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INTRODUCCION

El yodo es un micronutriente esencial para la vida. La mayoria de los estudios
realizados con relacion al metabolismo del yodo, tanto en animales como
humanos, se han enfocado principalmente a su papel en la funcion tiroidea. Al
igual que los tirocitos, el epitelio mamario, deriva filogenéticamente de células
gastroentéricas primitivas concentradoras de yoduro. Sin embargo, el tipo quimico
de yodo parece ejercer efectos diferenciales en cada tejido. En la tiroides el yoduro
(I, es eficiente para disminuir el crecimiento anormal de esta glandula, llamado
bocio. En contraste el yodo molecular (I;) es el Unico efectivo para reducir el
tamafio y cantidad de tumores mamarios inducidos por carcinGgenos quimicos.
Ademas en humanos se ha utlizado el 1, como tratamiento para corregir
problemas mamarios benignos como la fibrosis.

Se sabe que en la tiroides, el yodo puede ser organificado a la tiroglobulina y bajo
ciertas condiciones unirse a lipidos y formar compuestos yodados, llamados
yodolactonas. Se han caracterizado varias yodolactonas, pero solo una de ellas la
d-6-yodolactona (6- IL), tienen un efecto antiproliferativo y apoptotico en cultivos de
tirocitos. Nuestro laboratorio ha mostrado 1) la formacion de 6-IL en tumores
mamarios de ratas suplementadas con I, 2) la captacion y union de |, a lipidos y
proteinas en células tumorales de origen humano (MCF-7) y 3) en estas mismas
células la administracion de 6-IL genera un potente efecto apoptotico. En este
trabajo proponemos que en el efecto antineoplasico del yodo, intervienen los
receptores que activan la proliferacion de peroxisomas (PPAR), para los cuales la
6-IL seria un probable ligando. Se sabe que los PPAR son factores de
transcripcion dependientes de ligando, y que estan relacionados tanto en procesos
de proliferacibn como de apoptosis. Este trabajo tuvo como objetivos: 1) demostrar
in vitro la union especifica de la 6-IL a las proteinas PPAR. 2). demostrar in vivo la
union 6-IL/PPAR en ensayos de transfeccion, 3) demostrar que la 6-IL puede
regular la expresion de las isoformas de PPAR, y 4) demostrar que la unién 6-

IL/PPARYy promueve la acumulacion de lipidos dependiente de ésta isoforma.
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RESUMEN
Esta bien establecido que el yodo molecular (I,) ejerce efectos antiproliferativos y
apoptéticos en diversas células tumorales. En la linea de cancer mamario humano
MCF-7, el tratamiento con |, genera lipidos yodados, semejantes a la 6-
yodolactona (6-IL), la cual es derivada del acido araquidonico (AA), y su
administracion en dichas células disminuye la proliferacién. EI AA es un ligando
natural de los factores de transcripcion conocidos como receptores activados por
proliferadores de peroxisomas (PPARS). En este estudio se muestra que la 6-IL es
un agonista especifico de los PPARs con al menos 6 veces mas afinidad que el AA
(ensayos de retardo y de transactivacion) y que su administracion a células MCF-7
induce un aumento en la expresion de la isoforma pro-apoptética PPARy vy
disminuye la expresion de la isoforma proliferativa PPARa. Se corrobora ademas
que la unién 6-IL/PPARYy es funcional ya que concentraciones moderadas de 6-IL
induce, en las células MCF-7 la acumulacion de lipidos neutros, funcién
caracteristica de la activacion de los receptores PPARy. Tomando en cuenta lo
anterior, nuestros resultados implican a los PPARs en el mecanismo molecular por
el cual el I, a través de la formacion de la 6-IL inhibe el crecimiento de células de

cancer mamario humano.
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ABSTRACT
Recently, we and other groups have shown that molecular iodine (l;) exhibits
antiproliferative and apoptotic effects in both in vivo and in vitro cancer models. In
the human breast cancer cell line MCF-7, I, treatment generates iodine lipids
similar to 6-iodolactone (6-IL), an arachidonic acid (AA) derivative, and its
administration significantly decreases cellular proliferation in mammary cells.
Several studies have shown that AA is a natural ligand of nuclear transcriptional
factors such as the peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR), which has
been implicated in the regulation of cancer cell proliferation. Our results show that
6-IL is a novel agonist of PPARs with almost 6-fold higher affinity than AA (EMSA
assay and transactivation assay). Moreover, in MCF-7 cells treatment with 6-IL
induces lipid acumulation, which is accompanied by increased PPARy and
decreased PPARa expression. Taken together, our results implicate PPARs in a
molecular mechanism by which I, through formation of 6-IL, inhibits the growth of

human breast cancer cells.
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ANTECEDENTES

Captacién de yodo en tejidos normales.
El yodo es encontrado en la naturaleza en varias formas: sales inorganicas de
sodio y potasio, yodo diatomico inorganico (yodo molecular o I;) y yodo organico

monoatomico (tabla 1)

Suelo costero

NalO3 Yoduro de sodio
NalO4 Peryodato de sodio
Algas / fitoplancton

Kl Yoduro de potasio
NAI Yoduro de sodio

P Yodo molecular

I Yoduro

Agua de mar

I Yoduro

Tabla 1. Fuentes de yodo en la naturaleza (Adaptado de Patrick, 2008)

El yodo es un elemento esencial para la vida, el cual es captado y metabolizado
por animales y vegetales que incluso no poseen glandula tiroides. En el humano
cerca del 60-80% del yodo total corporal esta concentrado en tejidos no tiroideos y
su papel biolégico no ha sido aun reconocido (Venturi et al., 2001).

Recientemente se ha postulado que el yodo puede tener una funcion ancestral
como antioxidante en todas las células concentradoras de yodo, que incluyen
desde las algas mas primitivas hasta los vertebrados mas recientes. En el humano
la mayoria de los estudios en relacion a la captura de yodo se han realizado en la
tiroides. En un adulto con un consumo suficiente de yodo, aproximadamente 15-20
mg de yodo es concentrado en la glandula tiroides y en las hormonas tiroideas, sin

embargo, recientemente se ha descrito que algunos tejidos extra tiroideos son
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capaces de concentrarlo, por ejemplo; estomago, intestino, glandulas salivales,
plexos coroideos, préstata, ovarios y glandula mamaria (Aceves y Aguiano, 2009).

Las formas quimicas del yodo son absorbidas a través del tracto gastrointestinal y
son internalizadas a los diferentes érganos por dos mecanismos diferentes: en
tiroides se ha descrito que el yoduro (I) es activamente internalizado por el
transportador de sodio-yodo (NIS) y traslocado hacia la membrana apical por el
transportador de aniones conocido como pendrina. Ambos transportadores se han
identificado ademas de en la tiroides, en tejido mamario y prostatico tanto en
condiciones normales como tumorales (Tazebay et al., 2000; Anguiano et al.,
2007; Aranda et al., 2007). En cambio, el I, parece ser incorporado por otro
transportador aun no identificado pero que utiliza el mecanismo de difusion

facilitada (Arroyo-Helguera et al., 2006)

Los mamiferos ingieren el yodo de la dieta en varias formas quimicas y su
distribucion/captacion es organo—especifica (Thrall y Bull, 1990). En tiroides el
yoduro es organificado a proteinas y lipidos mediante su oxidacion por peroxido de
hidrogeno (H20,) y la enzima tiroperoxidasa (TPO). Este yodo oxidado es acoplado
a residuos de tirosina especificos de la proteina tiroglobulina y a lipidos como el
acido araquidénico (Pisarev y Gartner, 2000). La glandula mamaria lactante tiene
la capacidad de concentrar yoduro y organificarlo en la proteina mas abundante de
la leche; la caseina. Esta yodacién se cataliza por la enzima lactoperoxidasa que
se expresa principalmente durante el embarazo y la lactancia (Eskin et al., 1970).

En nuestro laboratorio se ha demostrado que diversos organos Yy tipos celulares
son capaces de captar |, y que esta captacién no depende de los transportadores
clasicos de yoduro sino que lo hace a través de un mecanismo de difusion
facilitada independiente de energia y dependiente de sintesis de proteinas (Arroyo-
Helguera et al., 2006; Aceves y Anguiano, 2009). En el caso especifico de la
glandula mamaria la captacién de esta forma quimica de yodo se presenta tanto en

condiciones fisiolégicas normales (virgen, gestante, lactante) como patologicas



Doctorado en Ciencias Biomédicas UNAM

(cancer) (Aceves y Anguiano, 2009). Se sabe que la leche materna contiene una
concentracion de yoduro cuatro veces mayor que el tejido tiroideo. Esta captacion
diferencial ha sido explicada como un mecanismo evolutivo esencial para la
funcion tiroidea neonatal y consecuentemente para el desarrollo neural normal
(Topper y Freeman, 1980), sin embargo la captacion del I, en periodos no

funcionales (virgen) o patoldgicos (cancer) no ha sido aun explicado.

Yodo y cancer mamario.

Se ha propuesto que existen diversos factores asociados a la aparicion de cancer
mamario, entre los que destacan los antecedentes genéticos, la historia
reproductiva, el ambiente y la dieta (Medina et al., 2004).

Dentro del factor dietético, la ingesta de yodo parece tener gran relevancia, pues el
alto consumo de este elemento, esta asociado a la baja incidencia de cancer en
las poblaciones asiaticas. Las algas marinas son un componente esencial en la
dieta de estas poblaciones y es una fuente rica de yodo en diversas formas
quimicas: I, I, yodatos, yodo acoplado a proteinas y a lipidos (Cann et al., 2000).
Se sabe que el yodo es importante para mantener la integridad estructural y
funcional de la glandula mamaria (Eskin et al., 1995; Aceves et al., 2005). Datos
estadisticos muestran que en humanos, se ha asociado un aumento en la
incidencia de cancer mamario con la presencia de hipotiroidismo asociado a la
baja ingesta de yodo, aunque esto aln se encuentra en controversia (Smyth,
2003a; Smyth, 2003b; Turken et al., 2003). A nivel experimental en humanos se ha
utilizado la suplementacion de I, para corregir problemas benignos como la fibrosis
(Kessler, 2004; Ghent et al., 1993).

Un estudio en mujeres con fibrosis mamaria, muestra que al suplementar con I, en
un tratamiento por 2 a 24 meses las pacientes presentaron una mejoria
significativa, sin mostrar ninguna alteracion en la fisiologia tiroidea (Ghent et al.,
1993). Un laboratorio farmacéutico desarrollé6 una pastilla compuesta por NalOs
(yodato) y Nal” (yoduro de sodio) que en contacto con los acidos gastricos dan
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lugar a la formacion de I,, esta pastilla se ha utilizado en el tratamiento de
padecimientos benignos de la GM dando buenos resultados en un periodo de 6
meses (Kessler, 2004).

El efecto anticancerigeno del |, se describié en el modelo de cancer mamario
inducido con dimetil benzantraceno (DMBA). En dicho trabajo se mostré que el
tratamiento con extracto de algas Wakame o solucion de Lugol (mezcla de I' y I,:
3:1), disminuye el crecimiento tumores mamarios (Funahashi et al., 2001). Estos
mismos autores posteriormente reportaron que el extracto de Mekabu, otro tipo de
alga, induce apoptosis en la linea celular de cancer mamario MDA-MB (Sekiya et
al., 2005).

En el 2005 nuestro laboratorio demostrd que es el I, y no el yoduro o las hormonas
tiroideas, el responsable del efecto antineoplasico del Lugol. En estos estudios se
decribe que la suplementacion de I, disminuye la incidencia, el nUmero y tamafo
de los tumores inducidos con metil-nitroso-urea (MNU) y que este efecto incide
suspensién del tratamiento redunda en la reaparicién de los tumores (Garcia-Solis
et al., 2005). Analisis moleculares mostraron que el efecto antineoplasico incluye
mecanismos de arresto celular (p53 y p21), asi como la induccién de la vias
apoptoticas Bax- caspasas y AIF-PARP1 (Arroyo-Helguera et al., 2008; Aceves et
al., 2009). Estos efectos se han corroborado en varias lineas celulares tumorales
de origen humano por diversos grupos de investigadores, donde se ha hecho
evidente que las células normales son menos susceptibles al efecto apoptético del
yodo (Arroyo-Helguera et al., 2008, Shrivastava et al., 2006; Rdsner et al., 2009).
En el caso especifico de la prostata, nuestro grupo ha mostrado que el yodo,
reduce la proliferacion de las células e induce la apoptosis en células dependientes
de androgenos como las LNCap (Arroyo-Helguera et al., 2008; Aranda et al.,
2007), Igualmente el grupo de Torremante mostro que el potencial antitumoral del
I, puede extenderse a otros tipos de células cancerosas, como son el
neuroblastoma, glioblastoma y melanoma. Por el contrario, en células de cancer

de colon o pancreatico no se inhibio la proliferacion celular (Résner et al., 2009).
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Yodolipidos

Como se mencioné anteriormente el yodo ademas de ser acoplado a la
tiroglobulina para la formacion de las hormonas tiroideas, se une a lipidos de
cadena larga y su producto es conocido como yodolactonas. Las yodolactonas
mas activas son derivados yodados del acido araquidénico (AA) y muestran en
cultivos de tirocitos, un potente efecto antiproliferativo y apoptético (Pisarev y
Gartner, 2000). Se tienen pocos datos en cuanto a la funciébn de compuestos que
poseen el grupo funcional lactona, se propone que en general estos compuestos
podrian tener funcién de inhibidores de enzimas (DNA polimerasa, complejo
ubiquinona oxidoreductasa, DNA topoisomerasa, lipasa pancreatica y fosofolipasa
A2 citosOlica, entre otras) Esta relacion estructura-funcion parecen ser
filogenéticamente muy antigua y se presenta en organismos en los cinco reinos
(Konaklieva y Plotkin, 2005).

Se ha determinado la presencia de lipidos yodados en la tiroides de diferentes
especies de mamiferos. Pero solo una de ellas la 6-IL tiene efectos
antiproliferativos y apoptoticos en la glandula tiroides (Langer et al., 2003).

La 6-IL es formada por adicion de un atomo de yodo en el doble enlace del acido
araquidodnico en la posicién 6 (6-yodo-5-hidroxi-acido eicosatrienoico) (Boeynaems
y Hubbard, 1980; Corey et al., 1979). El AA es un acido graso esencial que se
genera a partir del acido linoleico de los alimentos y es el precursor de una gran
variedad de mensajeros intracelulares incluyendo prostaglandinas, tromboxanos,
prostaciclinas y lipidos yodados como la 6-IL (Aubert et al, 1996). EI AA no existe
en forma libre en el interior de las células, normalmente se encuentra esterificado
en los fosfolipidos de membrana particularmente en la posicion C2 de la
fosfatidilcolina y del fosfatidil inositol. Su liberacion depende de la accion de
acilhidrolasas y, en particular de la fosfolipasa C y A2. Una vez liberado el AA es
metabolizado en forma rapida hasta obtener sus derivados por accion de sistemas
enzimaticos como la ciclooxigenasa, lipooxigenasas y proteinas de la familia de

citocromo P-450 (Siso, 1991). La presencia de elevadas concentraciones de AA en
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las células esta asociada a los procesos tumorales. Efectivamente se ha descrito
gue varios tipos tumorales humanos y animales presentan concentraciones

elevadas de AA y /o sus metabolitos (Aceves et al., 2009, Nicholson et al., 1991).

Datos generados en nuestro laboratorio muestran que los tumores mamarios
inducidos con MNU presentan una gran cantidad de AA en comparacion con
glandulas mamarias normales. Cuando los animales son suplementados con I, los
tumores generan hasta 15 veces mas concentracion de 6-IL que las glandulas
normales, sugiriendo que el efecto antineoplasico del I, pudiera estar mediado por
la formacion de este yodolipido (Aceves et al., 2009). La formacion de lipidos
yodados similares a la 6-IL se corrobord también en células MCF-7, tratadas con I,
(Arroyo-Helguera et al., 2006), En estas células el tratamiento con 6-IL exdgena se
acompafa .de un potente efecto antiproliferativo y apoptotico (Arroyo- Helguera et
al 2008).

Receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARS)

Aunque hasta la fecha no se conoce el mecanismo molecular por el cual el I,
ejerce sus efectos, la formacion de un lipido yodado a partir de la yodaciéon del AA
nos permitio proponer a los receptores nucleares activados por proliferadores de
peroxisomas (PPARs) como un posible mecanismo celular.

Los PPARs son miembros de una superfamilia de factores de transcripcion
activados por ligando y regulan la expresion de genes involucrados tanto en el
control del metabolismo de lipidos, proliferacion, diferenciacion y apoptosis (Shen 'y
Brown, 2003; Kersten et al., 2000). Pertenecen a la superfamilia de receptores
nucleares que incluyen receptores a esteroides, hormonas tiroideas, vitamina D y
retinoides. El mecanismo molecular clasico que se ha descrito para los PPARS,
consiste en la union a su ligando en citoplasma, formacion del heterodimero con el
receptor de &cido retinoico (RXR) y su traslocacion al nucleo en donde se unen a
sitios especificos en el DNA conocidos como elementos de respuesta para PPARs
(PPRE) (Berger y Moller, 2002). Las tres isoformas de PPAR se unen al DNA
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como un heterodimero obligado con RXRa, RXRB o RXRy. El heterodimero
PPAR/RXR puede ser activado por ligandos para ambos PPAR o RXR. Se conoce
una gran cantidad de ligandos endégenos y sintéticos para los PPARs. Los
ligandos enddgenos reconocidos para dichos receptores son acidos grasos
esenciales de cadena larga, acido araquidénico, acido linoleico, acido linolenico,
prostaglandinas, entre otros. Algunos ejemplos de ligandos sintéticos son los
fibratos, las thiazolidinedionas, analogos de prostaglandinas y herbicidas (Shen y
Brown, 2003) (Ver tabla No.2). Actualmente se conocen tres isoformas, las cuales
estan codificadas por diferentes genes: PPARa (NR1C1), PPAR B/6 (NR1C2) y
PPARy (NR1C3). El dominio de unién al DNA (DBD) de PPARB/dy PPARy con
respecto a PPARa comparten el 85% de similitud, mientras que con respecto al
dominio de unién a ligando (LDB) comparte el 65% de aminoacidos en comun en
relacion a PPARa (figura 1). Esta relativamente alta divergencia influye en el
reconocimiento de ligandos. Aunque en algunos 6rganos y periodos fisiol6gicos
pueden compartir funciones, la presencia de estos receptores en los diferentes

tejidos tiene un efecto fisioldgico diferencial.
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PPARy1 83% | 8%
L
PPARYy2 83% [ 68%

468
PPARa ABEDEDY ]
477
6
441

1

PPARB/5 86% 70%

Figura 1. La familia de receptores nucleares PPARs. Comparacion de PPARs
humanos. Region amino terminal (A/B), dominio de unién a DNA (DBD) y dominio de union
a ligando (LBD). Los numeros representan el porcentaje de identidad de aminoacidos con
respecto a PPARa. (Adaptado de Willson et al., 2001)

ASPECTOS MOLECULARES DE LOS PPARs.

a) Propiedades de unién a DNA

El dominio de unién al DNA es el mas conservado en todos los receptores
nucleares. En los PPARs esta formado por el dominio de dedos de zinc. Para la
union al DNA las proteinas PPAR requieren de la formacion de un heterodimero
con el receptor de &cido retinoico (RXR).

b) Elemento de respuesta (PPRE)

La secuencia consenso, es una repeticion directa de dos motivos de
reconocimiento (hexameros), separados por el nucleétido Adenina. La secuencia
consenso del PPRE es la siguiente: 5- RGGTCA-A-AGGTCA-3. Se han

identificado PPRESs en diferentes genes (Ver tabla. 2)
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Comparacion de secuencias identificadas para PPRE

Gene Especie Elemento Secuencia Funcion de la proteina
Acetil-CoA rata ACOA AGGACA-A- Oxidacién peroxisomal
oxidasa AGGTCA
ACOB AGGTAC-A-
AGGTAC
Acetil-CoA rata ACS (CI) AGGGCA-T- Oxidacion peroxisomal
sintasa CAGTCA
ALBP/aP2 raton ARE6 GGGTGA-A- Proteina de union a
ATGTGC acidos grasos
ARE7 GGATCA-G-
AGTTCA
Enzima rata BIF AGGTCC-T- Oxidacion peroxisomal
bifuncional AGTTCA
Citocromo P450 | rata CYP4Al AGGGTA-A- w—oxidacion
Al AGTTCA
Citocromo P450 | conejo CYP4A6 AGGGCA-A- - oxidacion
A6 AGTTGA
Proteina ratén FATP GGGGCA-A- Transporte de &cidos
transportadora AGGGCA grasos
de acidos grasos
HMG-CoA rata HMG GGGCCA-A- Cetogénesis hepatica
sintasa AGGTCT
Lipoprotein rata LPL GGGGGA- Aclaramiento de
lipasa AAGGGCA triglicéridos
Enzima malica rata MEp GGGTCA-A- Transporte de &cidos
AGTTGA grasos
Carnitin humano MCPT1 AGGGAA-A- Transporte de &cidos
palmitoiltransfera AGGTCA grasos
sa tipo musculo
PEPCK rata PCK1 CGGCCA-A- Glicerogénesis
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AGGTCA

PCK2 GGGTGA-A-
ATGTGC

Proteina no | ratén URE1 TGGTCA-A- Termogénesis
acoplada GGGTGA

Catalasa rata URE1 AGGTGA-A- Detoxificacion por H,O,
AGTTGA

Concenso CTLS RGGTCA-A-
AGGTCA

Tabla 2. Comparacion de secuencias de PPREs (Adaptado de Girnun et al., 2002).

c) Propiedades de unién aligando

Los PPARs son capaces de interactuar con una variedad de compuestos,
incluyendo algunos compuestos naturales como son los acidos grasos de cadena
larga y una variedad de ligandos sintéticos (Tabla 3 y 4). La figura 2 muestra el

mecanismo de activacion clasico mediado por la unién a ligando.

Complejo
cotrepresor

. ( Complejo . */_/—\\ Activacion
‘--‘\\ Represion coactivador S

N %}’m\
g | \

5’ -AGGTCA-(n)1_2-AGGTCA-3’ L

L N

ligando

Figura 2. Mecanismo molecular de PPARs.El heterodimero PPAR/RXR se une al
elemento de respuesta (PPRE) localizado en la regién promotora del gen blanco a través
del dominio de unién a DNA. La falta de ligando se asocia con la presencia de un complejo
de proteinas correpresoras. En presencia de ligando, el ligando se une al dominio de unién
a ligando, esta union se asocia con el complejo de proteinas coactivadoras. (Adaptado de
Tachibana et al., 2008).
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d) Propiedades de transactivacion mediadas por PPARs

La transactivacion de los PPARs resulta de la combinacion del complejo proteina
(s) PPAR: RXR unida a un PPRE y al ligando. El cambio conformacional de la
proteina PPAR ocasionada por su union a ligando o por otros procesos de
activacion, como es la fosforilacion, se cree que generan una conformacion con
nuevas superficies de interaccién proteina-proteina, las cuales podrian tener
contactos especificos con proteina(s) coactivadora(s) (Desvergne y Wahli, 1999).
De hecho, se sabe que PPARa y PPARYy son fosfoproteinas. Asi como algunos
receptores nucleares los PPARs también pueden ser regulados por fosforilacion

activando el receptor independiente de ligando (Desvergne y Wahli, 1999).
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LIGANDOS SINTETICOS

Anélogos de prostaglandinas

LIGANDOS NATURALES

Acidos grasos insaturados: ) _
o o Anélogos de leucotrieno B4
Acido araquidonico _ _
_ _ Antagonistas de leucotrieno D4
Alfa'y gamma linolenico

Eicosapentaenoico o .
) Agentes hipolipidemicos:
Docohexaenoico s o
_ ] Acido clofibrico
Linoleico o o
Acido bezafibrico

GW 2331 (analogo de fibrato)

Acido eicosatetrainoico

Palmitico

Acidos grasos saturados:

Cuprico _ ) )
_ Agentes hipoglicemiantes:
Laurico o
o Rosiglitazona
Miristico i
- Troglitazona
Palmitico
Estearico - _ )
o Drogas antiinflamatorias no esteriodeas:
Araquidico _
Indometazina
. . Ibuprofeno
Eicosanoides:
Fenoprofen

HEPEs (hidroxieicosapentaenoico)

Leucotrieno B4 o N o
_ Inhibidores de Carnitin Palmitoil
14- Prostaglandina J2
transferasa: |

o _ - 2-Bromopalmitato
Acidos grasos dicarboxilicos

Tabla 3. Algunos ligandos naturales y sintéticos de los receptores PPARs (Adaptado
de Desvergne y Wabhli, 1999)
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En los siguentes parrafos se describe principalmente a la isoforma PPARYy, la cual
como se describira es mediadora del efecto antiproliferativo y apoptotico en cancer
mamario. Ademas de que es la isoforma en la que se centra la aportacién del
presente trabajo. La informacién correspondiente a la participacion de las
isoformas PPARa y PPARB/d en cancer mamario se localiza en el Anexo 1.

Ligando PPARY Rango (Efecto) Clasificacion

Rosiglitazona nM Agonistas de alta afinidad
Troglitazona

Ciglitazona

Prostaglandina J2 uM Agonistas de mediana afinidad
13-HODE
15-HETE
6- IL (6-yodolactona)

Acido araquidénico >uM - mM Agonistas de baja afinidad
Acido linoleico
AINES

Tabla 4. Clasificacion de ligandos de acuerdo a su afinidad por el receptor PPARy
(Adaptado de: Bishop-Bailey y Wray, 2003). En esta tabla se ubica a la 6-IL de acuerdo a

los resultados presentados en el presente trabajo.

e) Coactivadores y correpresores de PPARs

Los coactivadores son moléculas reclutadas por receptores nucleares activados
por su unién a ligando (u otros factores de transcripcion que se unen a DNA) que
favorecen el aumento de la expresién de genes. En contraste a los receptores
nucleares, los cuales son estructuralmente conservados, sus coactivadores son

diferentes tanto en estructura como en la via en que contribuyen al proceso de
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transcripcion es decir, a través de diversas actividades enzimaticas como la
acetilacion, metilacion, ubiquitinacién y fosforilacion o como remodeladores de
cromatina. Los coactivadores son efectores esenciales de las actividades
biolégicas de receptores nucleares y de sus ligandos (Lonard y O’Malley, 2006)
Por el contrario, una molécula correpresora interactia con los receptores nucleares
gue no se unen a su ligando y reprime la transcripcion. Los correpresores se
asocian a proteinas como histonas desacetilasas las cuales favorecen el medio
ambiente de la cromatina que se opone a la actividad de promocion de la
transcripcion. A través de estas acciones opuestas entre coactivadores y
correpresores existe un balance que define la magnitud y la naturaleza de la
respuesta a ligandos de receptores nucleares (Lonard y O’Malley, 2006). Se
conocen algunas moléculas coactivadoras y correpresoras de los PPARs (Ver
tabla 5).

PPARY

Coactivadores

PGC-2, ARA-70, PGC-la, PPARGC1B, CREBBP, p300, CITED2, ERAP140,

PPARBP, PRMT-2, PIMT, NCOA1, NCOA2, NCOA3, NCOAG6, SWI/SNF y PDIP

Correpresores

NRIP1, SAF-B, TAZ, NCOR1 y NCOR2

Tabla 5. Proteinas coactivadoras y correpresoras de los PPARYy. (Datos obtenidos de
Wilson et al., 2001).
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Participacion de PPARy en cancer mamario

La mayoria de los estudios tanto in vivo como in vitro indican que esta isoforma
disminuye la proliferacion celular, induce diferenciacién y promueve la apoptosis.

El receptor nuclear PPARy es expresado en numerosos tipos celulares como son
los adipocitos, colon, pulmén, macréfagos y células epiteliales mamarias. Se ha
identificado a acidos grasos de cadena larga como los ligandos enddgenos de esta
isoforma. También se conoce una gran cantidad de ligandos sintéticos especificos,
dentro de estos se encuentra las thiazolideindionas que son un grupo de drogas

antidiabéticas como la troglitazona, ciglitazona y la rosiglitazona.

Estudios in vitro:

Se sabe que PPARYy regula de manera indirecta algunos genes relacionados con el
ciclo celular, tal es el caso de la ciclina D1, la cual es reprimida en presencia de
ligandos de esta isoforma (Wang et al., 2003). Se ha descrito también que ligandos
de PPARYy regulan a la alta a genes como p21 que es un regulador negativo del
ciclo celular, y participa en el control de la transicion de la fase G1 a la fase S (Han
et al., 2004). Se conoce que el gen supresor de tumores p53 regula la transcripciéon
de efectores responsables del arresto celular y de la apoptosis (por ejemplo: p21y
Ciclina D1). Se ha argumentado que los ligandos de PPARYy tienen sus efectos
bioldgicos via la regulacion directa de p53 a través de la union a su promotor,
uniendose a elementos de respuesta del factor de transcripcion NFKB (Bonofiglio
et al., 2006).

Se sabe que la progresion de tumores soélidos y la metastasis son dependientes de
la angiogénesis. En este sentido se han realizado estudios en lineas celulares de
endotelio humano utilizando ligandos de PPARy y se ha observado un efecto
angiostatico, lo que indica que se evita la invasion a otros érganos (Xin, 1999).

Con respecto al proceso de metastasis, se ha analizado la participacion de PPARy
en células endoteliales. El tratamiento con 15-d-PGJ2 (prostaglandina J2), ligando

de PPARy en células endoteliales humanas tiene un potente efecto
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antiangiogénico, por lo que PPARy se considera una molécula blanco importante
en el tratamiento de enfermedades como el cancer (Xin et al, 1999).
En la tabla 5 se presenta informacién obtenida de diversos estudios realizados en

células de cancer mamario en cultivo, el los cuales es evidente la capacidad de

inducir apoptosis por parte de los ligandos de PPARYy.

Ligando de
PPARYy
15dPGJ2

Troglitazone

Troglitazone

2-cyano-3,12-
dioxooleano-1,9-
dien-28-oico
(CDDO)

Acido linoleico
conjugado
(CLA)

Efecto

Inhibe la proliferacion de células de
cancer mamario MCF-7, MDA-MB-231,
BT474y T47D

En células en cultivo de tejido mamario

murino, previene la carcinogénesis.

En células MCF-7 induce arresto celular
porque disminuye la expresion de
ciclina D1, CDK2, CDK4 y CDKG6.

Induce arresto celular y apoptosis en
células MCF-7, MDA-MB-231 y MDA-
MB 435, a través de la regulacion a la
baja de Ciclina D1, PCNA y p21.

Induce inhibicion de la proliferacion
independiente de la capacidad de
respuesta a estrogenos en ceélulas de

cancer mamatrio.

Referencia

Elstner et al., 1998

Metha et al., 2000

Yin et al., 2001

Lapillonne et al.,
2003

Maggiore et al., 2004
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CLA Disminuye la proliferacion de las células  Bocca et al., 2007
MCF-7 a través de la via dependiente

de E-caderina y Beta-catenina

Tabla 6. PPARy y cancer mamario in vitro

Estudios in vivo

Tumores inducidos con el farmaco Dimetil- benzantraceno (DMBA):

Estos tumores expresan la tres isoformas de PPAR, siendo la isoforma gamma la
mas escasa (Tikoo et al., 2009). La terapia temprana con troglitazone en cancer
inducido con DMBA en ratas fue ineficiente en reducir la incidencia y el nUmero de
tumores, sin embargo, este mismo agonista de PPARYy fue efectivo en evitar el
crecimiento de tumores malignos, una vez que estos ya estaban formados,
ademas de evitar la formacion de tumores adicionales (Pighetti et al., 2001).
Coincidiendo con estos datos, se mostré que el tratamiento con agonistas de
PPARy disminuye el crecimiento de tumores existentes y retrasa la aparicion de
tumores iniciales o adicionales (Yin et al., 2005)

Tumores inducidos con el farmaco Metil-nitosourea (MNU):

Utilizando este modelo de cancer, se analizé el efecto de un ligando selectivo para
PPARy, GW7845, el cual es un analogo de tirosina. Los resultados muestran que
el tratamiento previene la incidencia y la cantidad de tumores (Suh et al., 1999).
Ciclooxigenasa-2 (COX-2) parece ser muy importante en mediar los efectos
antiproliferativos de los ligandos de PPARYy. Se observé que hay una disminucién
en la formacion de tumores en los animales tratados con ligandos de PPARYy,
ademas de un efecto sinérgico cuando los animales son tratados con farmacos
inhibidores de COX-2 (Badawi et al., 2004). Aunque el papel de COX-2 en cancer
mamario no es del todo claro, la sobre-expresion de COX-2 se encuentra asociada

a la proliferacion celular y procesos inflamatorios (Howe et al., 2001). COX-2 es el
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paso limitante para la formacion de prostaglandinas y éstas se encuentran
elevadas particularmente en pacientes que presentan metastasis (Rolland et al.,
1980), se ha sugerido que el efecto anticancerigeno de PPARYy puede ejercerse a
través de la inhibicion de COX-2 (Badawi et al., 2004).

Xenotransplantes:

En xenotransplantes de células tumorales mamarias MCF-7, la combinacion de
ligandos para PPARyY y RAR (receptor de &cido retinoico) se acompafia de la
inhibicion del crecimiento de tumores y de la induccion de apoptosis (Elstner et al.,
1998). Se sabe ademéas que en modelos de cancer espontaneo en ratones se
retrasa la aparicion de tumores mamarios cuando se tratan con agonistas
selectivos de PPARy, este efecto es sinérgico cuando se administra en
combinacion con el farmaco Celecoxib el cual es un inhibidor selectivo de COX-2
(Mustafa et al., 2008).

Céancer en humanos:

Se ha relacionado la activacion de PPARy con un estado menos maligno y mejor
prondstico en cancer mamario humano. Se ha propuesto que la activacion de esta
isoforma podria ser resultado de un proceso de diferenciacion de las células

cancerosas (Mueller et al., 1998).

Por todo lo anterior se considera a PPARy estrechamente relacionado con el

control de la proliferacion celular.
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HIPOTESIS

En el efecto protector del I, a través de la formacion de la 6-yodolactona, participan
los receptores PPARSs ejerciendo efectos antiproliferativos y/o de apoptosis.

OBJETIVOS

|.Objetivo general

Determinar la participacion de los PPARS, en el efecto antineoplésico de la 6-IL en

la linea celular tumoral mamaria MCF-7.

Il. Objetivos especificos

» Determinar si la yodolactona es ligando de los PPARSs.

> Analizar si la 6-IL es capaz de transactivar al elemento responsivo de los
PPARs.

» Analizar el efecto de la 6-IL en la expresion de las isoformas de PPAR en
células MCF-7

> Analizar el efecto de la 6-IL en la activacion diferencial de la isoforma gamma.
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MATERIALES Y METODOS
Cultivo celular
Se uso la linea celular de cdncer mamario humano MCF-7. Las células fueron
cultivadas en cajas petri con medio de cultivo DMEM (GIBCO); 10% de suero fetal
bovino (FBS); 100 U/ml de penicilina y 100 xg/ml de estreptomicina. Las células

fueron mantenidas en estufa a 37 °C en 5% de CO..

Obtencién e identificacion de la 6-'2° IL

La sintesis e identificacién de la 6-'% IL, se realiz por el método de Corey (Corey,
1979; Arroyo-Helguera., 2008). Brevemente, se preparé una mezcla con los
siguientes componentes: 10ul de cloramina T (1:500 en PBS), 0.5mCi de Na'®l y
40 mg de acido araquidonico, agitacion por 24h a 4°C, y protegido de la luz. A la
mezcla anterior se le adicioné 10 ml de H,O y se realizaron 4 lavados con 10 ml de
diclorometano. Se recupero la fase orgénica y esta se transfirid a un recipiente con
sulfato de sodio, después de 24h a 4°C, se filtro la solucion en papel Whatman 41,
se evapor6 con gas nitrégeno y finalmente la mezcla de yodolipidos fue separada
por cromatografia en columna (silica gel 230-400 um) (Still et al., 1978). La elusion
se realizé con diclorometano. Se colectaron 20 alicuotas de 5 ml cada una. Los
compuestos yodados fueron identificados por cromatografia en capa fina en silica
gel y una la fase mdvil (solvente) de diclorometano-metanol en proporcién
(97.5:2.5) respectivamente. La 6-'?°IL, fue resuspendida en metanol. La presencia
de la 6-'IL fue revelada con I, y la marca radiactiva mediante el Storm 860

scanner.

Sintesis identificacion de 6-IL (yodolactona no marcada)
La sintesis e identificacion de la 6-IL, se realizé por el método descrito por Pisarev
y Monteagudo (Monteagudo et al., 1990). Brevemente, se realiz6 una mezcla con

los siguientes componentes: 156 mg de I, y 8 ml de acetonitrilo anhidro (mezcla A).
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Seguido de agitacion 5 min. Aparte disolver 40 mg de acido araquidénico en 800yl
de acetonitrilo (mezcla B), adicionar la mezcla B a la mezcla A. Continuar agitacion
por 24h a 4°C, y proteger de la luz. Pasado este tiempo adicionar tiosulfato de
sodio para clarificar (aprox. 7 ml). Volcar en 20 ml de agua destilada. Extraer 4 -5
veces con diclorometano. Reunir las fases organicas. Lavar con un volumen de
agua destilada. Secar la fase organica con sulfato de sodio anhidro. Reposar 10 h
a 4°C. Filtrar en Whatman 41, evaporar con gas nitrogeno y finalmente separar los
lipidos de la mezcla por cromatografia en columna (silica gel 230-400 um) (Still et
al., 1978). La elusién se realiz6é con diclorometano se colectaron 20 alicuotas de 5
ml cada una. Los compuestos yodados fueron identificados por cromatografia en
capa fina en silicagel, la fase movil (solvente) fue diclorometano-metanol
(97.5:2.5). El producto principal fue el esperado, la 6-IL. EI AA no acoplado al yodo
se separ6 mediante cromatografia en capa fina. La 6-IL fue resuspendida en etanol

absoluto. La presencia de la 6-IL fue revelada con vapores de I.

Preparacion del DNA radio marcado (PPRE) para ensayos de retardo.

Ambos oligos sentido y antisentido (se muestra la secuencia en el parrafo mas
adelante), que corresponden al elemento PPRE de los PPARs, fueron marcados
de la siguiente manera: Se realizé una mezcla con 20ng de cada oligonucleotido,
2ul de buffer de polinucleotido kinasa (PNK 10x), 0.5 ul de T4 polinucleotido kinasa
y 1.5 pl de gamma-**P-ATP y agua para un volumen final de 20ul. Seguido de
incubacion 1h a 37°C. Cada cadena de DNA fue purificada, en una columna de
Sephadex G25 (SIGMA), para eliminar el fésforo no incorporado al DNA. Se
adiciond un volumen apropiado de buffer TE IX (buffer TE: 20mM Tris-HCI pH 7.4y
1mM EDTA pH 8) a cada cadena y fueron combinadas e incubadas 5 min. a 97°C,
posteriormente se dejaron a temperatura ambiente (TA) para su alineacion. Asi el
DNA doble cadena esta listo para ser usado.
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Ensayos de retardo.

El principio de este método se basa en que la unién de una proteina al DNA migra
mas lentamente en un gel de electroforesis, que el fragmento de DNA solo
(http://www.celldeath.de/apometh/emsa.html)

Se disefio un fragmento de DNA sintético de 49 pb, que corresponde a la
secuencia del elemento de respuesta (PPRE) de las proteinas PPARSs: sentido
5" GATCCAGGGAAAAGGTCATCAGGGAAAAGGTCACTAGGGAAAAGGTCAC-3
y antisentido 5-TCG AG TGACCTTTTCCCTAGTGACCTTTTCCCTGA
TGACCTTTT-CCCTG 3" (subrayadas las 3 secuencias PPRE). Este elemento de

respuesta fue identificado en el gen humano de carnitin palmitoiltransferasa

(Girnun et al., 2002). Este fragmento de DNA se utilizé para demostrar que la 6-IL,
tiene afinidad por las proteinas PPAR unidas a su elemento de respuesta. Se han
identificado y reportado previamente las secuencias genéticas de algunos
elementos responsivos a PPAR como el aqui empleado (Girnun et al., 2002).

Para los ensayo de retardo en gel de poliacrilamida nativo, se utilizaron
preparaciones de extractos proteicos (crudos) citoplasmicos y nucleares de células
MCF-7. La preparacion de estos extractos celulares, se obtuvieron como se
describe en Andrews y Faller (1991). Brevemente, las células fueron
resuspendidas en 1.5 ml de buffer de fosfatos frio (PBS), y transferidas a un tubo
eppendorf. Las células se centrifugaron 5 min. a 500 x g a 4°C, se aspir6 el
sobrenadante y se resuspendieron en 100 ul de buffer A, por cada 10 millones de
células (buffer A: 0.32 M de sucrosa; 10mM de Tris HCI pH 8; 3mM de CaCl; 2mM
de MgOAc; 0.1mM de EDTA; 0.5% NP-40; 1 mM de dithiothreitol; 0.5 mM de
PMSF). La solucion se centrifugo 5 min. a 500 x g a 4°C y se recuper6 el
sobrenadante que corresponde a la fraccion citoplasmica. La pastilla fue
resuspendida suavemente con 1 ml de buffer B (buffer B: igual que el buffer A pero
sin NP-40). Esta pastilla (nucleos celulares) fue centrifugada 5 min. A 500 x g a

4°C y el sobrenadante fue desechado. La pastilla fue resuspendida suavemente en
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un volumen de Buffer C de 30ul (buffer C: 20mM HEPES pH 7.9; 1.5mM de MgCly;
20mM de KCI; 0.2 mM de EDTA; 25% de glicerol; 0.5mM de DTT y 0.5mM de
PMSF). Al tubo anterior se adiciond un volumen igual de Buffer D (buffer D: 20mM
de HEPES pH 7.9; 1.5mM de MgCly; 1% de NP-40; 0.5 mM de DTT; 0.5mM de
PMSF).

Para observar la formacion de los complejos DNA/proteina y DNA/proteina/6-IL se
utilizd un gel nativo de poliacrilamida-TBE al 6%. Polimerizado el gel, este se
premigré6 2h a 120V a temperatura ambiente. Se realizd la incubacion de los
componentes 1 h a temperatura ambiente usando el buffer de unién (25 mM de
HEPES pH 7.9; 2mM de EDTA; 1mM de DTT 0.1 M KCI). Los componentes de
cada reaccion de union son: 1ug de Poly-didC, buffer de union, extractos celulares,
segun el caso citoplasmicos o nucleares (5-10 ug de proteina), DNA marcado con
gamma-**P-ATP (20 ng) y H,O para un volumen final de 20ul. Cuando fue
necesario se adicioné a la reaccion de unién 6-'*IL y/o 6-IL. También se adicion6
acido araquidonico cuando fue requerido.

La electroforesis se llevo a cabo en un gel de poliacrilamida al 6 %, en buffer TBE
0.5X a 120 V por 2 h a temperatura ambiente.

Se realizaron ensayos de retardo para andlisis de competencia, como controles de
especificidad. Se utilizé el mismo protocolo que el descrito con anterioridad. Para
competencia con WtPPRE no marcado se adicioné a la reaccion de unidén un
exceso molar de 25, 50 y 100 veces de éste, 15 min antes de adicionar el wtPPRE
radiomarcado.

Asi mismo, se realizd la competencia con otro fragmento de DNA doble cadena
gue corresponde al PPRE con la sustitucion de 2 nucleétidos, las cuales se a
descrito son indispensables para el reconocimiento PPRE-PPAR, el cual se
identifica como mutPPRE. Se adicion6 a la reaccion de union un exceso molar de
25y 50 veces el mutPPRE 15 min antes de adicionar el wtPPRE radiomarcado. La
secuencia para mMutPPRE es la siguiente: sentido 5 - AGTGAA
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CAGGTCATCAGTGAACAGGTCACTAGTGAACAGGTCA-3' y antisentido 3'- TCA
CTTGTCCAGTAGTCACTTGTCCAGTGATCACTTGTCCAGT-5'.

Ensayos de super retardo

Se realizaron ensayos de super retardo, utilizando el mismo protocolo que para los
ensayos de retardo. A la mezcla de reaccion se adicionaron anticuerpos
policlonales que corresponden a las isoformas de las proteinas PPARs (Santa
Cruz Biotechnology). Anticuerpo anti-PPARa 0 anticuerpo anti-PPARB/6 0
anticuerpo anti-PPARYy 6 la mezcla de los tres anticuerpos de PPAR 0 el anticuerpo

lgG anti-rabbit, éste Gltimo como control negativo.

Purificacion de plasmidos para transfeccién

Para obtener DNA plasmidico en cantidades suficientes para realizar las
transfecciones se realizé la siguiente serie de pasos, a partir de una cantidad de
DNA plasmidico de 50 nM PPRE-3XTK-LUC, donado por el Dr Ronal M. Evans.

a) Transformacion de células competentes E. coli cepa DH5a

Se realiz6 el protocolo basado en la induccion de choque térmico, en el cual se
induce un estado transitorio de “competencia” en las bacterias recipientes, durante
el cual son capaces de internalizar DNAs a partir de una fuente. Brevemente, se
adicion6 el DNA plasmidico [50nM] en 50ul de bacterias. Incubar 30 min en hielo.
Seguido de incubacién 45 seg a 42°C. Inmediatamente incubar 2 min en hielo.
Adicionar 1ml de medio Luria liquido (Medio de crecimiento para bacterias).
Incubar 1 hora a 37°C. Sembrar en placas de cultivo con medio Luria solido

adicionado de ampicilina [1pg/placa]. Crecer a 37°C toda la noche.

b) Preparacion a pequefia escala de DNA plasmidico
Se realiz6 la obtencion y purificacion de los plasmidos para posteriormente analizar
su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa, se realiz6 el método

reportado previamente (Sambrook et al., 1989). Brevemente, transferir una sola
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colonia de bacterias transformadas en 3 ml de medio Luria liquido, adicionar
ampicilina [50 pg/ml]. Incubar a 37°C toda la noche, en agitacidon vigorosa.
Centrifugar 2500 rpm por 5 min. Descartar el sobrenadante. Resuspender el botén
en 100 pl de solucion | (50 mM de glucosa; 25 mM de Tris-HCI; 10 nM de EDTA).
Adicionar 200 pl de solucién 1l (0.2 N de NaOH; 1% de SDS). Mezclar por
inversion. Adicionar 150 ul de solucién Il (5 M de acetato de potasio 60 ml; acido
acético glacial 11.5 ml; Agua 28.5 ml). Dar vortex y almacenar 5 min en hielo.
Centrifugar a 12,000 rpm por 5 min. Transferir en sobrenadante a tubo nuevo.
Adicionar 2 volumenes de etanol absoluto. Almacenar 5 min a temperatura
ambiente. Centrifugar a 12,000 rpm por 5 min. Descartar el sobrenadante y
resuspender el DNA plasmidico en un volumen apropiado de agua. Realizar
electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % en buffer TAE 1X. Tefiir con bromuro de
etidio. Observar la integridad del DNA plasmidico en gel de agarosa al 0.8% en
TBE 1X. Se observd una sola banda de DNA que corresponde con el peso
molecular del plasmido obtenido (Anexo |. mapa de plasmido pRL-TKLUC en el

que se indica el sitio de clonacion del PPRE)

c) Preparacién a gran escala de DNA plasmidico

Se utiliz6 un método previamente reportado para obtener DNA plasmidico de
buena calidad y cantidad (Sambrook et al., 1989). Transferir 2 ml de bacterias
transformadas en 500 ml de medio Luria liquido, conteniendo una cantidad
apropiada de ampicilina [50 pg/ml]. Incubar a 37°C toda la noche, con agitacion
vigorosa. Transferir a tubos falcon de 50 ml. Centrifugar a 3,500 rpm por 15 min a
10°C. Desechar el sobrenadante. Adicionar 18 mL de solucion |, reposar 5 min a T°
ambiente. Adicionar 18 mL de solucién Il, reposar 5 min a temperatura ambiente.
Adicionar 18 ml de solucion lll, reposar 5 min a temperatura ambiente. Filtrar en
fibra de vidrio con ayuda de un embudo. Recibir cada 20 ml del filtrado en tubo
falcon de 50 ml. Adicionar un volumen de isopropanol y reposar 20 min a
temperatura ambiente. Homogeneizar por inversion. Centrifugar a 4,000 rpm por
25 min y descartar el sobrenadante. Resuspender en 750 pl de etanol al 70% frio 2
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veces. Recuperar en eppendorf de 1.5 ml. Centrifugar 12,000 rpm por 4 min y
desechar el sobrenadante. Resuspender en 650 pl de agua, dar vortex. Centrifugar
a 12,000 rpm por 4 min. Recuperar el sobrenadante. Adicionar 5 pl de RNAsa [5
pg/y]. Dar vortex. Incubar 1 h en bafio maria a 37°C. Adicionar un volumen de PEG
8000 (polietilenglicol al 13% + NaCl 6M). Incubar a temperatura ambiente 5 min.
Centrifugar a 12,000 rpm por 15 min. Desechar el sobrenadante y lavar el botén
con 1 ml de Etanol al 70% frio. Evaporar el etanol a temperatura ambiente.
Resuspender el 1 ml de buffer TE 1X (pH 7.4). Cuantificar 5 pl de DNA + 1 ml de
agua a una longitud de onda de 260 nm en espectrofotometro.

Transfeccion transitoria de células MCF-7 para ensayos de transactivacion
Se realiz6 transfeccidn por el método de fosfato de calcio (Ca,PO,), este método
de transferencia de DNA a células recipientes es comunmente usado y se basa en
la coprecipitacion del DNA de interés con fosfato de calcio. Con esta técnica el
DNA es internalizado en el citoplasma de la célula por endocitosis y posteriormente
es transferido al nacleo (Sambrook et al., 1989).

El dia anterior a la transfeccion, sembrar 120,000 células MCF-7 por placa (placas
para cultivo de 35 mm. de diametro). Para tener una confluencia entre 50 y 60%.
Por cada placa de células sembradas, colocar en un tubo eppendorf 6 ug de
plasmido PPRE-3X-TKLUC ¢ TK-LUC, adicionar 25 ul de CaCl, [2.5 M] y el
volumen necesario de H,O pH 7 para un volumen final de 250 ul. Dar vortex.
Adicionar 250ml de la solucion HBS 2X, gota a gota (HBS: 10mM KCI, 12 mM D-
Glucosa, 1.5 mM Na,HPO4, 50 mM HEPES , 280 mM NacCl, pH 7). Reposar 5 min.
Agregar gota 250 pl a cada pozo. Incubar 10h a 37°C en atmésfera de CO,.
Transcurrido este tiempo, parar la reaccion cambiando el medio a las células. 24
horas después de la transfeccion se adicionan los tratamientos con AA 0 6-IL 6
etanol (vehiculo), se incuban nuevamente 24 horas. Pasado este tiempo se
recuperan las células usando 100 pl de buffer de lisis de luciferasa 1X (Luciferase
Kit, PROMEGA). Seguido de vortex y alternando 5 min a 37C y 5 min a -70C.
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Seguido de centrifugacion 2 min a 12,000 rpm. Recuperar el sobrenadante. Leer la
luz emitida en Luminometro 20-20 (TURNER BIOSYSTEM, CA, USA), adicionar
justo antes de la lectura 80 pl de Luciferina (sustrato) (Luciferase Kit, PROMEGA)
por cada 20 pl de muestra. EI Luminometro debe programarse para 10 segundos
de integracion. Los resultados son corregidos por cantidad de proteina total, la cual

es determinada por el método de Bradford.

RT-PCR tiempo real de PPARs de células MCF-7 y MCF-12F

Analisis de la expresion basal de mRNAs de los PPARs en células no tumorales
MCF-12F y tumorales MCF-7.

Se sembraron células MCF-12F 6 MCF-7, 120,000 células por pozo. Una vez
adheridas al plato de cultivo se incubaron por 24h en condiciones estandar de
cultivo. Después de la incubacion se realiz6 la extraccion de RNA total usando el
reactivo de TRIzol (Life technologies, Inc) segun las indicaciones del fabricante. Se
realizd transcripcion inversa con dos microgramos de RNA total usando el sistema
Superscript 1l (Invitrogen, Carlsbad, CA) en un volumen total de 20 pl. La PCR se
realizd en el termociclador Roto-gene 3000 (Corbett Research, Mortlake, NSW,
Australia) usando SYBR green como marcador de amplificacion de DNA. La
reaccion se realizé con 1 ul de cDNA como templado y el kit gPCR supermix-UDG
(Invitrogen). Se usaron 40 ciclos de tres pasos de amplificacion (94°C por 30 s, 55—
58°C por 30 s, 72°C por 30 s) y se utilizaron oligos especificos, Ver tabla en
parrafos siguentes. La PCR gener0 solo el amplicon especifico, lo cual se
demostro en cada caso por la temperatura de alineacion y se realiz6 electroforesis
de 5 pl los productos de PCR en gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de
etidio en buffer TAE 1X. No se observaron productos de PCR en ausencia de
templado. La expresion del gen fue calculada usando el método de Threshold (Dct)
y normalizado para el contenido de un gen constitutivo o no regulado

(housekeeping). Todas las mediciones se realizardn por triplicado.



Doctorado en Ciencias Biomédicas UNAM

RT-PCR tiempo real de PPARs de células MCF-7 en presencia de 6-IL.

Andlisis de la expresion de los MRNAs de los PPARs en presencia de 6-IL. Se
suplemento a las células MCF-7 con 6-IL como sigue: una vez adheridas al plato
de cultivo se realizaron los tratamientos con 6-IL [1uM] o vehiculo (etanol) y se
incubaron por 24 h en condiciones de cultivo. Después de la incubacion se realizo
la extraccion de RNA total, seguido de RT, para ser analizado por PCR en tiempo
real. Se sigui® en mismo protocolo descrito anteriormente. La tabla siguiente

muestra la secuencia de los oligos utilizados para dicho analisis.

sentido/antisentido (5’ at 3’) Temperatura | Referencia
de
alineacion
(S
PPARa CATTTTAGTGTACACTGTGGTTTCC 62 GenBank:
CAGCATTCAGGAAAACGGTT 624622R10075
PPARB/6 | GTCGCACAACGCTATCC 62 Fauti et al.,
CTCCGGGCCTTCTTTTTGGTCA 2006
PPARYy TCTCTCCGTAATGGAAGACC 62 Terashita et
GCATTATGAGACATCCCCAC al., 2002
B-actin CCATCATGAAGTGTGACGTTG 55 Anguiano,
ACAGAGTACTTGCGCTCAGGA 2007

Tabla 7. Secuencia de oligonucleotidos para PCR de los PPARs.

Western Blot de PPARYy.

Andlisis de la expresion de la proteina de PPARYy en presencia de 6-IL. En este
método se utiliza un anticuerpo primario para localizar la proteina de interés. Un
segundo anticuerpo, acoplado a una enzima (peroxidasa), y contra la especie en la
gue se produjo el primero, éste ultimo produce una sefial que puede ser detectable
(quimioluminicencia).

Las células MCF-7 fueron tratadas con 24 horas con 6-IL, posteriormente fueron
lisadas usando 200 pl de buffer RIPA (50mM Tris pH 7.4, 0.5% NP-40, 100 mM
NaCl, 1 mM de PMSF, 1 pg /ml de aprotinina), seguido de centrifugacién a 12,000

rom por 2 min a 4°C. El contenido de proteina se determiné por el método de
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Bradford. 100 pug de proteinas se separaron en un gel SDS-poliacrilamida al 12%,
se transfiri6 a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad). Se bloquearon las
membranas durante 2 horas con leche descremada al 5% en buffer TTBS (100 mM
Tris, 2.5 M NaCl pH 7.5, EDTA y 0.05 % tween 20). Después de 3 lavados de 10
min con TTBS, las membranas se incubaron con el anticuerpo policlonal contra
PPARy (Diluido 1: 1000 en TBS con 5% de leche) 6 con el anticuerpo contra la
proteina que no cambia su expresion, actina (Diluido 1:3000, en TBS con 5% de
leche). Seguido de 3 lavados de 10 minutos cada uno con TTBS. Seguido de
incubacion con anticuerpos secundarios conjugados con la enzima peroxidasa de
rabano (Diluidos 1:3000). La sefial se detectd por quimioluminiscencia ECL
(Amersham Biosys). Los valores de actina fuerdn utilizados para normalizar los
valores de PPARYy. El andlisis densitométrico de las bandas se realiz6 con el
software ImageQuant TL v2005.

Tinciébn con rojo oleoso para identificar lipidos neutros. Analisis de la
acumulacion de lipidos por tincion con Rojo Oleoso. El colorante rojo oleoso se
une especificamente a lipidos neutros, ejemplo de estos son los triacilgliceridos.

El nimero de células con que se inicia el tratamiento depende del nimero de dias
en que se desee mantener el cultivo (para 5 dias de tratamiento y tefiir al sexto
dia, se recomienda iniciar con el 15 - 20% de confluencia).

Las células MCF-7 se mantuvieron en medio de cultivo DMEM al 10% de SFB en
camaras de cultivo montadas sobre un portaobjetos de vidrio (Nalge Nunc Int,
USA), el medio de cultivo fue suplementado con los siguientes tratamientos: etanol
(vehiculo), Rosiglitazona [5 uM], AA [30 uM] o 6-IL [5 pM] durante 5 dias. El sexto
dia para examinar la acumulacién de lipidos, se aspiré el medio de cultivo, se lavé
una vez con PBS y se fij0 con paraformaldehido al 2% por 20 min. Seguido de
tincion con rojo oleoso, se adicioné la cantidad minima de rojo oleoso para cubrir
las células (300 pl/pozo), se incubd 4 horas a temperatura ambiente. Seguido de
lavado con PBS 4 a 5 veces. Se observaron al microscopio o6ptico y se
fotografiaron.
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Andlisis estadistico.

Los datos analizados correspondes al menos a tres experimentos independientes
por triplicado y son expresados como desviacion estandar. Las diferencias entre
grupos fueron analizadas usando ANOVA de una via y tukey como prueba post

hoc. Se consideraron estadisticamente significativas las diferencias con p< 0.05.
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RESULTADOS

La 6-IL y la 6**°IL no se obtienen comercialmente por lo que deben ser sintetizadas
en el laboratorio. Para la identificacion de la 6-IL se realiz6 cromatografia
ascendente en capa fina (TLC), en cromatofolios de silica (silica gel 60 mesh). En
la figura 1, se observan dos marcas indicadas por las flechas: una correspondiente
a la 6-IL o 6-'°IL y otra correspondiente al AA. El cromatofolio A y C fueron
revelados con vapores de yodo, posteriormente el cromatofolio A fue expuesto en
una pantalla amplificante y observado en un escanner (Storm 860 phosphoimager),
el cromatofolio B muestra una Gnica marca correspondiente a la 6-*?°IL. Lo anterior
confirma la identidad de estos componentes. Como se observa, tanto la 6-IL como
la 6-'%°IL tienen el mismo desplazamiento a partir del punto de origen (Mezcla de
elusion 97.5:2.5 diclorometano, metanol). En el panel derecho se muestran las
estructuras correspondientes a la 6-IL y al AA.

Apartir de esta sintesis, la 6-IL, la 6-125-IL fueron utilizadas para los experimentos

gue se describen en parrafos mas adelante.

A B C

frente ——— ——

6-IL = - Y

=== COOH
!:

origen

Figura 3. Cromatografia en capa fina para identificar a la 6-IL y AA. Columna A, 6-**°IL

y columna C, 6IL cromatogramas revelados con vapores de yodo. Cromatograma B

|125

autoradiografia de 6-IL marcada con Estructura quimica de 6-IL y de AA

respectivamente.
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Ensayos de retardo

El primer objetivo de este trabajo consisti6 en determinar si la 6-IL se une a los
PPARs, para lo cual se realizar6bn ensayos de retardo electroforético (EMSAS).
Estos ensayos consisten en una electroforesis vertical en geles de poliacrilamiada
(nativa) para determinar la presencia de proteinas de union a DNA. Se utiliza como
fuente de DNA, un fragmento de DNA doble cadena que corresponde al elemento
de respuesta de los PPARs (PPRE) (reportado previamente en la literatura). Para
ser identificado, dicho PPRE fue marcado radiactivamente con *P. Se usaron
ademas, extractos nucleares y citoplasmicos obtenidos de células de cancer
mamario humano MCF-7. Ademas de 6-IL, 6-'?°IL obtenida en el laboratorio y el
AA se utilizd6 como control puesto que se sabe se une a los PPARs. La 6-IL no se
une a PPARs de la fraccién nuclear (datos no mostrados), se sabe que cuando los
PPARSs se encuentran en nucleo ya estan unidos al ligando.

En la figura 4A se muestra un gel que corresponde al ensayo de retardo con
proteinas citosolicas. El carril en el que solo se adicion6 el *P PPRE se desplaza
mas rapidamente, mientras que en los carriles restantes en los que se adicionaron
los extractos citoplasmicos, se observa la aparicion de un complejo mas retrasado.
Llama la atencion que cuando se adiciona la 6-IL y el AA no se retrasa mas la
aparicion del complejo, por lo que para poder identificar la presencia de la 6-IL en
este complejo fue necesario utilizar la 6-*?°IL y el PPRE no radiomarcado. El Gltimo
carril muestra el complejo formado por el PPRE/PPAR/6-'?°|L.

En la figura 4B se muestra que a medida que se incrementa la concentracion de 6-
IL, aumenta la intensidad del complejo. Lo anterior muestra que la unién de la 6-IL
a los receptores PPARs es lineal, lo cual también se evidencia en el analisis
densitometrico (figura 4C)

Para estimar el tamafio del complejo obtenido (peso molecular), se realizaron los
céalculos para comparar con respecto al peso del probable ligando. En la Tabla 8 se
comparan los pesos moleculares de los PPARs, 6-IL y AA. Estos datos muestran
que el heterodimero PPAR/RXR es alrededor de 300 veces mas pesado en

comparacion con el peso del ligando solo. Lo que concuerda con nuestro resultado
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en el que la presencia de AA y 6-IL son incapaces de retrasar la aparicion del

complejo.
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Figura 4. EMSA para determinar la union de la 6-IL a los PPARs. A, EMSA en el que
se muestra que la 6-IL es capaz de unirse al complejo PPAR/RXR/PPRE. En la ultima
columna la marca radiactiva proviene de la 6-'?°IL. B, La unién de la 6-IL al complejo
proteinas PPAR/RXR/PPRE es proporcional. A mayor concentracion de 6-IL aumenta la
marca radiactiva. C, Analisis densitométrico de B, diferentes superindices indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

A

Peso molecular o masa Referencia

atdmica
PPAR« 52,228 Genbank NP_005027.2
PPARBS 49,904 Genbank NP 006229
PPARY 57,623 Genbank NP 056953
RXR 58,814 Genbank NP 002948.1
6-125 IL 428.1
6-1L 430
AA 304.47
B
PPARo/RXR vs AA 111042 vs 304.47
PPARY/RXR vs 6-IL 116437 vs 430
PPARY/RXR vs 6-2°IL 116437 vs 428.1

Tabla 8. Comparacion de pesos moleculares de receptores y ligandos. A, Peso
molecular de cada una de las isoformas de los PPARs, de 6-IL, 6-'®IL y AA. B,
comparacion de pesos molecuares de las posibles combinaciones para la formacién de
complejos PPAR-RXR/ligando.

Ensayos de competencia

Se realizaron ensayos de competencia para determinar la afinidad de la 6-IL por
los PPARs. En la figura 5 se observa que al adicionar AA en concentraciones
crecientes y usar la misma cantidad de 6-IL, se necesitan 6 veces mas de AA para
desplazar a la 6-IL. Este resultado sugiere que la 6-IL es mas afin a los PPARs que
el AA.
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Figura 5. A, EMSA. Ensayo de competencia entre AA y 6-IL. Se sugiere que la 6-IL es
6 veces mas afin a PPAR que AA. B, Andlisis densitométrico de A. Diferentes superindices

representan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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Se realizaron una serie de controles para determinar que el complejo formado por
PPRE/PPAR es especifico. En la figura 6A se muestra una imagen representativa
de un gel en el que se realizé la competencia entre el (wild type, wt) **P wtPPRE y
el wtPPRE en cantidades crecientes. Se muestra que a mayor cantidad de
WtPPRE desaparece el complejo. Lo anterior indica que el complejo formado es
especifico. En la figura 6B, se realizé la competencia entre el **P wtPPRE (wt) y un
PPRE mutado (mutPPRE). Este mutPPRE corresponde a una variante del wtPPRE
usado en los ensayos anteriores, con la diferencia de que para su disefio se
intercambiaron dos de los nucleétidos que se ha reportado en la literatura son
importantes para el reconocimiento de las proteinas PPAR. El resultado muestra

gue el mutPPRE no es capaz de desplazar al wtPPRE.
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A Extractos proteicos + + + +

2pwPPRE * * + + +
wiPPRE - - 25X 50X 100X

Complejo »

Sonda »

B Extractos celulares - + + +
(*.P)wiPPRE + =+ + +
mutPPRE - - 25X 50X

Complejo »

Sonda

Figura 6. Competencia entre wtPPRE marcado vs wtPPRE no marcado. A,
EMSA.Competencia entre wtPPRE marcado vs wtPPRE no marcado, en exceso molar. Se
observa que a mayor concentracion de PPRE no marcado disminuye el complejo. Lo que
indica que es especifico. B, Competencia entre wtPPRE marcado vs mutPPRE no
marcado, en exceso molar. En presencia de concentraciones crecientes de mutPPRE, no

se pierde el complejo. Indicando que es especifico.
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Ensayos de super-retardo

Para determinar cual de las tres isoformas de los PPAR estan presentes en los
complejos observados en los experimentos anteriores, se realizaron ensayos de
super-retardo en los que se adicionaron anticuerpos contra cada una de las
isoformas de los PPARs. Anti-PPAR alfa, anti-PPAR beta/delta y anti-PPAR
gamma, asi como un anticuerpo utilizado como control negativo, anti-IgG. La figura
7A muestra que cada uno de los anticuerpos de PPAR fueron capaces de
desplazar el complejo formado por PPRE/PPAR, lo anterior es debido a que la
presencia del anticuerpo interfiere con la unibn PPRE/PPAR. Asi mismo, en la
figura 7B, se observa que cuando se adicionan los tres anticuerpos anti-PPAR
juntos, el complejo se desaparece totalmente. En contraste con en carril en el que
fue adicionado el anticuerpo anti-IgG en el que el complejo permanece. Estos
resultados muestran que bajo estas condiciones, las tres isoformas de PPAR se
encuentran en el complejo. La figura 7C y 7D muestran el analisis densitométrico,

gue corresponde a la figura 6A y 6B respectivamente.
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Figura 7. Ensayos de super-retardo. A, En presencia de los anticuerpos especificos de
las tres isoformas de PPAR de manera independiente se evita la formacion del complejo
entre PPAR/RXR y PPRE. B, En presencia de los tres anticuerpos contra PPARs
desaparece el complejo. Sugiriendo la presencia de las tres isoformas de PPAR en el
mismo. C, Andlisis densitométrico de A. D, Analisis densitometrico de B. Se observan

diferencias significativas con respecto a los complejos en ausencia de anticuerpos.

RT-PCR tiempo real de PPARs

Para analizar si las células MCF-7 expresan las tres isoformas de los PPARs se
realizé RT-PCR tiempo real para cada una de las isoformas. Lo anterior se realizd
ademas comparando la expresion de los PPARs en una linea célular de epitelio
mamario no tumoral MCF-12F y las células de cancer mamario MCF-7 (figura 8).
Los resultados muestran que las células tumorales (MCF-7) expresan en general
mas de las tres isoformas. De hecho, PPARa no es detectable en las células no
tumorales. Con respecto a la expresion de los PPAR en las células MCF-7 se
observa que expresan mas PPARPB/®, seguido de PPARYy y finalmente menor
PPARa. Estos datos concuerdan con lo encontrado en los ensayos de retardo en

los que se identifico a las tres isoformas de PPAR en las células MCF-7.
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Figura 8. Analisis de la expresion basal de mRNAs de las tres isoformas de PPAR.
Andlisis de la expresion basal de mRNAs de las tres isoformas de PPAR en células de
epitelio mamario humano de fenotipo normal (MCF-12F) y de células de epitelio mamario

humano tumoral (MCF-7).

Transactivacion del elemento de respuesta de PPARs (PPRE)

En los resultados mostrados anteriormente, vemos que la 6-IL es capaz de unirse
a los PPARs. Por lo que en el segundo objetivo se planted determinar si esta union
es funcional. A través de ensayos de transactivacion se analizo la capacidad de
activar al PPRE unido al gen reportero luciferasa (PPRE-TKLUC), transfectando a
las células MCF-7 y adicionando 6-IL. Un control adicional fue utilizado, el cual
corresponde al plasmido que no posee el PPRE (TK-LUC). Como controles de
induccion se usaron el AA y la rosiglitazona (RZ), un ligando sintético especifico
para PPARYy. La figura 9 muestra que se requiere 100 veces mas cantidad de AA
para activar al PPRE. Estos datos concuerdan con lo encontrados en los ensayos
de competencia realizados en EMSASs, en los que se observé que la 6-IL es mas

afin a los PPARs comparada con el AA.
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Figura 9. Ensayos de transactivacion para 6-IL y AA. Células MCF-7 transfectadas con
PPRE-TKLUC o con el plasmido que no contiene el PPRE. En presencia de AA y 6-IL se
induce la actividad del gen reportero luciferasa, (URLs, unidades relativas de luz). Se
requiere mayor cantidad de AA para inducir la actividad del gen reportero. Se observan

diferencias significativas con respecto al vehiculo.

Mas aun, se realizaron ensayos de trasactivacion en las células MCF-7 utilizando
como control positivo a la rosiglitazona (RZ) la cual es un ligando sintético
especifico de PPARYy. La figura 10 muestra la activacion del PPRE dosis-respuesta
con RZ y con 6-IL. Este resultado indica que la RZ es 10 veces mas potente que la
6-IL, pues desde 0.1 uM ya se observan diferencias significativas comparadas con
el control. Sin embargo, la activacion observada por la adicion de la 6-IL
corresponde al rango de efectividad reportado para ligandos enddgenos de los
PPARs (Ver tabla 4).
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Figura 10. Ensayos de transactivacion de 6-IL y Rosiglitazona. Células MCF-7
transfectadas con PPRE-TKLUC. En presencia de Rosiglitazona (RZ) y 6-IL se induce la
actividad del gen reportero luciferasa, (URLs, unidades relativas de luz). Se observan

diferencias significativas con respecto al vehiculo.

RT-PCR tiempo real de PPARs en MCF-7 tratadas con 6-1L

Para el objetivo 3 nos interesé analizar si la 6-IL es capaz de activar y/o reprimir la
expresion de las isoformas de los PPARs. Para ello se realiz6 RT-PCR tiempo real
de cada una de las isoformas de PPAR. Las células MCF-7 fueron tratadas con
etanol (vehiculo de la 6-IL) 6 con 6-IL. La figura 11 muestra que la 6-IL es capaz de
disminuir la expresion de PPARaq, en contraste con el aumento en la expresion de
PPARYy y sin cambios de PPARPB/&. Estos resultados indican que la 6-IL por un
lado, reprime la expresion de la isoforma alfa, la cual ha sido asociada a
proliferacion celular. Ademas de que es un agonista de PPARYy, el cual se sabe es
un mediador de procesos antiproliferativos y apoptoticos. Para corroborar el

aumento en la expresion de PPARy se realiz6 la inmunodetecion de la proteina
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PPARYy (figura 12A). Asi como el correspondiente andlisis densitométrico mostrado
en la (figura 12B). Estos resultados indican que la 6-IL modula la expresién de los

PPARs y que es un agonista de PPARY.

Figura 11. Andlisis de la expresién de las isoformas de PPARs con 6-IL. Analisis de la
expresion de mRNA de PPARs, en células MCF-7 tratadas con 6-IL. La 6-IL reprime la
expresion de la isoforma alfa y activa la expresion de la isoforma gamma. No se observan

cambios en la isoforma beta.
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Figura 12. Analisis de la expresion de la proteina PPARYy. Andlisis de la expresion de la
proteina PPARYy, en células MCF-7 tratadas con 6-IL. A, en presencia de 6-IL aumenta la

expresion de PPARYy. B, Andlisis densitométrico de A.

Efecto fisioldgico de lainduccion de PPARy

Finalmente y para cubrir el cuarto objetivo, se analizé el efecto de la 6-IL en la
activacion de PPARy en un ensayo funcional. Dicho ensayo consiste en la
identificacion de lipidos neutros, esta respuesta es dependiente directamente de la
activacion de PPARYy. Las células MCF-7 fueron tratadas con etanol 0.1% (control),
rosiglitazona 5 pyM, AA 30uM y 6-IL 5uM durante 5 dias, al sexto dia fueron tefiidas
con rojo oleoso. El rojo oleoso tifie de rojo a los lipidos neutros en aquellas células
que acumularon lipidos en el citoplasma después del tratamiento. La figura 13
muestra que las células control no acumulan lipidos (figura 13A), mientras que el
control positivo (RZ) induce la acumulacion de lipidos (figura 13B), el AA no es
capaz de tener el efecto del agonista de PPARYy (figura 13C), en cambio la 6-IL
muestra una acumulacién de lipidos equivalente a la que se indujo con RZ a la
misma dosis. Estos datos muestran que en efecto la 6-IL es una agonista de
PPARY.

En la figura 13, en el panel superior se utilizd una magnificacion en la imagen de

10X, mientras que el panel inferior se utilizo una magnificacion de 40X.
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Figura 13. Efecto fisioldégico de la induccion de PPARYy. Células MCF-7 tratadas con
por 5 dias con A) 0.1 % de etanol (control), B) 5uM de rosiglitazona (RZ), C) 30 uM de
acido araquidonico (AA), D) 5 uM de 6-IL, el dia 6 fueron fijadas con paraformaldehido al
2% por 20 minutos y tefiidas con rojo O. La amplificacion de las figuras del panel superior

es 10 X y las del panel inferior 40 X.
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DISCUSION

Hasta hace pocos afos los estudios sobre los PPARs habian estado enfocados a
su participacion en el metabolismo de lipidos (Desvergne et al., 1999; Berger y
Moller, 2002). Recientemente se ha documentado que estos receptores también
participan en la regulacion de la proliferacion celular en varios tipos de cancer,
incluyendo el de glandula mamaria (Michalik et al., 2004; Tachibana et al., 2008).
Se ha sugerido que cada una de las isoformas conocidas: PPARa (PPAR alfa),
PPARB/® (PPAR beta/delta) y PPARy (PPAR gamma), participan de manera
distinta en el proceso canceroso y que su activacion depende principalmente del
ligando y del estado fisiopatologico de la célula (Michalik et al., 2004; Kliewer et al.,
1994; Yu et al., 1995). Se ha mostrado que en células de cancer de mama la
activacion de las isoformas alfa y beta favorece la proliferacion (Suchanek et al.,
2002; Yin et al., 2005) mientras que la isoforma gamma esta relacionada a la
induccion de diferenciacion y apoptosis (Badawi et al., 2004; Lapillonne et al.,
2003; Yin et al., 2001; Yin et al., 2005).

Se sabe gue los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga son los principales
ligandos enddgenos de los PPARs (Krey et al., 1997). En la blisqueda de agentes
antitumorales, se han descrito una serie de acidos grasos activadores de PPARYy,
con capacidad antiproliferativa: Interesantemente se describié que al incorporarles
halégenos a su estructura se incrementa su afinidad a dicho receptor siendo el
mas afin el que se le adiciona yodo. (fenilacetato< fenilbutirato< p-cloro-
fenilacetato< p-yodo-fenilbutirato), sugiriendo que también el tipo de halégeno es
importante en la conformacion del 4cido graso para ser reconocido por el receptor
(Samid et al., 2000). Estos datos concuerdan con nuestros hallazgos de que la 6-
IL, un &cido graso yodado, se une a los PPARs con una afinidad seis veces mayor

gue el acido araquiddnico.

El segundo obijetivo del trabajo era analizar si la unién de la 6-IL con los PPAR era

funcional. Se disefiaron dos tipos de experimentos: el funcional y el fisiolégico.
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Para el funcional utilizamos la metodologia de transactivacion del elemento de
respuesta incorporado al cultivo de MCF-7. En este caso nuestros datos mostraron
que la 6-IL es capaz de activar al elemento de respuesta (PPRE) de los PPARs
usando doésis significativamente menores [1 uM] comparado con el AA [100 puM],

corroborando que la 6-IL es un ligado especifico y con mayor afinidad que el AA.

Datos previos de nuestro laboratorio muestran que el I, pero no el yoduro o la
tiroxina, es capaz de reducir la proliferacion de células tumorales mamarias, tanto
in vivo como in vitro (Garcia-Solis et al., 2005; Arroyo-Helguera et al., 2006).
Ademas hemos descrito que la suplementacion de |, y no de yoduro a células
tumorales MCF-7 genera lipidos yodados similares a la 6-IL y que este lipido
yodado despliega, a concentraciones hasta 20 veces menores y en todas las
células (normales o tumorales), los mismos efectos apoptéticos observados con |,
en células tumorales (Arroyo-Helguera et al., 2008), sugiriendo que en el efecto

antineoplasico del yodo es necasario la formacién de 6-IL.

Como hemos mencionado previamente, el AA precursor de la 6-IL es también un
factor asociado al céancer. Efectivamente se ha descrito que algunos tipos de
tumores, particularmente los de origen epitelial y responsivos a hormonas,
presentan actividad anormalmente elevada de la sintasa de acidos grasos (FAS)
involucrada en la biosintesis de fosfolipidos (como el AA), necesarios para la
formacion de nuevas membranas en células de rapida proliferacion (Baron et al.,
2004). Esta elevada actividad de FAS esta correlacionada con los siguientes
hallazgos en células cancerosas: 1) mayor cantidad de AA (Aceves et al., 2009;
Nava-Villalba et al., 2009), 2) elevada actividad de la fosofolipasa A que es la
encargada de liberar al AA de la membrana celular (Hatala et al., 1993), 3)
aumentada actividad de la enzima COX-2 que es la encargada de la formaciéon de
eicosanoides a partir del AA (Subbaramaiah., 2001) y 4) elevada produccion de
prostaglandinas (Rillema et al., 1978). El aumento en la cantidad de AA en células

tumorales observado tanto en modelos animales como en células de cancer
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mamario humano en cultivo permite explicar el hallazgo de otros grupos y nosotros
en relacion a que las células tumorales son mas sensibles a la muerte con el
tratamiento con yodo que las normales (Arroyo-Helguera et al., 2006, Rdsner et al.,
2009).

En el segundo bloque de experimentos de este trabajo se analizd el efecto
fisiol6gico de la 6-IL en células MCF-7 en cultivo. En primer lugar describimos la
concentracion basal y el efecto del lipido yodado sobre expresion de los PPARs y
se observo que las células no tumorales MCF-12F expresan niveles menores de
MRNA de PPARB/® y PPARYy, y no detectables de PPARa. En contraste las células
tumorales MCF-7 expresan a niveles elevados los mMRNAs de las tres isoformas.
Con respecto al efecto de la suplementacion de 6-IL a las células MCF-7 en
cultivo, nuestros datos mostraron que disminuye la expresion del RNA mensajero
de PPARa, aumenta la expresion (mMRNA y proteina) de PPARYy y no tiene efecto
sobre la expresion del mMRNA de PPARf/d. Indicando que la 6-IL es capaz de
regular la expresidon de cuando menos estas dos isoformas. Como segundo
experimento fisioloégico se analiz6 el efecto de dosis moderadas la 6-IL de manera
cronica (6 dias) en la acumulaciéon de lipidos neutros que se conoce es
dependiente de la activacion especifica de PPARy (Tontonoz et al., 1994; Mueller
et al., 1998).

La sobre-expresion y la union de la 6-IL a PPARy permiten explicar el efecto
antiproliferativo y apoptotico observado con la suplementacion del I,. Es decir, la
incorporacion del I, al AA, genera lipidos yodados de gran afinidad (6-IL) e induce
la expresion diferencial de la isoforma apoptotica (PPARY), generando una potente
sefial antineoplasica en células cancerosas que contienen abundante AA. De
hecho este dato concuerda con datos clinicos que muestran que la presencia de
PPARy en tumores mamarios se asocia a tumores menos agresivos y se considera

como buen pronostico (Mueller et al., 1998).



Doctorado en Ciencias Biomédicas UNAM

Aunado a lo anterior y en relacién al mecanismo celular se conoce que aunque el
AA es capaz de transactivar a las isoformas PPAR alfa y beta (Forman et al.,
1997), parece unirse preferentemente a la isoforma alfa (Desvergne y Wabhli,
1999). En ensayos in vitro con las células tumorales, tanto AA como algunos de
sus derivados favorecen la proliferacion celular (Razanamahefa et al., 2000). Sin
embargo, no se tienen datos que muestren que este aumento en la proliferacion de
células tumorales este directamente regulado por PPARa o PPARB/S.

Al comparar la activacion del PPRE con 6-IL respecto a Rosiglitazona (RZ) (el
ligando sintético mas potente para PPARY), la 6-IL fué solamente 10 veces menor.
Mas aun, cuando se adiciond la 6-IL o la RZ a las células MCF-7 la respuesta de
acumulacion de lipidos fué dosis-equivalente sugiriendo que la sensibilidad de las
MCF-7 in vivo a ambos compuestos es similar. Al revisar en la literatura la afinidad
de los ligandos endbégenos de PPARy tales como 15-HETE (acido-
hidroxieicosatetraenoico), 13-HODE (hidroxi-9,11-octadecadienoico) acido linoleico
entre otros, encontramos que éstos tienen efecto en rangos micromolares,
sugiriendo que la afinidad de la 6-IL puede considerarse dentro de los rangos

fisiologicos (Bishop-Bailey y Wray, 2003).

Previamente a este trabajo, se habia reportado que el efecto antineoplasico del
yodo involucraba la activacion de cuando menos dos vias celulares: la apoptética
dependiente de Bax/Bcl2-caspasas y la antioxidante disminuyendo la accion de
radicales libres y activando la expresion de la enzima catalasa (Garcia-Solis et al.,
2005; Arroyo-Helguera et al., 2008; Shrivastaba et al., 2006; Alfaro-Hernandez y
Aceves, 2009) En ambas vias, genes clave como Bax y Bcl2 asi como catalasa
pueden estar regulados por receptores PPAR. Efectivamente se han descrito sitios
responsivos en los genes de Bcl2 y catalasa (Butts et al., 2004; Girnun et al.,
2002).
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En relaciébn a lo anterior, resultados en el presente estudio muestran que la
suplementacién de 6-IL se acompafa de una disiminucién significativa en la
expresion de PPARa la cual es inductora de la expresion de la proteina anti-
apoptotica Bcl2, asi como de una sobreexpresion de la isoforma PPARYy inductora
de apoptosis (Bax) y de la expresion de la enzima antioxidante catalasa. Por lo
tanto es factible proponer que la 6-IL este ejerciendo su efecto a través de la
activacion de PPARYy (apoptosis y antioxidante) y por la represion de la isoforma

alfa (disminucién de la proliferacién y disminucion en la expresion de Bcl2).

Es este trabajo también se muestra que la 6-IL es capaz de inducir la acumulacion
de lipidos neutros (triacilgliceridos, entre otros), dependiente de la activacién de
PPARy. Se conoce que los ligandos de PPARy (por ejemplo: troglitazona y
rosiglitazona) inducen la diferenciacion celular, de hecho, PPARy es considerado
el gen iniciador de la cascada de sefializacion para la conversion del preadipocito
al adipocito (Wang et al., 2000; Tontonoz et al., 1994). En este sentido, las células
de mama, son consideradas como células con capacidad adipogénica. En cultivos
primarios de células de cancer mamario humano, el tratamiento con ligandos
selectivos de PPARY se acompafia de la acumulacion de lipidos, la reduccion de la
capacidad clonogénica, la reduccion en la proliferacion, ademas de la supresion de
genes marcadores de malignidad, tales como muscina (Mueller et al., 1998).
Nuestros resultados también muestran que la respuesta de adipogénesis es désis
equivalente entre la 6-IL y la RZ lo cual sugiere que la 6-IL es un ligando potente y
especifico. Este hallazgo contrasta con nuestro resultado in vitro (ensayo de
tranfeccion) donde la 6-IL es 10 veces menos potente. Aungue no tenemos
explicaciones funcionales al respecto, es posible que en el ambiente fisioldgico la
6-IL permita la union preferencial a coactivadores especificos que se conocen son
moduladores de la respuesta estimulante y que se ha documentado varian su

afinidad por los diferentes ligandos (Bishop-Bailey y Wray, 2003)
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Finalmente y con un acercamiento in silico, analizamos si la expresion de PPARy
observada por la presencia de 6-IL podria ser debida a una auto-regulacién de
esta isoforma (Nufiez-Anita et al., 2009). Se conoce que PPARa por ejemplo,
posee un PPRE en su promotor (Mandard et al., 2004). Utlizando andlisis
bioinformaticos del promotor de PPARy2 humano (Fajas et al., 1997), encontramos
que posee un posible sito PPRE (Anexo IllI). Sin embargo, resta analizar si dicho

PPRE es funcional.

En conclusioén, proponemos que la 6-IL se une a PPAR, que la unién es funcional,
mas aun, que es a traves de ésta via la modulacion diferencial de la expresion de
PPARa y PPARYy y que la 6-IL es un agonista de PPARYy, lo cual sugiere un papel
biologico de estos receptores nucleares en el efecto antineoplasico del yodo en

cancer mamatrio.
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CONCLUSIONES

La 6-IL se une de manera especifica a los PPARSs.
Se sugiere que la 6-IL es mas afin (6 veces) que el acido araquiddnico.

La 6-IL confiere activacion transcripcional al PPRE a partir de 1uM.

YV V V V

La 6-IL disminuye la expresion de la isoforma alfa, induce a la isoforma
gamma y no modifica a la isoforma beta/ delta
> La 6-IL aumenta el metabolismo de lipidos neutros dependiente de PPARy

Proponemos que el binomio 6-IL/PPAR es uno de los mecanismos moleculares por
los que el |, exhibe el efecto antiproliferativo y apoptético en células de cancer

mamario.
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Anexo I.

Participacion de PPARa y PPARB/3 en cancer mamario

PPAR alfa

PPARa fue la primera de las tres isoformas en ser identificada en 1990, como
blanco de un grupo de sustancias sintéticas conocidas como fibratos (Isseman y
Green, 1990). Se ha relacionado a esta isoforma con la activacion de genes que
regulan el catabolismo de acidos grasos, asi como genes que modulan el ciclo
celular.

Estos receptores adoptan su nombre debido a que son mediadores de la
proliferacion de peroxisomas en hepatocitos de rata. Los peroxisomas son
organelos intracelulares que contienen oxidasas consumidoras de oxigeno que
producen peréxido de hidrogeno permitiendo la oxidacion de una gran variedad de
substratos y cumplen una importante funciéon en el metabolismo de lipidos ya que
en ellos se inicia la alfa y beta-oxidacién de los acidos grasos. La proliferacion de
peroxisomas es inducida por una variedad de estimulos ambientales y
nutricionales, y esta mediado por factores de transcripcion especificos como los
receptores a acido retinoico tipo X (RXR) y los PPAR (Isseman y Green 1990;
Berger y Moller, 2002).

A la fecha, la participacion de estos receptores en la proliferacion de células
hepéticas resulta ambigtio. En ratas se ha mostrado que algunos ligandos de esta
isoforma facilitan la proliferacion a través del aumento de niveles intracelulares de
peréxido de hidrégeno, induciendo dafio al DNA. Sin embargo, este efecto no se
observan en humanos (Peters et al., 1997), Actualmente los fibratos se utilizan en
la clinica para tratar padecimietos como dislipidemias, aterosclerosis y resistencia
a la insulina aunque no se ha dilucidado si estos efectos estan mediados por esta
isoforma. (Willson et al., 2001).

Referente a los ligandos enddgenos, se ha mostrado que el acido araquiddnico es
uno de los principales ligandos (Forman et al., 1997; Desvergne y Wahli, 1999). La
suplementacion de AA a células de cancer de mama T-47D, induce su proliferacion

es asociada al aumento en la expresion de ciclina D1, (Razanamahefa et al.,
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2000). En células MCF-7, se ha visto que la activacion de PPARa por ligandos
sintéticos como el clofibrato aumenta la proliferacion, solamente cuando las células
se cultivan en medio de cultivo libre de suero y a baja confluencia (Suchanek et al.,
2002).

En modelos animales se ha observado el efecto contrario, se ha reportado que el
tratamiento con el agonista de PPARa, Wy-14643 disminuye el tamafio y niUmero
de tumores generados con el cancerigeno DMBA (Pighetti et al., 2001).

PPARa se expresa moderadamente en la glandula mamaria virgen y lactante,
mientras que esta sobreexpresada en la glandula mamaria tumoral (Roberts-
Thomson et al., 2000). Por lo anterior se ha propuesto la posibilidad que esta

isoforma tenga un papel importante en la carcinogenesis mamaria.

PPAR beta/delta

PPARJ/6 fue identificado algunos afios despues del descubrimiento de PPARa.
PPAR /6 se expresa principalmente colon, piel, cerebro y epitelio mamario. Se ha
sugerido que este receptor podria jugar un papel en el metabolismo del colesterol,
implantacion del embridn, proliferacion de preadipocitos y maduracion epidermal.
Aunque existen pocos estudios en relacion a su papel en el cAncer mamario. Se ha
demostrado que la activacion de PPARPB/S con ligandos sintéticos no afecta la
proliferaciébn de células cancerosas bajo condiciones normales de cultivo. Sin
embargo, cuando se cultivan en ausencia de suero y a baja confluencia se
estimula la proliferacion de lineas celulares sensibles a hormonas como MCF-7 y
T47-D, pero no afecta la proliferacion de células no responsivas a hormonas MDA-
MB-231 (Stephen et al., 2004). Para esclarecer el efecto sobre la proliferacién de
los ligandos de PPARP/d se realizo la cuantificacion de mRNA de esta isoforma, en
relacion con ANGPTLA un gen blanco conocido de PPARf/d, con la finalidad de
verificar su funcionalidad en células MCF-7, posteriormente, se trataron las células
con dos ligandos sintéticos de PPARB/® en presencia y ausencia de suero, el

resultado fué una modesta inhibicion de la proliferacion, en la cual, la presencia o
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no de suero no parece influir en el efecto de la activacion mediada por la presencia
del ligando (Girroir et al, 2008). Coincidiendo con lo anterior, en células en cultivo
de cancer mamario de ratonas MCF10A, el tratamiento con ligandos sintéticos
GWO072 o GW501516 produce una disminucion tanto en la proliferacion como en la
expansion clonal, la cual se acompafia de induccién de apoptosis (Foreman et al.,
2009)

En modelos in vivo también se ha analizado la participacion de PPARB/S. En un
modelo de cancer mamario en ratonas tratadas con el cancerigeno DMBA, se
observo que se acelera la formacion de tumores cuando se les trata con el ligando
sintético GW501516 (Yi et al., 2005). Dada esta diferencia en modelos in vivo e in
vitro, es necesario realizar mas experimentos que nos permitan esclarecer la

funcién de PPAR[B/d en cancer mamario

PPAR alfa

Coactivadores

PPARBP, NCOAG6, BFE, CREBBP, CITED2, NCOA1, NCOA3, SWI2/SNF2, PGC-1a Yy
PPARGCI1B

Correpresores
NR1P1y NCOR1

PPAR beta/ delta

Coactivadores
NCOA1, NCOA3, NCOA6 y PGC-1a

Correpresores
NCOR1y NCOR2

Tabla 9. Proteinas coactivadoras y correpresoras de PPARa y PPARB/S. (Datos
obtenidos de Wilson et al., 2001).
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Anexo lll.

Nufiez Anita RE, Arroyo-Helguera O, Cajero-Juarez M, Lépez-Bojorquez L, Aceves
C. A complex between 6-iodolactone and Peroxisome proliferator-activated
receptor type gamma may mediate the antineoplasic effect of iodine in mammary
cancer. Prostaglandins and other lipid mediators. 2009. 89: 34-42
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on PPARa and PPARy expression in MCF-7 cells. Together, these
data support our hypothesis that the antiproliferative effect of [; is
mediated by PPARs.

2. Experimental procedures
21. Materials

MCF-7 human breast cancer cells were purchased from INCAN
(Instituto Macional de Cancerologia, México). Dulbecco's modi-
fied Eagle's medium {DMEM) and fetal bovine serum (FBS) were
from Gibco BRL {Grand Island, NY). Arachidonic acid { purity > 99%)
was from Calbiochem (La Jolla, CA), '2°I (17 Cifmg) and +32P-
ATP (12.5 wCif ) were purchased from Perkin Elmer Life Science
(Boston, MA), and oligonucleotides were from Sigma (St. Louis, MO).
The polyclonal anti-PPARw, anti-PPAR3/&, and anti-FPARy antibod-
ies were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) All other
chemicals were of the highest grade of purity commercially avail-
able.

2.2, Cell culture

The human breast cancer cell line MCF-7 was cultured routinely
in DMEM supplemented with 10% {v/v) FBS, penicillin G {100 U/ml),
and streptomycin (100 pg/ml) and maintained at 37 °C in a humid-
ified atmosphere containing 5% CO,.

2.3. Chemical synthesis of 123]-6-iodolactone (6-*23IL ) and 6-IL

6-1231L and 6-IL were synthesized and purified as described
previously [3,26]. The purity was checked by thin layer chromatog-
raphy on silica gel (TLC) using the solvent system CHzClz/MeOH
(97.5:2.5). AA and 6-IL standards were visualized by iodine vapors,
and the radiolabeled 6-'2°IL was detected by autoradiography.

2.4, Protein extraction

Preparation of crude cytoplasmic and nuclear extracts was basi-
cally as described [27]. Briefly, adherent cells (107 cells per well)
were scraped into 1.5ml of phosphate buffered saline (PBS). The
cell suspension was transferred to a microfuge tube and centrifuged
at 4°C for 5min at 500 g The PBS was aspirated, and the cells
were resuspended in 100 pl buffer A (0.32 M sucrose; 10 mM Tris
HCl, pH 8 3 mM Caclz: 2mM Mg(0Ac)z: 0.1 mM EDTA; 0.5% NP-
40; 1mM dithiothreitol; 0.5mM PMSF). The cellular lysate was
centrifuged at 4°C for Smin at 500 x g, and the supernatant was
transferred to a new tube (cytoplasmic fraction). The nuclear pellet
was washed with 1 ml buffer B { buffer A without NP-40). The nuclei
were centrifuged at 4 =C for 5min at 500 x g, and the supernatant
was removed. The pellet was resuspended in 30 pl buffer C(20 mM
HEPES, pH 7.9; 1.5 mM MgCl,: 20mM KCl: 0.2 mM EDTA; 25% glyc-
erol: 0.5 mM DTT; 0.5 mM PMSF), and 30 pul buffer D( 20 mM HEPES,
pH 7.9; 1.5mM MgCly: 1% NP-40; 0.5mM DTT; 0.5mM PMSF)
was added. The samples were incubated at 4=C for 45min, then

centrifuged at 4°C for 15min at 14,000 x g, and aliquots of the
supernatant (nuclear extract) were stored at —70°C. Protein was
determined using the Bradford method ( Bio-Rad protein assay; Her-
cules, CA).

2.5. Electrophoretic mobility shift assays (EMSAs)

An established EMSA method was used [28]. Cytoplasmic
or nuclear protein extracts (5-10Lg) were incubated for 1h at
room temperature with 1 pg poly(di-dC) (Sigma), 6l of buffer
(25mM HEPES, pH 7.9; 2mM EDTA: 1 mM DTT; 0.1 M ECl, 0.5 mM
PMSF), and 20ng of a [**P]-labeled oligenucleotide in a final
volume of 20 pl. AA, 6-IL, and 6-'*IL were added as indicated.
For competition analysis, non-labeled wiPPRE at 25x, 50x, or
100, or mutPPRE at 255 or 50x molar excess was added 15min
before 32P-wtPPRE. DNA-protein or putative DNA-protein-ligand
complexes were resolved at 120V for 2-3h in 0.5x TBE buffer
on a native 6% polyacrylamide gel (5% for supershift), dried, and
visualized using an intensifying screen and a Storm 860 phos-
phoimager scanner (Molecular Dynamics Inc., CA). For preparing
32p_wiPPRE, both the sense and antisense oligonucleotides were
labeled in a total volume of 20l containing 20 ng of oligonu-
cleotide, 0.5 ul of T4 polynucleotide kinase (PNK], 2 jl of 10x PNK
reaction buffer and 1.5l of gamma-?2P-ATP. A double-stranded
oligonucleotide with the 3X-PPRE site was used (underlined) for
shift assays and had the following sequence: wtPPRE {5'-GATCC-
AGCGAAAAGGTCA  TCAGGGAAAAGGTCACTAGGGAAAAGGTCAC-
3'); this PPRE has been identified in the human gene, muscle-type
carnitine palmitoyltransferase MCPT 1 [29]. As control, an oligonu-
cleotide with a mutated 3X-PPRE site was used (mutated sites in
boldface letters): sense mutPPRE (5-AGTGAACAGGTCATCAGTGAA-
CAGGTCACTAGTGAACAGGTCA-3'). For the supershift assay, anti-
bodies (1.2 jug) were added to the reaction mixture, which was
then incubated for 0.5 min at room temperature, and resolved ina
native 5% polyacrylamide gel.

2.6. Gene transfer and transactivation experiments

Transient expression assays were performed with the estab-
lished calcium phosphate precipitation method {Ca-P0O4) [30].
Briefly, MCF-7 cells were grown in six-well plates to a density
of 2 107 cells/well in DMEM. One day later, the medium was
changed, and cells were transfected by Ca-POy with 6 pg/well of
the following plasmids: PPRE3-TK-LUC [containing 3 copies of PPRE
coupled to aminimal thymidine kinase (TK) promoter ], pTK-LUC, or
pCMX-fBgal (p-galactosidase) (Promega, Madison, WI). Cells were
incubated in the presence of a mixture of plasmid and Ca-P0Dy for
7 h, washed, and incubated in the presence of different concentra-
tions (0.1-10 pM) of 6-IL, and rosiglitazone (RZ, a synthetic and
specific PPARYy agonist) as well as 30-100 uM AA or vehicle alone
(0.1% ethanol) for 24 h. Cell extracts were prepared and assayed for
luciferase according to the manufacturer's instructions (Promega)
and for B-galactosidase activity as described [31].

Table 1

Real-time PCR primer sequences,

Sense/antisense (5" at 3') Aliening temp (°C) Reference

PPAR CATTTTAGTGTACACTGTGGTTTCC 62 GenBank acc, 624622R10075
CAGCATTCAGGAAAACCGTT

PPAR/& GTCGCACAACGCTATCC 62 Reference no, [S0]
CTOCGGGCCTTCTTTTTGGTCA

PPARy TCTCTCCGTAATGGAAGACC 62 Reference no. [51]
GCATTATGAGACATCCCCAC

B-Actin CCATCATCAAGTCTCGACCTTG 55 Reference no, [32]
ACACACTACTTGCGCTCAGGA
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nase, suggesting the presence of high levels of AA in breast tumors
[42]. Recently we showed that MNU-induced tumors contain 4-fold
more AA than normal mammary glands, and that I supplementa-
tion results in a 14-fold higher 6-IL content in these tumors [45]. It
is possible that these high levels of AA, and the 6-IL formed from it,
may explain why the antiproliferative effect of I; supplementation
occurs only in tumeoral cells [5].

In mammary cancer cells the activation of PPARy by the
synthetic ligand troglitazone was correlated with neutral lipid
accumulation, cessation of cell growth, and changes that are char-
acteristic of a less malignant state [22]. We show here that both
RZ and 6-IL could activate both the transfected (transactivation)
and the endogenous PPRE. In the assays with transfected PPRE, RZ
was 10 times more potent than 6-IL; however, in the assays with
endogenous PPRE, the responses (lipid accumulation) of the two
activators were similar. One possible explanation of this discrep-
ancy is the rapid increase in PPARYy expression (mRNA and protein)
observed within the first 24 h of 6-1L treatment. These data and our
finding that the proximal promoter of PPARYZ contains a putative
PPRE site, lead us to suggest that the gene for this PPAR isoform
could be upregulated by the 6-IL/PPARy complex. Moreover, recent
data have shown the existence of positive and/or negative crosstalk
effects between PPAR isoforms [46]. Our data showed a significant
decrease in the PPARa isoform after 6-IL treatment. The mechanism
responsible for this decrease is not known, but two possibilities
could be explored: (1) that 6-IL acts indirectly to accelerate PPARa
turnover, or (2) that 6-1L/PPARy acts as a repressor at the previously
described PPRE site present within the PPAR gene [47].

Finally, we showed that the PPARY2 promoter also has a site for
NEx2.1. This protein, also called thyroid-specific transcription fac-
tor 1 (TTF-1), is related to thyroid differentiation and is a crucial
component in the transcriptional regulation of the sodium/iodide
symporter (NIS) in thyroid and mammary gland [48]. The NIS gene
also contains a PPRE site in its promoter region [49]. Recently,
our group demonstrated that chronic Iz treatment induces the
re-expression of NIS, pendrin (PEN), and lactoperoxidase (LPO) in
MMU-induced tumaors [32], suggesting that I action invelves, in
addition to the acute antitumoral effect, the induction of mecha-
nisms associated with the uptake and oxidation of [,

In summary, we show here that 6-IL binds PPARs with high
affinity and that the 6-1L/PPARYy complex differentially modulates
expression of PPARy and PPARw, suggesting a biological role of these
nuclear receptors in the antineoplasic effect of 1.
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PEROXISOME PROLIFERATOR-ACTIVATED RECEPTORS. ROLE
OF ISOFORM GAMMA IN THE ANTINEOPLASIC EFFECT OF
IODINE IN MAMMARY CANCER.
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Abstract
Peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR) are ligand-activated transcription

factors. Three subtypes -- PPAR alpha, PPAR beta, and PPAR gamma -- have been
identified and are differentially expressed in tissues. Originally, they were described as
molecular regulators of lipid metabolism; recently, it has been shown that they are also
involved in regulating the cell cycle and apoptosis in both normal and tumoral cells. In fact,
some synthetic PPAR ligands are used to treat dyslipidemia, metabolic diseases, and type 2
diabetes. Here, we review the role of PPAR gamma (PPARy) in tumor initiation and
progression, emphasizing the relationship between this isoform and the cellular and

molecular mechanisms involved in the antineoplasic effect of iodine in mammary cancer.
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