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RESUMEN

El indol-3-carbinol (I3C) se encuentra en los vegetales cruciferos del género
Brassica como la col, coliflor, brdcoli, col de bruselas y berza. EI consumo de estos
vegetales se ha relacionado con una disminucion en el riesgo relativo a desarrollar
cancer de mama. El Indol-3-carbinol y su dimero el Di-indol metano (DIM) han sido
reportados como compuestos con capacidad para modificar el metabolismo del E,
y de la E;. Se ha relacionado que un aumento en la formacion del metabolito
16a-hidroxilado de la E; puede incrementar el riesgo relativo a desarrollar cancer
de mama. Por otra parte el metabolito 2-hidroxilado de la E; ha sido relacionado
con una disminucion del riesgo relativo a desarrollar carcinoma mamario. En esta
tesis se evaluaron los efectos del I3C y DIM, a la concentracion de 10 pM,
incubados 24, 48 y 72 horas con células de cancer de mama MDA-MB 231, sobre
la expresion relativa del RNAm de los genes CYP1Al y CYP3A7, que codifican a
las enzimas 2-hidroxilasa y a la 16a-hidroxilasa, respectivamente; estas enzimas
introducen hidroxilos en las posiciones 2 y 16 en las moléculas de E; y E;. La
expresion relativa del RNAm del CYP1A1 se modifico con respecto a las células
control desde las 24 horas y hasta las 72 horas de incubacion. La expresion
relativa del RNAm del gen CYP3A7 se modifico solo en los dos primeros tiempos.
Los datos obtenidos mostraron que el I3C y el DIM tienen la capacidad de
modificar la expresion relativa del RNAm de los genes CYP1Al y CYP3A7. De
manera interesante se pudo observar que el DIM tiene una mayor potencia
biol6gica para modificar la expresion relativa del gen CYP1A1 en comparacion con

el I3C.




INTRODUCCION

El cAncer de mama representa en la actualidad, un desafio en materia de salud
publica, a nivel mundial. El incremento tan notable en la prevalencia de cancer de
mama, observado en las Ultimas décadas, refleja el impacto de factores de riesgo

relacionados, algunos de ellos, con estilos contemporaneos de vida.

El cancer de mama es una neoplasia maligna que reconoce un origen
multifactorial (Hulka y Stark, 1995) y algunos de los factores que podrian contribuir
al incremento del riesgo del cancer de mama en la mujer se enlistan a

continuacion:

Menarquia temprana (inicio de la menstruacion antes de los 12 afos de

edad)
« Menopausia tardia (posterior a los 50 afios)
« Nuliparidad (no haber tenido hijos)
- Primer embarazo tardio (posterior a los 30 afios)
« Ausencia de lactancia al seno materno
- Obesidad pre y posmenopausica
« Terapia hormonal por tiempo prolongado

- Antecedentes familiares directos (abuela, madre y hermanas con cancer

mamario)




Por otra parte, se han reconocido mutaciones en genes de susceptibilidad al
cancer mamario, como el BRCA-1 y BRCA-2, localizados en los cromosomas 17 y
13, respectivamente (Miki et al., 1994; Wooster et al., 1995; Feigelson et al.,

1996), aunque debe sefalarse que estas alteraciones génicas ocurren en un

porcentaje bajo de pacientes (~-5%) y se presentan en agregados familiares

(Dotzlaw et al., 1992; Fugua et al., 1993; Miksicek et al., 1993).

La prevalencia de céancer de mama varia considerablemente entre las
diferentes poblaciones del mundo, lo cual introduce otro factor de riesgo que
es la etnicidad. En el Reporte Mundial de Cancer de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) de 1997 se sefiala que la ocurrencia de cancer mamario en
la poblacion asiatica es significativamente menor en comparacion con la
poblacion caucasica y que el riesgo a esta neoplasia es mayor en paises
anglosajones (Adlercreutz, 1990; Coker et al., 1997; Porter, 2008). Estas
diferencias étnicas se asocian ademas, con estilos de vida y habitos
alimentarios de las poblaciones asiaticas, particularmente los relacionados con
el consumo de verduras, principalmente de cruciferas del género Brassica,
como la col, coliflor, brocoli, col de bruselas y berza, que de acuerdo a un
numero importante de estudios, disminuyen el riesgo a desarrollar cancer de

mama (Bradlow et al., 1996; Fowke et al., 2000)




Los resultados de un numero importante de estudios clinicos controlados
(Lord et al.,, 2002), en los que se evalud la relacién entre la ingestion de
verduras y frutas frescas y una disminucion del desarrollo de cancer mamario,
permitieron a la World Cancer Research Foundation y al American Institute
for Cancer Research considerar que existe suficiente evidencia que el
consumo de verduras, particularmente de cruciferas, reduce el riesgo a
padecer cancer de mama y a recomendar una ingesta minima de brocoli de

100 gramos dos veces por semana (Bradlow et al., 1996).

El mecanismo por el cual las verduras cruciferas ejercen su efecto protector,
no ha sido totalmente esclarecido; sin embargo, se ha relacionado la
disminucion del riesgo de cancer mamario con su alto contenido de indoles,
particularmente del Indol-3-Carbinol (13C). Los indoles provienen de la
hidrolisis de los glucosinolatos que contienen las verduras cruciferas, estos al
ser hidrolizados por la enzima mirosinasa dan origen a la formacion de
compuestos biolégicamente activos como el I3C, que al entrar en contacto con
el ambiente &cido estomacal es transformado principalmente en

di-indolmetano [DIM] (Higdon et al., 2007) [Figura 1].

Estudios en diversas especies animales (rata y raton) han demostrado que la
molécula del 13C y su principal metabolito el DIM, tienen efectos
antiestrogénicos, citostaticos y antitumorogénicos en la glandula mamaria

(Telang et al., 1997; Cover et al., 1998; Jin et al., 1999; Yoshida et al., 2004).
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Figura 1. Hidrdlisis de los glucosinolatos por la e nzima mirosinasa y estructura quimica

del Indol-3-Carbinol (13C) y su Dimero el Di-Indol metano (DIM).

Otros factores importantes en el incremento de riesgo de cancer de mama,
son los de origen hormonal, los cuales estan asociados a la exposicion
prolongada, enddgena y exogena, de hormonas esteroides sexuales,
particularmente de estrogenos (Yue et al.,, 1998). Los estrégenos son las
hormonas esteroides responsables del crecimiento y desarrollo de las
caracteristicas sexuales secundarias femeninas. Actlan sobre el crecimiento 6seo
y sobre el metabolismo y disposicion de los depdsitos grasos (muslos, mamas y

caderas) en la mujer.




Los estrégenos mas importantes son la estrona (Ei), el estradiol (E2) y el estriol
(E3) los cuales se producen principalmente en los foliculos en crecimiento durante
la fase folicular o proliferativa del ciclo menstrual (Di Zerga y Hodgen, 1981) y en
el cuerpo lateo después de la ovulacion (Goodman y Hodgen, 1983), asi como en

la placenta (Gibori et al., 1988).

Los estrégenos se biosintetizan a partir de los andrégenos como la
testosterona y la androstendiona, siendo el citocromo P450 CYP19 o
aromatasa, la enzima que interviene en esta bioconversion. Esta enzima se
encuentra en las células de la granulosa del ovario, el tejido adiposo, los
fibroblastos de la piel, la placenta, la glandula mamaria, el foliculo piloso y el
cerebro, y su actividad puede ser modulada por la dieta (Mahendroo et al.,
1991; Means et al., 1991; Harada 1992; Bulun et al., 1993; Simpson et al.,

1996).

Algunos tumores (benignos o malignos) estrégeno-dependientes, comparten la
caracteristica de presentar una mayor expresion de la aromatasa, como es el
caso de los miomas, la endometriosis y particularmente el cancer de mama,
por lo que el uso de inhibidores de esta enzima ha representado una buena
estrategia en el tratamiento de estos padecimientos (Brodie, 2002;

Brueggemeier et al., 2005).




Los estrégenos se metabolizan tanto en los 6rganos blancos como periféricos.
Las vias metabdlicas de E; y E,, se muestran en la figura 2. El E; se
biotransforma a E;, y ambos, a sus metabolitos hidroxilados en diferentes
posiciones de la molécula. La oxidacion de los estrogenos para la formacion
de compuestos hidroxilados es la principal via metabdlica. El hidroxilo puede
ser introducido en los carbonos 2 6 16, siendo los genes CYP1Al y CYP3A7
los que codifican respectivamente a la 2-hidroxilasa y 16a-hidroxilasa,
responsables de la hidroxilacion en las dos diferentes posiciones de la
molécula. Los productos de la biosintesis son: 2-hidroxi-E; (2-OHE)),
2-hidroxi-E;  (2-OHE;), 16a-hidroxi-E, (16a-OHE;) y 16a-hidroxi-E;
(160-OHE;). La via preferente hacia la que se orienta el metabolismo de los
estrogenos depende de la expresion predominante de uno de los dos genes
CYP1Al o CYP3AY. Posteriormente, los derivados 2-hidroxilados son metilados
por accion de la enzima catecol-o-metil-transferasa (COMT). Los productos
resultantes se conjugan para formar glucuronatos o sulfatos (Lord et al., 2002),
los cuales se eliminan en la bilis, a través de la materia fecal, y en la orina

(Fishman et al., 1990).

En la actualidad, el estudio del metabolismo de los estrogenos ha adquirido gran
relevancia por la asociacion de los productos de su bioconversion con el cancer de
mama. Es importante destacar que los metabolitos 2-hidroxilados tiene actividades

biolégicas opuestas a los 16a-hidroxiderivados.




La hidroxilacion del carbono 2 hace que se pierda gran parte de la potencia
estrogénica y con ello su accion proliferativa (Bradlow et al., 1996), mientras que
los 16a-hidroxilados estimulan la mitosis y por lo tanto, la proliferacién celular

(Telang et al., 1992; Suto et al., 1993).

Diversas evidencias han sugerido que las alteraciones en el metabolismo del E;
estan ligadas al riesgo de cancer de mama. Se ha observado que en aquellas
mujeres que presentan una alta tasa de formacion de 2-hidroxi-E;, el riesgo de
presentar cancer de mama disminuye en un 40%. En cambio, los resultados de
diversas investigaciones sugieren fuertemente que las mujeres que metabolizan
los estrégenos preferentemente hacia la 16a-hidroxi-E;, presentan efectos

genotoxicos (Telang et al., 1992; Davis et al., 1997; Kabat et al., 1997).

En algunos modelos experimentales (animales y lineas celulares), se ha
observado que la 16a-OHE; tiene propiedades tumorogénicas y genotdxicas,
mientras que la 2-OHE; tiene poca actividad estrogénica (Lippert et al., 2000). Se
ha sugerido que el incremento de la via de la 16a-hidroxilacion y la disminucién en
la formacion de los metabolitos 2-hidroxilados, son factores de riesgo a cancer de

mama (Swaneck y Fishman, 1988, Falk et al., 2000).




16a-OHE! \
4

160-OHE2

Figura 2. Vias metabdlicas de estradiol (E ,) y estrona (E ;). Las enzimas que participan
en el metabolismo de los estrégenos son: 1)17 B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa;
2) 2-hidroxilasa; 3) Catecol- o-Metiltransferasa y 4) 16 a-hidroxilasa. Los productos
resultantes son: 2-hidroxi-E ; (2-OHE,), 2-metoxi-E; (2-MeO-E,), 16a-hidroxi-E ;
(16a-OH-E,), 2-hidroxi-E , (2-OHE,), 2-metoxi-E , (2-MeO-E,) y 16a-hidroxi-E , (16a-OH-E,).




Un estudio, de mas de 9 afios de seguimiento, en mujeres mayores de 35 afios,
demostré una asociacion entre la disminucion de la relacion 2-OHE;/16a-OHE; y
la aparicion de cancer de mama (Meilahn et al., 1998), mientras que otro estudio
de seguimiento por mas de cinco afios, de mujeres entre 35 y 64 afios de edad,
mostré6 que un elevado indice de la relacion de los metabolitos urinarios
2-OHE; y 16a0HE;, estaba relacionado con un bajo riesgo de cancer de mama
(Muti et al., 2000). Con base en estas observaciones, se ha propuesto que la
determinacion de la relacion de derivados 2-hidroxilados/16a-hidroxilados, en
muestras de orina, podria ser un biomarcador de utilidad, que permita detectar
oportunamente, el riesgo a desarrollar cancer de mama (Meilahn et al., 1998; Muti

et al., 2000; Yoo et al., 2001).

Estudios bioquimicos de la 16a-OHE;, han demostrado que este derivado de la E;
se une con baja afinidad al receptor de estrogenos (Martucci y Fishman, 1977);
sin embargo su actividad bioldgica de tipo estrogénica es muy potente (Fishman y
Martucci, 1980) debido a que es capaz de unirse al receptor de estrégenos en

forma covalente e irreversible (Swaneck y Fishman, 1988).

Esta union se realiza mediante la formacion una base de Schiff con los grupos
amino primarios de los residuos de lisina del receptor y un posterior rearreglo de
Heyns que resulta en la union covalente entre el esteroide 16a-hidroxilado y el

receptor de estrégenos (Figura 3). Esta demostracion correlaciona perfectamente




bien con las observaciones de que la formaciébn en exceso de 16a-OHE;,,
incrementa el riesgo de cancer de mama (Swaneck y Fishman, 1988; Falk et al.,
2000). Por otra parte, se ha demostrado que los indoles de las verduras cruciferas
tienen la capacidad de modificar el metabolismo del E,, orientandolo a una mayor
formacion de derivados 2-hidroxilados (Bradlow et al., 1996; Horn et al., 2002;
Androutsopoulos et al., 2009) con la consecuente disminucion de la formacion de
los compuestos 16a-hidroxilados (Michnovicz y Bradlow, 1990; Fowke et al.,
2000; Higdon et al., 2007), lo cual explicaria los efectos benéficos del habito de
consumir verduras cruciferas, para la disminucion del riesgo de cancer de mama.
Por otra parte, se ha demostrado que el I3C actia como antiproliferativo en
cultivos de lineas celulares (Michnovicz y Bradlow 1990; Niwa et al., 1994; Cover

et al., 1998; Meng et al., 2000).
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Figura 3. Formacion de la base de Schiff y el re-ar  reglo de Heyns.




Cancer de Mama en México

En México, en el afio 2007, los decesos en la poblacién causados por tumores
malignos ocuparon el tercer lugar como causa de muerte. En ese mismo afo se
reportaron 4,931 defunciones de mujeres por cancer de mama, lo que
corresponde a una tasa de mortalidad de 9.2 por 100,000 mujeres y constituye la
primera causa de muerte por neoplasias malignas en mujeres de 25 afos y
mas, colocandose por encima de padecimientos como el cancer cérvico
uterino, cancer de higado y vias biliares, traquea, bronquios y pulmén
(INEGI, 2009). La mayor incidencia de cancer mamario se presenta en la

mujer mexicana a partir de los 40 afios de edad.

El incremento tan notable en la ocurrencia de cancer de mama en nuestro
pais, particularmente en las regiones norte y occidente, asi como en el Distrito
Federal, esta relacionado con las transiciones demogréafica y epidemiologica
gue vive nuestro pais, asi como con los patrones alimentarios y estilos de vida

contemporaneos importados de otros paises (Pérez Palacios, 1996).

Por el origen multifactorial del cancer de mama, ha sido dificil el desarrollo de
meétodos de prevencion y deteccion oportuna de esta neoplasia maligna. La
autoexploracion de las glandulas mamarias, y la exploracion clinica realizada

por el médico, no son lo suficientemente efectivas para la deteccion oportuna




de céancer mamario, por lo que actualmente el método de diagndstico
disponible y méas confiable es la mastografia. Lamentablemente, en México, no
se cuentan con los suficientes equipos para la realizacibn de este
procedimiento ni con el niamero suficiente de profesionales que puedan llevar
a cabo esta técnica. Es por lo tanto impostergable el desarrollo de estrategias
gue valoren el riesgo y permitan la prevenciéon del desarrollo de esta neoplasia

maligna.

Los grupos de investigacion de los Departamentos de Biologia de la
Reproduccion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador
Zubiran”, y de la Universidad Autbnoma Metropolitana-lztapalapa, asi como
investigadores del Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los
Reyes”, actualmente estan estudiando, en muestras de orina de un grupo de
mujeres mexicanas voluntarias, con cierto riesgo a padecer cancer de mama
la relacion 2-OHE1/16a-OHE;, con el objetivo de desarrollar una estrategia que
permita disponer de un meétodo no invasivo, que no requiera de tecnologia
sofisticada y que se pueda simplificar para convertirlo en una prueba sencilla,
no agresiva y relativamente de bajo costo, para la valoracion de riesgo a

cancer mamario en México.




Estudios del metabolismo in vitro de estradiol y estrona isotopicamente
marcados, en cultivos de células MDA-MB 231, de cancer de mama nho
dependiente de estrogenos, realizados por el mismo grupo interinstitucional de
investigadores, han demostrado en la linea celular estudiada, la actividad de
las enzimas 2-hidroxilasa y 16a-hidroxilasa, que catalizan respectivamente, la
reaccion de 2 y 16a-hidroxilacion de los estrégenos. En los mismos estudios
se demostro, que la presencia de I3C y de DIM, fue capaz de inducir cambios
significativos en el metabolismo de los estrogenos. Estos resultados han
motivado al grupo de investigadores a estudiar el efecto de esos indoles sobre
la expresion génica de las enzimas 2-hidroxilasa y 16a-hidroxilasa, en
diferentes lineas celulares de cancer de mama. Los resultados permitiran
tener un mayor conocimiento del mecanismo de accion del I3C y de su dimero,
y las ventajas que pudiera representar su uso como agentes protectores de

cancer de mama, en beneficio de la mujer mexicana.




ANTECEDENTES

Citocromo P450

El citocromo P450 (CYP P450) estd constituido, por una super familia de
enzimas involucradas en la biosintesis de diversos compuestos (enddégenos y
exogenos). El CYP P450 acelera la eliminacion del organismo de gran namero
de farmacos y compuestos téxicos y su expresion puede estar regulada por

factores genéticos, fisiopatoldgicos o ambientales (Guengerich, 1999).

Ademas de su actividad en los procesos de biosintesis, el CYP P450 participa
en el metabolismo de xenobidticos, compuestos quimicos que no forman parte
de la composicion habitual del organismo, pero son capaces de acceder a su
interior e inducir efectos nocivos. Una de las caracteristicas de los CYP P450
gue metabolizan xenobiodticos es su baja especificidad, o que permite que
sean capaces de actuar sobre un gran namero de substratos, principalmente a
través de reacciones de oxidacion. Las oxidaciones catalizadas por el CYP

P450 son reacciones de mono-oxigenacion (Finta y Zaphiropoulos, 2000).

Los genes que codifican a las enzimas del CYP P450 se identifican con las
siglas CYP (Cytochrome P) seguidas de un numero que designa la familia, una
letra que identifica la subfamilia y otro numero que corresponde con el

polipéptido, por ejemplo CYP1ALl. Una familia agrupa aquellos CYPs cuya




secuencia de aminoacidos tienen una similitud mayor del 40%. Dentro de cada
familia, los CYPs se agrupan en diferentes subfamilias las cuales,
se denominan alfabéticamente, CYP1A o CYP1B. Dos CYPs perteneceran a
la misma subfamilia cuando su homologia en la secuencia de aminoacidos sea
superior al 55%. Dentro de la misma subfamilia, los CYPs se designan
numéricamente CYP1A1l, CYP1A2, etc.; dos CYPs se consideran diferentes

cuando sus secuencias difieran en mas de un 3% (Nelson, 1999).

GEN CYP 1A1

El CYP1ALl es un gen que codifica a la enzima 2-hidroxilasa. La expresion del
CYP1A1 ocurre predominantemente en tejidos extrahepaticos como la
glandula mamaria, el pulmoén, la placenta y los linfocitos, ademés de presentar

formas polimoérficas (Masson et al., 2005).

El CYP1Al se ha relacionado con el metabolismo del E; y la E;, ya que
algunos estudios realizados han demostrado que la enzima a la que codifica
es capaz de hidroxilar a estos esteroides en el carbono numero 2 [Figura 4]

(Lee et al., 2003a; Kisselev et al., 2005).

Se ha relacionado la capacidad de los indoles para aumentar la expresion del
CYP1A1 por la afinidad que presentan por el receptor de los hidrocarburos de

arilo (AHR). Diversos estudios realizados en higado y glandula mamaria de




rata que fueron tratados con 13C, han demostrado un aumento en la expresion
del RNAmM del CYP1Al (Nao y Jeffery 2001, Horn et al., 2002), y con un
cambio en el metabolismo de E, y E; (Fowke et al., 2000; Lampe y Peterson,

2002).

GEN CYP3A7

En el humano la subfamilia 3A contiene 4 miembros que son el CYP3A4,
CYP3A5, CYP3A7 y CYP3A43 (Finta y Zaphiropoulos, 2000), que codifican a
enzimas que metabolizan a hormonas esteroides, carcindGgenos y a mas del

50% de medicamentos usados en clinica (Dally et al., 2004).

El CYP3A7 se expresa de forma predominante en higado fetal, aunque
también se ha reportado su expresion en el higado del adulto y algunos tejidos
extrahepaticos; ademas se le ha relacionado con el metabolismo del E, y la E;.
Un estudio realizado en higado humano, donde se evalud la actividad de
diferentes enzimas para catalizar la hidroxilacion de la molécula de la E;j,
demostré que el CYP3A7 que codifica a la 16a-hidroxilasa es capaz de
hidroxilar a la E; preferentemente en la posicion 16a [Figura 4]

(Lee et al., 2003b).




La enzima 16a-hidroxilasa ha sido propuesta como un importante catalizador
para la formacion del procarcinégeno 16a-hidroxiestrona (Lee et al., 2003b).
Como ya se ha mencionado, este metabolito de la E;, se ha relacionado
fuertemente con el aumento del riesgo a padecer cancer de mama (Swaneck y

Fishman, 1988).

~— CYP3A7
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Figura 4. Sitios en las moléculas de E ; y E, susceptibles de ser oxidados por la

actividad de enzimas codificadas por los CYPs 1Aly 3A7.




JUSTIFICACION

En México, el cancer de mama constituye la primera causa de muerte por
neoplasias malignas, en mujeres de 25 afios y mas. La mayor frecuencia de
cancer mamario se presenta en la mujer mexicana, a partir de los 40 afios de edad
y, de acuerdo a las estimaciones del Consejo Nacional de Poblacién, el universo
de mujeres de 40 afios y mas, alcanzo en el afio de 2006, la cifra de 15 millones,
por lo que este padecimiento maligno ya se ha constituido como un problema de
salud publica. Un factor reconocido de riesgo a cancer de mama en la mujer, es la
exposicion a estrogenos, por periodos prolongados de tiempo, con fines
anticonceptivos o de terapia de reemplazo hormonal, ya que existe suficiente
evidencia de que en sus inicios, todos los canceres de mama son dependientes de
estrogenos. Aun cuando un numero importante de estudios sugieren que
compuestos de origen vegetal como el indol-3-carbinol y el di-indol metano
modifican el metabolismo de la estrona y el estradiol, orientandolo hacia una
mayor formacion de derivados 2-hidroxilados que disminuyen en la mujer el riesgo
a cancer de mama, se desconoce el efecto que estos indoles tienen sobre la
expresion de los genes CYP1Al y CYP3A7 que codifican a la 2-hidroxilasa y

16a-hidroxilasa, enzimas que introducen radicales hidroxilos en los carbonos 2 y

16a respectivamente en las moléculas de estrona y estradiol.




El conocimiento que se obtenga del estudio de los efectos de los indoles sobre la
expresion de los genes CYP1Al y CYP3A7, podria aportar informacion importante
para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas que contribuyan a disminuir uno

de los tantos riesgos al desarrollo del cancer de mama en la mujer.




HIPOTESIS

El Indol-3-Carbinol y su dimero el Di-indol metano modifican la expresion de los
genes CYP1Al1l y CYP3A7, que codifican a las enzimas 2-hidroxilasa y
16a-hidroxilasa respectivamente, en la linea celular de céancer de mama,

MDA-MB 231.




OBJETIVO GENERAL

Demostrar la capacidad del Indol-3-Carbinol y su dimero, el Di-indol metano para
modificar la expresion de los genes CYP1Al y CYP3A7, en la linea celular

MDA-MB 231 de cancer de mama.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Seleccionar las sondas especificas para los genes CYP1Al y CYP3A7 del

humano.

2. Evaluar en la linea celular MDA-MB 231 el efecto del Indol-3-Carbinol y del
Di-indol metano, en diversas condiciones experimentales, sobre la expresion del
RNA mensajero (RNAm) de los genes CYP1Al y CYP3A7, mediante la técnica de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real, empleando las

sondas especificas seleccionadas.




MATERIALES Y METODOS

1. Seleccién de las Sondas

Para realizar la seleccion de las sondas especificas para los genes CYP1Al y

CYP3A7 del humano, se empled la base de datos de Applied Biosystem (Santa

Cruz, Cal., EUA). Utilizando esta base de datos, con los nombres de los genes, se

realizd la busqueda de la especie, identificacion del cromosoma en el que se

localizan, citocromo al que pertenece asi como la familia, subfamilia y polipéptido,

a los que corresponden los genes. Con toda esta informacion, la base de datos de

Applied Biosystem proporciona el cédigo de identificacion de cada una de las

sondas. Las sondas se encuentran marcadas con un fluoréforo (FAM) en su

extremo 5'.
NOMBRE | ESPECIE | CROMOSOMA | CITOCROMO | FAMILIA SuUB POLIPEPTIDO
DEL GEN FAMILIA
CYP1A1 Homo 15 P-450 1 A 1
sapiens
CYP3A7 Homo 7 P-450 3 A 7
sapiens




Cadigos de identificacion de los genes:
CYP1A1l Hs00426361_m1l

CYP3A7 Hs00153120_m1

2. Cultivo Celular

2.1 La linea celular MDA-MB 231 fue amablemente proporcionada por el
Dr. Alejandro Zentella, Jefe del Departamento de Bioquimica del Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran”. EI cultivo de la linea celular
MDA-MB 231 se llevo al cabo en un incubador Steri-Cult de Termo Electron
Corporation (Marieta, Ohio, EUA), en una atmésfera de 5% de CO,, 95% de aire,
85% de humedad y 37° C, empleando el medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) libre de rojo fenol, suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% e
inactivado con calor (Invitrogen, Londres, Reino Unido), aminoacidos no
esenciales (100X), Piruvato de sodio (100 mM), L-Glutamina (200 mM), 10,000
unidades de penicilina/ml y anfotericina 25 mg/ml. Las células se incubaron en

botellas de 75 cm? hasta su confluencia.

2.2 Se realizo el conteo celular en un hemocitdmetro (camara de Neubauer) y se
sembraron 6x10° células/caja de Petri, empleando el medio DMEM libre de rojo
fenol, suplementado al 10% con SFB previamente pre-tratado con carbdn/dextran

(10:1), para eliminar las hormonas esteroides presentes en el suero.




Las células se trataron con el Indol-3-carbinol y Di-indol metano a la concentracion
de 10 puM, y se incubaron por 24, 48 y 72 hrs. a las mismas condiciones descritas
en el cultivo celular. La concentracion de 10 uM fue seleccionada con base en
estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo, en los que se determind
gue con esta concentracion de indoles, se obtiene el mayor efecto sobre el

metabolismo de E, y E;.

2.3 La viabilidad celular fue evaluada por el método de exclusion de captacion con
azul tripan, como se describe a continuacion: De la suspension celular que se
utilizé para realizar la extraccion del Acido Ribonucleico (RNA) total, se tomo una
alicuota de 10pul que contiene 12,000 células, se mezclo con 10ul de una solucion
acuosa de azul tripan al 0.1% y se observo al microscopio, haciendo uso de un
hemocitometro. Se determino el numero de células que se tifieron con el azul
tripan que son aquellas en las que se presenta disrupcion membranal (células

muertas).

3. Extraccion del Acido Ribonucleico Total

Al finalizar los diferentes tratamientos, se llevé al cabo la extraccién del RNA total

de las células, utilizando Trizol® siguiendo el protocolo de Invitrogen como se

describe a continuacion:




Las células se desprendieron de la caja de Petri agregando 3 ml de tripsina con
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 4 mM al 25%, se centrifugaron a 2000
revoluciones por minuto (RPM) por 5 minutos, se decanté el sobrenadante y al
botdn celular obtenido se le agregaron 5 ml de solucién buffer de fosfatos (PBS),
se resuspendieron las células y se centrifugaron nuevamente a 2000 RPM por 5
minutos a temperatura ambiente. Se decanté el sobrenadante y se agrego 1 ml de
Trizol®, dejandolo actuar a temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente,
se agregaron 200 pl de cloroformo, se agité en vortex por 1 minuto, y se
centrifugé a 14,000 RPM durante 15 minutos, a 4° C. Se transfirio la fase acuosa
a un tubo de 1.5 ml, se adicionaron 500 ul de isopropanol y se centrifugd a 12,000
RPM durante 10 minutos, a 4° C. Se elimino el isopropanol por decantacion y se
agregé 1 ml de etanol acuoso al 75%, se centrifugd a 7,500 RPM durante 5
minutos a 4° C y se decantd el sobrenadante. El precipitado se resuspendié en

20 pl de agua con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0.1%.

La concentracion de RNA total se determiné por espectrofotometria a 260 nm
utilizando un espectrofotémetro Beckman Du® (Fuller Town, Cal., EUA), mediante

la siguiente férmula:

Absorbancia a 260 nm x 250 x 4049
= 1ol

100044




250 es el factor de dilucion (144 de RNA + 249 /4 de agua con DEPC)

40ug de RNA /100044 = 1 Densidad Optica

La calidad del RNA se evalué al realizar cada lectura a 260 y 280 nm. La relacion
optima debe ubicarse en un intervalo entre 1.8 a 2.0 y la integridad del RNA se
evalu6 por electroforesis en gel de agarosa al 1%, en condiciones
desnaturalizantes [25 ml de formaldehido al 37% y 15 ml de &cido 3-morfolino

propanensulfénico (MOPS 10X)] (Figura 5).

Figura 5. Imagen representativa de diferentes mues tras de RNA total en un gel de agarosa

en condiciones desnaturalizantes.

4. Sintesis de Acido Desoxiribonucleico Complementario

De cada uno de los RNA totales obtenidos en optimas condiciones se realiz6 la
sintesis del acido desoxirribonucléico complementario (cDNA), utilizando el

estuche Super Script® First-Strand Synthesis System for RT-PCR, (Invitrogen)




como se describe a continuacion: en un tubo de capacidad de 200 pl, de pared
delgada, se colocaron 200 ng de la muestra de RNA obtenida para realizar la
sintesis de cDNA para el CYP1Al, y 500 ng para la sintesis de cDNA para el
CYP3A7. Posteriormente, se agrego 1 pl del oligo dT (0.5 pg/pl), 1 ul de la mezcla
de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a la concentracion de 10 mM y 10 pl de

agua con DEPC por cada reaccion.

Se colocaron en un termociclador Perkin Elmer (Norwalk, CT, EUA) a una
temperatura de 65° C por 5 minutos; posteriormente se adicionaron 2 ul del buffer
RT (Tris-HCI 200 mM, KCI 500 mM), 4 pl del cloruro de magnesio (25 mM), 2 pl de
Ditiotreitol (0.1M) y 1 ul del inhibidor de RNasas (40 U/ul) y se incub6 a 42° C por
2 minutos, para posteriormente adicionar 1 pl de la enzima Super Script® Il (50
U/ul), a 42° C por 50 minutos y posteriormente a 70°C por 15 minutos. A
continuacion se afadio 1 pl de RNasa H (2 U/ul) y se llevé a 37° C por 20 minutos.
Se almacend a -20°C para posteriormente someter las muestras a la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real.

5. PCR en tiempo real.

Las muestras de cDNA sintetizadas se sometieron a la técnica de PCR en tiempo

real empleando el estuche Tag Man Gene Expression Assay®, siguiendo el

protocolo de Applied Biosystem (Santa Cruz, Cal. EUA). En una placa de 96 pozos




para PCR en tiempo real se agregaron 5 pl de la mezcla universal de Tagq Man®
para PCR (20X); a continuacion se afadieron 0.6 pl de la sonda (20X) para cada
uno de los genes, CYP1Al y CYP3AY7, por ultimo se adicionaron 1.6 pl del cDNA
previamente obtenido y 2.8 pl de agua libre de RNasas, para obtener un volumen

final de 10 pl por reaccion (1X).

Para realizar el PCR en tiempo real se utilizd6 un termociclador modelo AbiPrism
7000 de Applied Biosystems (Foster City, Cal, EUA); en el termociclador se activa
la uracil-N-glucosilasa (UNG) durante 2 minutos a 50° C y 10 minutos a 95° C, se
inicia el ciclo 15 segundos a 95° C y por ultimo 1 minuto a 60° C. Este ciclo se

repite por 45 veces.

Para la normalizacion de la técnica se utilizé el gen constitutivo -actina y como
control negativo se adicionaron todos los componentes antes mencionados,

excepto la muestra de cDNA.

6. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente con la prueba de ANOVA
empleando el software Sigma Plot de Systat Software, Inc. (San José, Cal. EUA).
Los resultados se expresan como la media + la Desviacion Estandar (DE) de

5 experimentos cada uno en triplicado.




RESULTADOS

La determinacion de la viabilidad celular empleando el método de exclusion con
azul tripan demostré 100% de viabilidad, ya que no se observaron células tefiidas

de color azul.

Efecto del I3C y DIM sobre la expresion relativa del RNAm del gen CYP1Al a

diferentes tiempos de incubacion.

Los resultados de los experimentos realizados para determinar en forma
comparativa, el efecto de I3C y DIM, en idénticas condiciones de concentracion
(10 uM) y 24 hrs. de incubacion, sobre la expresion relativa del RNAm del gen
CYP1Al, en la linea celular MDA-MB 231 de cancer mamario y mediante la
técnica de PCR en tiempo real, demostraron que ambos indoles fueron capaces
de incrementar significativamente (P < 0.05) y con idéntica potencia, la expresion
del gen con respecto a la expresion observada en los experimentos de control en
los que las células se incubaron unicamente con el medio de cultivo. El incremento
de la expresioén relativa del gen, inducido por I3C y DIM fue por lo menos de 15.4
veces, como puede observarse en la grafica 1. No se observo diferencia entre la

expresion del gen CYP1A1 inducida por el I3C y el DIM.
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Grafica 1. Efecto de 13C y DIM sobre la expresiéon d el gen CYP1ALl en células de cancer de
mama MDA-MB 231. Las células se incubaron durante 2 4 horas en presencia de una
concentracion 10 pM de cada uno de los indoles, en condiciones experi ~ mentales idénticas.
Los resultados se expresan como el nimero de veces que se incrementé la expresion del
CYP1AL con respecto a la expresion del gen enlos e  xperimentos de control, a los que se les
asigné un valor de 1. Cada barra representa la medi a + DE de cinco experimentos por

triplicado. "I3C v.s Células control P £ 0.05, DIM v.s. Células control P < 0.05.




La determinacion del efecto del tratamiento por 48 hrs. con I3C sobre la expresion
relativa del RNAm del gen CYP1Al en la linea celular de cancer de mama
MDA-MB 231, demostré un aumento significativo (P < 0.001) en la expresién del
gen con respecto al control. El incremento inducido por el 13C fue de 26.5 veces,
como puede observarse en la gréfica 2. La evaluacion, del efecto del DIM sobre la
expresion relativa de CYP1A1, en las mismas condiciones experimentales, mostro
un aumento significativo (P < 0.001) de 50 veces la expresion del gen, con
respecto a la expresion observada en los experimentos control y exhibié una

potencia dos veces mayor (P <0.01) que el I3C, como se muestra en la grafica 2.
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Grafica 2. Efecto de 13C y DIM sobre la expresion d el gen CYP1ALl en células de cancer de
mama MDA-MB 231. Las células se incubaron durante 4 8 horas en presencia de una
concentracion 10 uM de cada uno de los indoles, en condiciones experi  mentales idénticas.
Los resultados se expresan como el nimero de veces que se incrementé la expresion del
CYP1ALl con respecto a la expresion del gen enlos e  xperimentos de control, a los que se les
asigné un valor de 1. Cada barra representa la med ia + DE de cinco experimentos por
triplicado. I3C v.s Células control P < 0.001, DIM v.s. Células control P < 0.001,
"DIM v.s.13C P<0.01.




Los resultados del efecto del tratamiento de la linea celular de cancer mamario
MDA-MB 231, con I3C durante 72 horas de incubacion, evaluado mediante PCR
en tiempo real, sobre la expresion relativa del RNAm del gen CYP1A1l mostraron
gue el I13C fue capaz de aumentar la expresion del gen de forma significativa
(P = 0.05) con respecto a las células incubadas solo con medio de cultivo. El
aumento de la expresion fue 10 veces mayor, como se muestra en la grafica 3.
Por otra parte, el DIM, bajo las mismas condiciones experimentales, ejercid un
efecto significativo (P < 0.05) sobre la expresion del gen CYP1A1,
incrementandola 20 veces (Grafica 3) con respecto a la expresién que mostraron
los experimentos control. Los experimentos también mostraron que el DIM
presentd un efecto dos veces mas potente (P < 0.05) que el I13C, sobre la

expresion relativa del RNAm del gen CYP1AL1 (Gréfica 3).
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Grafica 3. Efecto de 13C y DIM sobre la expresion d el gen CYP1ALl en células de cancer de
mama MDA-MB 231. Las células se incubaron durante 7 2 horas en presencia de una
concentracion 10 pM de cada uno de los indoles, en condiciones experi  mentales idénticas.
Los resultados se expresan como el nimero de veces que se incrementé la expresion del
CYP1AL con respecto a la expresion del gen enlos e  xperimentos de control, a los que se les
asigné un valor de 1. Cada barra representa la med ia = DE de cinco experimentos por
triplicado. I3C v.s Células control P £ 0.05, DIM v.s. Células control P < 0.05,

“DIM v.s. I3C P £0.05.




Efecto del I3C y DIM sobre la expresion relativa del RNAm del gen CYP3A7 a

diferentes tiempos de incubacion.

Los resultados de los experimentos realizados para determinar el efecto del 13C
durante 24 hrs. de incubacién sobre la expresion relativa del RNAm del gen
CYP3AY en la linea celular MDA-MB 231 de cancer mamario utilizando la técnica
de PCR en tiempo real, demostraron que el I3C fue capaz de incrementar
significativamente (P < 0.05) la expresién del gen con respecto a la expresion
observada en los experimentos control con células incubadas Unicamente con
medio de cultivo. Este incremento fue de 4 veces como se puede apreciar en la
grafica 4. Por otra parte, cuando los cultivos celulares se trataron durante 24 horas
con el DIM, bajo las mismas condiciones experimentales, se observo que el DIM
fue incapaz de incrementar la expresion del gen CYP3A7, con respecto a las

células control y a las células tratadas con I3C (Grafica 4).
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Grafica 4. Efecto de 13C y DIM sobre la expresion d el gen CYP3A7 en células de cancer de
mama MDA-MB 231. Las células se incubaron durante 2 4 horas en presencia de una
concentracion 10 uM de cada uno de los indoles, en condiciones experi  mentales idénticas.
Los resultados se expresan como el nimero de veces que se incrementd la expresion del
CYP3AY con respecto a la expresion del gen enlos e  xperimentos de control, a los que se les
asigné un valor de 1. Cada barra representa la med ia + DE de cinco experimentos por

triplicado. “I3C v.s Células control P £ 0.05, DIM v.s. I3C P £ 0.05.




Los resultados de los experimentos realizados para evaluar, el efecto del 13C,
incubado por 48 hrs. con la linea celular de cancer mamario MDA-MB231, sobre la
expresion relativa del gen CYP3A7, demostraron que el I13C indujo un incremento
significativo (P < 0.05) de 5 veces de la expresion del gen con respecto a las
células control, como se puede apreciar en la grafica 5. Con respecto a las células
de cancer de mama que fueron incubadas con DIM, bajo idénticas condiciones
experimentales, los resultados obtenidos mostraron que el DIM fue capaz de
incrementar en solo 3 veces (P < 0.05) la expresion relativa del RNAm del gen
CYP3A7, mostrando un efecto menor que el exhibido por el I3C, como lo muestra

la grafica 5.
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Grafica 5. Efecto de 13C y DIM sobre la expresion d el gen CYP3A7 en células de cancer de
mama MDA-MB 231. Las células se incubaron durante 4 8 horas en presencia de una
concentracion 10 uM de cada uno de los indoles, en condiciones experi  mentales idénticas.
Los resultados se expresan como el nimero de veces que se incrementé la expresion del
CYP3AY con respecto a la expresion del gen enlos e xperimentos de control, a los que se les
asigné un valor de 1. Cada barra representa la med ia = DE de cinco experimentos por

triplicado. '13C v.s Células control P < 0.05, DIM v.s. 13C P < 0.05.




Los resultados de los tratamientos por 72 horas de las células MDA-MB231 con
I3C y DIM, sobre la expresion relativa del RNAmM del gen CYP3A7, demostraron
falta total de efecto de ambos indoles para incrementar la expresion del gen
CYP3A7 con respecto a la expresién observada en los experimentos de control.
Los valores relativos observados fueron aun menores que los de los experimentos

control (Grafica 6).
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Grafica 6. Efecto de 13C y DIM sobre la expresion d el gen CYP3A7 en células de cancer de
mama MDA-MB 231. Las células se incubaron durante 7 2 horas en presencia de una
concentracion 10 uM de cada uno de los indoles, en condiciones experi  mentales idénticas.
Los resultados se expresan como el nimero de veces que se incrementé la expresion del

CYP3AY con respecto a la expresion del gen enlos e  xperimentos de control, a los que se les

asigné un valor de 1. Cada barra representa la med ia + DE de cinco experimentos por
triplicado.




DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo experimental demostraron que en la linea
celular de céncer mamario MDA-MB 231, los indoles 13C y DIM tienen la
capacidad de modificar la expresion relativa del RNAmM de los genes CYP1Al y

CYP3ATY que codifican a la 2-hidroxilasa y a la 16a-hidroxilasa respectivamente.

Los tratamientos de las células MDA-MB 231 durante 24 horas con 13C y DIM,
demostraron la capacidad de estos indoles para incrementar, con idéntica
potencia, la expresion del gen CYP1A1, potencia que se incremento en funcion del
tiempo de exposicion a los tratamientos como se observo a las 48 hrs. Un hallazgo
importante es que el DIM mostré una potencia dos veces mayor que la del 13C.
Esta diferencia en la potencia puede ser atribuida a la diferente afinidad de los
indoles por el receptor de los hidrocarburos de arilo (AHR), a través del cual van a
ejercer su accion. En efecto, reportes previos realizados en la linea celular de
cancer de mama MCF-7 y en higado de raton de la cepa C57BL/6J, han
demostrado que, debido a su estructura quimica, el DIM presenta mayor afinidad

por el receptor AHR que el I3C (Bjeldanes et al., 1991; Wang et al., 2006).

En contraste con lo observado en los experimentos realizados durante 24 y 48 hrs.
en los cuales la expresion del gen se incrementd en funcion del tiempo de
tratamiento, la administracién de I3C y DIM durante 72 hrs. indujo una respuesta

notoriamente menor, aun cuando se mantuvo la misma relacion de la potencia




(2:1) entre el efecto del DIM y el I3C. Los resultados obtenidos en el presente
trabajo, concuerdan con los informes de la literatura que reportan disminucion en
el efecto del 13C sobre la expresion relativa del gen CYP1A1 en higado y glandula
mamaria de ratas Sprague-Dawley, cuando los animales se trataron por tiempo
prolongado (Horn et al.,, 2002). El examen de los factores que regulan el
mecanismo intracelular por el cual los indoles inducen la expresién del gen
CYP1Al, puede proporcionar una explicacion adecuada a los resultados
obtenidos. Los indoles I13C y DIM al introducirse a la célula sobre la que van a
ejercer su accion, requieren unirse a receptores citoplasmaticos de moléculas de
hidrocarburos de arilo (AHR), los cuales juegan un importante papel en el
metabolismo de xenobidticos (carcin0genos quimicos, drogas terapéuticas) y
compuestos enddégenos como los estrégenos, ya que van a regular la expresion
de algunas enzimas como la 2-hidroxilasa. Una vez que los indoles se unen en el
citoplasma a los AHR, éstos se disocian de sus proteinas de choque térmico y
chaperonas HSP90, XAP2, que les permite permanecer estables. EI complejo
indol-AHR se introduce al nucleo en donde forma un heterodimero con la proteina
tanslocadora de los hidrocarburos de arilo (ARNT). El heterodimero AHR/ARNT se
une a elementos de respuesta a xenobidticos (XRE) ubicados en la region
promotora del gen CYP1Al e inicia la transcripcion del gen que codifica a la
2-hidroxilasa (Figura 6). Sin embargo, la trascripcion del CYP1Al puede ser
inhibida por el factor represor de los hidrocarburos de arilo (AHRR) el cual también
esta presente en el nuacleo y forma un dimero con el ARNT (ARNT/AHRR) que

actua deteniendo la trascripcion iniciada en XRE al competir con el AHR para la




formacion del heterodimero AHR/ARNT. De tal manera que cuando el I3C o el
DIM se unen al AHR e inducen la expresién del gen, también inducen la expresion
del gen del AHRR que compite por la union a ARNT, disminuyendo la formacién
del complejo AHR/ARNT e inhibiendo la transcripcion del CYP1A1l, presentandose
un mecanismo de retroalimentacion negativa (Sogawa y Fujii-Kuriyama 1997,

Androutsopoulos et al., 2009).




CITOPLASMA

NUCLEO

2-Hidroxilasa

Figura 6. Mecanismo de regulacién de la expresion d e CYP1Al en la glandula mamaria,
mediado por la unién de I13C o DIM al receptor de hi drocarburos de arilo (AHR). HSP9O,
proteina de choque termico; XAP2, proteina cochaper ona; ARNT, translocador nuclear de
AHR; XRE, elemento de respuesta a xenobidticos y AH RR, represor del receptor de los

hidrocarburos de arilo.




Otra posible explicaciéon para la disminucion de la expresion del CYP1Al a 72 hrs.
puede encontrarse en la capacidad del I3C y DIM de inhibir la sintesis de DNA.
En un estudio realizado en lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y
MDA-MB 231, se observé la inhibicion de la sintesis de DNA y de la proliferacion
celular de manera dependiente del tiempo (Hong et al. 2002). Por otra parte se ha
reportado en la literatura que el I3C y el DIM tienen la capacidad de inducir arresto
del ciclo celular en la fase de G1. Estudios realizados en lineas celulares de
cancer de mama y prostata demuestran este hecho. La transicion de la fase G1 a
la fase S es controlada por la activacion de CDK 4/6 ciclina D1 y CDK2/ciclina E y
por la fosforilacion de la proteina Rb. El I3C y el DIM incrementan la expresion de
los inhibidores de CDKs p21 y p27. La inhibicibn de CDK4/6 ciclina D1 y CDK2
ciclina E disminuye la fosforilacion de la proteina Rb, la cual se une al factor de
transcripcion E2F. Este secuestro del factor E2F bloquea la transcripcion de los
genes de la fase S, resultando en el arresto del ciclo celular en la fase G1

[Figura 7] (Kim y Milner 2005, Weng et al., 2008; Androutsopoulos et al., 2009).
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Figura 7. Efecto del I13C y DIM sobre el arresto de | ciclo celular en la fase G1. EI I3C y el DIM
incrementan la actividad de p27 y p21, inhibidores de CDKA4/6 (ciclina D1) y de CDK2 (ciclina
E) las cuales son las responsables de la fosforilac  i6n de la proteina del retinoblastoma
(Rb). Esta hipofosforilacién impide su unién al fac tor de transcripcion E2F con lo cual se
impide la transcripcion de los genes de la fase Si  nduciendo asi el arresto del ciclo celular

en G1.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo experimental, confirman y amplian
un estudio previo realizado por nuestro grupo de investigacion, en donde se
observo el efecto de 13C y el DIM sobre el metabolismo del E; y de la E; en la
misma linea celular de cancer mamario MDA-MB 231. En este estudio se
demostro claramente que los indoles incrementan la formacion de metabolitos
2-hidroxilados de los estrogenos, siendo el DIM el compuesto con mayor potencia

bioldgica.




En el presente estudio se demuestra por primera vez el efecto de 13C y DIM sobre
la expresion del gen CYP3A7 que codifica a la 16a-hidroxilasa, enzima que
cataliza la introduccién de un grupo hidroxilo en el carbono 16, en orientacion

a, en las moléculas de estrona y estradiol.

El efecto del tratamiento de las células MDA-MB 231 con I3C durante 24 hrs.,
sobre la expresion relativa del RNAm del gen CYP3A7 fue totalmente diferente al
efecto observado con el tratamiento con DIM. Mientras el 13C indujo incremento en

la expresion, el DIM no modifico la expresion del gen con respecto al control.

La respuesta de la expresion relativa del RNAm del gen CYP3A7 al tratamiento de
las células MDA-MB 231 con I13C por 48 hrs., fue muy moderada y
sorprendentemente la expresion del gen CYP 3A7 inducida por DIM fue menor
gue la inducida por el I3C contrariamente a los efectos observados en los

tratamientos de los indoles sobre la expresion del gen CYP1AL.

Los resultados de los tratamientos por 72 hrs. con I3C y DIM no s6lo demostraron
una falta de respuesta de la expresion si no que estos indoles muestran una
notoria inhibicion de la expresion del gen CYP3A7 ya que los valores obtenidos de

RNAmM se muestran por debajo de los valores de los experimentos control.




Como se menciono anteriormente, el efecto de los indoles sobre la expresion del
CYP3A7, no ha sido descrita en la literatura, sin embargo la regulacion de la
expresion de los genes de la familia 3A ha sido asociada al receptor X de
pregnanos (PXR), también llamado SXR o NR1I2 (Bertilsson et al. 2001, Chen et
al. 2007), no obstante la via por la cual se lleva acabo esta regulacion es aun
desconocida. La expresion del receptor PXR ha sido reportada en higado,
intestino grueso y delgado, cancer de endometrio, y ademas tanto en tejido
mamario sano como en tejido mamario neoplasico humano (Dotzlaw et al. 1999,
Miki et al. 2006), asi mismo la expresion del gen CYP3A7, ha sido reportada en la
mama, la placenta, el pulmaon, el rifidn, asi como en algunos tipos de cancer como

el de endometrioy mama (Bertilsson et al. 2001).

Una posible explicacion de la inhibicion de la expresion del CYP3A7 por los
indoles 13C y DIM, puede encontrarse en una similitud a la capacidad del
sulforofano, un isiotiocianato que al igual que los indoles es un componente de las
verduras cruciferas, del genero Brassica, que inhibe la expresién de uno de los
genes de la familia 3A, el CYP3A4; este CYP presenta un 95% de homologia con
el CYP3A7 (de Wildt et al., 1999; Bertilsson et al., 2001). El sulforofano proviene
de la hidrolisis de los isiotiocianatos, que al ser hidrolizados por la enzima
mirosinasa, forman al sulforofano. En cultivos de hepatocitos humanos ha sido
reportado que el sulforofano disminuye la transcripcion del gen CYP3A4 (Mahéo et
al., 1997), ademas ha sido reportado como antagonista natural del receptor PXR

en cultivos




de hepatocitos humanos, inhibiendo la interaccion del receptor PXR con sus

coactivadores (Zhou et al., 2007).

Nuevamente los resultados de este estudio confirman y amplian los hallazgos
previos de nuestro grupo de investigacion en los experimentos del efecto del I3C y
el DIM sobre el metabolismo de estrogenos en las células de cancer mamario
MDA-MB 231, en donde la presencia de los indoles no incrementé la formacion de
16a hidroxiestrona, metabolito que ha sido asociado con el incremento del riesgo
de cancer de mama debido a que se une covalentemente con el receptor
intracelular de estrogenos e induce estimulos de tipo estrogenico por tiempo

prolongados.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis demuestran claramente que el
I3C y DIM tienen la capacidad de modificar la expresion de los genes CYP1Al y
CYP3A7, siendo el DIM el compuesto con mayor potencia biolégica para
incrementar la expresion del gen CYP1A1 que codifica a la enzima 2 hidroxilasa ,
asi como para inhibir al gen CYP3A7 que codifica a la enzima 16a-hidroxilasa,
planteando la posibilidad, de disponer de una estrategia que favorezca la
formacion de metabolitos 2-hidroxilados de estrégenos, con baja potencia
biolégica, al mismo tiempo que reduzca la formacibn de metabolitos

16a-hidroxilados, contribuyendo a disminuir uno de los factores de riesgo a




padecer cancer mamario, siendo necesario realizar un mayor numero de estudios
gue aporten evidencias a nivel de investigacion clinica de los efectos de los

indoles sobre los metabolitos de estrogenos 2 y 16 alfa hidroxilados.




CONCLUSIONES

» EI'I3C y el DIM tuvieron la capacidad de modificar la expresion de los genes

CYP1Aly CYP3AY en las células de cancer mamario MDA-MB 231.

» ElI DIM demostré tener una mayor potencia biolégica para incrementar la

expresion del gen CYP1A1 en comparacion con el 13C.

» La mayor expresion del gen CYP1A1l se alcanzo6 cuando la linea celular de
cancer de mama MDA-MB 231 fue incubada 48 hrs. con el I3C y con el

DIM.

> EI 13C demostré tener mayor efectividad para aumentar la expresion del

gen CYP3A7 en comparacion con el DIM.

» La mayor expresion del CYP3A7 se alcanzé a las 48 hrs. de incubacion de

los indoles 13C y DIM con las células de cancer de mama.

» Los indoles I3C y DIM demostraron ser mas efectivos para incrementar la

expresion del gen CYP1A1 que para incrementar la expresion del CYP3A?Y.

> EIl DIM fue capaz de inhibir la expresion del gen CYP3A7 a las 72 hrs. de

haber sido incubado con las células de cancer de mama.
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