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Efectos de los Estrógenos, la Genisteína y la Leptina sobre el Estrés 
Oxidativo en el Cáncer de Mama. Importancia de la UCP2 
Tesis doctoral, Mercedes Nadal Serrano, 
Departament de Biologia Fonamental i Ciències de la Salut, Institut Universitari 
d'Investigació en Ciències de la Salut, Universitat de les Illes Balears, Palma, España. 

Resumen 

El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la producción de radicales libres y los 
sistemas antioxidantes encargados de su neutralización. El resultado de este desequilibrio es la 
acumulación de daños en diversas estructuras celulares incluyendo el DNA. El cáncer se 
acompaña de un mayor estrés oxidativo a nivel celular, por este motivo, muchos de los 
tratamientos terapéuticos van dirigidos a aumentar los niveles citotóxicos de ROS, 
conduciendo a la célula tumoral a la apoptosis. Sin embargo, durante la tumorigénesis las 
células van adquiriendo una serie de características que permiten mantener la homeostasis de 
los ROS y desarrollar resistencia a los tratamientos antineoplásicos. 

El cáncer de mama es un tipo de neoplasia en la que el factor endocrino juega un papel 
relevante tanto en la etiología como en la evolución de la enfermedad. En esta tesis nos 
planteamos como objetivo estudiar los efectos del 17β-estradiol (E2), la genisteína y la leptina, 
como factores hormonales, sobre la modulación del estrés oxidativo en la carcinogénesis de 
mama. E2 es uno de los principales factores de riesgo en la iniciación y progresión de la 
enfermedad; la genisteína es uno de los fitoestrógenos de mayor actividad estrogénica y, por 
su parte, la leptina también ha mostrado efectos potenciadores sobre el cáncer de mama, 
considerándose a nivel epidemiológico como un posible enlace entre obesidad y cáncer. Para 
alcanzar estos objetivos se estudió: i) el efecto dual de E2 y genisteína sobre el estrés oxidativo 
en función de la dotación de ERα y ERβ en líneas celulares de cáncer de mama (MCF-7 y T47D), 
y el estrés oxidativo en muestras de carcinomas ductales infiltrantes en función de la ratio de 
receptores estrogénicos; ii) la influencia de la leptina crónica sobre el estrés oxidativo y su 
respuesta al fármaco antineoplásico cisplatino en la línea celular MCF-7; y iii) la importancia de 
la UCP2 en la regulación del estrés oxidativo endógeno e inducido en las células MCF-7, así 
como, en líneas celulares de cáncer de páncreas con p53 mutado. 

Los resultados indican que E2 induce estrés oxidativo de forma dependiente de la 
dotación de ERα/ERβ. Así, el aumento del estrés oxidativo, debido en parte a un descenso de 
los sistemas antioxidantes, está mediado por ERα. En cambio, la activación de ERβ por la 
genisteína implica un menor estrés oxidativo y una mejor función mitocondrial, promovido por 
una respuesta antioxidante. En consonancia con el estudio , los carcinomas mamarios 
con una menor ratio ERα/ERβ también mostraron una mayor respuesta detoxificante, 
favoreciendo la supervivencia celular. Por su parte, la leptina parece disminuir el nivel de 
estrés oxidativo basal, lo que podría jugar un papel en la adquisición de resistencia a los 
tratamientos anticancerígenos. El desacoplamiento mitocondrial mediado por UCP2 protege a 
la célula cancerosa del daño oxidativo, lo que posiblemente podría conferir citoprotección a 
través de la adquisición de quimioresistencia. En células de cáncer de páncreas, p53 mutado 
induce la producción de ROS debido a una disminución de UCP2, contribuyendo al crecimiento 
celular. En conclusión, los resultados de la presente tesis sugieren que tanto ERβ como UCP2 
podrían ser biomarcadores interesantes para conseguir una mejor caracterización del tumor 
en relación a su nivel de estrés oxidativo y la posible respuesta al tratamiento. 
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Efectes dels Estrògens, la Genisteïna i la Leptina sobre l'Estrès Oxidatiu 
en el Càncer de Mama. Importància de la UCP2 
Tesi doctoral, Mercedes Nadal Serrano, 
Departament de Biologia Fonamental i Ciències de la Salut, Institut Universitari 
d'Investigació en Ciències de la Salut, Universitat de les Illes Balears, Palma, Espanya. 

Resum 

L'estrès oxidatiu és un desequilibri entre la producció de radicals lliures i els sistemes 
antioxidants encarregats de la seva neutralització. El resultat d'aquest desequilibri és 
l'acumulació de danys a diverses estructures cel·lulars incloent el DNA. El càncer va 
acompanyat d'un major estrès oxidatiu a nivell cel·lular, per aquest motiu, molts dels 
tractaments terapèutics van dirigits a augmentar els nivells citotòxics de ROS, conduint a la 
cèl·lula tumoral a la apoptosi. No obstant això, durant la tumorigènesi les cèl·lules van 
adquirint una sèrie de característiques que permeten mantenir l'homeòstasi dels ROS i 
desenvolupar resistència als tractaments antineoplàstics.  

El càncer de mama és un tipus de neoplàsia en la qual el factor endocrí juga un paper 
rellevant tant en la etiologia como en l'evolució de la malaltia. En aquesta tesi ens vàrem 
plantejar com a objectius estudiar els efectes del 17β-estradiol (E2), la genisteïna i la leptina, 
com a factors hormonals, sobre la modulació de l'estrès oxidatiu en la carcinogènesi de mama. 
E2 és un dels principals factors de risc en la iniciació i progressió de la malaltia, la genisteïna és 
un dels fitoestrògens de major activitat estrogènica i, per la seva part, la leptina també ha 
mostrat efectes potenciadors sobre el càncer de mama, considerant-se a nivell epidemiològic 
un possible enllaç entre obesitat i càncer. Per a assolir aquests objectius es va estudiar: i) 
l'efecte dual de E2 i genisteïna sobre l'estrès oxidatiu en funció de la dotació de ERα i ERβ en 
línies cel·lulars de càncer de mama (MCF-7 i T47D), i l'estrès oxidatiu a mostres de carcinomes 
ductals infiltrants en funció de la ràtio de receptors estrogènics; ii) la influència de la leptina 
crònica sobre l'estrès oxidatiu i la seva resposta al fàrmac antineoplàstic cisplatí en la línea 
cel·lular MCF-7; i iii) la importància de la UCP2 en la regulació de l'estrès oxidatiu endogen i 
induït en les cèl·lules MCF-7, així como, en línies cel·lulars de càncer de pàncrees amb p53 
mutat. 

Els resultats indiquen que E2 indueix estrès oxidatiu de forma depenent de la dotació de 
ERα/ERβ. Així, l'augment de l'estrès oxidatiu, causat en part per un descens dels sistemes 
antioxidants, està mediat per ERα. En canvi, l'activació de ERβ per la genisteïna implica un 
menor estrès oxidatiu i una millor funció mitocondrial, promogut per una resposta antioxidant. 
En consonància amb l'estudi , els carcinomes mamaris amb una menor ràtio ERα/ERβ 
també varen mostrar una major resposta detoxificant, afavorint la supervivència cel·lular. Per 
la seva part, la leptina sembla disminuir el nivell d'estrès oxidatiu basal, la qual cosa podria 
jugar un paper en l'adquisició de resistència als tractaments anticancerígens. El desacoblament 
mitocondrial mediat per UCP2 protegeix a la cèl·lula cancerosa del dany oxidatiu, fet que 
possiblement podria conferir citoprotecció a través de l'adquisició de quimioresistència. En 
cèl·lules de càncer de pàncrees, p53 mutat indueix la producció de ROS a causa d'una 
disminució de UCP2, contribuint al creixement cel·lular. En conclusió, els resultats de la 
present tesi suggereixen que tant ERβ com UCP2 podrien ser biomarcadors interessants per a 
aconseguir una millor caracterització del tumor en relació al seu nivell d'estrès oxidatiu i la 
possible resposta al tractament. 
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The effects of estrogens, genistein and leptin on oxidative stress in 
breast cancer. The significance of UCP2 
Doctoral Thesis, Mercedes Nadal Serrano, 
Department of Fundamental Biology and Health Sciences, University of Balearic 
Islands, Palma, Spain. 

Abstract 

Oxidative stress is an imbalance between free radical production and the antioxidant 
systems responsible for counteracting them. The result of this imbalance is accumulation of 
damage in several cellular structures, including DNA. Cancer is associated with increased 
oxidative stress, therefore, many therapeutic treatments are targeted to raise cytotoxic ROS 
levels, which would lead to tumor cell apoptosis. However, during tumorigenesis, cells acquire 
several features that maintain ROS homeostasis and develop resistance to anticancer 
treatments. 

Breast cancer is a type of neoplasia in which the endocrine factor plays an important 
role in etiology and disease progress. In the preset thesis we set out to study the effects of 
hormonal factors: 17β-estradiol (E2), genistein and leptin, on oxidative stress modulation in 
breast carcinogenesis. E2 is one of the main risk factors for breast cancer initiation and 
progression; genistein is one of the phytoestrogens with greater estrogenic activity and, while, 
leptin has also shown enhancing effects on breast cancer, epidemiologically it is also 
considered to be a possible link between obesity and cancer. The aim of this work was to 
study: i) the dual effect of E2 and genistein on oxidative stress depending on the ERα and ERβ 
ratio in breast cancer cell lines (MCF-7 and T47D), and oxidative stress in invasive ductal 
carcinoma samples depending on estrogen receptor ratio; ii) the influence of chronic leptin on 
oxidative stress and response to anticancer drug cisplatin in MCF-7 cell line; iii) the significance 
of UCP2 in the regulation of endogenous and induced oxidative stress in MCF-7 cells as well as 
in mutant p53 pancreatic cancer cell lines. 

Results indicate that E2 induces oxidative stress in a ERα/ERβ ratio-dependent manner. 
Thus, the increase in oxidative stress, due to in part to a decrease in antioxidant systems, is 
mediated by ERα. In contrast, ERβ activation by genistein involves a lower oxidative stress and 
better mitochondrial function, which is promoted by an antioxidant response. In agreement 
with the  study, breast tumors with a lower ERα/ERβ ratio showed a higher detoxifying 
response, which also improved cellular survival. In turn, leptin appears to decrease the basal 
level of oxidative stress, which could play a role in the acquisition of resistance to anticancer 
treatments. UCP2-mediated mitochondrial uncoupling protects the cancer cell from oxidative 
damage, which may possibly confer cytoprotection through chemoresistance acquisition. In 
pancreatic cancer cells, p53 mutant induces ROS production due to a decrease in UCP2, 
contributing to cell growth. In conclusion, the results of this thesis suggest that both ERβ and 
UCP2 may be interesting biomarkers for a better characterization of the tumor in relation to its 
level of oxidative stress and possible treatment response. 
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Durante la tumorigénesis, la célula debe adquirir secuencialmente determinadas 

características  para  convertirse  en  cancerosa.  Debe  desarrollar  la  capacidad  de 

estimular su propio crecimiento, escapar de  las señales de  los supresores  tumorales, 

resistir  a  los  mecanismos  de  muerte  celular,  permitir  la  inmortalidad  replicativa, 

inducir  la angiogénesis y, por último, activar  la metástasis celular1. Recientes avances 

en  el  conocimiento  de  la  biología  del  cáncer  han  puesto  al  descubierto  dos  nuevas 

propiedades de  la célula tumoral,  la capacidad de evadirse el sistema  inmune y  la de 

reprogramar el metabolismo energético2. Respecto a esta última  característica, Otto 

Warburg  ya  describió  en  1926  la  dependencia  de  la  célula  cancerosa  de  la  vía 

glucolítica para la generación de ATP3. Sin embargo, existe un cierto debate sobre ésta 

alteración  del  metabolismo  energético,  ya  que  las  mitocondrias,  orgánulos 

responsables de generar más del 90% de los requerimientos energéticos de las células 

normales, tienen un papel central en  la transformación de  la célula hacía un fenotipo 

canceroso4,5. Considerando que la mayoría de las células tumorales son resistentes a la 

apoptosis,  no  es  de  extrañar  que  las  mitocondrias  de  la  células  cancerosas  sean 

distintas a las de las células normales6, sugiriendo que la regulación de la funcionalidad 

mitocondrial es clave tanto en la iniciación como en el desarrollo del cáncer. 

 

1.1. Epidemiología y etiología del cáncer de mama 

El cáncer de mama es una de las enfermedades con mayor incidencia dentro de 

la población femenina de los países desarrollados, siendo la segunda causa de muerte 

por cáncer en mujeres, por detrás del cáncer de pulmón. El último estudio publicado 

por  la  Agencia  Internacional  para  la  Investigación  del  Cáncer  (IARC‐  International 

Agency for Research on Cancer) señala que sólo en un año, el 2012, hubo 14,1 millones 

de nuevos casos de cáncer en el mundo, y que 1,7 millones de mujeres a nivel mundial 

fueron diagnosticadas  con  cáncer de mama. Estos datos  implican que, desde el año 

2008, la incidencia de cáncer de mama ha aumentado en más del 20%, mientras que la 

mortalidad  lo ha hecho en un 14%. En  la actualidad uno de cada cuatro cánceres en 

mujeres corresponde a cáncer de mama. 
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En general,  la  tendencia mundial muestra que en  los países en desarrollo que 

pasan por cambios social‐económicos rápidos, el cambio hacia estilos de vida propios a 

los de los países industrializados conduce a una carga creciente de cánceres asociados 

con factores de riesgo reproductivos, dietéticos y hormonales.  

Los  estudios  epidemiológicos  muestran  que  los  estrógenos  son  uno  de  los 

principales  factores  de  riesgo  en  la  iniciación  y  progresión  del  cáncer  de  mama7,8 

porque estimulan el crecimiento de  las células epiteliales del  tejido mamario, y esta 

proliferación  incrementa  la susceptibilidad a  la adquisición de mutaciones en el DNA 

durante  la replicación. Además, numerosos estudios establecen una relación entre el 

cáncer  de  mama  inducido  por  estrógenos  y  el  estrés  oxidativo9,10.  Los  estrógenos 

producen metabolitos genotóxicos que pueden  formar aductos en el DNA, así  como 

generar radicales  libres de oxígeno  (ROS‐ Reactive Oxygen Species) a  través de ciclos 

redox11.  La  relación entre  las hormonas  y el desarrollo del  cáncer de mama ha  sido 

reconocida  desde  hace  más  de  un  siglo.  En  1896,  George  Beatson  y  colaboradores 

describieron que la extirpación de los ovarios en mujeres premenopáusicas con cáncer 

de mama avanzado provocaba una importante disminución en el tamaño del tumor y 

una mejora de la prognosis12. 

Algunos  factores  reproductivos  modifican  los  niveles  de  estrógenos,  lo  que 

podría explicar  la relación entre dichos  factores y el riesgo de cáncer de mama13. Así 

pues,  la  menarquía  temprana,  la  menopausia  tardía,  un  bajo  o  nulo  número  de 

embarazados,  o  una  edad  avanzada  durante  el  primer  embarazo  son  situaciones 

asociadas directamente con unos mayores niveles de estrógenos y, por tanto, con un 

mayor riesgo de padecer cáncer de mama7,13. Por otra parte, la IARC estima que el 25% 

de todos  los cánceres están asociados con el sobrepeso y  la obesidad14, y que existe 

una  linealidad  de  la  incidencia  de  cáncer  con  el  incremento  del  índice  de  masa 

corporal.  Después  de  la  menopausia  el  tejido  adiposo  es  la  principal  fuente  de 

estrógenos15 así pues, existe un riesgo  incrementado de desarrollar cáncer de mama 

en  una  mujer  obesa  postmenopáusica  debido  en  parte  a  los  elevados  niveles  de 

estrógenos  circulantes16.  Durante  muchos  años,  este  riesgo  incrementado  se  ha 

relacionado con la aromatización de los andrógenos en el tejido adiposo, elevando así 
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los  niveles  de  estrógenos17,  pero  estudios  recientes  también  muestran  que  las 

hormonas secretadas por este tejido, las adipoquinas, parecen ser moléculas clave que 

relacionan  obesidad  y  cáncer18,19,  siendo  la  leptina  una  de  las  adipoquinas  más 

importantes20.  

La historia familiar, es otro de los factores que se asocia con el riesgo de cáncer 

de mama. Las mujeres con un familiar de primer orden con cáncer de mama presentan 

alrededor del doble de riesgo de desarrollar  la enfermedad. Sin embargo, el riesgo es 

mucho menor cuando sólo un familiar de segundo orden se ve afectado21. Otro factor 

de riesgo es la predisposición genética, habiéndose identificado muchas mutaciones en 

la  línea germinal que predisponen al desarrollo del cáncer de mama: BRCA1, BRCA2, 

P53, PTEN, ATM, NBS1, RAD50, BRIP1, PALB2 y CHECK222. 

 

1.2. Receptores estrogénicos: estructura y mecanismos de acción 

Los  estrógenos  pertenecen  a  la  familia  de  hormonas  esteroideas  las  cuales 

ejercen una gran variedad de efectos sobre el crecimiento, desarrollo y diferenciación 

de diferentes tejidos. La acción reguladora primaria de los estrógenos está restringida 

principalmente  a  los  órganos  reproductivos;  sin  embargo,  pueden  regular  otros 

procesos en tejidos como el hueso, hígado, sistema cardiovascular y cerebro23,24. 

En  las mujeres hay tres tipos de estrógenos naturales,  la estrona (E1), el estriol 

(E3) y el estradiol  (17β‐estradiol o E2), siendo el E2 el estrógeno predominante en  la 

circulación durante  los años  reproductivos de  la mujer y el que presenta una mayor 

actividad estrogénica. 

La acción del E2 está mediada a través de su unión a dos subtipos de receptores 

estrogénicos  (ER).  Gracias  a  los  estudios  dirigidos  por  el  Dr.  Jensen  se  describió  el 

primer ER,  lo que supuso  la apertura de un nuevo campo de acción de  la hormona25. 

Hasta hace unos  años  se pensaba que  todos  los  efectos debidos  a  estrógenos  eran 

mediados por un  solo ER,  sin embargo, en 1996,  fue descubierto un nuevo  receptor 
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que  comparte gran homología  con el ER  conocido, por  lo que  se decidió denominar 

ERβ26 al recientemente descubierto y ERα al previamente conocido. 

1.2.1. Estructura de los receptores estrogénicos 

ERα  y  ERβ  pertenecen  a  la  superfamilia  de  receptores  nucleares  de  tipo  I, 

también  conocidos  como  receptores esteroideos27,28. Ambos  receptores  contienen 6 

dominios  funcionales,  denominados  de  la  letra  A  a  la  F.  La  región  A/B,  la  menos 

conservada, está localizada en la región N‐terminal. Este dominio contiene una función 

de activación de la transcripción genética (Activation Function 1 o AF‐1) y varios sitios 

de  fosforilación  que  son  importantes  en  el  proceso  de  activación  de  la  proteína 

especialmente en los procesos donde el receptor es activado en ausencia de hormona. 

Adyacente se encuentra la región de unión al DNA o dominio C, altamente conservado. 

Este  dominio  contiene  dos  dedos  de  zinc  y  un motivo  corto,  llamado  P‐box,  que  le 

confieren al receptor la capacidad de dimerizar y unirse a una secuencia específica del 

DNA. Entre el domino C y el dominio E/F, se encuentra la región D o región bisagra, la 

cual no ha sido aún bien caracterizada, pero se sabe que participa en  la unión de  la 

chaperona HSP90 al receptor mientras se encuentra en estado inactivo. Finalmente, en 

el  extremo  C‐terminal  se  localiza  la  región  E/F  o  dominio  de  unión  a  ligando.  Esta 

región  a  pesar  de  estar  conservada  entre  los  diferentes  receptores  esteroideos  es 

altamente específica para su hormona27,29 (Figura 1). 

Los genes de ambos  receptores  son codificados por 8 exones y  se  localizan en 

diferentes  cromosomas,  confirmando  que  cada  receptor  es  el  producto  de  genes 

independientes. Hay una gran homología en los dominios de unión al DNA y al ligando, 

96% y 58% respectivamente. Consecuentemente, ambos receptores ERα y ERβ se unen 

de manera muy similar al DNA, pero es la asociación con diferentes cofactores lo que 

modula la transcripción génica30. 
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1.3. Cáncer de mama. Papel de los estrógenos y los fitoestrógenos 

1.3.1. Estrógenos 

Los  estrógenos  juegan  un  papel  central  en  la  fisiología  de  los  procesos 

reproductivos,  especialmente  en  el  desarrollo  de  la  glándula  mamaria  durante  la 

pubertad37,  donde  la  proliferación  celular  es  indispensable  para  su  crecimiento  y 

desarrollo  normal.  Además,  el  epitelio  mamario  de  mujeres  sexualmente  maduras 

sufre ciclos de proliferación / involución regulados hormonalmente de acuerdo al ciclo 

menstrual. La proliferación inducida por los estrógenos incrementa la susceptibilidad a 

la acumulación de mutaciones y, por  tanto, a  la  tumorigénesis38. Por este motivo,  la 

exposición a  los estrógenos a  lo  largo de  la vida es un  factor de  riesgo de cáncer de 

mama.  No  obstante,  recientes  estudios  sugieren  que  la  respuesta  proliferativa 

estimulada por estrógenos está determinada por  la ratio ERα/ERβ39‐41. Los efectos de 

ERα  están  relacionados  con  procesos  proliferativos,  mientras  que  los  de  ERβ  se 

relacionan con procesos antiproliferativos y de diferenciación42,43. Además, estudios in 

vitro indican que cuando ambos receptores forman un heterodímero, el ERβ disminuye 

la sensibilidad de E2 por el ERα, actuando como un regulador fisiológico de los efectos 

proliferativos de ERα40,44. 

Aproximadamente el 60 % de  los  tumores de mama  son clasificados como ER‐

positivos  y  la  mayoría  de  estos  tipos  de  tumores  presentan  ambos  receptores 

estrogénicos. Se ha visto que  la valoración de ERβ  junto con el ERα  tiene una mejor 

prognosis  para  la  respuesta  endocrina  que  el  ERα  solo,  ya  que  ERβ  sensibiliza  las 

células cancerosas a  los efectos de agentes terapéuticos antiestrogénicos45,46. En esta 

línea,  evidencias  clínicas  han  indicado  que  la  pérdida  de  la  expresión  de  ERβ  está 

asociada a una peor prognosis y resistencia a  la  terapia endocrina47‐49. De hecho,  los 

estudios  sugieren  que  la  expresión  de  ERβ  va  disminuyendo  durante  la 

carcinogénesis50, y aunque el mecanismo no está completamente esclarecido, parece 

ser que cambios epigenéticos podrían estar implicados51. No obstante, la presencia de 

ERβ en estadios más avanzados del cáncer también podría implicar una peor evolución 

del  tumor,  debido  a  la  capacidad  de  las  células  cancerosas  a  adaptarse  a  unas 

condiciones de mayor estrés oxidativo. 
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Teniendo en cuenta todo  lo anterior, el mecanismo de acción de  los estrógenos 

podría depender del estatus de receptores estrogénicos. Además, el creciente  interés 

por  entender  la  distinta  acción  biológica  de  los  estrógenos  en  el  cáncer  de  mama, 

podría deberse a la variación entre los niveles de ERα y ERβ52. 

1.3.2. Fitoestrógenos 

Los  fitoestrógenos  son  una  clase  de  compuestos  de  origen  vegetal  que  se 

caracterizan  por  una  estructura  similar  a  la  del  E2,  y  que  clásicamente  han  sido 

definidos  como  posibles  moduladores  selectivos  de  los  receptores  estrogénicos 

(SERMs)53. Sus propiedades beneficiosas para la salud han sido descritas en diferentes 

tipos  de  cáncer,  como  el  de  mama,  próstata  o  colon54‐57;  la  osteoporosis58,59, 

enfermedades  cardiovasculares60,  el  sistema  inmune  y  la  respuesta  inflamatoria,  así 

como en la reproducción y fertilidad57. 

El interés inicial de los fitoestrógenos como potenciales agentes terapéuticos en 

el  cáncer de mama  se  atribuyó  a  la baja  incidencia de  la enfermedad  en  los países 

asiáticos61,62,  donde  los  productos  naturales  que  contienen  soja,  fuente  rica  de 

fitoestrógenos63, son un  importante componente de  la dieta. Se ha propuesto que el 

efecto  protector  podría  estar  relacionado  con  la  exposición  temprana  a  los 

fitoestrógenos64.  Por  otra  parte,  la  posibilidad  de  que  la  soja  pudiera  ejercer  las 

mismas hipotéticas ventajas de  los estrógenos en  la osteoporosis,  las enfermedades 

cardiovasculares o aliviando  los síntomas del climaterio, han  llevado a que  la soja sea 

vista  como  una  posible  alternativa  a  la  convencional  terapia  de  reemplazo 

hormonal65,66. No obstante, existe una creciente preocupación respecto a su papel en 

el  cáncer  de  mama,  debido  a  las  propiedades  estrogénicas  que  presentan,  y  cuyos 

efectos  podrían  ser  perjudiciales  para  pacientes  con  cáncer  de  mama  sensible  a 

estrógenos67,68. 

La  genisteína  es  el  fitoestrógeno  predominante  en  los  productos  de  soja56,  y 

pertenece al grupo de las isoflavonas. En 1960, Folman y Pope69 fueron los primeros en 

establecer  la  relativa  afinidad de  las  isoflavonas por el  receptor estrogénico,  y  años 

posteriores Kuiper et al. describieron que  la genisteína se une a ERβ con mucha más 
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afinidad que  a  ERα70,71.  En  cambio,  cabe destacar que  la  afinidad de  E2 por  ERα es 

mayor  que  por  ERβ71.  La  preferencial  unión  de  la  genisteína  por  ERβ  podría  tener 

implicaciones  relacionadas  con  el  riesgo  de  cáncer  de  mama,  ya  que  numerosos 

estudios  sugieren  que  ERβ  activado  por  ciertos  ligandos  inhibe  el  crecimiento  de 

células cancerosa de mama, así como  los efectos proliferativos que  induce E2  sobre 

ERα39,40,44.  Por  tanto,  la  distinta  dotación  de  receptores  estrogénicos  en  las  líneas 

celulares de cáncer de mama podría explicar los distintos comportamientos. 

Pero la diferencia de afinidad, la genisteína tiene 30 veces más afinidad por ERβ 

comparado con ERα72, es poco probable que pueda explicar completamente que  las 

isoflavonas  sean  1.000  veces  más  potentes  en  la  activación  de  la  actividad 

transcripcional  con ERβ en  comparación  con ERα. Algunos estudios muestran que  la 

divergente acción transcripcional de los estrógenos y las isoflavonas puede resultar de 

las diferencias en su capacidad para reclutar co‐reguladores73,74. Se trata de proteínas 

co‐activadoras o co‐represoras que modifican la afinidad de los ERs por los EREs30. 

Las propiedades anticancerosas de la genisteína son: actividad antiinflamatoria75, 

inducción de la apoptosis y diferenciación, inhibición de la progresión del ciclo celular, 

angiogénesis y metástasis76,77; además de ser un conocido antioxidante78. Su principal 

mecanismo de acción está mediado por su capacidad para interaccionar directamente 

con  los  receptores estrogénicos53,79, aunque  también está  implicada en mecanismos 

mediados no hormonalmente que contribuirían a su actividad biológica80,81. Por otra 

parte,  recientes estudios han sugerido que  la genisteína puede mejorar  la capacidad 

anticancerosa  del  tamoxifeno,  un  antagonista  de  los  estrógenos,  en  tumores 

resistentes o insensibles al tratamiento82,83. 

En general,  los estudios epidemiológicos no han sido concluyentes, y  la relación 

entre  la  genisteína,  y  los  fitoestrógenos  en  general,  y  la  prevención  del  cáncer  de 

mama es muy compleja y permanece incierta84,85. En contra de los efectos beneficiosos 

descritos  por  varios  estudios54,55,81,  algunos  trabajos  muestran  que  esta  isoflavona 

podría estimular el crecimiento de  tumores  sensibles a estrógenos86. Parece  ser que 

muchos  fitoestrógenos  podrían  tener  un  efecto  bifásico  sobre  la  proliferación, 

estimulando  el  crecimiento  a  bajas  concentraciones  (0.1‐10  µM)  y  suprimiéndolo  a 
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altas concentraciones (a partir de 10 µM)84,87. Se ha visto que la acción proliferativa de 

la genisteína puede ser inhibida por agentes antiestrogénicos, demostrando que es un 

mecanismo  mediado  por  ER,  mientras  que  no  se  ha  descrito  en  la  inhibición  del 

crecimiento celular inducido por altas concentraciones de la isoflavona, sugiriendo un 

efecto  citotóxico  de  la  genisteína88.  De  acuerdo  con  estos  estudios,  evidencias  en 

nuestro grupo de  investigación muestran una regulación del crecimiento celular dosis 

dependiente en  línea  celular de  cáncer de mama MCF‐7, que presenta una elevada 

ratio  ERα/ERβ89,90.  En  cambio,  en  la  línea  celular  T47D,  que  presenta  una  mayor 

predominancia  de  ERβ,  se  observó  una  inhibición  de  la  proliferación  a  bajas 

concentraciones, y efectos citotóxicos a altas. Por tanto, al igual que en el caso de los 

estrógenos,  ERα  parece  mediar  los  efectos  proliferativos,  sugiriendo  que  la  distinta 

dotación de receptores estrogénicos en las líneas celulares de cáncer de mama podrían 

explicar los distintos comportamientos. 

 

1.4. Mitocondria y estrés oxidativo 

1.4.1. Mitocondria 

En  las  células  normales,  las  mitocondrias  son  responsables  del  90%  de  los 

requerimientos  de  energía  de  la  célula  en  forma  de  ATP,  mediante  un  proceso 

conocido  como  fosforilación oxidativa91‐93.  En  la mitocondria  tienen  lugar  las etapas 

finales  del  metabolismo  oxidativo  de  los  nutrientes,  que  rinden  equivalentes  de 

reducción en forma de NADH y FADH2. Estos equivalentes ceden sus electrones a  los 

complejos de  la cadena  respiratoria, ubicados en  la membrana mitocondrial  interna. 

Los  electrones  fluyen  a  través  de  los  centros  de  oxido‐reducción  de  los  distintos 

complejos a favor de su potencial redox, siendo el oxígeno molecular el aceptor final 

de  estos  electrones.  La  energía  liberada  en  la  transferencia  de  electrones  entre  los 

centros  redox es acoplada al bombeo activo de protones desde  la matriz al espacio 

intermembrana.  De  esta  forma  se  genera  un  gradiente  de  protones  a  través  de  la 

membrana  que  conserva  la  energía  liberada  durante  la  respiración.  Los  protones 

retornan  a  la  matriz  a  través  de  la  ATP  sintasa  que  acopla  la  energía  liberada  a  la 
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nuclear y el mitocondrial. La mayoría de proteínas mitocondriales son codificadas por 

el  genoma  nuclear,  normalmente  sintetizadas  como  precursores  que  deben  ser 

importados  y procesados dentro de  la mitocondria. El genoma mitocondrial  codifica 

para 2  rRNAs, 22  tRNAs y 13 proteínas que participan en el proceso de  fosforilación 

oxidativa100. La transcripción y traducción de las 13 proteínas está bajo la regulación de 

varias  moléculas,  entre  ellas  los  estrógenos.  Recientes  estudios  sugieren  que  las 

mitocondrias son importantes dianas para la acción de E2 y los ERs92,101. 

Muchos  de  los  procesos  mitocondriales  como  el  metabolismo  energético,  la 

apoptosis  o  la  señalización  por  calcio  están  alterados  en  las  células  cancerosas, 

llevando a un fenotipo caracterizado por un elevado estrés oxidativo102. Los efectos de 

los ROS sobre la proliferación, angiogénesis, invasión celular y metabolismo energético 

han  identificado claramente al estrés oxidativo como un mecanismo de supervivencia 

e invasión de la célula tumoral103,104. 

1.4.2. Producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

Bajo condiciones fisiológicas, alrededor de un 2% de los electrones se escapan de 

la cadena respiratoria mitocondrial (MRC) durante su transferencia, reduciendo el O2 a 

anión superóxido (O2
•−) y conduciendo a la cascada de formación ROS105. La producción 

de ROS puede estar significativamente aumentada con un  incremento en el potencial 

de membrana que ocurre por un aumento de los combustibles (elevada producción de 

NADH)  o  por  un  problema  funcional  en  los  complejos  I  y/o  III  de  la  cadena 

respiratoria95,106,107. El O2
•− es rápidamente convertido a peróxido de hidrógeno (H2O2) 

de forma espontánea, o enzimológicamente mediante la superóxido dismutasa (SOD). 

Existen  varias  vías  que  implican  la  conversión  directa  de  H2O2 a  H2O:  mediante  la 

acción de  la catalasa,  la glutatión peroxidasa  (GPx) o peroxirredoxina  III  (Prx). La GPx 

utiliza glutatión reducido  (GSH) como aceptor de electrones para eliminar el H2O2. El 

GSH es regenerado desde glutatión oxidado (GSSG) mediante la acción de la glutatión 

reductasa  (GRd), que a su vez utiliza el poder reductor del NADPH como equivalente 

de  reducción.  Además,  se  ha  descrito  otra  familia  de  oxido‐reductasas  con  un 

mecanismo idéntico a la de la GRd, es la tioredoxina reductasa (TrxR). Se caracterizan 

por presentar un residuo esencial de selenocisteína ‐Cys‐SeCys‐, además del tradicional 
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1.4.3. Patologías asociadas a los ROS 

Aunque tradicionalmente se consideró a  los ROS como  inductores de  la muerte 

celular programada o apoptosis, actualmente  se  sabe que  también pueden  jugar un 

importante  papel  como  mensajeros  secundarios,  iniciando  vías  de  señalización 

encaminadas a la supervivencia celular97. Sin embargo, la desregulación de los niveles 

de ROS mitocondriales están asociados a procesos patológicos. En aquellas patologías 

mitocondriales  causadas  por  alteraciones  en  el  material  genético  mitocondrial,  una 

excesiva producción de ROS y un descenso en  los niveles de ATP, pueden dar  lugar a 

alteraciones en la función mitocondrial100. Una afectación de la fosforilación oxidativa 

puede  conllevar  un  aumento  en  la  producción  de  ROS,  y  por  tanto,  suponer  un 

fenómeno de retroalimentación positiva hacia una situación de estrés oxidativo. 

El  estrés  oxidativo  es  un  fenómeno  común  en  las  enfermedades 

neurodegenerativas108,109. También está  implicado en el origen de  la aterosclerosis y 

las  alteraciones  cardiovasculares  resultantes110.  De  igual  forma,  la  capacidad  de  los 

ROS de provocar alteraciones en el material genético ha significado su  implicación en 

el origen y/o evolución de la carcinogénesis111,112. 

1.4.4. Cáncer de mama y ROS 

La  producción  de  ROS  mitocondriales  se  encuentra  bajo  la  influencia  de  los 

estrógenos. Las consecuencias de la mayor producción de ROS sobre la proliferación y 

apoptosis  mediada  por  la  mitocondria  podría  explicar  en  parte  la  acción  de  E2/ER 

sobre el desarrollo del cáncer101,113. 

Además, en las últimas décadas, numerosos estudios han detectado los ERs, ERα 

y ERβ, en  la mitocondria, así como EREs en el mtDNA,  incluyendo  la  línea celular de 

cáncer de mama MCF‐7114. La presencia de ambos subtipos de receptores ha sugerido 

que podrían  jugar un papel central en  la  regulación de  la biogénesis y  función de  la 

MRC.  Los  efectos  de  E2/ERs  sobre  la  expresión  de  las  proteínas  de  la  MRC  están 

asociados con sus efectos sobre las actividades de MRC, reflejado por el incremento de 

la producción de superóxido, el consumo de O2, y los niveles intracelulares de ATP. 
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1.5. Papel de las sirtuinas en el cáncer 

Las  células  eucariotas  han  desarrollado  un  sistema  de  respuesta  al  estrés 

oxidativo, genotóxico y metabólico centrado en cromatina y mitocondria. Se trata de 

las sirtuinas, una familia de proteínas con actividad histona desacetilasa dependiente 

de  NAD+  (HDACs)  y  ADP  ribosil  transferasa115.  La  capacidad  de  las  sirtuinas  para 

detectar  los  cambios de energía en  la  célula  se debe  a  los  requerimientos de NAD+ 

como  cofactor  enzimático.  Las  sirtuinas  juegan  un  papel  esencial  en  las  vías  de 

señalización que regulan la longevidad, a través de la activación de diversas respuestas 

que  aseguren  la  estabilidad  genómica,  el  mantenimiento  de  la  homeostasis 

metabólica,  la supervivencia en condiciones de estrés, y el desarrollo y diferenciación 

celular116.  En  mamíferos  se  han  descrito  siete  sirtuinas  (SIRT1‐7)  con  diferente 

localización  subcelular;  SIRT1,  SIRT6  y  SIRT7  son  nucleares,  SIRT2  es  principalmente 

citoplasmática y SIRT3, SIRT4 y SIRT5 están localizadas en la mitocondria. 

Ya hace más de una década que se describió a SIRT1 en mamíferos a partir de su 

elevada  homología  de  secuencia  con  SIR2  (silence  information  regulator  2)  de 

Saccharomyces cerevisiae116. Es la sirtuina mejor estudiada y ha sido relacionada con la 

regulación  del  metabolismo  glucídico  y  lipídico  durante  la  restricción  calórica  y  el 

ayuno117. Se han descrito multitud de  funciones e  interacciones con otras proteínas, 

incluyendo  FOXO,  p53,  NF‐κB  o  PGC1α,  que  indican  su  función  en  el  metabolismo 

energético, la supervivencia celular y los procesos inflamatorios118. 

Múltiples  evidencias  establecen  que  el  cáncer  es  una  enfermedad  con  las 

características patológicas de la edad. Consecuentemente ha sido inevitable estudiar la 

relación entre sirtuinas y carcinogénesis. La preocupación creciente sobre el complejo 

papel  de  las  sirtuinas  en  el  cáncer  se  debe  a  su  doble  rol  en  la  carcinogénesis, 

inhibiendo  o  promoviendo  el  tumor  dependiendo  del  contexto  celular  y  molecular. 

SIRT1 y SIRT3 han sido  las  isoformas que han recibido más atención en el estudio del 

cáncer. 
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1.5.1. SIRT1 

SIRT1  está  implicada  en  coordinar  la  integridad  genómica  y  una  adecuada 

adaptación  metabólica115,116,119.  Fallos  en  estos  mecanismos  pueden  claramente 

conducir  a  la  tumorigénesis, por ese motivo existe un  gran  interés en establecer  su 

papel en el cáncer. 

Las  primeras  evidencias  de  la  relación  entre  SIRT1  y  tumorigénesis  fueron 

descritas en dos estudios que demostraron  la  capacidad de SIRT1 para desacetilar e 

inactivar  p53,  promoviendo  la  proliferación  en  presencia  de  daño  en  el  DNA  y  la 

supervivencia de  la célula tumoral bajo condiciones de estrés120,121, sugiriendo que  la 

inhibición  de  SIRT1  podría  ser  beneficiosa  en  el  tratamiento  del  cáncer.  La 

sobreexpresión de  SIRT1 ha  sido descrita en diversos  tipos de  cáncer,  incluyendo el 

cáncer de colon122, próstata123, de ovarios124 y de mama125.  

La expresión de SIRT1 en cáncer de mama está significativamente asociada a una 

peor  prognosis125.  Existen  varios  estudios  que muestran  los  efectos  de  esta  enzima 

sobre el desarrollo de la enfermedad. Se ha visto que dos supresores tumorales, HIC1 

(hypermethylated  in  cancer  1)  y  DBC1  (deleted  in  breast  cancer  1),  regulan 

negativamente a SIRT1126,127. Parece ser que la inactivación de HIC1 y DBC1 promueve 

la  desacetilación  de  p53  y  permite  a  las  células  sobrevivir  al  estrés  genotóxico,  un 

efecto  que  depende  de  SIRT1127,128.  También  se  ha  descrito  que  SIRT1  regula 

positivamente  la expresión de  la aromatasa, enzima  responsable de  la biosíntesis de 

estrógenos129, así  como  su papel en  la adquisición de  resistencia al  tratamiento  con 

tamoxifeno  mediante  la  desacetilación  de  FoxO1130.  Además,  un  estudio  in  vivo  ha 

descrito  que  un  activador  de  SIRT1,  SR1720,  promueve  la  migración  y  metástasis 

pulmonar de células de cáncer de mama131.  

En  contraste  con  estas  actividades  tumorigénicas,  SIRT1  está  asociada  con  la 

reparación  del  DNA,  siendo  este  fenómeno  un  mecanismo  de  protección132.  Otro 

estudio demostró que SIRT1 estimula  la muerte celular  inducida por TNFα,  indicando 

que SIRT1 puede promover  la apoptosis, no  sólo  suprimirla133. Por otra parte, SIRT1 

también parece interaccionar con c‐Myc, disminuyendo la estabilidad de este factor de 
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transcripción  pro‐oncogénico.  Esta  interacción  podría  prevenir  la  transformación 

celular134. Siguiendo en esta  línea, un estudio dirigido por Wang et al. mostró que  la 

expresión de SIRT1 era menor en el  cáncer de mama asociado a BRCA1, y que esta 

menor expresión podría ser la responsable de la transformación maligna de células con 

BRCA1 mutado135. 

1.5.2. SIRT3 

Como se ha comentado anteriormente, la mitocondria juega un papel central en 

la carcinogénesis a través de la generación de ROS. La disfunción mitocondrial asociada 

con una alteración del metabolismo oxidativo ha sido observada en células tumorales y 

parece  contribuir  a  la  condición  de  estrés  oxidativo  crónico.  Estudios  recientes 

sugieren  que  SIRT3,  debido  a  su  localización  mitocondrial,  tiene  un  papel  clave 

manteniendo  la  homeostasis  mitocondrial  mediante  cambios  en  la  acetilación  de 

proteínas  diana  relacionas  con  el  metabolismo,  así  como  de  enzimas 

antioxidantes136,137. 

La  actual  hipótesis  indica  que  SIRT3  podría  inhibir  el  crecimiento  del  tumor 

mediante el control y disminución de  los niveles celulares de ROS. Diversos estudios 

muestran que SIRT3 reduce los ROS mediante la activación por desacetilación de Mn‐

SOD138,139. Pero además, otros estudios recientes  indican que  los menores niveles de 

ROS  también  podrían  deberse  a  la  desestabilización  de  HIF1  (factor  inducible  por 

hipoxia)  por  SIRT3.  Este  hecho  conduce  a  las  células  hacia  un  metabolismo  más 

oxidativo, reprimiendo el efecto Warburg140,141. Esta capacidad de SIRT3 de revertir el 

efecto  Warburg  ha  sido  descrita  en  diversas  líneas  de  cáncer  de  mama140.  En 

consonancia  con estos datos,  se ha visto que  ratones SIRT3‐/‐  son más propensos a 

sufrir cáncer de mama ER positivos139. 

Sin  embargo,  al  igual  que  ocurre  con  SIRT1,  existen  estudios  opuestos  que 

proponen  el  papel  de  SIRT3  como  promotor  tumoral142.  Se  ha  descrito  una 

sobreexpressión de la proteína en líneas celulares de cáncer escamoso oral (OSCC) y en 

muestras  de  pacientes143.  Estos  autores  también  han  observado  que  la  pérdida  de 

SIRT3 en estas líneas celulares reduce la viabilidad y proliferación celular.  
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1.6. Papel de la UCP2 en el cáncer 

El estrés oxidativo  juega un papel clave en  la  iniciación y progresión del cáncer. 

Las células cancerosas en  tumores de estadios avanzados  frecuentemente presentan 

múltiples  alteraciones  genéticas  y  un  nivel  alto  de  estrés  oxidativo,  sugiriendo  que 

estas  células  podrían  ser  eliminadas  mediante  agentes  farmacológicos  que 

incrementen  los  niveles  de  ROS.  Sin  embargo,  la  modulación  del  estado  redox 

representa una de la principales respuestas adaptativas en el cáncer103,111,144, y uno de 

los mecanismos dentro de los sistemas que protegen contra el daño oxidativo son las 

proteínas desacoplantes o UCPs96,145. 

Las UCPs pertenecen a  la superfamilia de transportadores aniónicos  localizados 

en la membrana mitocondrial interna. Su función biológica es permitir el reingreso de 

los  protones  a  la  matriz  mitocondrial,  disipando  el  gradiente  protónico  y, 

consecuentemente, disminuir el potencial de membrana y la producción de ROS145,146. 

Hasta el momento,  se han descrito  cinco  isoformas de UCPs  con distribución  tisular 

específica96.  Con  la  excepción  de  la  función  bien  establecida  de  UCP1  en  la 

termogénesis147, las funciones biológicas del resto de UCPs no están aún esclarecidas. 

Se ha propuesto que  las UCPs están relacionadas con  la adaptación del metabolismo 

energético a cambios nutricionales, como  la  inanición148, pero también se ha descrito 

un  papel  en  condiciones  patológicas,  como  la  diabetes,  la  obesidad149,150  y,  más 

recientemente,  el  cáncer96,145,146,151.  En  el  cáncer,  la  isoforma  UCP2  es  la  que  ha 

recibido  más  atención,  ya  que  ha  sido  relacionada  con  su  expresión  durante  la 

tumorigénesis y la resistencia quimioterapéutica152,153. 

Derdak  et  al.  encontraron  que  ratones  UCP2  knockouts  tenían  una  mayor 

predisposición  para  desarrollar  tumores  en  el  colon  proximal154,  fue  la  primera 

evidencia  in  vivo  de  la  relación  entre  UCPs  y  cáncer,  mientras  que  otro  estudio 

revelaba que  la sobreexpresión de UCP2 está asociada con  la metástasis de colon155. 

Estudios  posteriores  sugieren  que  esta  proteína  también  está  implicada  en  la 

tumorigénesis de mama. Sayeed et al. demostraron una importante correlación entre 

UCP2 y el grado del tumor en cánceres de mama primarios153.  
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1.7. Cáncer de mama. Leptina y obesidad 

Un gran número de estudios epidemiológicos indican que el sobrepeso (BMI 25‐

30kg/m2) y la obesidad (BMI > 30kg/m2) incrementan el riesgo de cáncer de mama en 

mujeres postmenopáusicas, y son dos factores asociados con tumores más agresivos y 

de  peor  prognosis162‐164.  El  mecanismo  molecular  subyacente  a  la  relación  entre 

obesidad y cáncer aún no está dilucidado. No obstante, el  incremento de  la  tasa de 

producción local de estrógenos y el aumento de sus niveles circulantes parecen ser un 

punto  de  unión  entre  obesidad  y  cáncer.  Durante  muchos  años,  los  estudios  han 

encontrado  que  la  fuente  de  la  elevada  producción  de  estrógenos  está  en  la 

aromatización de los andrógenos a estrógenos165. Esta reacción se produce en el tejido 

adiposo mediante la enzima citocromo P450 19 A1 (CYP19A1, también conocida como 

aromatasa). 

Sin embargo, con el reconocimiento del tejido adiposo como órgano endocrino 

activo,  y  el  hallazgo  de  que  la  obesidad  incrementa  el  riesgo  tanto  de  cánceres  de 

mama ER‐positivos como ER‐negativos, las moléculas derivadas del tejido adiposo, las 

adipoquinas,  han  sido  propuestas  como  moléculas  clave  en  la  relación  obesidad  y 

cáncer de mama18,19. 

Actualmente  más  de  50  adipoquinas  diferentes  han  sido  identificadas  como 

reguladoras  del  metabolismo  energético,  pero  también  con  diversas  funciones 

patológicas166. Entre ellas,  la  leptina ha sido propuesta como  la adipoquina que  juega 

el papel más importante en el cáncer de mama. 

1.7.1. La leptina 

La leptina es una hormona de 167 aminoácidos (16 kDa), producto del gen de la 

obesidad (ob), principalmente sintetizada por los adipocitos y, en menor extensión por 

otros  tejidos como el estómago,  la placenta, el músculo,  las células  inmunitarias y  la 

glándula mamaria167,168.  La  concentración de  leptina en  sangre  se  incrementa  con el 

índice de masa corporal, actuando como señal para regular la homeostasis energética 

mediante  la  supresión  de  la  ingesta  y  el  incremento  del  gasto  energético  actuando 
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directamente  sobre el hipotálamo. Por  tanto,  la  leptina es considerada un marcador 

clave  del  estado  nutricional  y  del  metabolismo  energético168,169.  Además  de  sus 

actividades  a  nivel  del  sistema  nervioso  central,  se  ha  descrito  la  influencia  de  la 

leptina  sobre  la  respuesta  inmune,  angiogénesis,  hematopoyesis  y 

reproducción168,170,171. 

Esta hormona ejerce su acción fisiológica principalmente a través del receptor de 

la  leptina,  producto  del  gen  de  la  diabetes  (db).  En  tejidos  humanos  han  sido 

identificadas  seis  isoformas  del  receptor  (a‐f).  No  obstante,  la  isoforma  larga  del 

receptor (ObRb) es la única que presenta la máxima capacidad de señalización172. 

1.7.2. La leptina en el cáncer de mama 

La leptina tiene un importante papel en el desarrollo de la glándula mamaria173, 

pero también en  la tumorigénesis19,170,174. Estudios  iniciales en ratones deficientes en 

leptina  Lepob/ob  o  en  su  receptor  Leprdb/db mostraron  una  importante  disfunción  del 

desarrollo  de  la  glándula  mamaria,  así  como  un  menor  desarrollo  de  tumores 

mamarios175,176.  En  concordancia  con  estos  estudios,  trabajos  in  vitro  también  han 

mostrado que el  tratamiento con  leptina  (25‐100 ng/ml) estimula  la proliferación en 

las líneas de cáncer de mama ER‐positivas (MCF‐7, T47D), ER‐negativas (MDA‐MB‐231, 

SKBR3), así como en la línea epitelial de mama no transformada HBL100177,178. Aunque 

en las células HBL100, la leptina no estimuló el crecimiento independiente de anclaje. 

La  leptina,  como  citoquina,  activa  diversas  vías  de  señalización  que  están 

fuertemente  relacionadas  con  la  proliferación  celular  y  la  supervivencia,  incluyendo 

JAK2/STAT3, Ras/ERK1/2, PI3K/AKT/GSK3172,174. 

Como se ha comentado anteriormente, los estrógenos son un factor de riesgo en 

el inicio y desarrollo del cáncer de mama38, y se ha propuesto que parte de la acción de 

la  leptina  sobre  la  carcinogénesis  está  mediada  por  la  interacción  entre  su  vía  de 

activación  y  la  cascada  de  señalización  por  estrógenos177,179.  Diversos  estudios 

demuestran que ERα y el receptor de la leptina se co‐expresan en líneas de cáncer de 

mama178,180  y  en  muestras  tumorales181.  Además,  se  ha  visto  que  el  E2  induce  la 

expresión de la leptina y del receptor de la leptina en la línea de cáncer de mama MCF‐
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7182. Y en estudios con pacientes de cáncer de mama, se ha observado que los niveles 

séricos  de  leptina  estaban  positivamente  correlacionados  con  el  incremento  de  la 

expresión de ER183, así como con el tamaño del tumor181. 

Parece ser que  la  leptina podría estimular el crecimiento del tumor mediante  la 

amplificación  la  señalización estrogénica  activando  la  transactivación de ER179. Pero, 

además,  se  ha  visto  que  esta  adipoquina  incrementa  la  expresión  génica  de  la 

aromatasa184.  

Un estudio realizado en la línea celular neuronal (SH‐SY5Y) reveló que  la leptina 

podía  tener  un  efecto  protector  contra  el  estrés  oxidativo  inducido  por  un 

citotóxico185. A pesar de las anteriores evidencias que relaciona el cáncer de mama y la 

leptina,  son  muy  pocos  los  trabajos  sobre  los  efectos  de  la  leptina  sobre  el  estrés 

oxidativo, situación que caracteriza a las células tumorales. 
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Esta tesis se enmarca dentro de los objetivos de dos proyectos desarrollados en 

el  Grupo  Multidisciplinar  de  Oncología  Traslacional  del  Institut  Universitari 

d’Investigació en Ciències de la Salut (IUNICS) de la Universitat de les Illes Balears (UIB). 

El primer proyecto, “Importancia de  la  ratio ERα/ERβ en  la  función mitocondrial y el 

estrés oxidativo en el cáncer de mama.  Influencia de  la  leptina  (PS09‐01637)”,  tiene 

entre  sus  objetivos  el  estudio  de  la  importancia  de  la  ratio  de  los  receptores 

estrogénicos, ERα y ERβ, en la acción del 17β‐estradiol sobre la función mitocondrial y 

el  estrés  oxidativo  en  líneas  celulares  de  cáncer  de  mama,  así  como  determinar  el 

efecto modulador de  la  leptina sobre  la dotación ERα y ERβ. La finalidad del segundo 

proyecto,  “Metabolismo  energético  de  la  célula  tumoral:  una  posible  diana  en  el 

tratamiento del cáncer de mama  (PI12‐01827)”, es continuar con  las  investigaciones 

iniciadas profundizando en los cambios del metabolismo energético y mitocondrial por 

la  acción  de  la  leptina,  el  17β‐estradiol  y  los  fitoestrógenos  en  líneas  celulares  y 

tumores  de  mama.  Asimismo,  otro  de  los  objetivos  planteados  es  determinar  si  el 

bloqueo de las UCPs compromete la capacidad biosintética de la célula y/o la conduce 

a un nivel de estrés, con la finalidad de investigar nuevas estrategias terapéuticas con 

el denominador común de atacar al cáncer desde su particular metabolismo. 

Los estrógenos  son uno de  los principales  factores de  riesgo en el desarrollo y 

progresión  de  cánceres  hormonodependientes,  como  es  el  cáncer  de  mama186,187. 

Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigación habían demostrado que 

el  17β‐estradiol  (E2)  a  concentraciones  fisiológicas,  1  nM,  incrementaba  el  estrés 

oxidativo  en una  línea de  cáncer de mama  ER‐positiva, MCF‐710. No obstante,  cabe 

destacar  la  existencia  de  dos  isoformas  del  receptor  de  estrógenos,  ERα  y  ERβ26. 

Diversos  estudios  otorgan  a  ERα  un  papel  principal  en  la  carcinogénesis  de  mama 

inducia por E2188,189 y, a pesar de que el papel de ERβ no está del  todo esclarecido, 

varias  evidencias  indican  que  podría  ejercer  efectos  opuestos  a  los  de  ERα40,44, 

evitando la actividad proliferativa de los estrógenos. Por tanto, la acción de E2 podría 

ser  consecuencia  del  balance  entre  los  dos  receptores42,43. Un  estudio  realizado  en 

líneas  celulares  de  cáncer  de  próstata  mostró  que  los  dos  subtipos  de  receptores 

estrogénicos  tenían efectos opuestos  sobre el estrés oxidativo  inducido por E2190. A 

partir de los estudios mencionados, nos planteamos estudiar los efectos de E2 sobre el 
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estrés oxidativo en líneas de cáncer de mama con distinta dotación de receptores 

estrogénicos, así como analizar si la carcinogénesis inducida por E2 podía ser modulada 

por las proteínas desacoplantes. Para ello analizamos la producción de ROS y el 

potencial de membrana por citometría de flujo, los niveles de expresión génica y 

actividad de las principales enzimas antioxidantes (CAT, SOD, GPx y GRd). También se 

determinó el daño oxidativo en proteínas y lípidos, la proliferación celular y los niveles 

de mRNA y proteína de las UCPs (UCP2 y UCP5). Todas estas determinaciones se 

llevaron a cabo en tres líneas de cáncer de mama: MCF-7, ERα y ERβ positivas, con 

predominancia de ERα; T47D, ERα y ERβ positivas, con predominancia de ERβ; y MDA-

MB-231, ERα negativa y ERβ positiva. Los resultados y conclusiones obtenidos se 

detallan en el Manuscrito I. 

Estudios epidemiológicos demuestran la baja incidencia del cáncer de mama en 

los países asiáticos, habiéndose relacionado con el consumo de dietas ricas en 

fitoestrógenos como la genisteína61,62. Sin embargo, existe una creciente preocupación 

respecto al papel de los fitoestrógenos en esta neoplasia debido a las propiedades 

estrogénicas que presentan, y cuyos efectos podrían ser perjudiciales para pacientes 

con cáncer de mama sensible a estrógenos67,68. A diferencia del E2, la genisteína se une 

preferencialmente a ERβ70,71, este hecho junto con las diferencias observadas sobre el 

estrés oxidativo en respuesta al E2 según la dotación de receptores estrogénicos, hizo 

plantearnos si el efecto de la genisteína también podría depender de la ratio ERα/ERβ. 

En este trabajo se estudió el estrés oxidativo y la funcionalidad mitocondrial. Para 

alcanzar estos objetivos se utilizaron las líneas celulares MCF-7 (ratio ERα/ ERβ alta) y 

T47D (ratio ERα/ ERβ baja) en el estudio de la proliferación y la diferenciación 

mitocondrial, mediante el análisis de la biomasa mitocondrial determinando la 

cantidad de cardiolipina (  NAO) y del DNA mitocondrial (RT-

PCR), así como en el análisis de los niveles de ROS, potencial de membrana y daño 

oxidativo. Además se determinaron la expresión de los principales genes involucrados 

en la respuesta al estrés oxidativo y la biogénesis y la función mitocondrial, así como 

los niveles de ERα y ERβ (RT-PCR). Finalmente, se analizaron los niveles de proteína del 

sistema OXPHOS y proteínas relacionadas con el estrés oxidativo (CuZn-SOD, Mn-SOD y 
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CAT) y la función mitocondrial (UCP2, SIRT1 y SIRT3) (Western blot). Los resultados y 

conclusiones obtenidos a partir de este estudio se presentan en el Manuscrito II. 

De forma complementaria al estudio de investigación básica sobre la importancia 

de la dotación de receptores estrogénicos en la carcinogénesis inducida por 

estrógenos, nos planteamos si los resultados obtenidos en las líneas celulares podrían 

tener relevancia en la fisiología y evolución de tumores de mama, y la posible 

aplicación de ERβ como biomarcador para conseguir una mejor caracterización del 

tumor en relación a su nivel de estrés oxidativo y la posible respuesta al tratamiento. 

Para ello, mediante previa caracterización histoquímica y anatomopatológica, se 

clasificaron carcinomas ductales infiltrantes de mujeres postmenopáusicas en tres 

grupos dependiendo de si la ratio ERα/ERβ era alta, media o baja. Para el estudio del 

estrés oxidativo y la mitocondria se analizaron los niveles de daño oxidativo y las 

principales enzimas antioxidantes, así como la activación de vías de señalización por 

estrés (AKT y SAPK) y el estado del sistema OXPHOS. Por último, nos centramos en 

factores que pueden proporcionar nuevos indicios para entender mejor el cáncer, 

determinando los niveles de las UCPs (isoformas 2 y 5) y SIRT3. Los resultados y 

conclusiones obtenidos se detallan en el Manuscrito III. 

Un importante porcentaje (25%) de los cánceres están asociados con el 

sobrepeso y la obesidad14. Este riesgo incrementado se ha relacionado durante 

muchos años con la aromatización de los andrógenos en el tejido adiposo, 

conduciendo a elevados niveles de estrógenos17. No obstante, las adipoquinas 

secretadas por este tejido parecen ser claves en la relación entre obesidad y 

cáncer191,192. Estudios previos mostraron los efectos de la exposición a la adipoquina 

leptina sobre la señalización de los estrógenos y la proliferación177. Considerando la 

sensibilidad del cáncer de mama a la leptina, y la importancia de la regulación del 

estrés oxidativo endógeno o inducido por un tratamiento en la evolución del tumor, 

nos propusimos estudiar si esta adipoquina estaría implicada en la modulación del 

estrés oxidativo en la línea de cáncer de mama MCF-7. Para ello, analizamos la 

proliferación celular, la producción de ROS, el daño oxidativo en proteínas y lípidos, los 

niveles del sistema OXPHOS, así como los de las principales enzimas antioxidantes 
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(Mn-SOD, CuZn-SOD, PRX III y CAT), la UCP2 y SIRT1. Por otra parte, y teniendo en 

cuenta que los niveles aumentados de leptina están asociados a una peor 

prognosis177,193, nos planteamos examinar la influencia de la leptina en la respuesta al 

tratamiento antitumoral cisplatino, así como a agentes que inducen estrés oxidativo 

(ter-butilo hidroperóxido y genipin), mediante el análisis del crecimiento celular y la 

producción de ROS. Los resultados, así como su interpretación, se hallan recogidos en 

el Manuscrito IV. 

Los resultados obtenidos de los manuscritos anteriores muestran una regulación 

de la proteína desacoplante UCP2, sugiriendo su importancia durante la tumorigénesis 

de mama. El desacoplamiento mitocondrial es uno de los principales mecanismos en la 

regulación del estrés oxidativo, previniendo la formación de ROS96,145,146. Su 

mecanismo de acción ha llevado a que muchos autores sugieran un papel dual de la 

UCP2 en el cáncer, actuando como un mecanismo protector en las células normales, 

mientras que su sobreexpresión en las células cancerosas implicaría una mayor 

supervivencia celular, así como, la adquisición de resistencia a la quimioterapia152,194. 

La sobreexpresión de UCP2 en la progresión del cáncer parece ser resultado de un 

proceso de selección, ya que en la iniciación del tumor esta proteína podría estar 

reprimida para incrementar el estrés oxidativo152,156. Por tanto, nuevas estrategias 

terapéuticas basadas en el tratamiento combinado de los fármacos convencionales 

junto con moduladores del estado redox de las células, como la UCP2, podrían 

incrementar el estrés oxidativo y superar la resistencia intrínseca de la célula tumoral a 

la apoptosis. Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos planteamos analizar si a 

través de la inhibición de la UCP2 podíamos comprometer la capacidad biosintética de 

la célula y conducirla a un mayor nivel de estrés, e incrementar los efectos citotóxicos 

de algunos tratamientos dirigidos contra el cáncer como el cisplatino. Para cubrir estos 

objetivos, la UCP2 fue inhibida químicamente con genipin o mediante un siRNA de 

UCP2 en la línea celular MCF-7. Analizamos los efectos de la inhibición sobre la 

proliferación, la producción de ROS y el daño oxidativo en lípidos y proteínas. Para 

conocer la implicación de la UCP2 en la mediación de la toxicidad oxidativa del 

cisplatino, se realizaron ensayos de crecimiento celular y producción de ROS, así como 
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de supervivencia celular mediante un análisis de clonogenicidad. Los resultados 

obtenidos y sus conclusiones se muestran en el Manuscrito V. 

Para la realización de los experimentos descritos en este último manuscrito, la 

doctoranda realizó una estancia de investigación de tres meses en el 

 de la 

(Italia), bajo la supervisión del Dr. Massimo Donadelli. Durante 

esta estancia la doctoranda también estudió la posible relación entre p53 mutado y la 

regulación de UCP2 sobre líneas celulares de cáncer de páncreas (PaCa3, Panc1 y 

ASPC-1). Las mutaciones de p53 afectan a más del 50% de los cánceres humanos, 

incluyendo el cáncer de páncreas195. Las células con p53 mutado adquieren nuevas 

actividades oncogénicas que no están relacionadas con p53 salvaje196-198, y pueden 

contribuir activamente a la progresión del tumor y al aumento de la resistencia a 

tratamientos anti-cancerígenos. Para alcanzar el objetivo propuesto, estudiar la 

regulación de UCP2 por p53 mutado, se realizó el silenciamiento y la sobreexpresión 

de p53 mutado (concretamente la mutación R273H, al ser una de las mutaciones más 

prevalentes en el cáncer) en las células tumorales Pan1 y ASPC1, respectivamente. 

También se trabajó con la línea tumoral PaCa3 para estudiar, junto con p53 mutado, el 

efecto de p53 salvaje sobre la modulación de UCP2. Asimismo, las células Panc1 

también fueron tratadas con la molécula RITA (

) para restablecer la conformación de p53 salvaje a partir de la 

forma mutada. En estas condiciones se determinaron la expresión de UCP2, la 

producción de ROS, el crecimiento celular, así como los niveles de SESN1 y SESN2. 

También se llevó a cabo la inhibición conjunta de p53 mutado y UCP2, ésta última 

mediante un siRNA de UCP2 o genipin, y se determinaron los niveles de ROS. Por 

último, se examinó el efecto de la gemcitabina (fármaco antitumoral) sobre la 

apoptosis en células con p53 mutado silenciado o sobreexpresado, así como, sobre los 

niveles de proteína de la forma fosforilada y total de p53. Los resultados de este 

proyecto y su interpretación se detallan en el Manuscrito VI. 

El trabajo presentado en esta tesis se ha llevado a cabo bajo la dirección de la 

Dra. Pilar Roca Salom y el Dr. Jordi Oliver Oliver del Grupo Multidisciplinar de 
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Oncología Traslacional. Durante el desarrollo de esta tesis, la doctoranda ha disfrutado 

de una beca predoctoral de personal investigador concedida por la 

tras ser seleccionada 

en el marco de un programa operativo cofinanciado por el Fondo Social Europeo. De 

igual forma, este trabajo ha sido posible gracias a los proyectos de investigación 

financiados por el Fondo de Investigaciones Sanitarias, PS09-01637 concedido en el 

2009 y PI12-01827 concedido en el 2012, del Gobierno Español, así como por ayudas 

de la Comunidad Autónoma de las Islas Baleares cofinanciadas con fondos FEDER 

(AAEE007/2012). Además se ha contado con la financiación del Centro de 

Investigaciones Biomédicas en Red de Fisiopatología de la obesidad y la nutrición 

(Ciberobn, CB06/03) del Instituto de Salud Carlos III. Asimismo, la doctorando obtuvo 

una ayuda para una estancia predoctoral en Verona (Italia) otorgada por la 

 (EMBO). Finalmente, para poder llevar a cabo los 

experimentos realizados en tumores de mama se ha contado con la ayuda del servicio 

de anatomía patológica y del biobanco de tumores del hospital  (Palma de 

Mallorca). 
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La presente tesis se centra en el estudio del estrés oxidativo y la importancia de 

su regulación en el desarrollo del cáncer de mama, así como en la respuesta a terapias 

anti-cancerígenas. El cáncer de mama es un tumor que con frecuencia muestra 

hormonodependencia13,38,186, por este motivo profundizamos en el efecto de la 

dotación de receptores estrogénicos sobre el estrés oxidativo y la función 

mitocondrial. Además, estudiamos la posible relación entre la leptina y el estrés 

oxidativo en el cáncer de mama, ya que la leptina es un factor mitogénico necesario 

para el desarrollo de la glándula mamaria, pero que también parece estar implicado en 

la tumorigénesis175,176,178. Finalmente, se ha investigado la modulación de la UCP2 en el 

cáncer al observar que el desacoplamiento mitocondrial es uno de los principales 

mecanismo en la regulación del estrés oxidativo96,145. 

El estrés oxidativo está causado por una alteración en el balance entre la 

producción de ROS y la capacidad detoxificante de los sistemas biológicos. El resultado 

de este desequilibrio es la acumulación de daño oxidativo en las principales 

biomoléculas, característica asociada a la edad y a procesos patológicos como el 

cáncer111,112. La mitocondria es la principal fuente de ROS, de manera que una 

disfunción mitocondrial puede conducir a una mayor producción de radicales, mientras 

que esta producción disminuye cuando hay una mejor funcionalidad, así como una 

mayor demanda energética95,98,106. El estado redox de la célula normal difiere del de la 

célula tumoral, exhibiendo ésta última elevados niveles de ROS y daño oxidativo. Los 

ROS pueden desencadenar respuestas celulares que van desde la proliferación a la 

apoptosis199 y, en las células cancerosas, este papel dual puede variar según el estadio 

del tumor. De forma general, parece ser que en la iniciación del tumor, los ROS, como 

causantes de daños en el DNA, permiten la aparición de mutaciones que pueden 

derivar en la activación de pro-oncogenes o la pérdida de supresores tumorales, 

confiriendo a la célula la capacidad de proliferar de forma descontrolada112,200. La 

elevada producción de ROS, además, permite a las células tener una mayor tasa de 

mutación lo que puede facilitar la adquisición de características de mayor malignidad 

como la angiogénesis, invasividad y capacidad metastásica. Sin embargo, una excesiva 

producción de ROS puede disparar en las células tumorales la apoptosis. Por este 

motivo, muchos de los tratamientos terapéuticos van dirigidos a aumentar los niveles 
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perjudiciales de ROS, conduciendo a la célula tumoral así a la muerte programada. No 

obstante, parece ser que a medida que el tumor progresa, en las células se 

seleccionará positivamente la adquisición de características que le permitan mantener 

la homeostasis de los ROS, evitando así alcanzar el umbral necesario para activar la 

apoptosis, y desarrollando por tanto resistencia a los fármacos que median su acción 

incrementando la producción de ROS103,156. 

En el cáncer de mama se han descrito dos receptores estrogénicos, ERα y ERβ, 

cuya activación puede presentar efectos contrapuestos. ERα juega un importante 

papel proliferativo, incrementando la progresión del tumor, mientras que ERβ parece 

estar implicado en la diferenciación celular40,44,45. En esta tesis nos propusimos, en 

primer lugar, estudiar si la distinta dotación de receptores estrogénicos en líneas 

celulares y en tumores de cáncer de mama podía regular la respuesta al estrés 

oxidativo, contribuyendo a la patogénesis de la enfermedad.  

Para la activación y señalización vía ERα o ERβ, y poder estudiar sus efectos sobre 

el estrés oxidativo y la mitocondria, trabajamos con dos de sus ligandos naturales, el 

17-β estradiol (E2) y la genisteína. E2 es uno de los principales factores de riesgo en la 

iniciación y progresión del cáncer de mama7,8,11, y diversos estudios han descrito que la 

producción de ROS mitocondriales se encuentran bajo la influencia de los 

estrógenos188,201. Es importante destacar que E2 presenta una mayor afinidad por 

ERα70,71, mientras que la genisteína por ERβ70,71. Por tanto, la respuesta celular a 

ambos ligandos podría depender de la predominancia de la isoforma del receptor. Los 

resultados de la presente tesis muestran que las células tumorales con la ratio 

ERα/ERβ elevada, MCF-7, presentaban mayores niveles de ROS tras el tratamiento con 

E2, así como un incremento en la proliferación celular mediada por ROS. El mayor 

estrés oxidativo estaba determinado, en parte, no sólo por la mayor producción de 

ROS, sino también por la menor respuesta antioxidante. Además de una bajada en la 

actividad de los principales enzimas detoxificantes, observamos una importante caída 

de la UCP2. La UCP2 previene la generación de superóxido, la principal causa de daño 

oxidativo celular158, a través de un aumento del flujo protónico hacia la matriz 

mitocondrial, lo que conduce a una disminución del potencial de membrana y un flujo 

de los electrones más eficiente a través de la cadena respiratoria202,203. Por tanto, una 
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disminución en la actividad UCP2 implica un aumento del potencial de membrana y, 

consecuentemente, unos mayores niveles de ROS, conduciendo a un mayor daño 

oxidativo, tal y como observamos en la línea MCF-7 con mayor predominancia de ERα. 

En cambio, cuando estudiamos una línea celular, T47D, que presenta una menor ratio 

ERα/ERβ observamos el perfil opuesto. Las células, a través de la activación de ERβ por 

la genisteína, mostraron un menor estrés oxidativo debido a una mayor activación de 

los sistemas antioxidantes, tanto enzimas como UCPs.  

La genisteína se considera un agente preventivo del cáncer de mama, 

habiéndose relacionado la baja incidencia de la enfermad con el consumo de dietas 

ricas en vegetales que contienen altas concentraciones de este fitoestrógeno en los 

países asiáticos54,57. Sin embargo, existe una creciente preocupación respecto al papel 

de los fitoestrógenos en esta neoplasia debido a las propiedades estrogénicas que 

presentan, y cuyos efectos podrían ser perjudiciales para pacientes con cáncer de 

mama sensible a estrógenos67,68. En este sentido, hemos investigado si la mayor 

afinidad de la genisteína por ERβ70 podría tener implicaciones en el riesgo de cáncer de 

mama. Los estudios presentados en esta tesis indican que ERβ activado por genisteína 

inhibía el crecimiento de las células cancerosas T47D, las cuales presentaban un menor 

estrés oxidativo. Estas observaciones estarían de acuerdo con trabajos que han 

descrito que ERβ desaparece en las fases iniciales del tumor, predominando la 

isoforma α del receptor, favoreciendo el crecimiento tumoral50,204. Respecto a la 

señalización vía ERβ/E2, las células cancerosas T47D también mostraron menores 

niveles de ROS, a pesar de que la respuesta antioxidante no fue tan pronunciada como 

tras el tratamiento con genisteína. La divergente acción de E2 y la genisteína puede 

resultar, en parte, de la mayor activación de ERβ por la genisteína, al tener mayor 

afinidad por este receptor, y de la regulación positiva sobre ERβ. La genisteína 

incrementó los niveles de ERβ, lo que amplificaría los efectos de esta isoflavona. 

A parte del desacoplamiento, otro de los factores que pueden contribuir a un 

menor estrés oxidativo es la correcta funcionalidad de la mitocondria. La desregulación 

del metabolismo energético se encuentra entre los rasgos que caracterizan a la célula 

cancerosa, por ello el control sobre la biogénesis y el recambio mitocondrial es crítico 
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para el mantenimiento de la generación de energía y la prevención del estrés oxidativo 

endógeno2,205. Nuestros estudios demostraron que la línea celular T47D con una 

menor ratio ERα/ERβ también presentaba mitocondrias más diferenciadas y 

funcionales tras el tratamiento con genisteína. En concordancia con estos resultados, 

estudios en nuestro grupo de investigación han demostrado que en la línea celular 

T47D, la biogénesis y dinámica mitocondrial estaban dirigidas a mantener un pool de 

mitocondrias más funcionales206-208, que junto con la respuesta antioxidante descrita 

en la presente tesis, contribuirían a una disminución del estrés oxidativo. En 

contrapartida, los estudios citados demostraban que la línea MCF-7 con 

predominancia de ERα se caracterizaba por la acumulación de mitocondrias dañadas 

tras el tratamiento con E2, conduciendo a un aumento de los niveles de ROS206-208. 

Una de las proteínas clave en el control e inducción de la biogénesis mitocondrial 

es la proteína SIRT1209. SIRT1 está implicada en la respuesta metabólica al estrés y a la 

falta de energía, estando relacionada en los mecanismos de respuesta que permitan 

una mayor supervivencia celular o longevidad del organismo116. Existe una fuerte 

controversia en cuanto al papel de las sirtuinas en el cáncer, hay estudios que 

proponen que SIRT1 actuaría como un supresor tumoral122,210, mientras que otros la 

definen como un promotor130,131. No obstante, parece ser que, en general, la expresión 

de SIRT1 en cáncer de mama está asociada a una peor prognosis125, porque permitiría 

a la célula tumoral sobrevivir al estrés genotóxico. Nuestro resultados muestran que la 

línea tumoral que presentaba un menor estrés oxidativo, las células T47D con mayor 

predominancia de ERβ, tenían un aumento en los niveles de SIRT1 tras el tratamiento 

con genisteína. Estos datos sugieren que SIRT1 podría ser uno de los mediadores que 

permitiría explicar por qué esta línea celular está bajo unos menores niveles de estrés 

y sus mitocondrias son más funcionales. 

Para poder corroborar la relevancia de los resultados encontrados en líneas 

celulares, estudiamos en tumores de cáncer de mama ductales infiltrantes el efecto de 

la ratio de receptores estrogénicos sobre el estrés oxidativo. Los resultados descritos 

muestran que los tumores con mayor predominancia de ERβ, a pesar de estar en una 

situación de mayor estrés oxidativo y presentar una menor expresión del sistema 

OXPHOS, que favorecería la producción de ROS, tenían una mayor respuesta 
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antioxidante (enzimas y UCPs). A esta respuesta también podría contribuir el aumento 

de la proteína SIRT3, proteína clave en el mantenimiento de la homeostasis 

mitocondrial mediante cambios en la acetilación de proteínas diana relacionadas con 

el metabolismo, así como de enzimas antioxidantes137,138,211. Los datos obtenidos en 

esta tesis estarían de acuerdo con la peor prognosis asociada a ERβ, debido a la 

capacidad del tumor para adaptarse al estrés oxidativo mediante la activación de 

sistemas antioxidantes. De hecho, se ha postulado que durante la carcinogénesis las 

células van adquiriendo diversas modificaciones que les confieren la capacidad de 

protegerse de su propio estrés y del estrés generado por el crecimiento y densidad de 

la masa tumoral. Estas modificaciones van desde el desarrollo de la angiogénesis hasta 

la capacidad de escapar del entorno hostil y oxidante del propio tumor mediante el 

proceso de metástasis103  

En los últimos años se ha descrito el papel de la leptina como posible enlace 

entre obesidad y cáncer212. La leptina es una hormona sintetizada principalmente por 

el tejido adiposo, cuyos niveles séricos aumentan con el índice de masa corporal. Tiene 

un importante papel en el desarrollo de la glándula mamaria, pero también en la 

tumorigénesis175,178. Esta citoquina activa diversas vías de señalización fuertemente 

relacionadas con la proliferación y supervivencia celular177,213. En la presente tesis 

comprobamos que la exposición a leptina en la línea celular de cáncer de mama MCF-

7, además de ser un importante factor mitogénico, mitigaba el estrés oxidativo y, en 

consecuencia el daño oxidativo. Las células con leptina presentaban una disminución 

de la producción de ROS, así como del daño en lípidos y proteínas. La UCP2 también 

estaba disminuida, posiblemente debido a que es una proteína que se activa en una 

situación de estrés158. Estos datos sugieren que la leptina podría prevenir la aparición 

de estrés oxidativo en las células cancerosas MCF-7 por un mecanismo independiente 

a la UCP2. Asimismo, el requerimiento energético para hacer frente a las demandas de 

crecimiento y proliferación de estas células podría explicar, en parte, por qué no 

presentaban una mayor producción de ROS. Los niveles aumentados de leptina están 

asociados a una peor prognosis en pacientes con cáncer de mama214. En nuestro 

trabajo comprobamos que cuando se inducía estrés con un agente oxidante o eran 

tratadas con el agente antineoplásico cisplatino, las células con leptina eran más 
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resistentes. Estas observaciones indican que la leptina podría beneficiar a las células 

cancerosas, protegiéndolas del estrés oxidativo. De acuerdo con estos resultados, 

observamos que la leptina incrementaba los niveles de expresión de SIRT1, proteína 

que, como se ha explicado anteriormente, es un regulador clave en la respuesta 

adaptativa contra el estrés oxidativo y la mejora de la eficiencia energética121,215. Por 

tanto, los mayores niveles de SIRT1 contribuirían a la adaptación de las células con 

leptina a situaciones de estrés energético. En otras palabras, la leptina parece 

disminuir los niveles de estrés oxidativo basales, lo que podría jugar un papel en la 

adquisición de resistencia a los tratamientos anti-cancerígenos. 

Durante el desarrollo de esta tesis, todos nuestros trabajos apuntaban al papel 

de la UCP2 durante la tumorigénesis, previniendo la formación de ROS y actuando 

como un sistema de defensa antioxidante mitocondrial. Pero también observamos su 

expresión como respuesta adaptativa en situación de estrés. Parece ser que durante la 

iniciación del cáncer, la UCP2 está inhibida, lo que provoca un incremento del estrés 

oxidativo e induce la transformación celular, mientras que está sobreexpresada en las 

siguientes etapas del tumor, protegiendo a la célula cancerosa de la apoptosis152,156,194. 

Por este motivo, y junto a estudios que sugieren que su expresión también podría 

contribuir a la selección de las células cancerosas con resistencia 

quimioterapéutica151,156, decidimos profundizar en su estudio para conocer si podía ser 

una diana clave en el tratamiento del cáncer de mama. La inhibición de la actividad de 

la UCP2 (mediante genipin) o de su expresión (a través de un siRNA de UCP2) mostró 

un aumento de los niveles de ROS, consiguiendo alcanzar el umbral citotóxico que 

conducía a una disminución de la proliferación celular. Estas observaciones iban 

acompañadas de mayores niveles de daño oxidativo. Así estos resultados, indican que 

el desacoplamiento de la mitocondria podría ser una ventaja para las células tumorales 

al protegerlas del daño oxidativo. En cuanto a la interferencia que puede suponer la 

UCP2 en la efectividad citotóxica del agente antitumoral cisplatino, nuestros datos 

revelaron que la downregulation de UCP2 aumentaba la sensibilidad al tratamiento, 

disminuyendo la supervivencia celular. Por tanto, nuestro estudio sugiere que esta 

proteína confiere citoprotección a las células cancerosas de mama, y su modulación es 

relevante en el control del estrés oxidativo. 
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Por último, gracias a una estancia de tres meses en el laboratorio del Dr. 

Donadelli (Università degli Studi di Verona, Verona, Italia), pudimos analizar el efecto 

de p53 mutado sobre la regulación de UCP2 en células de cáncer de páncreas (Panc1, 

Paca3 y ASPC-1). Las mutaciones en p53 afectan a más del 50% de los cánceres 

humanos216, incluyendo el cáncer de páncreas195. Diversos autores han demostrado 

que p53 mutado regula genes diana a través de su interacción con factores de 

transcripción217,218, inhibiendo proteínas con actividad antitumoral, como p63 y p73, y 

dotando a la célula de nuevas actividades oncogénicas198. En otras palabras, p53 

mutado no sólo representa la pérdida de p53 como supresor tumoral, sino también la 

adquisición de nuevas propiedades que favorecen la transformación de la célula. Los 

resultados de un estudio dirigido por Derdak et al. sugerían que p53 era una posible 

diana sensible al estado redox de UCP2156. Sin embargo, no existen trabajos que 

relacionen p53 mutado con UCP2. Los resultados obtenidos de este manuscrito 

mostraron por primera vez que p53 mutado inducía la producción de ROS mediada por 

una disminución de la actividad de UCP2. Ello promovía claramente el crecimiento 

celular y la supervivencia. Además, se observó una importante disminución de la 

apoptosis en las células con p53 mutado tras el tratamiento con el antitumoral 

gemcitabina. El mecanismo por el cual p53 mutado podría regular UCP2 no ha podido 

ser esclarecido, pero estos datos indicarían que UCP2 podría ser un gen diana de p53 

mutado.  

En conjunto, los resultados obtenidos a lo largo de esta tesis muestran como 

factores con actividad hormonal como E2, la genisteína, y la leptina afectan al estrés 

oxidativo del tumor y como, en el caso de E2 y la genisteína este efecto viene 

determinado por dotación de receptores estrogénicos. Estos resultados sugieren que 

el estrés oxidativo es un mediador en los efectos de estas señales sobre el tumor, y 

que por tanto, puede ser un punto de control clave tanto en los procesos que 

conducen al crecimiento como a la inducción de la muerte celular. En este sentido, 

nuestros trabajos apoyan que el estudio en mayor profundidad de ERβ puede ser 

interesante para conseguir una mejor caracterización del tumor en relación a su estrés 

oxidativo y un mejor pronóstico en la evaluación de la eficacia del tratamiento. Por 

otra parte, los resultados reflejan también que la UCP2, como regulador clave del 
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estrés  oxidativo  basal,  puede  jugar  un  papel  importante  en  la  adquisición  de 

resistencia  a  los  tratamientos  antitumorales.  Más  investigaciones  serían  necesarias 

para determinar si UCP2 podría utilizarse como diana terapéutica a fin de disminuir la 

tolerancia  de  las  células  tumorales  al  estrés  oxidativo  inducido  por  fármacos 

convencionales. 
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CONCLUSIONES 

I. El tratamiento con 17β-estradiol, a dosis fisiológicas (1 nM), en la línea celular 

 MCF-7 (con una ratio ERα/ERβ elevada) induce proliferación celular y estrés 

 oxidativo. Estos efectos pueden atribuirse, en parte, a una menor actividad de los 

 enzimas antioxidantes, así como una disminución en los niveles de la UCP2. En la 

 línea T47D (con una ratio ERα/ERβ baja) no se observan estos cambios, e incluso 

 hay una disminución de la producción de ROS tras el tratamiento. Por tanto, la 

 acción del 17β-estradiol sobre el estrés oxidativo es dependiente de la ratio de 

 receptores estrogénicos. 

II. El tratamiento con genisteína (1 μM, concentración en sangre de una mujer

 consumidora habitual de soja) en la línea celular T47D, que presenta una

 predominancia de ERβ, disminuye el estrés oxidativo, en parte, por una mejora de

 la función mitocondrial y la activación de los sistemas antioxidantes. A pesar de

 que la genisteína induce la expresión de ERβ tanto en las células T47D como en las

 MCF-7, no se aprecian los efectos beneficiosos de esta isoflavona sobre las células

 cancerosas MCF-7.

III. La peor evolución de los carcinomas ductales infiltrantes mamarios con una ratio

 ERα/ERβ baja podría ser atribuida, en parte, a los mayores niveles de sistemas

 antioxidantes, UCPs y enzimas, que presentan, y que les permitirían adaptarse

 mejor a las situaciones de estrés oxidativo, incrementando de esta manera la

 supervivencia celular.

IV. La mayor resistencia de la línea celular de cáncer de mama MCF-7 tratada con

 leptina frente a la toxicidad oxidativa del cisplatino podría venir determinada, en

 parte, por los efectos de esta adipoquina sobre el estrés oxidativo.

 Concretamente, los menores niveles de ROS y daño oxidativo, y el aumento del

 crecimiento celular tras la exposición a la leptina, contribuirían a explicar que la

 hiperleptinemia esté asociada a una peor prognosis en pacientes con cáncer de

 mama.
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V. La genisteína y la leptina inducen la expresión de SIRT1, proteína implicada en la 

 respuesta metabólica al estrés y en los mecanismos de respuesta que permiten 

 una mejora de la función mitocondrial, contribuyendo a la supervivencia celular. 

 

VI. El desacoplamiento mitocondrial por UCP2 proporciona un mecanismo de 

 protección a la célula cancerosa frente al estrés oxidativo. Así, la downregulation 

 de esta proteína sensibiliza a la célula tumoral al tratamiento con el citotóxico 

 cisplatino, indicando el papel de la UCP2 en la adquisición de resistencia a los 

 tratamientos antineoplásicos.  

 

VII. P53 mutado en líneas celulares de cáncer de páncreas induce la producción de 

 ROS mediada, en parte, por una disminución de la actividad de UCP2, 

 promoviendo el crecimiento celular y la supervivencia. 

 

VIII. ERβ y UCP2 podrían ser biomarcadores interesantes para conseguir una mejor 

 caracterización de los tumores de mama en relación a su nivel de estrés oxidativo 

 y la posible respuesta al tratamiento. 
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CONCLUSIONS 

1. 17β-estradiol treatment, at physiological dose (1 nM), in the MCF-7 cell line (with a 

high ERα/ERβ ratio) induces cell proliferation and oxidative stress. These effects 

may be attributed, in part, to lower antioxidant enzyme activities as well as a 

decrease in UCP2 protein levels. The T47D cell line (with a low ERα/ERβ ratio) does 

not show these changes, and there is a decrease in ROS production after 

treatment. Therefore, the effects of 17β-estradiol on oxidative stress are 

dependent on the estrogen receptors ratio. 

 

2. Genistein treatment (1μM, the blood level of a woman that is a regular consumer 

of soya bean products) in the T47D cell line, which has a predominance of ERβ, 

decreases oxidative stress, in part, by an improved mitochondrial function and 

activation of the antioxidant systems. Although genistein induces ERβ expression 

in both T47D and MCF-7 cells, the beneficial effects of this isoflavone are not 

observed in MCF-7 cancer cells. 

 

3. The poor prognosis of invasive ductal mammary carcinoma with a low ERα/ERβ 

ratio may be attributed, in part, to the higher levels of antioxidant systems, UCP2 

and enzymes, and that would allow the cell to better adapt to oxidative stress 

situations, thus increasing cell survival. 

 

4. The greater resistance of leptin treated MCF-7 breast cancer cells against oxidative 

toxicity of cisplatin may be determined, in part, by the effects of this adipokine on 

oxidative stress. Specifically, lower ROS levels and oxidative damage, and the 

increase in cell growth after leptin exposure, may explain why hyperleptinemia 

has been associated with a poorer prognosis in patients with breast cancer. 

 

5. Genistein and leptin induce SIRT1 expression, a protein involved in the metabolic 

response to stress and in the response mechanisms that allow an improvement of 

mitochondrial function, which contribute to cell survival. 
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6. UCP2-mediated mitochondrial uncoupling provides a protective mechanism to 

 cancer cells against oxidative stress. Thus, downregulation of this protein

 sensitizes tumor cells to treatment with cytotoxic cisplatin, indicating the role of 

 UCP2 in the acquisition of resistance to cancer therapies. 

 

7. Mutant p53 in pancreatic cancer cell lines induces ROS production, and this is 

done in part, by a decrease in UCP2 activity, which promotes cell growth and 

survival. 

 

8. ERβ and UCP2 may be interesting biomarkers to better characterize the breast 

tumor in relation to its level of oxidative stress and possible treatment response. 
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