).

Las isoformas de ERa tienen diferentes caracteristicas estructurales: tanto ERaA3 como ERaA4, carecen
de un dominio de unién al DNA; las isoformas ERaA4 y ERaA5 no presentan un dominio de unién al
ligando; y por ultimo, ERaA5 y ERaA7 no tienen extremo carboxilo terminal (AF-2; Fig.2; Sotoca et al.,

2012).

PreemRNA ——C——0—(C—O3—C——3 ({3 —F—— )

~ — \

Exons [ e 0 — — 2 |
NLS
DNA Hormone
Wild-type N Cc 66.6 kDa
AF1 AF2
Exonstructure [ 1+ Ju ] v [vva]lvi v predicted MW
ERAE2 N I m ; —D- c 17.0 kDa

ERAE3 v — Ml W} © 62.3 kDa

A0 an

ERAE4 v —— B [————m— c 54.1 kDa
ERAE5S N —EE-CO—/t< | 1 C 41.6 kDa

ERAE6 N QO E— c 53.0 kDa

ERAE7 N —E-CQ———1} < - ¢ 52.2 kDa

Figura 2. ERa e isoformas. Representacién esquemadtica de la estructura proteinica del ERa y seis isoformas (tomado de Al-
bader et al., 2010).

Se han caracterizado cinco isoformas de ERP en humanos, con distintos pesos moleculares: ER-1, ER-B2,
ER-B3, ER-B4 y ER-B5. Los pesos moleculares de las isoformas van desde 53 KDa a 63 KDa (Fig.3). La

expresion de las isoformas de ERB en humano varia en tejidos y lineas tumorales (Tong et al., 2002).

Las isoformas de ERB son el resultado de la edicidn alternativa de los exones 8 y 9. La isoforma ER-B1 es
una proteina sin deleciones que contiene la hélice 11, hélice 12, un dominio de unién al ligando y el
extremo carboxilo terminal activo (AF-2). La isoforma ER-B2 presenta un acortamiento en la hélice 11,
mientras que en la hélice 12 presenta diferente orientacidn que sus homdlogas. Las isoformas ER-B2 a
ERB5 comparten las siguientes caracteristicas: carecen del extremo carboxilo terminal (AF-2), se

dimerizan con ER-B1 y no se unen al ligando (Sotoca et al., 2012).
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Figura 3. Isoformas de ERB humano. Las barras negras representan las secuencias de LBD conservadas y las barras
cuadriculadas representan las secuencias que varian entre las isoformas. Modificado de Tong et al., 2002.

1.1.6 Efecto del estradiol sobre la expresion del mMRNA y de la proteina de los receptores a

estrogenos.

Con respecto a los efectos del E2 sobre los niveles de proteina de los ERs, Saceda y colaboradores
determinaron que después de un tratamiento de 6 h con 1 nM de E2 los niveles de proteina de los ERs
disminuian (Saceda et al., 1988). Cabe resaltar que este estudio se realizd previo al descubrimiento del

ERP por lo cual se reporta en general una disminucién para los ERs.

Nephew y colaboradores compararon los niveles de mRNA de ERa uterino en ratas ovariectomizadas
(OVX) tratadas con 4 pg/kg de E2. A las 24 h post tratamiento hubo un aumento del mRNA de ERaq, y los
niveles de mRNA regresaron a niveles similares al control 72 h después del tratamiento. La proteina de
ERa disminuye entre 3-6 h después del tratamiento. Sin embargo, a las 24-72 h post tratamiento los
niveles de proteina de ERo también fueron similares al control (Nephew et al., 2000). También
observaron que cuando se combind el tratamiento de E2 con ciclohexamida (inhibidor de la sintesis de
proteinas) el efecto del E2 sobre los niveles de mRNA de ERa fue el mismo. Los autores sugieren que el
aumento del mRNA de ERa mediante E2 ocurre independientemente de la sintesis de proteinas en el
Utero de la rata. En general, en este estudio demuestran que una dosis de 4 ug/kg de E2 regula de
manera diferencial y transitoria tanto el mRNA como la proteina de ERa de forma célula-especifica

(Nephew et al., 2000).
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En otro estudio realizado por Vladusic y colaboradores se evalud la expresién del mRNA de ERa y ERPB en
lineas celulares de cancer de mama. Se demostrd que el E2 puede disminuir o aumentar el nivel de
mRNA de ERa dependiendo de la linea celular. En la mayoria de las lineas celulares, incluyendo a MCF-7,
el E2 disminuye el mRNA de ERa, mientras que en otras lineas como T47D lo aumenta (Vladusic et al.,
2000). El efecto del E2 sobre la expresion de mRNA de ERP se estudié utilizando células T47D tratadas
con 9 nM de E2 durante 3, 6, 24, 48 y 72 h; la expresién se analizd por un ensayo de proteccion de
RNAsa, aislando el RNA total en cada punto del tratamiento. De esta forma se demostrd que el E2 regula
a la alta el mRNA de ERP a las 6 h de tratamiento. Este efecto se mantuvo hasta las 72 h después del
tratamiento (Vladusic et al., 2000). El mRNA de ERa también presentd una regulacién a la alta con el
mismo esquema de tratamiento; sin embargo, el mRNA de ER3 aumentd 20 veces mas que el control y el

MRNA de ERa. aumentd sdlo 2 veces mas que el control (Vladusic et al., 2000).

En conjunto, los resultados de los estudios anteriores muestran que el efecto del E2 sobre la expresion
de mRNA de los ERs es diferencial y depende de la linea celular; mientras que los niveles de proteina

tienden a disminuir con el tratamiento de E2.

1.1.7 Efecto del E2 en la localizacion subcelular de los ERs

El E2 afecta la localizacion subcelular de los ERs en distintos tipos celulares, incluyendo células de cancer
de mama como MCF-7. En estas células se ha observado que la translocacidn de los ERs desde el nucleo
a la mitocondria incrementa con un tratamiento de 3 h con 10 o0 100 nM de E2. Estos resultados fueron
los primeros en demostrar que el E2 estimula la importacién de ambos receptores a la mitocondria. Es
interesante que el E2 no sdlo tiene efectos sobre los niveles de mRNA y proteina de los ERs, sino que
también afecta la distribucidon subcelular de estas proteinas. También se registraron las cantidades
relativas de ERa y ERB en la fraccion citosélica, nuclear y mitocondrial de células MCF-7 después del
tratamiento con 100 nM E2 por 12 h. A través de este experimento se pudo estimar el porcentaje de ERs
en cada fraccion relativa al homogenado total. Los resultados de estos experimentos indican que ERa
estd representado por un 10% en la fraccién citosdlica, un 70% en la fraccién nuclear y un 12% en la
fraccién mitocondrial. A su vez, ERB presentd un porcentaje de alrededor de 50% en la fraccidn
citosolica, 26% en la fraccion nuclear y 18% en la fraccién mitocondrial. Posteriormente, se cuantificaron
los niveles de ERa y ERB y se expresaron en términos de pg/mg de proteina subcelular. Ademas

mediante inmunohistoquimica utilizando microscopia confocal se demostré experimentalmente que
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ambos mtERs se localizan especificamente en la matriz mitocondrial de las células MCF-7 y que existe

mas proteina de ERB en la fraccion mitocondrial (Chen et al., 2004).

A partir de este estudio se han realizado varias investigaciones en las cuales se ha reportado la presencia
tanto de ERa como de ERP en mitocondrias de células de corazén (Yang et al., 2004), cristalino
(Cammarata et al., 2004), hueso (Solakidi et al., 2005), cerebro (Alvarez-Delgado et al., 2010), entre
otros. En este contexto, es posible que los mtERs tengan un papel importante en la regulacién del

metabolismo energético mitocondrial de estos tejidos (Chen et al., 2009).

1.1.8 Efecto estrogénico sobre la mitocondria

La mitocondria es un organelo que estd implicado en diversos procesos celulares como la regulacién de
concentraciones de calcio, la produccién de la mayoria del ATP mediante la fosforilacidon oxidativa, el
control de la apoptosis, entre otros. Las funciones de la mitocondria dependen de la integridad
estructural de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM). La CRM consiste en cinco complejos: El
complejo | (NADH-ubiquinona reductasa), Il (succinato deshidrogenasa), 11l (CoQ-citocromo c reductasa),
IV (citocromo c oxidasa) y V (ATP sintasa). La CRM estd conformada por mds de 80 proteinas, 13 de ellas
estan codificadas en el DNA mitocondrial, que se transcribe y traduce dentro de la mitocondria. Las
demas proteinas estan codificadas en el DNA nuclear, se transcriben en el nucleo, se traducen en el
citosol y se importan a la mitocondria. Por lo anterior, el ensamblaje final de la CRM depende tanto del

nucleo como de la mitocondria (Alvarez Delgado y Cerbdén Cervantes, 2011).

El E2 preserva la estructura mitocondrial mediante la reduccion del estrés oxidativo; la inhibicién de la
apoptosis y la inhibicién de la liberacidn de citocromo ¢ dependiente de calcio (Jazbutyte et al., 2009).
Ademas, estrégenos como el etinil estradiol y el E2 promueven la funcion mitocondrial mediante el
aumento de la produccion de ATP y el incremento de la sintesis de proteinas de la CRM. El E2 también
tiene un efecto positivo sobre la ultraestructura mitocondrial. Se ha comprobado que esta hormona
favorece la formacidn de crestas mitocondriales; provoca un aumento en el nimero de mitocondrias por

célula y preserva la estructura de las membranas y de la matriz mitocondrial (Chen et al., 2005).

Otro de los blancos mitocondriales del E2 es el mtDNA. Su regulaciéon es importante debido a que
codifica 13 proteinas esenciales de la CRM. Se ha demostrado que el E2 induce la transcripcién de la COI
y COIl (Chen et al., 2004), dos de las proteinas codificadas en el mtDNA. A su vez, se ha demostrado que

el E2 induce la expresion de tres subunidades que forman parte del complejo piruvato deshidrogenasay
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aconitasa 2 y regula a la baja la malato deshidrogenasa. Estas dos enzimas participan en el ciclo de Krebs

y la cadena de transporte de electrones (Nilsen et al., 2007).

Los resultados de diferentes estudios indican que el E2 puede mejorar la funcién mitocondrial en los
diferentes aspectos mencionados, demostrando la importancia de esta hormona en el mantenimiento

del balance bioenergético de la célula (Chen et al., 2009).

La reciente localizacidn de los ERs en la mitocondria de diferentes tejidos y tipos celulares apoya esta
nueva idea de que los efectos estrogénicos en la mitocondria pueden estar regulados por los mtERs. Esto
es de gran importancia, debido a que la disfuncion mitocondrial esta involucrada en muchas

enfermedades humanas como el cancer (Alvarez Delgado y Cerbdn Cervantes, 2011).

1.1.9 Efecto del estradiol sobre la expresion y actividad de la ATP sintasa mitocondrial.

La funciéon principal de la mitocondria es producir ATP mediante la ATP sintasa y regular el balance
energético de la célula (Irwin et al., 2008). La ATP sintasa también es un blanco del E2. Especificamente,
se demostré que en mitocondrias de cerebro de ratas tratadas con E2 hay un aumento de la expresidn
de las subunidades a y B de la porcidn catalitica (F1-ATP sintasa) de la holoenzima. Los efectos del E2
sobre la ATP sintasa afectan el metabolismo energético de la célula, evidenciando la importancia del

estudio de los efectos del E2 sobre esta enzima (Nilsen et al., 2007; Irwin et al., 2008).

La actividad de la holoenzima depende de la coordinacidn entre la sintesis e hidrdlisis de ATP, para lo
cual la ATP sintasa tiene proteinas reguladoras como la proteina de sensibilidad a la oligomicina (OSCP).
La proteina OSCP forma parte del brazo periférico de la ATP sintasa y se requiere para que el gradiente
de protones y la sintesis de ATP estén acoplados. Algunos autores han sugerido que el E2 puede unirse
directamente y modular la actividad de la ATP sintasa. En este contexto, se ha demostrado que el E2
inhibe la actividad de hidrdlisis de ATP de la FOF1-ATPasa. Otros estudios in vitro demuestran que los
estrogenos pueden aumentar o inhibir la actividad de ATP sintasa en ciertos tejidos de manera dosis-

dependiente (Zheng y Ramirez, 1999b).
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1.1.10 Interacciones entre los receptores a estrogenos y proteinas mitocondriales.

En un estudio realizado por Alvarez y colaboradores se demostré la expresiéon de mtERs en distintas
areas del cerebro de ratas de diferentes edades. En este mismo estudio se demostré que la ATP sintasa

interactla con mtERP, pero no con mtERa (Alvarez-Delgado et al., 2010).

En otros estudios también se ha demostrado que los ERs pueden interactuar con diversas proteinas
mitocondriales en diferentes tejidos y tipos celulares. Una de estas proteinas es la enzima mitocondrial
17B-HSD10 que participa en el metabolismo de estrégenos, convirtiendo 17B-estradiol a estrona. Esta
enzima se ha detectado en un complejo con ERa. en mitocondrias de cardiomiocitos de rata (Jazbutyte et

al., 2009).

Otra proteina mitocondrial que interacttda con los ERs es HADHB, la cual participa en la B- oxidacion de
acidos grasos. Mediante ensayos de coinmunoprecipitacidon, inmunofluorescencia y microscopia
confocal, se comprobd la interaccién de HADHB con ERB (Zhenqi Zhou et al., 2012b) y ERa (Z. Zhou et al.,
2012a). Aunque existe una interaccion de HADHB con ambos receptores, dicha interaccion tiene
diferente efecto sobre la actividad de la enzima: mientras ERa estimula la actividad de HADHB, ERB la
inhibe. Estos resultados sugieren que los ERs pueden afectar diferencialmente el estrés oxidativo celular

a través de la modulacién de la beta oxidacidn en células de cdncer de mama (Zhou et al., 2012a).

Hasta el momento se ha demostrado la presencia de ERs en la mitocondria en diversos modelos pero se
desconoce el alcance de todas sus funciones. Por lo tanto, es importante estudiar aspectos funcionales
de estas proteinas residentes de la mitocondria, como las interacciones con diferentes proteinas
mitocondriales. Esta informacién ayudard a esclarecer los procesos de carcinogénesis dependientes de

E2.
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1.2 Justificacion

La interaccion de los receptores a estrégenos con diferentes enzimas mitocondriales involucradas en la
esteroidogénesis (17B-HSD10) y el metabolismo (HADHB y ATP sintasa) puede modificar su actividad, y

por lo tanto, utilizarse como un blanco terapéutico.

El estudio de la interaccion entre los mtERs y la ATP sintasa es fundamental puesto que la ATP sintasa es
una enzima esencial en la fosforilacion oxidativa y su actividad se ve afectada por las concentraciones de
E2. Por lo tanto, el efecto del E2 sobre esta enzima afecta directamente el metabolismo energético de la
célula y como consecuencia, su estudio es importante en el contexto de patologias mitocondriales. Los
resultados del estudio de la funcién e interacciones de los mtERs pueden aplicarse para entender los

mecanismos de carcinogénesis y otras enfermedades dependientes del E2.

En este trabajo se investigara la posible interaccidon entre los ERs y la ATP sintasa. Esta interaccién
representaria otro nivel de regulacién estrogénica en la mitocondria que podria ser un nuevo blanco

terapéutico en el cdncer de mama sensible a hormonas.
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1.3 Hipoétesis

Dado que la ATP sintasa es una enzima mitocondrial regulada por E2 y que interactda con ERP en un
tejido sensible al E2, se espera que la ATP sintasa interactue con los ERs en células de cancer de mama

sensible a hormonas.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

Evaluar si existe una interaccidn entre los receptores a estrégenos y la ATP sintasa en células de cdncer

de mama sensibles a hormonas.

1.4.2 Objetivos Especificos

1. Corroborar la presencia de receptores a estrégenos en células de cancer de mama sensibles a

hormonas.

2. Evaluar la presencia del complejo ATP sintasa-ERs en células de cancer de mama sensibles a

hormonas.

3. Estudiar la localizacién subcelular del complejo ATP sintasa-ERs.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Cultivo celular

Las lineas celulares MCF-7 (HTB-22) y BT-474 (HTB-20) se obtuvieron de la American Type Culture
Collection (ATCC). Para el cultivo y el crecimiento de las lineas celulares se utilizaron los medios

recomendados por la ATCC.

La linea celular MCF-7 se mantuvo en medio EMEM (Corning), el cual contiene 1.5 g/L de bicarbonato de
sodio, aminoacidos no esenciales, L-glutamina, piruvato de sodio y se suplementé con 10 % de suero

fetal bovino (SFB; Gibco), 0.01mg/mL de insulina humana y 1 % de antibidtico-antimicdtico (Gibco).

La linea celular BT-474 se mantuvo en medio SF (Corning) que contiene L-glutamina, 1.0 g/L BSA, se

suplemento con 10 % SBF (Gibco) y 1 % de antibidtico-antimicdtico (Gibco).

Las lineas celulares se incubaron a 37 °C en una atmésfera himeda con 5 % de didxido de carbono. Cada
tercer dia el medio de cultivo se retird y reemplazé por medio de cultivo nuevo. Cuando las células
presentaron 80% de confluencia, se subcultivaron utilizando el método sugerido por la ATCC para cada

linea celular.

Antes de sembrar las células para los experimentos se criopreservaron al menos once tubos con
aproximadamente un milléon de células con el fin de mantener las lineas celulares con sus caracteristicas
iniciales. Para esto se siguié el protocolo de criopreservacion de la ATCC de cada una de las lineas

celulares.

2.2 Fraccionamiento subcelular.

Con el fin de obtener proteinas mitocondriales, citoplasmdticas y nucleares en fases separadas y estudiar
la localizacién subcelular de la posible interaccidn entre los ER y la ATP sintasa, se realizd un
fraccionamiento subcelular de las lineas celulares. Para esto, se utilizd el kit de fraccionamiento “Cell
Fractionation Kit-Standard” (ab109719, Abcam). La técnica se basa en un método rapido para obtener
fracciones citosolicas, mitocondriales y nucleares mediante una secuencia de extracciones selectivas que
se obtienen usando detergentes y centrifugaciones. En el primer paso la membrana plasmatica se
permeabiliza selectivamente con el detergente |. La fraccidn citosdlica se separa del resto de la célula

mediante una centrifugacién de 10,000 x g x 1 min a 4 °C. En el segundo paso, la fraccion mitocondrial es
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extraida con el detergente Il y se separa de la fraccidon nuclear mediante una centrifugacién de 10,000 x g
x 1 min a4 °C. Por ultimo, los nucleos se lisaron con solucién amortiguadora RIPA (PBS 1X, NP-40 1 % v/v,

desoxicolato de sodio 0.5 %, SDS 0.1 %, inhibidores de proteasas (04693159001) de Roche).

2.3 Analisis de la expresion de proteinas

Para la obtencidon de proteinas totales, las células MCF7 y BT474 fueron lisadas mecdnicamente
mediante 30 pases con una jeringa de 21G en 1 mL de solucién amortiguadora RIPA (PBS 1X, NP-40 1 %
v/v, desoxicolato de sodio 0.5 %, SDS 0.1 %, inhibidores de proteasas (04693159001) de Roche). El lisado
celular se centrifugé a 16,595 rpm x 30 min a 4 "Cy el sobrenadante se guardé a -20 °C. La concentracion
de proteina se determind por el método de Bradford (Bradford, 1976). Las proteinas se separaron
mediante electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE). Primero se utilizaron 60 V durante 30 min hasta
pasar el gel concentrador. Después se cambié el voltaje a 100 V y se corrié 1 h antes de transferirse a
una membrana de PVDF por electrotransferencia en una cdmara semi himeda. Posteriormente, las
membranas se bloquearon a temperatura ambiente por 2 h con leche en polvo 5 % w/v en TBS-Tween
0.1 % v/v. El Western blot se realizé con los anticuerpos de Santa Cruz anti ERa (MC20: sc-542; 0.8
pg/mL), anti-ERB (1531: sc-53494; 0.4 pg/mL), anti-F1-ATP sintasa (A-8: sc-74549; 0.2 pug/mL), cabra anti-
raton IgG-HRP (sc-2005; 0.05 pg/mL), cabra anti-conejo 1gG-HRP (sc-2004; 0.04 pg/mL) y anti-GAPDH (G-
9: sc-365062 0.2 pg/mL)). Las bandas se detectaron mediante un método quimioluminiscente en el

equipo ChemiDoc MP de Bio-Rad.

Se utilizé la técnica de Western blot para corroborar la expresion de ERa y ERB en las lineas celulares
elegidas para el estudio. Una vez realizados los ensayos de coinmunoprecipitacién se realizaron Western
blots para la deteccién de la proteina contra la que se inmunoprecipitd y para la deteccién de las

posibles interacciones.

2.4 Deteccion de interacciones proteina-proteina por coinmunoprecipitacion.

Para evaluar si existen interacciones proteina-proteina entre los ERs y la ATP sintasa se realizé la técnica
de coinmunoprecipitacion (ColP). Todos los pasos y centrifugaciones de la ColP se realizaron a 4 °C. Se
utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-ERa (MC20: sc-542), anti-ERB (1531: sc-53494) anti-F1-
ATPsintasa (A-8: sc-74549), anti HSP70 (MA3-028)) y anti-GAPDH (G-9: sc-365062). Todos los anticuerpos

y la proteina A/G-Agarosa utilizados en la ColP fueron de la marca Santa Cruz con excepcién de anti
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HSP70 de Thermo Fisher Scientific. La proteina total se obtuvo como se indica en la seccién 2.3

Adicionalmente, se obtuvo la proteina mitocondrial y citosélica como se indica en la seccidn 2.2.

Para las ColP, se utilizaron entre 100-500 ug de proteina total (input) o de cada fraccion y se ajustaron
los voliumenes con solucidon amortiguadora RIPA. Se agregaron 2 ug de anticuerpo anti ERa (MC-20) y las
muestras se incubaron a 4 °C por 2 h en agitacién constante. En este punto se consideraron controles
negativos de ColP (500 ug o 11 pg de proteina sin anticuerpo). Posteriormente, se agregaron 20 uL de

Proteina A/G Agarosa (sc-2003) a todas las muestras y se dejaron toda la noche en agitacién a 4°C.

Las muestras se centrifugaron a 1000 x g por 2-5 min a 4°C y se retiro el sobrenadante. La pastilla se lavd
2 veces con 500 pL de RIPA y los inmunocomplejos se desnaturalizaron en 40 pl de amortiguador
Laemmli 2X (SDS 0.1 %, azul de bromofenol 0.2 %, B-mercaptoetanol 10 %, glicerol 20 % y Tris HCI 150

mM; pH 6.8). Las muestras se conservaron a -20 "C hasta su analisis por Western blot.

2.5 Aislamiento de RNA

El aislamiento de RNA se realizd mediante el kit “GenElute Mammalian Total RNA Miniprep Kit”
(1002012371, Sigma Aldrich). El RNA total se obtuvo a partir de células de MCF-7 y BT-474 a una
confluencia de 80 %. El método de extraccion de RNA consiste en lisar y homogenizar las células en
solucion amortiguadora con tiocionato de guanidina que asegura la desnaturalizacién de
macromoléculas e inactivacion de RNAsas. Posteriormente, se agregd etanol que ayuda a que el RNA se
una a la membrana de silica durante la centrifugacion. Por ultimo se realizd6 un lavado para retirar
contaminantes y se eluyd el RNA en 500 pL de solucién de elucion. EIl RNA se cuantificé por
espectrofotometria en un Nanodrop Lite (Thermo Scientific) a una longitud de onda de 260 y 260/280
nm. La integridad del RNA se evalud en un gel de agarosa al 2 % disuelto en 50 mL de TAE 1X, al cual se le
agregaron 7 pL de bromuro de etidio. Se cargaron 500 ng de cada muestra y se corrié en una cdmara de

electroforesis con solucién amortiguadora TAE 1X a 100 V durante 35 min.

2.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En la Tabla 1 se presentan las secuencias de oligonucleétidos sentido y antisentido para ERa y ERP

utilizados, junto con los tamafios de los productos de PCR esperados. Los oligonucledtidos que se usaron
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permiten la deteccion de las isoformas de ERa sin deleciones y con delecion de los exones 3 3(A3) y

5(A5); y las isoformas de ERB1, ERB2 y ERB5.

Tabla 1. Secuencias de oligonucledtidos utilizados en el PCR punto final y en la expresion
de genes por qRT-PCR.

Gen Secuencia de oligonucleétidos Tamaiio del producto esperado

ERaA3 S: ATGGAATCTGCCAAGAAGACT 281bp wt; 165bp A3
A: GCGCTTGTGTTTCAACATTCT
ERaAS S: CTCATGATCAAACGCTCTAAG 466bp wt; 328bp A5
A: ATAGATTTGAGGCACACAAAC
ERB-I S: CGATGCTTTGGTTTGGGTGAT 268bp ERB1
A: GCCCTCTTTGCTTTTACTGTC
ERB-II S: CGATGCTTTGGTTTGGGTGAT 214bp ERP2;295bp ERBS

A: CTTTAGGCCACCGAGTTGATT

S: sentido; A: Antisentido Modificado de: Bader et al., 2010

El programa de PCR fue el siguiente: 2 min a 50 "C (1 ciclo); 10 min a 95 °C (1 ciclo); 15sa95‘Cy 1 min a
60 °C (60 ciclos), seguido de un paso de disociacién por 15sa95°C, 1 mina 60 °Cy 15sa 95 °C (1 ciclo).

2.7 Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR)

El RT-PCR es una técnica que permite sintetizar DNA complementario (cDNA), en donde una hebra de
RNA se retrotranscribe en cDNA usando para ello la enzima transcriptasa reversa (AB-1247, Thermo
scientific). Se prepard una primera mezcla a la cual se le agregaron 0.5 pL dNTPs (10 uM); 0.5 uL oligoDT
(500 ng/uL); 250 ng del templado de RNA; 5.107 pL de agua libre de DNasas. Posteriormente se prepard
una segunda mezcla a la cual se le agregaron 2 plL de solucién amortiguadora 5X; 1 ul DTT (0.1 M); 0.063
uL de SuperScript Reverse Transcriptase (200 U/uL; Thermo Fisher Scientific). Las condiciones de la
reaccion fueron: 5 min a 65 °C, 5 min a 42 °C (en estos cinco minutos se agrego la segunda mezcla); 60
min a 42 °C y una etapa final de 4 °C. La muestra se utilizd para qPCR pero antes se realizé una PCR de

punto final para corroborar que los oligonucledtidos amplificaran.
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2.8 Reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR)

La expresiéon de mRNA para ERa y ERB se determind mediante qPCR (7500 Real Time PCR System,
Applied Biosystems) y Hot-START-IT SYBR Green (Affymetrix). Se prepard la siguiente mezcla de reaccién:
0.4 uL de oligonucledtido sentido (10 uM), 0.4 uL de oligonucledtido antisentido (10 uM), 5 uL de Hot-
START-IT SYBR Green, 1.7 pL de agua libre de DNasas, 2.5 pL de cDNA obtenido en el paso 2.6.

El programa de gPCR fue el siguiente: 40 ciclos de 95 °C 2 min; 95 °C155s; 58 °C30s;72°C305s;95°C1

min; 55 °C 1 min; 95 °C 30 s y por ultimo, un ciclo a 12 °C durante 59 min.

La cuantificacidn de la expresion génica se realizé de manera relativa en la cual se expresa el cambio en
los niveles de expresion de mRNA. La cuantificacién relativa se sustenta en la comparacidn entre el nivel
de expresion del gen a estudiar (ERa y ERB) contra un gen control también conocido como gen de
referencia o gen normalizador. En este estudio se utilizé como gen de referencia a la proteina ribosomal

L32 (RPL32) con el cual los niveles de mRNA se normalizaron.

Para medir la expresién génica relativa se calculd lo siguiente: cantidad de mRNA del gen de estudio/
cantidad de mRNA del gen de referencia, lo cual se usa para comparar la cantidad de mRNA del gen de
estudio de las muestras. Las mediciones se realizaron por triplicado y se obtuvo un promedio para

obtener la cantidad total de mRNA del gen de estudio para cada linea celular.

Los datos de fluorescencia fueron procesados por el software del termociclador obteniéndose los
parametros de eficiencia y el ciclo umbral (CT), a su vez se calcularon de manera manual para corroborar
los datos. El pardmetro de CT indica el nimero de ciclos en el cual la fluorescencia sobrepasa el umbral
dado. La comparacién de CT entre las muestras permite calcular la cantidad inicial de las moléculas de
cDNA que se desea evaluar, ya que mientras mayor cantidad de DNA en una muestra, menor el nimero

de ciclos CT que se requiere para alcanzar este umbral (Aguilera et al., 2014).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Cultivo de lineas celulares de cancer

El cultivo de las lineas celulares se realizé de acuerdo a la descripcion de la seccidén 2.1. Se cultivaron dos

lineas celulares de cancer de mama MCF-7 (HTB-22) y BT-474 (HTB-20) provenientes de la ATCC.

En la figura 4, se muestran las fotografias de las dos lineas celulares con una confluencia del 80%. Como
se esperaba, la linea celular MCF-7 presenta un crecimiento en monocapa y la linea celular BT-474

presenta un crecimiento en parches.

Figura 4. Fotografias de células de cancer de mama. A y B: MCF-7 HTB22. C y D: BT-474 HTB-20. Las fotografias se tomaron con
un microscopio invertido con un objetivo 20X. La barra indica 1000 um.

3.2 Evaluacion de la presencia del complejo ATP sintasa-ERs y su localizacién
subcelular en células de cancer de mama sensibles a hormonas
Con el fin de demostrar la interaccion entre ATP sintasa-ERs, se disefiaron experimentos de ColP de ERa

en proteina total, proteina mitocondrial y citosdlica en las lineas celulares MCF-7 y BT-474. Esto permitio

conocer cudl es su localizacién subcelular en caso de que se demuestre la interaccion.
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En la linea celular MCF-7 se encontré que existe una interaccion entre ERa y la ATP sintasa (Fig.5,
segundo panel, a). Ademas, se determind que la la localizacién subcelular del complejo ERa-ATP sintasa
es principalmente mitocondrial, pero también se detectd en la fraccidn citosdlica (Fig. 5, segundo panel,

b).

Debido a que se inmunoprecipité ERa, se realizaron Western blots para la deteccién de ERa para

verificar la correcta realizacion de la técnica.

En la figura 5, se detecta Unicamente la expresion de ERa en las muestras inmunoprecipitadas (IP). Este

resultado representa el control positivo debido a que se inmunoprecipité ERa.

Para corroborar que las interacciones entre ERa-ATP sintasa son especificas, se realizaron Western blots
para la deteccion de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), una proteina principalmente
citoplasmatica con escasas probabilidades de interactuar con la ATP sintasa mitocondrial (Fig.5). En la

figura 5, se detectd la expresion de GAPDH en proteina total como se esperaba.

IP: ERa
MCF7 MCF7 MCF7 FM FM FM  FC  fC FC
input 1P NOIP input 1P NOIP input |p NO IP

ERa | B - - 66 kDa

ATP sintasa | . : - ° PR 51kDa

GAPDH | © — e 37 kDa

Figura 5. Interaccidon ERa-ATP sintasa en MCF-7. MCF-7 input: control de expresidn de proteina total. MCF-7 IP: control positivo
de inmunoprecipitacidon de proteina total. MCF-7 NO IP: control negativo de inmunoprecipitacién de proteina total. FM input:
control de expresion de proteina mitocondrial. FM IP: control positivo de inmunoprecipitacion de proteina mitocondrial. FM NO
IP: control negativo de inmunoprecipitacion de proteina mitocondrial. FC input: control de expresidén de proteina citosdlica. FC
IP: control positivo de inmunoprecipitacién de proteina citosdlica. FC NO IP: control negativo de inmunoprecipitacion de
proteina citosdlica. Panel superior, Western blot contra ERa (control positivo de ColP). Panel intermedio, Western blot contra
ATP sintasa, se muestra el complejo de interaccion ERa-ATP sintasa. Tercer panel, Western blot contra GAPDH (control de
especificidad de la interaccidon ERa-ATP sintasa). La letra a, indica la interaccion de ERo-ATP sintasa en la fraccion
mitocondrial. La letra b, indica la interaccidon de ERa-ATP sintasa en la fraccion citosdlica. La letra c, indica expresién de
GAPDH en proteina total. La letra d, indica expresion de GAPDH en fraccion mitocondrial y la letra e, ausencia de expresion en
fraccidn citosdlica. La figura representa los resultados de dos experimentos independientes.
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En cuanto a la linea celular BT-474, no se detectd la interaccion entre ERa y la ATP sintasa. Sélo se
corrobord la expresiéon de ERa como control positivo de la ColP y la expresién de GAPDH en proteina

total (Fig.6).

No se pudo evaluar si existe interaccion de ERB-ATP sintasa en ambas lineas celulares debido a que se

tuvieron problemas con la deteccidén usando el anticuerpo anti ER.

IP: ERa

BT-474 BT-474 BT-474 FM FM FM FC FC FC
input  IP  NOIP input IP NOIP input IP NO IP
ERa — - - 66 kDa

ATP sintasa ‘ P . - : ‘ 51kDa

GAPDH |=w== ® - b - 37 kDa

Figura 6. Interaccion ERa-ATP sintasa en BT-474. BT-474 input: control de expresién de proteina total. BT-474 IP: control
positivo de inmunoprecipitacion de proteina total. BT-474 NO IP: control negativo de inmunoprecipitacién de proteina total. FM
input: control de expresién de proteina mitocondrial. FM IP: control positivo de inmunoprecipitacion de proteina mitocondrial.
FM NO IP: control negativo de inmunoprecipitacion de proteina mitocondrial. FC input: control de expresidn de proteina
citosdlica. FC IP: control positivo de inmunoprecipitacion de proteina citosdlica. FC NO IP: control negativo de
inmunoprecipitacion de proteina citosdlica. Panel superior, Western blot contra ERa (control positivo de ColP). Panel
intermedio, Western blot contra ATP sintasa, se muestra la ausencia del complejo de interaccion ERa-ATP sintasa. Tercer panel,
Western blot contra GAPDH (control de especificidad de la interaccion ERa-ATP sintasa). La letra a, indica expresion de GAPDH
en proteina total. La letra b, indica expresion de GAPDH en fraccién mitocondrial. La letra c, indica expresion de GAPDH en
fraccion citosolica. La figura representa los resultados de dos experimentos independientes.

3.3 Expresion de isoformas de ERay ERB en MCF-7 y BT-474

La expresion de mRNA del ERP fue analizada por qRT-PCR y de esta manera corroborar si efectivamente
no se expresa la proteina o si la ausencia de la banda esperada se debe al anticuerpo. Primero fue
necesario realizar un PCR punto final para corroborar si los oligonucleétidos disefiados amplificaban

correctamente.
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Se probaron los siguientes oligonucledtidos para ERa en la linea celular MCF-7: primero, ERaA3 el cual
amplifica la isoforma wild type de ERa y la isoforma A3. Después, ERaA5 el cual amplifica la isoforma wild
type y la isoforma A5. En el caso del ERPB, se probaron los siguientes oligonucledtidos: ERBI, que amplifica

la isoforma Erfl; y ERBII, que amplifica las isoformas ERB2 y ER[5.

En la linea celular BT-474 se probaron los siguientes oligonucledtidos para el ERa: ERaA5, que amplifica
la isoforma wild type y la isoforma A5; para ERP los oligonucleétidos: ERBI que amplifica la isoforma

ERBI.

En la linea celular MCF-7 se detecté la expresion de las siguientes isoformas: ERaA3 con un peso
esperado de 281 pb; ERaA5 con un peso esperado de 466 pb; ERBI con un peso esperado de 268 pb y
ERPII con un peso esperado de 214 pb (Fig. 7 y 8).

En la linea celular BT-474 se detectd la expresion de las siguientes isoformas ERaA5 y ERBI en los pesos

esperados (Fig. 7).

MCF-7 BT-474

ERaA5 ERPlI RPL32 ERaA5 ERBI RPL32

=
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Figura 7. Expresion de isoformas de ERa y ERP. Se corrid un gel de agarosa al 2 % a 100 V por 45 min. Tanto en la linea celular
MCF-7 como en BT-474 se detecta la expresion de ERaAS5 y ERBI. Como control se utilizé el gen RPL32 el cual amplifica en 219
pb.
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MCF-7

ERaA3 ERBIl RPL32

Figura 8. Expresion de isoformas de ERa y ERB. Se corrié un gel de agarosa al 2 % a 100 V por 45 min. En la linea celular MCF-7
se detecta la expresion de ERaA3 y ERBII. Como control se utilizé el gen RPL32 el cual amplifica en 219 pb.

3.4 Expresion de mRNA de ERa y ERB en MCF-7 y BT-474

Primero, se hizo una prueba de amplificacién con las mismas condiciones que el PCR punto final con los
pares de oligonucledtidos ERaA5 y ERBI para ambas lineas celulares. En donde si se obtuvo expresién de

MRNA, pero su CT donde comienza la amplificacién fue de 37. Lo cual indica que es muy poco el mRNA.

Con el objetivo de reducir el CT y estandarizar el protocolo se decidié hacer una segunda prueba, esta
vez con las condiciones mencionadas en la seccién 2.8 en la linea MCF-7. En esta segunda prueba se
detecté el mRNA de ERaA5 en MCF-7 con un CT de 28, lo cual indica mayor cantidad de mRNA sin

embargo, no se detectd el mRNA para ERBI.

Se realizé una tercera prueba con las condiciones de la seccidn 2.8 con la finalidad de seleccionar
aquellas muestras con un CT menor a 28. En la linea celularMCF-7 se probaron el par de oligonucledtidos
ERaA3 y ERBIl, para BT-474 se probaron los oligonucleétidos ERaA3, ERBI y ERBIl. Todos los
oligonucledtidos presentaron amplificacion de mRNA con excepcion de ERBIL. Por lo tanto, se
compararon los resultados obtenidos de las pruebas y se seleccioné el set de oligonucledtidos ERaA5 con

un CT menor al de ERaA3 y ERBII el cual amplificd en ambas lineas.
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Tanto en MCF-7 como en BT-474 se demostrd que si se expresa el mRNA de ERa. La expresién de mRNA

en ambas lineas es muy similar (Fig.9a). Para linea celular MCF-7 presenté un CT de 30y en BT-474 un CT

de 28 (Fig. 9b).

También se demostrd la expresion de mRNA de ERPB en la linea celular MCF-7 y en BT-474. En la figura
10a se muestra que presenta mayor expresion de ERB en MCF-7 que en BT-474. Se presentd un CT de 32

para MCF-7 y un CT de 34 para BT-474 (Fig. 10b).

15 1 Expresion de mRNA de ERa

Expresion relativa de ERa / RPL32

MCF-7 BT-474

Figura 9a. Expresion relativa de mRNA de ERa. Al gen constitutivo RPL32 se utilizdé como gen de referencia para realizar la
expresion relativa. Las barras de error indican la desviacion estandar.
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Curva de amplificaciéon de ERaA5
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Fig 9b. Curva de amplificacion de ERa. El ARn indica el cambio de intensidad de fluorescencia del producto amplificado en base
al nimero de ciclos. Las lineas azul marino indican que MCF-7 presenta un CT de 30y las lineas azul claro indican que BT-474
presenta un CT de 28.
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Figura 10a. Expresion relativa de mRNA de ERB. Al gen constitutivo RPL32 se utiliz6 como gen de referencia para realizar la
expresion relativa. Las barras de error indican la desviacién estandar.
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Curva de amplificacion de ERpII
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Fig 10b. Curva de amplificacion de ERB. El Rn indica la intensidad de fluorescencia del producto amplificado en base al nimero
de ciclos. Las lineas amarillas indican que MCF-7 presenta un CT de 32 y las lineas rojas indican que BT-474 presenta un CT de
34.

3.5 Modelo de translocacion mitocondrial para los mtERs

De manera complementaria que se realizaron los experimentos propuestos para cumplir los objetivos de

este trabajo se investigd como se translocan los ERs a la mitocondria.

Hasta el momento se desconoce cual es el mecanismo de translocacién de los ERs a la mitocondria, ya
gue no presentan sefiales de importacién que los dirija a este organelo mediante el mecanismo clasico y

se ha demostrado que se localizan en la matriz mitocondrial (Chen et al., 2004).

Por lo anterior, se decidi6 investigar la posibilidad de que la importacidn sea a través de las proteinas de

choque térmico. Se ha demostrado que la proteina citoplasmatica HSP27 es necesaria para que ERa se
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transloque a la membrana celular (Razandi et al., 2010). Lo cual indica que es posible que la asociacién
de los mtERs a proteinas citoplasmaticas como HSP70 les confiera la capacidad de translocarse a la

mitocondria.

Para esto, se disefiaron dos experimentos independientes de ColP en donde se inmunoprecipité ERa en
la linea celular MCF-7, se realiz6 un Westen blot contra ERa como control positivo de la
coinmuprecipitacién el cual se muestra en el panel superior de la figura 11. Después se realizd un
Western blot contra HSP70, que se muestra en el segundo panel de la figura 11, el cual indicd si existe o

no el complejo ERa-HSP70.

En el segundo panel de la figura 11, se muestra que si existe interacciéon entre de ERa y HSP70 en la
fraccién mitocondrial, lo cual sugiere que es posible que la HSP70 esté involucrada en la importacién de

ERa a la mitocondria. Sin embargo, se requieren mas experimentos para corroborar este resultado.

IP: ERa
MCF7 MCF7 MCF7 FM FM FM FC FC FC
input IP NOIP input IP NO IP input IP NO IP

- kD
ERa - - 66 kDa

HSP70  aney —— 70 kDa

Figura 11. Interacciéon de ERa-HSP70 en MCF-7. MCF-7 input: control de expresion de proteina total. MCF-7 IP: control positivo
de inmunoprecipitacion de proteina total. MCF-7 NO IP: control negativo de inmunoprecipitacién de proteina total. FM input:
control de expresion de proteina mitocondrial. FM IP: control positivo de inmunoprecipitacion de proteina mitocondrial. FM NO
IP: control negativo de inmunoprecipitacion de proteina mitocondrial. FC input: control de expresién de proteina citosélica. FC
IP: control positivo de inmunoprecipitacién de proteina citosdlica. FC NO IP: control negativo de inmunoprecipitacion de
proteina citosdlica. Primer panel, Western blot contra ERa (control positivo de ColP). Segundo panel, Western blot contra HSP70
donde se muestra la interaccién entre ERa y HSP70). La figura representa los resultados de dos experimentos independientes.
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Capitulo 4. Discusion

El presente es el primer trabajo en el que se encuentra la interaccion entre ERa y la ATP sintasa. Esta
interaccion se detectd en la fraccion mitocondrial de células MCF-7 (Fig. 5, segundo panel, a) y esto
comprueba la hipdtesis del trabajo. Previamente, se demostré que los mtERs interactian con diversas
proteinas mitocondriales en distintos tejidos y tipos celulares sensibles al estradiol, como cerebro de rata

(Alvarez-Delgado et al., 2010) e incluso pueden modular su actividad (Zhou et al., 2012a).

Sin embargo, estas interacciones adn no se habian estudiado en una linea celular de céancer
hormonodependiente. El hecho de estudiar y demostrar la interaccion ERa-ATP sintasa en MCF-7 es
fundamental ya que representa un nuevo nivel de regulacién estrogénica en la mitocondria. La presencia
de esta interaccion es relevante ya que podria representar un blanco terapéutico para el tratamiento de
cancer dependiente de hormonas. Si la interaccion modificara la actividad de la enzima, podria utilizarse
como un nuevo blanco molecular ya que la actividad de la ATP sintasa esta relacionada con la adaptacién
metabdlica del cdncer a su ambiente hostil. En este contexto, una posibilidad seria el disefio de una
terapia selectiva que modificara la actividad de la ATP sintasa a través de antiestrégenos dirigidos

directamente a los mtER sin afectar la funcién de los ER nucleares y citoplasmaticos.

Con respecto a lo anterior, ya existen estudios previos que demuestran la modificacién de la actividad de
la ATP sintasa utilizando estrégenos. Uno de estos estudios es el de Zheng y Ramirez que demuestran
como el E2 inhibe la actividad de la ATP sintasa mediante la unién a OSCP, pero aun se desconoce si esta
union es mediante mtERs (Zheng & Ramirez, 1999). El estudio del efecto sobre la ATP sintasa es
importante dado que esta enzima es la fuente principal de energia de la célula. Por lo tanto, es necesario
realizar nuevos experimentos para conocer si la interaccién participa en la regulacion de la actividad de

la ATP sintasa a la baja o a la alta.

En este trabajo, también se observo la interaccion de ERa-ATP sintasa en la fraccidon citosélica (Fig.5,
segundo panel, b), lo cual es evidencia relevante de la localizacidon de la ATP sintasa en otros sitios
subcelulares ademds de la membrana interna mitocondrial. Recientemente, se ha reportado la existencia
de ATP sintasa ectdpica, la cual se localiza en la membrana celular. La ATP sintasa ectdpica participa en
diferentes procesos, desde mediar el pH intracelular, la respuesta celular a agentes antiangiogénicos y la
homeostasis del colesterol (Chi & Pizzo, 2006). Tomando en cuenta lo anterior, la existencia de ATP
sintasa ectdpica explica en parte la localizacion de la interaccién ERa-ATP sintasa en la fraccidn citosélica.

Es posible que durante el primer paso del fraccionamiento subcelular, en el que se permeabiliza la
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membrana, la ATP sintasa ectdpica se haya solubilizado y, de esta forma, se logre detectar en la fraccién

citosolica.

En cuanto a la expresion de los ER, se ha demostrado que la expresidn de ERa disminuye conforme
aumenta la invasividad de las células cancerosas (Thomas & Gustafsson, 2011). La invasividad de la linea
celular puede influir en la expresién de los ERs, disminuyendo la expresion de los ERs y por lo tanto las
probabilidades de interaccion. Al haber menos proteina hay menos probabilidad que los ERs presentes

interactuen con la ATP sintasa

En este estudio no se detecté la interaccién entre ERa- ATP sintasa en la linea celular BT-474 (Fig. 6,
segundo panel). Dado que si se detectd ERa por Western blot en el inmunoprecipitado, es improbable
que la ausencia de deteccidn se deba a un error técnico. Esta linea celular, en comparacidon con MCF-7,
se caracteriza por ser invasiva, lo cual puede haber influido en la ausencia de la interaccidn. Es probable
qgue haya menor expresién de ERa debido a su grado de invasividad y por lo tanto no se haya logrado

detectar la interaccion de ERa-ATP sintasa (Fig.6, segundo panel).

En relacién con lo anterior, se ha demostrado que la expresion de la subunidad beta de la ATP sintasa
disminuye en distintos tipos de cédncer, entre ellos el cdncer de mama, lo cual es una caracteristica de la
progresion del cancer (Cuezva et al., 2002; Isidoro et al., 2004). Esto sugiere que la ausencia de
interaccion entre ERa-ATP sintasa en BT-474 pueda ser resultado de la disminucidn en la expresién de
ATP sintasa debido al grado de invasividad de la linea celular. Al igual que la expresion de los ERs, al

haber menos expresion de ATP sintasa, hay menos probabilidad de interaccién (Fig. 6, segundo panel).

En cuanto al ERB, no se logré comprobar si existe interaccidon con ATP sintasa en ninguna de las lineas
celulares. A pesar de repetir el experimento, no se detectd la expresién de ERP. Es posible que este
resultado esté relacionado al anticuerpo utilizado. Una forma de confirmar esto implica realizar nuevos

experimentos cambiando el anticuerpo por el de otro fabricante.

También se decidié analizar la expresion del mRNA de los ER para dar una posible explicacion a la
ausencia de deteccién de la proteina de ERP. Para esto, se realizaron experimentos de ¢RT-PCR.
Mediante el analisis de expresion de mRNA mediante gRT-PCR se comprobd que si se expresa ERP a nivel
de mensajero, pero posiblemente el anticuerpo no fue capaz de detectar la proteina. En estos analisis de
expresion de mRNA, se demostro la expresion de mRNA de ERP en la linea celular MCF-7 y en BT-474. En
la figura 10a, se muestra la mayor expresién de ERB en MCF-7 comparada con BT-474. Este resultado
puede deberse a que la linea celular BT-474, al ser una linea celular invasiva en comparacion con MCF-7,

presenta menor expresion de ERP. La pérdida de expresion de ERB conforme aumenta la progresién del
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cancer ha sido registrado como un posible acontecimiento que conduce al desarrollo de cancer de mama

(Zzhao, 2008).

De la misma manera, se demostré la expresién de mRNA de ERa en ambas lineas celulares. En contraste
con el resultado de ERPB, la expresion de mRNA de ERa en ambas lineas es muy similar (Fig. 9a). Las
diferencias de expresion del mRNA de ERP en ambas lineas celulares reflejan la distribucién diferencial

reportada anteriormente para estos receptores (Fig. 10a; Tong et al., 2002)).

Con respecto al resultado anterior, Leung y colaboradores evaluaron la expresion de isoformas de ERP en
diversos tejidos y lineas celulares de cancer, incluyendo MCF-7 mediante qRT-PCR y demostraron una
gran variacion en la expresion entre tejidos y lineas celulares (Leung et al., 2006). Nuestros resultados
del andlisis de mRNA estan de acuerdo con lo reportado por Leung, en el sentido de que se demuestra
como cada linea celular tiene un patrdn especifico de expresién de isoformas de los ER, lo cual hace mas

complejo el entendimiento de la accién de los ERs.

Con respecto a la deteccidn de isoformas de los ER, se realizé el andlisis de expresién de isoformas de
ERB en el cual se detectd la expresion de la isoforma ERB1 en la linea celular MCF-7 y en BT-474, asi
como la expresion de la isoforma ERB2 en la linea celular MCF-7. A su vez, se detectd la isoforma ERaA5
en ambas lineas celulares y la isoforma ERaA3 en MCF-7. Indiscutiblemente es necesario realizar un
estudio completo de la expresién de las diferentes isoformas de ERa y ERB en ambas lineas celulares

para tener una mejor comprension de cudles son las isoformas predominantes.

En este estudio se demostré que tanto ERa como ERP se localizan en la mitocondria, lo cual confirmd lo
reportado por varios grupos de investigadores (Chen et al., 2004; Yang et al., 2004; Alvarez-Delgado et
al., 2010). La localizacion mitocondrial de los mtERs explica una de las nuevas funciones demostradas de
los ERs que es la regulacidn de los efectos estrogénicos sobre la funcién mitocondrial, lo cual tiene
implicaciones importantes dado que la disfunciéon mitocondrial esta involucrada en muchas
enfermedades como el cancer. Las modificaciones bioenergéticas son un aspecto muy importante que
llevan a la disfuncién mitocondrial debido a que la mitocondria estad implicado en el metabolismo de
rutas generadoras de energia y es el principal productor de ATP de la célula. Se conoce que las células
cancerosas difieren de las células normales en que necesitan una gran cantidad de energia para
sobrevivir y para su crecimiento. En las células cancerosas predomina la glucdlisis en contraste con las
células normales que prevalece la fosforilacién oxidativa para la produccién de energia (Chen et al.,

2008).
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Una de las primeras evidencias moleculares de una alteracion general en la funcidon bioenergética
mitocondrial la demostraron Cuezva y colaboradores, quienes indicaron la disminucidn de la expresion
de la ATP sintasa en carcinomas humanos. Especificamente, se demostré que en hepatocarcinomas
humanos hay una disminucion de la expresién de la B-F1-ATPasa, componente esencial de la holoenzima
ATP sintasa; asi como de la HSP60, una chaperona de la mitocondria. A su vez, se demostrd que en
carcinoma de rindn y de colon hay una disminucidn de la expresion de la B-F1-ATPasa correlacionado con
un aumento en la expresion de GAPDH. En conjunto, estas observaciones sobre la disminucion de la
fosforilacién oxidativa y el aumento de la glucdlisis, sugieren un posible biomarcador predictivo de
cancer (Cuezva et al., 2002). Evidentemente para demostrar si existe una desregulacidon bioenergética
asociados al cancer, es necesario realizar una comparacion en la expresion de ATP sintasa y GAPDH entre
células normales y células cancerosas, lo cual no se puede demostrar con los resultados del presente

trabajo.

En el presente estudio se detectd la proteina ATP sintasa en ambas lineas celulares, como se esperaba.
Sin embargo, sélo se detecté la interacciéon con ERa en la linea MCF-7. Esto puede deberse a que, como
se menciond, BT-474 expresa menos ERa debido al grado de invasividad de la linea lo cual pudo haber
afectado la interaccidon (Thomas & Gustafsson, 2011).En la linea celular MCF-7 no se detecto interaccion
entre la proteina GAPDH y el ERa. (Fig.5, tercer panel, e), como se esperaba para una proteina citosélica
con escasas probabilidades de interactuar con una proteina mitocondrial. Sin embargo, si se detectd
GAPDH en la fraccidn mitocondrial total. GAPDH es una proteina principalmente citosdlica, sin embargo,
se le ha detectado en la membrana externa de la mitocondria participando en procesos de apoptosis,
como la permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial, que es un paso crucial en la via
intrinseca de la apoptosis (Tarze et al., 2007). De esta manera, los datos obtenidos sobre la localizacion
mitocondrial de GAPDH podrian deberse a que algunas de las células estan en un proceso natural de

apoptosis en cultivo.

En la linea celular BT-474, se detectd la expresiéon de GAPDH en la fraccidn citosdlica y este resultado
coincide con lo esperado (Fig.6, tercer panel, c). Al igual que en la linea MCF-7, se detecté una banda de

menor intensidad en la fraccion mitocondrial (Fig. 5, tercer panel, d).

Otro aspecto importante a investigar es el mecanismo de translocacién de los ERs a la mitocondria. Se
conoce que la mayoria de las proteinas mitocondriales presentan sefales de localizacion mitocondrial o
secuencias internas que las dirigen a la mitocondria donde son reconocidas por la translocasa de la
membrana externa mitocondrial (TOM). Sin embargo, el 30% de las proteinas mitocondriales no

presentan sefiales ni pre secuencias que la dirijan a la mitocondria (Diekert et al., 1999). En relacion con
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lo anterior, se ha reportado que existen proteinas que se importan por medio de las proteinas de choque
térmico HSP70/90 mediante la interaccion con TOM70/90 (Li et al., 2009). Una evidencia mas a la posible
importacién de los ERs a la mitocondria mediante las proteinas de choque térmico se observé en un
estudio donde se comprobd que la HSP27 es necesaria para que ERa se translogque a la membrana

celular (Razandi et al., 2010).

Es probable que la asociacién de los ERs a las proteinas de choque térmico (HSP70/90) les confiera la
capacidad de translocarse a la mitocondria. En distintos estudios han reportado posible modelos de
importaciéon donde HSP70/90 son necesarias para la importacion de proteinas mitocondriales que
carecen de pre secuencias o sefiales de localizacién mitocondrial (Simpkins et al., 2008; Alvarez Delgado,

2011).

Con base en estos antecedentes, en el presente trabajo se realizaron experimentos preliminares para
comenzar a investigar si la proteina de choque térmico HSP70 estaba involucrada en la importacién de
ERs a la mitocondria. Se demostré que si existe una interaccidon entre ERa y HSP70 en la fracciéon
mitocondrial de la linea celular MCF-7 (Fig.11, segundo panel). Este resultado sugiere que HSP70 podria

participar en el mecanismo de importacién de ERa a la mitocondria.

En este trabajo se encontré que existe una interaccidon entre ERa y la ATP sintasa en MCF-7. Este
resultado aporta informacidn sobre otro nivel de regulacion estrogénica en células de cancer sensibles a
E2. Sin embargo, aln es necesario investigar la funcion de esta interaccion y determinar tanto la funcién
de los mtERs como el mecanismo de translocacién de los ERs a la mitocondria para poder disefiar una

terapia selectiva dirigida a la interacciéon ER-ATP sintasa.
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Capitulo 5. Conclusiones

Se encontrd por primera vez que mtERa interactia con la ATP sintasa en células MCF-7, pero no en
células BT-474. Este resultado es de gran importancia ya que es un posible blanco terapéutico para el
tratamiento de cédncer sensible a hormonas.

Se comprobd la expresién de mRNA de ERa y ERP3 en MCF-7 y BT-474. El nivel de expresion de mRNA de
ERB fue mayor en MCF-7 que en BT-474 probablemente debido al grado de invasividad de esta linea
celular. El nivel de expresion de ERa fue similar en ambas lineas celulares.

Perspectivas

1. Estudiar cual es la funcién de ATP sintasa en la interaccidon con ERa en la linea celular MCF-7.
2. Evaluar la presencia del complejo ATP sintasa-ERP en MCF-7 y BT-474.
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