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Resumen:

Recientemente describimos la relacién entre las alteraciones mitocondriales y la senescencia como proceso regulador de crecimiento celular en tumores
hipofisarios inducidos por estrégeno. Ademas, se sabe que esta hormona promueve la oxidacion del ADN conduciendo a la acumulacién de mutaciones
en el ADN mitocondrial traduciéndose en deficiencias de energia y dafio celular con potencialidad carcinogénica. En este contexto, nos propusimos
evaluar la posible acciéon pro-oxidante del 17?-estradiol (E2) in vitro sobre la dindmica mitocondrial y la activacion de la respuesta al dafio en contextos
tumorales hipofisarios.

Se indujo el desarrollo tumoral hipofisario en ratas Wistar macho adultas mediante la implantacion subcutanea de cépsulas de silastico conteniendo
benzoato de estradiol (30 mg) durante 10 dias (E10; n=5). El grupo control fue implantado con céapsulas vacia (n=5). Cumplido los plazos, las hipdfisis
fueron extraidas y sus células cultivadas y expuestas a E2 (1-10-100nM) por 15, 30 y 60 min. Se analiz6 la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) por citometria de flujo, la co-expresiéon de 80OHIG y p-Nrf2 como indicadores de oxidacion del ADN y activacion de respuesta al dafio oxidativo
por inmunofluorescencia. La expresion de proteinas mitocondriales: MFN2 y OPA-1 (fusién mitocondrial) y p-Drpl (fisibn mitocondrial) se evalud por
western blot. Andlisis estadistico: ANOVA-Fischer (p <0,05).

En células tumorales, dosis fisioloégicas de E2 (1nM) promovieron un aumento significativo en la generacion de ROS a partir de tiempos cortos de
exposicion, en tanto que, en células normales, E2 10nM indujo esta oxidante respuesta luego de 30min de tratamiento. Igualmente, se observé un
aumento en la co-expresion de 80HdAG y p-Nrf2 acorde aumento la concentracion y el tiempo de exposicion a E2. Este mismo comportamiento se
observo en la expresion de las proteinas mitocondriales analizadas, sefialando una tendencia hacia la fusion.

En células tumorales, el E2 promoveria un entorno pro-oxidante que seria contrabalanceado por la activaciéon de vias antioxidantes mediada por Nrf2.
Estas claras evidencias de estrés oxidativo desencadenarian alteraciones en la dindmica mitocondrial, favoreciendo el proceso de fusién como medida
de readaptacion metabdlica. Estas respuestas garantizarian la viabilidad celular permitiendo hacer frente a las mayores demandas energéticas, propio
del contextos tumoral.
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Abstract:

We recently described the relationship between mitochondrial alterations and senescence as a regulatory process of cell growth in estrogen-induced
pituitary tumors. In addition, it is known that this hormone promotes the DNA oxidation leading to the accumulation of mutations in mitochondrial DNA
resulting in energy deficiencies and cellular damage with carcinogenic potential. In this context, we set out to evaluate possible 17?-estradiol (E2) pro-
oxidant actions in vitro on mitochondrial dynamics and the activation of the damage response under pituitary tumor contexts.

Pituitary tumor development was induced in adult male Wistar rats by subcutaneous implantation of silastic capsules containing estradiol benzoate (30
mg) for 10 days (E10; n=5). The control group was implanted with empty capsules (n=5). Once the deadlines were met, pituitary glands were collected
and cells cultured and exposed to E2 (1-10-100nM) for 15, 30 and 60 min. The reactive oxygen species (ROS) generation was analyzed by flow
cytometry, the 80OHdG and p-Nrf2 co-expression, as indicators of DNA oxidation and activation of response to oxidative damage, was evaluated by
immunofluorescence. Mitochondrial protein expression: MFN2 and OPA-1 (mitochondrial fusion) and p-Drpl (mitochondrial fission) was assessed by
western blot. Statistical analysis: ANOVA-Fischer (p <0.05).

In tumoral cells, physiological doses of E2 (1nM) promoted a significant increase in the ROS production after short exposure times, whereas in normal
cells, 10nM E2 induced this oxidative response after 30min of treatment. Likewise, an increase in the co-expression of 80OHdG and p-Nrf2 was observed
as the concentration and the time of exposure to E2 increased. This same behavior was observed in the expression of mitochondrial proteins, indicating a
tendency towards fusion.

In tumoral cells, E2 would promote a pro-oxidant environment that would be counterbalanced by the activation of antioxidant pathways mediated by Nrf2.
These clear evidences of oxidative stress would trigger alterations in mitochondrial dynamics, favoring the fusion process, as a measure of metabolic
readaptation. These responses would guarantee cell viability allowing to meet the highest energy demands, typical of the tumor context.
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