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RESUMEN

En diversos tipos de cancer, se ha mostrado que el yodo molecular (I>) ejerce efectos
antitumorales (anti-proliferativos, apoptdticos y anti-invasivos), a través de mecanismos
directos (antioxidante) e indirectos (generacion de yodolipidos). La 6-yodolactona (6-IL) es
un yodolipido que se produce a partir de la yodacion del 4cido araquidénico (AA). Existen
datos de que la 6-IL actua como ligando de los receptores nucleares activados por
proliferadores de peroxisomas gamma (PPARY), y se ha propuesto que la activacion y
sefalizacion de estos receptores, podria ser parte de los mecanismos por los cuales la 6-IL
regula la expresion de genes antitumorales. El antecedente directo de este trabajo muestra
que el epitelio prostatico capta diversas formas quimicas de yodo y que el tratamiento con
I reduce la proliferacion celular e induce apoptosis a través de la via Bax/caspasas. El
proposito del presente estudio fue analizar los efectos antitumorales de la 6-IL exdgena, en
el epitelio prostatico no canceroso (RWPE-1) y canceroso (LNCaP). Se evalud los efectos
de la 6-IL sobre la viabilidad celular y apoptosis y se determind si estos efectos estan
mediados por los PPARY y/o activacion de lipoxigenasas (5, 12, 15-LOX-1). Estas enzimas
generan lipidos con accion protumoral (5-HETE, 12-HETE y 13-HODE) o antitumoral (15-
HETE). La viabilidad celular se analizd con el método de exclusion azul tripano y la
apoptosis mediante la deteccion fluorescente de anexina V. La participacion de los PPARy
se determind mediante el uso de un antagonista especifico (GW9662) y de las lipoxigenasas
mediante el uso de un inhibidor especifico (NDGA). La expresion génica de PPARy y 15-
LOX-1 se evalu6 mediante RT-PCR tiempo real y la actividad de 15-LOX-1 mediante un
ensayo enzimatico (sistema libre de células). En ambos tipos celulares, la 6-IL disminuyo la
viabilidad celular y promovié apoptosis, siendo las RWPE-1 mas sensibles que las LNCaP
(ICso, 1.2 uM vs. 20.3 uM). Estos efectos fueron independientes (RWPE-1) y dependientes
de PPARy (LNCaP). En ambas lineas celulares, la inhibicion de las lipoxigenasas
disminuy6 la viabilidad celular. En las RWPE-1, esta inhibicién no se sumo a los efectos
antiproliferativo del I> o 6-IL, mientras que en las LNCaP, la inhibicién enziméatica canceld
el efecto antiproliferativo de 6-IL. No obstante, en un sistema libre de células la 6-IL

inhibi6 la actividad de 15-LOX-1. Nuestros datos indican que los efectos de la 6-IL



involucran vias dependientes o independientes de PPARY, siendo la inhibicién de 15-LOX-

1 un posible mecanismo de esto ultimo.
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1. INTRODUCCION

El aporte de yodo es crucial en la funcion de la glandula tiroides, pues participa en la
sintesis de hormonas tiroideas y mantiene la integridad del epitelio glandular. Existen
evidencias de que el 30 % de yodo total es de tipo hormonal y que el resto esta concentrado
en tejidos no-tiroideos. Organos y tejidos como las glandulas salivales, la glandula mamaria
lactante, la mucosa gastrica y el intestino, destacan por su capacidad de captar yodo.
Estudios de nuestro laboratorio han mostrado que la glandula mamaria no-lactante y la
prostata captan yodo en cuando menos 2 formas quimicas: como yoduro (I') y en forma
molecular (I2). En modelos in vivo e in vitro de cancer mamario se ha mostrado que la
administracion continua de I, pero no de I' (forma reducida), disminuye la incidencia y
tamafio de los tumores, a través de inhibir la tasa de proliferacion (aumenta p53 y p21, y
disminuye ciclina D1) e inducir apoptosis (via mitocondrial dependiente e independiente de
BAX/caspasas). El 1> también inhibe la expresion de genes asociados a invasion celular,
como el factor de crecimiento endotelial (VEGF) y el activador de plasminogeno de tipo
uroquinasa (uPA). En modelos animales de hiperplasia tiroidea y cdncer mamario, se ha
mostrado que la administracion continua de I> se acompafia de la formacion endogena de un
intermediario lipidico yodado, denominado 6-yodolactona (6-IL), el cual se genera a partir
de la yodacion del acido araquiddnico. Ademas se ha mostrado que la administracion
exogena de 6-IL reproduce algunos de los efectos antitumorales del 1. Existen evidencias
de que la 6-IL act@ia como ligando de los receptores activados por proliferadores de
peroxisomas gamma (PPARY), y se ha propuesto que la formacion del complejo 6-IL/PPAR
podria ser parte del mecanismo a través del cual el I ejerce sus efectos. Como se menciono,
la prostata capta yodo, y el tratamiento con I> reduce la proliferacion celular e induce
apoptosis. Sin embargo, se desconoce si el epitelio prostatico responde los efectos de la 6-
IL; por lo que el proposito de esta tesis fue analizar los efectos de este yodolipido en la
viabilidad celular y apoptosis asi como determinar la participacion de los PPAR y de
lipoxigenasas en estos procesos. Ademas, se evaluo el efecto de la 6-IL en la expresion de
PPARYy, asi como en la expresion y actividad de la enzima 15-lipooxigenasa-1 (generacion

de lipidos pro-tumorales a partir del 4cido araquidonico).



2. ANTECEDENTES

2.1. Acidos grasos y metabolismo del dcido araquidénico

Los 4cidos grasos libres esenciales, son compuestos alifiticos de cadena larga que se
obtienen a partir de la dieta. La cadena puede ser saturada o insaturada y tener una
extension de 4 a 29 carbonos. Los acidos grasos ademas de ser una importante fuente de
energia, actian como mensajeros celulares, activando vias de sefializacion. En vertebrados
predominan los poli-insaturados del tipo omega 6 (0-6) y omega 3 (»-3). La denotacion -
6 y ®-3, hace referencia al numero de carbono terminal a partir del cual se localiza el
primer doble enlace. Estudios epidemioldgicos en humanos sustentan la nocidon que una
ingesta dietética rica en -6 (acido linoleico, acido y linolénico, acido araquiddnico [AA])
apoya la progresion a cancer, a través de la generacion de metabolitos con efectos
proliferativos y pro-inflamatorios, mientras que el consumo alto de -3 (acido a linolénico,
acido eicosapentaenoico [EPA] y acido docohexanoico [DHA]) previene dicha progresion a
través de la produccion de metabolitos anti-proliferativos y anti-inflamatorios (Meng et al.,

2013) (Figura 1).
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Figura 1. Acidos grasos ®-6 y -3. Generacion de mediadores pro- y anti-
inflamatorios. EIl 4cido linoléico actia como precursor del acido araquidonico (AA),
mientras que el dcido a-linolénico actia como precursor del 4cido docohexanoico (DHA).
Los leucotrienos y HETEs son generados por la via de las lipoxigenasas, mientras que las
prostaglandinas son generadas por la via de las ciclooxigenasas. Los EETs (4cidos grasos

epoxieicosatrenoicos) son generados primordialmente por la via citocromo P450.

Modificado de: Duvall y Levy 2015.



En la Figura 2 se muestra la estructura del AA, el cual estd constituido por una cadena de
20 carbonos y cuatro dobles enlaces (20:4). Se sintetiza a partir de 4cido linoléico de 18
carbonos y dos dobles enlaces (18:2) a través de un proceso de elongacién-desaturacion. El
AA forma parte del 25 al 30 % de los fosfolipidos de membrana y entre sus funciones
destaca mantener la fluidez de esta. La disponibilidad de AA libre depende de la activacion
de la fosfolipasa A citosdlica dependiente de calcio (cPLAza), la cual hidroliza la uniéon
sn2 de los fosfolipidos (Figura 3). Este lipido en su forma libre, actia como precursor de
mensajeros lipidicos denominados eicosanoides (4cidos grasos de 20 carbonos), los cuales

participan en multiples procesos fisiologicos y patologicos (Nie et al., 2002).

Acido Araquidonico
20:4 05811,14 O
/\/\/=14\/%/=8\/%/\/C":_0H
® 6 9 a

Figura 2. Estructura quimica del acido araquidénico. Acido graso de 20 carbonos con
4 dobles enlaces en la posicion 5, 8, 11 y 14. La denotacion m-6 implica que a partir del

carbono terminal (®), el primer doble enlace se localiza en la posicion 6 (Nie et al., 2002).

Fosfolipido

(@)
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1l
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T
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OH
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Figura 3. Estructura basica de un fosfolipido y sitio de accion de la fosfolipasa cPLAza. El
fosfolipido estd formado por un 4cido graso saturado (R1), un acido graso insaturado (R2,
generalmente 4cido araquidonico) y un grupo X que puede ser serina, etanolamina o colina. La

enzima cPLAsa escinde el acido graso que se encuentra en la posicion SN2.



2.2. Biosintesis de Eicosanoides

En la Figura 4 se muestran las distintas rutas por medio del cual el AA da lugar a la
formacion de eicosanoides. Las enzimas citocromo P450 aromatasa (CYP), lipooxigenasas
(LOX), y ciclooxigenasas (COX); participan en la generacion de dacidos
epoxieicosatrenoicos (EET), é4cidos hidroxieicosatetraenoicos [HETES] y tromboxanos-

prostaglandinas, respectivamente (Berquin et al., 2011).

El sistema CYP cataliza la mono-oxigenacion del AA a través de tres vias: 1) oxidacion
tipo lipoxigenasa, la cual produce 5, 8, 9, 11, 12 y 15-HETE, 2) hidroxilacién la cual genera
16, 17, 18, 19 y 20-HETEs y 3) reaccidon de epoxigenacion la cual produce EETs. Esta via
parece ser relevante en sistemas que expresan poca o nula actividad COX y LOX (Greene

et al., 2011).

Las enzimas ciclooxigenasas (COX) pertenecen a la familia de las metaloenzimas, las
cuales actian a través de mecanismos de 0xido-reduccion. Catalizan la di-oxigenacion del
AA a prostaglandina G2 (PGGy), posteriormente por mecanismo de peroxidacion, la PGG>
es transformada a PGH». Por accion de sintasas especificas, este metabolito da lugar a la
formaciéon de prostaglandinas (PGE,, PGl,, PGD>, PGF:a) y tromboxanos (TxAz). En
humanos se han identificado los genes PTGS-1 y PTGS-2, los cuales codifican para las
enzimas COX-1 y COX-2, respectivamente (Lu et al.,, 1999). El primero se expresa de
manera constitutiva, mientras que el segundo es inducido por una amplia gama de estimulos
fisiologicos o patologicos. Aunque ambas isoenzimas se expresan en practicamente todos
los tejidos, COX-1 se encuentra de manera preferencial en células del sistema inmune,
plaquetas y endotelio; mientras que COX-2 ademds de expresarse en célula inmunes,
también se expresa en endotelio, fibroblastos, musculo liso y células epiteliales (colon,
pulmon, prostata, etc.) (Krishnan y Feldman, 2010). En términos enzimaticos no existen
diferencias cinéticas (Km y Vmax) entre COX-1 y COX-2 en presencia de AA como
sustrato. Sin embargo, existe la evidencia que COX-2 al utilizar como sustrato precursores
y/o derivados del AA tiene valores de Km mas bajos que COX-1 (Lu et al., 1999; Kozac et
al., 2001; Laneuville et al., 1995). La variedad de sustratos utilizados por la enzima COX-2,



podria explicar la complejidad de efectos asociados con la cantidad y calidad de lipidos

aportados por la dieta (Kuhn et al., 2014).

Por otra parte, las enzimas LOX catalizan la dio-oxigenacion del AA y dan lugar a la
formacion de hidroperdxidos (acidos hidroperoxieicosatetraendicos, HPETEs). A su vez,
estos metabolitos son transformados por medio de reacciones de peroxidacion a
hidroxidcidos (4cidos hidroxieicosatetraendicos HETEs) y leucotrienos (LT). En humanos
se han identificado 4 genes funcionales (ALOXS, ALOX12, ALOX15, y ALOX15B), los
cuales codifican a las isoformas 5-LOX, 12-LOX, 15-LOX-1 y 15-LOX-2. Esta
nomenclatura se basa en la especificidad con la que llevan a cabo la reaccion de

oxigenacion en determinado numero de carbono (Kuhn et al., 2014).

Fosfolipidos de Membrana
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Figura 4. Vias metabdlicas del acido araquidonico. Dependiendo del contexto celular, el
AA puede ser metabolizado por distintas rutas y dar lugar a la formacion de lipidos con
actividad biologica. Las principales enzimas involucradas en este proceso son: citocromo
P450 (CYP), lipoxigenasas (LOX) y ciclooxigenasas (COX). Modificado de: Harizi H et
al., 2008. Flecha azul indica metabolitos anti-inflamatorios y/o anti-tumorales. Flecha roja

indica metabolitos pro-inflamatorios y/o pro-tumorales.



2.2.1. Via lipoxigenasa

Las enzimas LOX también pertenecen a la familia de las metaloenzimas. En estas enzimas
se reconocen dos dominios funcionales, uno estd implicado en la regulacion de la actividad
enzimatica (alosterismo), mientras que el otro contiene el sitio catalitico de unién al
sustrato. Estas enzimas catalizan principalmente 2 reacciones, 1) la oxigenacion de acidos
grasos poli-insaturados a hidroperoxidos, a través de una abstraccion del hidrégeno y
posterior dioxigenacion; 2) la peroxidacion de sus propios hidroperdéxidos HPETEs a
hidroxiacidos HETEs, a través de la abstraccion de un radical hidroxilo (Ivanov et al.,
2015). Como se muestra en la Figura 5, este proceso enzimatico forma parte de un ciclo
catalitico, ya que los hidroperoxidos generados inducen nuevamente la activacion
enzimatica. Estas enzimas contienen en su sitio activo un atomo de fierro (Fe 27), el cual se
oxida a Fe 3" cuando la enzima se activa (Schnurr et al., 1996 y Lepley y Fitzpatrick, 1994).
Existen evidencias que los hidroperoxidos estimulan y/o inhiben de manera alostérica (no
involucra sitio activo) la actividad de LOX (Wecksler et al., 2008). Este ciclo catalitico se
detiene en presencia de enzimas y/o agentes antioxidantes (Schnurr et al., 1996; Schneider
et al., 2007), o ante mecanismos suicidas, los cuales involucran la inactivacion del sitio
activo por reacciones de o6xido-reduccion y/o unidon covalente de hidroperoxidos (Wiesner

et al., 2003).
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FIGURA 5. Mecanismo de accion de la lipoxigenasa. Acido araquidénico (AA). AA®:
radical acido araquidonico, AAQO°: radical 6xido acido araquidénico. AAOOQO°®: radical
peroxido 4cido araquidonico. AAOO™: peroxido acido araquidonico. AAOOH:
hidroperdxido acido araquidonico. Nota. Ademas del AA, la enzima LOX puede utilizar

otros acidos grasos insaturados como sustrato. Modificado de Kuhn y Borchert, 2002.
2.2.2. Isoformas de lipoxigenasa

Se ha reportado que existen al menos 4 isoformas de las enzimas LOX. La 5-, 12-, 15-
LOX-1 y 15-LOX-2, las cuales se expresan primordialmente en leucocitos, plaquetas y
endotelio, pero también en algunos tipos de epitelios normales y tumorales. Las isoformas
5-, 12- y 15-LOX-2 utilizan preferentemente AA como sustrato, mientras que 15-LOX-1
utiliza 4cido linoléico. Como ya se menciond, estas enzimas llevan a cabo reacciones

duales de oxigenacion y peroxidacion.

La enzima 5-LOX participa en la generacion del hidroperéxido 5-HPETE, precursor del 5-
HETE y de una amplia gama de leucotrienos (LTA4, LTB4, LTC4, LTD4 y LTE4) (Figura

4). Se localiza abundantemente en células sanguineas (granulocitos, macrdéfagos, células B,



células cebadas) y se ha propuesto que los leucotrienos participan en la respuesta
inflamatoria, a través de mediar la quimiotaxis de los neutrofilos, la permeabilidad vascular
y la formacion de edema. 5-LOX también se expresa en una amplia variedad de epitelios
cancerosos; incluyendo la préstata, y se ha propuesto que sus metabolitos ademas de mediar
inflamacion, estimulan la proliferacion celular y activan vias angiogénicas y de
sobrevivencia celular (Ding et al., 2003). La expresion de esta enzima es estimulada por
factores de transcripcion como el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de
las células B activadas (NFkB) y el transductor de sefial y activador de la transcripcion 3

(STAT3) (Vendramini y Carvalho, 2012).

La enzima 12-LOX contribuye en la generacion del hidroperéxido 12-HPETE, precursor
del 12-hidroxieicosatetraenoico (12-HETE). Se expresa en leucocitos, plaquetas y
queratinocitos. Su principal funcion es estimular la quimiotaxis en piel (Ruzicka, 1992). En
tejidos tumorales se ha encontrado su expresion en la prostata promoviendo procesos
angiogénicos (Jankun et al., 2006). En la region promotora de este gen se han descrito
secuencias consenso del factor de transcripcion humano (SP1), elementos AP2 y sitio de

union NFkB (Ruzicka, 1992).

La enzima 15-LOX-1 produce la formacion de 13-HPODE, precursor de 13-HODE (13-
hidroxioctadecadienoico). 15-LOX-1 presenta una afinidad cuatro veces mayor por acido
linoléico (Kd, 3uM) en comparacion con AA (Kd, 12uM), generando el 13-HODE con el
primero y 15-HETE con el segundo. El 13-HODE y 15-HETE presentan actividades pro- y
anti-tumorales respectivamente (Kuhn et al., 2014; Wecksler et al., 2008). 15-LOX-1 se
encuentra en los reticulocitos y participa en la diferenciacion de eritrocitos maduros. Pero
también participa en procesos patologicos (arterosclerosis, inflamacidon y cancer). Se
conoce que la interleucina-4 y 13 inducen la expresidon de esta enzima a través de la
activacion de las proteinas Jak 2, tirocin cinasas Tyk2 y Stats 1, 3, 5 y 6. En el promotor del

gen se encuentran elementos de respuesta SP1 y AP2 (Kritzik et al., 1997).

El papel de la enzima 15-LOX-2 es generar el hidroperoxido 15-HPETE, precursor del
acido 15-hidroxieicosatetraenodico (15-HETE). Esta enzima se expresa en algunos epitelios

como la piel, prostata, pulmén y cérnea. El 15-HETE induce diferenciacion y apoptosis



celular (Shappell et al, 2001). Su expresion estd regulada positivamente por SP1 y
negativamente por SP3 y en el promotor del gen tiene elementos de respuesta a receptores
nucleares de estrogenos y a receptores nucleares activados por proliferadores de

peroxisomas gamma (PPARY) (Tang et al., 2002 y Subbarayan et al., 2006).
2.2.3. Mecanismo de accion de los HETEs y leucotrienos

Se conoce que los HETEs ademas de participar como precursores de leucotrienos, también
ejercen efectos activando diferentes vias de sefializacion. El 15-HETE actia como ligando
de PPARY, mientras que el resto de HETES, activan la via del receptor nuclear PPARa, o
bien canales cationicos como los TRPV-1 (receptor de potencial transitorio). Por otra parte,
los leucotrienos de la familia B (LTB4) se unen a receptores de membrana (BLT-1 y 2)
acoplados a proteinas Gi (inhibidora de adenilato ciclasa) que desencadena la activacion de
NFkB via JAK/STAT. Mientras que los LTCs, LTDs y LTE4 se unen al receptor
leucotrieno-cisteina (CYSLT-1 y 2) el cual estd acoplado a proteinas Gq (activadora de

fosfolipasa C/IP3/Ca2+) (Dennis y Norris, 2015).
2.3. Acido araquidénico y via lipoxigenasa en el cancer de préstata

Diversos estudios apoyan la nocion de que los metabolitos del AA participan activamente
en la iniciacién y progresion del céncer prostatico (Patel et al., 2008). Tanto en lineas
celulares humanas, como en tumores prostaticos, se ha reportado un aumento en la
velocidad de recambio del AA, lo cual se refleja en una mayor expresion y actividad de las
enzimas involucradas en la generacion de lipidos bioactivos (Yang et al., 2012, Ghosh y
Myers 1997). En el Cuadro 1 se resumen algunos de los principales efectos de los HETEs

en el cancer prostatico y sus vias de sefalizacion.



Cuadro 1. Participacion de la via lipoxigenasa en el cancer prostatico

Enzima Sustrato Metabolito Efecto Via de Sefializacién Ref.
5-LOX AA 5-HETE Proliferacion Activa PKCe 1)y (2)
12-LOX AA 12-HETE Angiogénesis Activa VEGF. (3)y(4)
Activa NFkB.
15-LOX-1 LA 13-HODE Proliferacion Activa MAPk. (5)
Angiogénesis Activa IGF-1 y VEGF
15-LOX-2 AA 15-HETE Arresto Activa PPARy. (S)y (6)
celular Inhibe MAPk.
Apoptosis
5-LOX 5-HETE  LTB,LTC,LT  Inflamacién Activa NFkB (7)
D,, LTE,

(1) Sarveswaran et al., 2011. (2) Ghosh y Myers, 1998. (3) McCabe et al., 2006. (4)
Kandouz et al., 2003. (5) Hsi et al., 2002. (6) Shappell et al., 2001. (7) Dennis y Norris,
2015.

Se ha demostrado que los niveles de los metabolitos 5, 12 y 15-LOX-1 aumentan conforme
el tumor prostatico progresa y su presencia esta asociada a procesos de invasion y
metastasis, mientras que los niveles de los metabolitos de la enzima 15-LOX-2 estan

disminuidos y su presencia induce anti-proliferacion (Shappell et al., 2001 y Hsi et al.,
2002).

2.4. PPAR en el cancer de prostata

2.4.1. Generalidades de PPAR

Los PPAR pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares y actlian como factores de
transcripcion activados por ligando, y regulan genes involucrados en la diferenciacion
celular y en procesos metabdlicos, especialmente homeostasis lipidica y de glucosa. Son
codificados por distintos genes en diferentes cromosomas y dan lugar a diferentes
isoformas PPARa, PPARPB/6 y PPARY. Las isoformas o y v se encuentran principalmente
expresados en el tejido adiposo, higado, rifion, misculo esquelético, y algunos epitelios,

mientras que la isoforma /0 tiene una expresion ubicua. Los &4cidos grasos libres
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insaturados, como el AA y sus derivados actuan como ligandos de los receptores a PPAR

(Cuadro 2) (Grygiel 2014).

Cuadro 2. Ligandos naturales y sintéticos de los PPAR

Ligandos naturales y sintéticos de los PPARa, PPARB/6 y PPARy
PPARQ PPARB/S PPARy

Naturales

Acidos grasos w-3, | Acidos grasos w-3, | Acidos grasos w-3,

w-6 w-6 w-6
LTB, Prostaciclinas 15-PGJ2
8-HETE YALA 9y 13-HODE
15-HETE
6-yodolactona *
Sintéticos
Fibratos GW501516 Tiazolidinedionas

NSAIDS

* En tejido tiroideo y mamario (Dugrillon et al., 1994 y Aceves et al., 2009). Modificado
de Grygiel, 2014 y Lehman et al., 1997.

2.4.1.1 Activacion de PPAR

La interaccion del receptor con su ligando, promueve la formacién de un heterodimero con
otro receptor nuclear (receptor a retinoides RXR) y se trasloca a ntcleo. El heterodimero se
une a elementos de respuesta a proliferadores de peroxisomas (PPRE) en el DNA, de la
region promotora del gen blanco. Los ligandos que activan a PPAR-RXR, causan una
disociacion de complejos correpresores (NCor/SMART) y una asociacion con complejos
coactivadores (SRC-1, TIF2/GRIP1 y CBP), regulando asi la transcripcion génica (Di
Renzo et al., 1997 y Daynes y Jonnes, 2002) (Figura 6).
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LTranscripcién de

genes blanco

Figura 6. Mecanismo de transcripcion génica de PPAR. PPAR unido a su ligando forma
un heterodimro con RXR y se trasloca a nicleo, donde se disocia de correpresores y se

asocia con coactivadores. Modificado de Grygiel 2014.
2.4.1.2. Mecanismos de transrepresion mediados por PPAR.

Se han reportado otros mecanismos a través de los cuales el complejo PPAR-RXR regula
negativamente la actividad de factores de transcripcion. a) El complejo puede interactuar y
“secuestrar” coactivadores que otros factores de transcripcion requieren para su funcion (Li
et al., 2000). b) El complejo puede directamente interactuar (proteina-proteina) con los
factores de transcripcion como AP-1, NFkB o STATS, inhibiendo asi su actividad (Delerive
et al., 1999). c) El complejo puede interactuar con cinasas e inhibir la fosforilacion y
activacion de ciertos miembros de la via de MAPK (c-Jun y p38) (Desreumaux et al., 2001)

(Figura 7).
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Factorde
transcripcién

Figura 7. Mecanismos de transrepresion mediado por PPAR. a) Los receptores PPAR
compiten por proteinas coactivadoras que quedan indisponibles para otros factores de
transcripcion. b) Los PPAR se asocian fisicamente con otros factores de transcripcion,
evitando que €stos se unan a sus elementos de respuesta en DNA. ¢) Los PPAR inhiben la
activacion de proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK), evitando la activacion de

diversos factores de transcripcion. Modificado de Daynes y Jonnes 2002.
2.4.1.3. Ligandos de PPAR y efectos independientes a la activacion de PPAR

Es bien conocido que la 15-PGJ2 asi como algunos ligandos sintéticos, inhiben la
produccion de citocinas inflamatorias (TNFa, INFy, IL-1, IL-6), la generacion de 6xido
nitrico (NO) y la expresion de metaloproteasas (MMP-9). Parte de estos efectos anti-
inflamatorios han sido explicados a través de inhibir la via de NFkB, por un mecanismo que
no involucra la activacion de PPAR. Estudios en macrofagos han mostrado que la 15-PGJ2

inhibe la actividad de la cinasa IKK y por la tanto la fosforilacion de IKB, paso crucial en

la activacion de NFKB (Delerive et al., 2001 y Castrillo et al., 2000).
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2.4.2. Cancer de prostata

En céncer, los PPAR se expresan en diversos tejidos como prostata, pulmoén, mama, colon,
duodeno, tiroides y vejiga (McKenna y O’Malley, 2002, Yu y Reddy, 2007). En
comparacion con la prdstata normal, en el cancer prostatico las isoformas o y y se expresan
de manera abundante, lo cual esta relacionado directamente con la malignidad del tumor
(Collett et al., 2000, Segawa et al., 2002). Se desconoce si el epitelio normal de prostata
expresa la isoforma B, pero en el cancer esta asociada con crecimiento e invacidon tumoral
(Her et al., 2013). A diferencia de PPARa y PPARP/S, los ligandos a PPARy se han
propuesto como potentes agentes antitumorales (Nagata et al., 2008). ElI 15-HETE activa a
los receptores PPARYy durante la inflamacion y el cancer, asi como los ligandos sintéticos a
PPARYy (troglitazonas), que reducen la proliferacion de lineas celulares de céncer de
prostata, a través de la inactivacion de NFkB via supresion de la expresion de enzimas
cinasas serina/treonina (GSK-3p) (Ban et al., 2011). Existen evidencias que el 13-HODE,
puede actuar como ligando de PPARY, sin embargo esto no ha sido totalmente esclarecido
(Huang et al., 1999). Se conoce que en el cancer de prostata el 13-HODE activa la via de
las MAP cinasas, las cuales inactivan (fosforilacion) a los receptores PPARy (Hsi et al.,
2002). Estudios clinicos de fase II han evaluado el uso de troglitazona local (800mg/dia) en
pacientes con cancer de prostata dependiente e independiente de andrdgenos, encontrando
en el primer grupo una reduccion del 50% en los niveles del antigeno prostatico (PSA) en el
grupo androgeno-dependiente, mientras que en el segundo lo redujo en menos de un 40%
(Hatton y Yee, 2008). La resistencia de este ultimo grupo, la han relacionado con
mutaciones del gen (Mueller et al., 2000). En términos terapéuticos, se ha propuesto
evaluar terapias combinatorias, las cuales incluyen el uso de agonistas PPAR gamma,
inhibidores de LOX y antagonistas de LTB4, sin embargo, aun no se tienen estudios

concluyentes (Baetz et al., 2007 y Friedlander et al., 2012).

2.5. Yodolipidos y cancer

En la década de los 50’ se identificaron por primera vez lipidos yodados en la glandula

tiroides y se propuso que éstos compuestos podrian mediar algunos de los efectos del yodo
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en la tiroides. Es bien conocido que un exceso de yodo inhibe varios procesos tiroideos
asociados a la sintesis de hormonas tiroides (efecto Wolf-Chaikoff), por ejemplo disminuye
la generacion de AMPc en respuesta a TSH, la organificacion del yodo, proteolisis de la
tiroglobulina, secrecion hormonal, flujo sanguineo, crecimiento tiroideo, etc., sin embargo,
estos efectos son transitorios, ya que en el transcurso de una semana ¢€stos se restablecen

(Dugrillon, 1994).

Existen evidencias en tiroides y glandula mamaria, que el AA en presencia de yodo, puede
ser convertido a lactonas (6-yodolactona [5-hidroxi-6-yodo-8,11,14-eicosatrienoico delta
lactona]) o aldehidos (a-yodohexadecanal) (Nava-Villalva y Aceves, 2014). En modelos
animales con cancer mamario, la suplementacion con yodo molecular (I2), pero no con
yoduro (I'), disminuye la incidencia tumoral y retrasa la latencia de los tumores. El I»
reduce la proliferacion celular e induce apoptosis en lineas celulares y tumores de cancer
mamario (Garcia-Solis et al., 2005; Arroyo-Helguera et al., 2006). Se ha reportado que la
induccion de apoptosis ocurre a través de vias mitocondriales dependientes e
independientes de caspasas (Bax/ factor inductor de apoptosis respectivamente)
(Shrivastava et al., 2006; Arroyo-Helguera et al, 2008). El I, también previene la
sobreexpresion de genes relacionados con invasion celular como el factor de crecimiento
endotelial (VEGF) y el activador de plasminogeno tipo uroquinasa (uPA) (Mendieta et al.,
2012). Por otra parte se ha reportado que el I, reduce la formacion de aductos mediada por
estrogenos (Soriano et al., 2011). En conjunto los efectos antineoplasicos del yodo, se
explican a través de los siguientes mecanismos: 1) capacidad pro y/o anti oxidante, 2)
inhibicion del efecto estrogénico sobre la formacion de aductos y 3) generacion de un lipido
activo (6-IL) a partir de la yodacion del AA, el cual acttia como ligando de los receptores
nucleares a PPARy (Nuifiez-Anita et al., 2009). Por otra parte se ha mostrado que los efectos
antiproliferativos del I y de la 6-IL, también se observan en lineas tumorales de
neuroblastoma, pulmoén y tiroides (Rosner et al., 2010; Gartner et al., 2010). En términos
generales se ha mostrado que las células no cancerosas son menos sensibles a los efectos
del Ib y de la 6-IL, que las células cancerosas (Shrivastava et al 2006; Arroyo-Helguera et
al., 2006; Rosner et al., 2010). Se ha propuesto que los niveles elevados de AA presentes en

las células cancerosas podrian favorecer la formacion de 6-IL (Aceves et al., 2013).

15



2.5.1. Patologias prostaticas

Estudios de nuestro grupo han mostrado que el epitelio prostatico normal, hiperplasico y
tumoral; captan yodo (Aceves y Anguiano, 2009; Olvera et al., 2013; Aranda et al., 2013).
En un modelo animal de hiperplasia se mostré que la administracion de I" o I, en el agua
para beber, impide la hiperplasia epitelial asociada a la administracion de hormonas
sexuales (Aceves y Anguiano, 2009). Este modelo genera estrés oxidativo, y se ha
reportado que el I previene el aumento en la peroxidacion de lipidos, y reduce
significativamente los niveles de nitritos, asi como los niveles de prostaglandinas y
leucotrienos (Quintero et al., 2014). En células de cancer prostatico y en tumores generados
por xenotransplantes (ratones atimicos inoculados con células LNCaP), se ha mostrado que
ambas formas quimicas de yodo reducen la proliferacion celular e inducen apoptosis a
través de la via Bax/caspasas (Aranda et al., 2013). Los mecanismos se desconocen pero se
ha propuesto que la generaciéon de 6-IL y la activacion de los PPARy, podrian estar

involucrados en esta respuesta (Nufiez-Anita et al., 2009).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la glandula tiroides hiperplasica como en varios tipos de cancer (mamario,
neuroblastoma, pulmoén), se ha encontrado que existe una relacion directa entre la ingesta
de yodo y la formacion de lipidos yodados (aldehidos y lactonas). Estos yodolipidos se
producen a partir de la yodacion del AA y se ha reportado que la 6-IL ejerce efectos
antiproliferativos y apoptéticos en células cancerosas capaces de captar yodo. Estudios de
nuestro grupo muestran que la 6-1L podria actuar como ligando de los receptores nucleares
a PPARY, y que este podria ser uno de los mecanismos a través del cual el yodolipido,
induce la expresion de genes relacionados con diferenciacion, arresto del ciclo celular, y/o
apoptosis. La prostata tumoral expresa niveles elevados de PPARY y aunque se desconoce
su relevancia funcional en la tumorogénesis, estudios clinicos muestran que la
administracion de agonistas especificos a PPARy reducen los niveles de PSA. Por otra
parte, se ha mostrado que el epitelio prostatico hierplasico y/o canceroso capta yodo, lo cual
reduce la proliferacion, estrés oxidativo e induce apoptosis. El proposito de esta tesis fue
evaluar en una linea celular prostatica humana de origen no canceroso (RWPE-1) y
canceroso (LNCaP), los efectos de la 6-IL exdgena en la proliferacion y apoptosis, asi
como la participacion de los PPARY y de las lipoxigenasas en estos procesos. Se analizé la
expresion (mRNA) de PPARy y 15-LOX-1, asi como los efectos directos de 6-IL sobre la
actividad de 15-LOX-1.

4. HIPOTESIS

La 6-IL ejercerd efectos antitumorales a través de activar los PPARy y/o inhibir la

expresion y/o actividad de 15-LOX-1.

5. OBJETIVO GENERAL

Analizar los mecanismos antitumorales de la 6-IL en un modelo in vitro de cancer

prostatico humano.
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5.1. Objetivos Especificos

1. Analizar los efectos de la 6-IL en la viabilidad celular y apoptosis, en lineas
celulares humanas prostaticas de origen no tumoral (RWPE-1) y tumoral (LNCaP).

2. Evaluar si los efectos de la 6-IL estdn mediados por PPARY y/o lipoxigenasas.

3. Analizar los efectos de la 6-IL sobre la expresion de PPARy y 15-LOX-1.

4. Analizar los efectos directos de la 6-IL sobre la actividad de 15-LOX-1.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Materiales y Reactivos

Las lineas celulares se adquirieron de la ATCC (del inglés. American Type Culture
Collection, Manassas VA, EE UU). Los medios de cultivo, el suero fetal bovino (FBS, del
inglés fetal bovine serum), el extracto hipofisiario bovino (BPE, del inglés bovine pituitary
extract), el factor de crecimiento epidermal (EGF, del inglés epidermal growth factor), los
antibioticos, asi como todos los reactivos utilizados para la extraccion del RNA y RT-PCR
fueron adquiridos de Invitrogen (Carlsbard CA, EE UU). El estuche comercial para detectar
la apoptosis por fluorescencia, fue obtenido de Agilent Cell Assay (Santa Clara CA, EE
UU). El acido araquidonico, la enzima lipoxigenasa de soya en su forma pura (646 U/ng),
el antagonista a PPARy (GW9662), el inhibidor de lipoxigenasa (acido
nordihidroguayarético NDGA), asi como todos los reactivos utilizados en la sintesis de 6-
IL fueron adquiridos de Sigma (St Louis MO USA). El ensayo para medir la formacion de
perdxidos se obtuvo de Thermo Scientific (Rockford Ilinois, EE UU).

6.2. Lineas Celulares

Se utilizaron lineas celulares humanas, representativas de un epitelio prostitico no
canceroso (RWPE-1) y canceroso (LNCaP). La linea RWPE-1 proviene de la zona
periférica prostatica de una region histologicamente normal y la LNCaP proviene de una
metastasis a nodulo linfatico. Las células RWPE-1 se crecieron en medio de cultivo de
keratinocitos libtre de suero bovino fetal, suplementado con extracto de glandula pituitaria

bovina (0.05 mg/ml) y factor de crecimiento epidermal (5 ng/ml). Las células LNCaP se
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crecieron en medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino (10 %). Ambas lineas
celulares se crecieron a 37°C, en presencia de penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100

pg/ml), en una incubadora con humidificador de CO».
6.3. Disefio Experimental
6.3.1. Efecto de la 6-yodolactona en la viabilidad celular

Las células RWPE-1 y LNCaP fueron tratadas con diferentes concentraciones de 6-1L (0.5,
1, 5, 10, 50, 100 y 250 uM), durante 24, 48, 72 y 96 horas. El grupo control fue incubado
con vehiculo (etanol < 0.2 %). La viabilidad se evalu6 con el método de exclusion con azul
tripano. La media de la concentracion méaxima inhibidora (ICso) se calculd a partir de la
funcion sigmoidea y= [D+ (A-D)] / [1+10" ((x-logIC50) B)], donde y representa el
porcentaje de inhibicion celular, D: el nimero de células iniciales, A: el nimero de células

a las 96 horas, x: el logaritmo de la concentracion de 6-IL y B: el factor de ajuste a la curva.

6.3.2. Efectos del I> y de la 6-yodolactona sobre la viabilidad celular. Participacion de

PPAR gamma y de las lipoxigenasas.

Las células RWPE-1 y LNCaP fueron pre-incubadas durante 12 horas con el GW9662,
antagonista especifico para PPARy (0.05 uM). Se realiz6 una curva dosis respuesta en la
que se analiz6 el efecto de diferentes concentraciones de GW9662 (0.01 - 2 uM), sobre la
viabilidad celular. La concentracion que no modifico la viabilidad fue de 0.05 uM.
Posteriormente, ambos tipos celulares fueron co-incubados con 1> (200 pM) y/o GW9662
(0.05 uM) y/o NDGA (5 uM) o 6-IL (5 o 50 uM) y/o GW9662 (0.05 uM) y/o NDGA (50
uM), por 96 horas. El grupo control fue incubado con vehiculo (etanol < 0.2 %). El
GW9662 antagoniza de manera irreversible a los receptores PPARy, modificando
covalentemente un residuo de cisteina en el dominio de unién a ligando (inhibicion
competitiva), presenta una ICso en el orden nM. Su uniéon a PPARy en comparacion con los
receptores PPARa y PPARPB/S es de 10 y 600 veces mas alta, respectivamente (Leesnitzer
et al., 2002). El NDGA es un inhibidor de lipoxigenasas, el cual se une covalentemente al
sitio activo de estas enzimas, (inhibicidon competitiva) presenta un IC50 en el orden uM

(Youngren et al., 2005).
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6.3.3. Efectos de la 6-yodolactona en la apoptosis

Las lineas celulares fueron tratadas con 6-IL (1, 5 o 10, 50 pM) durante 72 horas. El grupo
control se incubo6 con vehiculo (etanol < 0.2 %). La apoptosis temprana se evalué mediante

la deteccion de anexina V (método fluorescente).
6.3.4. Efectos de la 6-yodolactona sobre la expresion génica

Las lineas celulares fueron tratadas durante 24 horas con 5 o 50 uM de 6-IL. El grupo
control recibi6 el vehiculo (etanol < 0.2 %). La expresion de PPARy y 15-LOX-1 se analizo
por RT-PCR (tiempo real).

6.3.5. Efecto de la 6-yodolactona sobre la actividad de 15-Lipoxigenasa-1

El proposito de este experimento fue analizar el efecto directo de la 6-IL sobre la actividad
de la enzima 15-LOX-1, utilizando AA como sustrato. En este experimento se utilizo la
Ipoxigenasa de soya como un equivalente a la 15-LOX-1 humana. Se analizo el curso
temporal de 15-LOX-1 (15 - 150 minutos), en ausencia y presencia de 6-IL. Como control
negativo se utilizo NDGA. Se definio el tiempo 6ptimo de incubacion y después se analizo
la actividad de 15-LOX-1 con diferentes concentraciones de AA (10, 25, 50, 100 y 200
uM), en ausencia o presencia de 6-IL (50 uM). Todas las incubaciones se realizaron a 37°C
a pH 7.0. A partir de estos datos se calcularon los parametros cinéticos de la enzima,
velocidad maxima de reaccion y afinidad enzima / sustrato (Vmax y Km) mediante la
ecuacion de Michaelis-Menten v = (Vmax (S) / Km + S). La actividad de 15-LOX 1 se
evalué a través de un método colorimétrico indirecto, el cual mide la generacion de
perdxidos como producto (PeroXOquant). La actividad de la LOX-1 de soya es equivalente
a 15-LOX-1 humana y es ampliamente utilizada en estudios cinéticos (Wecksler et al.,

2008).

20



6.4. Métodos Analiticos
6.4.1. Sintesis de la 6-yodolactona

La sintesis in vitro de 6-IL se llevé a cabo con una modificacion al método de Monteagudo
et al. (1990). La reaccion se llevo a cabo a partir de AA (3.0 uM) y yodo molecular (8.0
uM). La mezcla se incub6 4 horas (4°C), en una atmoésfera de nitrogeno, protegida de la
luz. El producto de reaccion se separd a través de una cromatografia en capa fina, con un
sistema de diclorometano: metanol (97.5: 2.5 v/v). La identidad del lipido se corrobor6 en
un cromatografo de gases acoplado a espectrofotometria de masas (Dra. Mercedes Lopez
CINVESTAV-Irapuato). En el apéndice de esta tesis (seccionl2.l) se muestra una
propuesta del modelo de sintesis quimica de la 6-yodolactona en ambiente acuoso. Esta
propuesta la realicé con la supervision del Ing. Bioquimico Carlos Gerardo Zavala Porto.

Docente de Quimica Organica de la Faculta de Quimica, UAQ.
6.4.2. Viabilidad Celular

La viabilidad celular se evalu6 a través del método de exclusion con azul de tripano
(Tennant et al., 1964). Las células se resuspenden en 1.0 ml de medio de cultivo, del cual se
toma una alicuota de 10 ul y se mezcla en una relacion 2:1 con azul de tripano. Las células
totales y tefiidas se cuentan en un hematocimetro. El azul de tripano es un marcador de
células muertas, por lo que el nimero de células viables se calculd de la diferencia del
namero total de células, menos el nimero de muertas. Los resultados se reportan como

namero de células vivas por unidad de tiempo.
6.4.3. Analisis de la Apoptdsis

La apoptosis se evalud por fluorescencia, mediante el analisis del cociente anexina
V/calceina. El método se basa en la deteccion de anexina-fosfatidilserina como marcador
de apoptosis temprana. La fosfatidilserina se trasloca al exterior de la membrana plasmatica
durante el proceso apoptdtico. La fosfatidilserina es un fosfolipido de membrana que se
trasloca hacia la membrana externa durante la apoptosis temprana. La calceina es un

fluor6foro que ingresa a las células vivas. Las células se resuspenden en 200 pl de buffer a
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una densidad de 20 x10* pl. Se incuban durante 10 minutos, a temperatura ambiente con
1.0 pl del complejo anexina-biotina (0.5 pg/ml). La mezcla se centrifuga (2500 x g, 3
minutos) y se aspira el sobrenadante. El boton se resuspende en 100 pl de buffer y se
adiciona 1.0 pl de calceina (1.25 pM) y 1.0 pl de estreptadivina-fluorolink (250 pg/ml). La
incubacion se lleva a cabo durante 10 minutos a temperatura ambiente y protegida de la luz.
La mezcla de reaccion se centrifuga (2500 x g, 3 minutos), se aspira el sobrenadante y el
boton se resuspende en 100 pl de buffer. Se toma una alicuota de 10 pl y se deposita en un
Cell Chip. La senal fluorescente anexina/calceina se detecta con un bioanalizador (Algilent
2100). Los resultados se expresan como porcentaje de apoptosis (%) en funcion del grupo

no tratado.
6.4.4. RT-PCR (tiempo real)

La extraccion del RNA se realizo a partir de TRIzol® y cloroformo. Se colectd la fase
acuosa (sobrenadante) y se adiciond isopropanol para precipitar el RNA. El boton se
resuspendid en agua estéril y se almacendé a -20°C. EI RNA se cuantifico en un
espectrofotometro a 260nm. La pureza se determind mediante el cociente 260/280 nm. Las
muestras presentaron un cociente promedio de 2.0. La integridad del RNA se corrobor6
mediante una electroforesis en geles de agarosa (1%). La retrotranscripcion (RT) se realizo
a partir de 2pug del RNA total y 10 pmoles de oligo d(T), cuya mezcla se incubo a 45°C,
durante 5 minutos. Posteriormente se adiciond 0.5 ul de desoxinucle6tidos (10 mM), 1.0 ul
transcriptasa reversa (40 U), 2.0 ul DTT (0.1 M), buffer (Tris-HCL, pH 7.5). El volumen
final de la reaccion fue de 20 pl y se incubd 1.0 hora a 42°C, seguido de 20 minutos a 55°C.
La amplificacion del cDNA se llevo a cabo por PCR en tiempo real. E1 RT (1.0 p) se
incubd con 2.0 pl de los oligonucledtidos correspondientes (10 pmol), 10 ul de SYBER
Green (Taq DNA polimerasa (60 U/ml) Tris HCL (40 mM), KCL (100 mM) MgCl,
(6mM), dNTP’s (400uM) y UDG (40U/ml) y 1.0 pl ROX (1uM). En el Cuadro 3 se
muestran las caracteristicas de los oligonucledtidos utilizados. Las condiciones de la PCR
fueron: 95°C por 3 minutos, 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60-63.5 °C por 30
segundos y 72°C por 1 minuto, con una alineacion final de 72°C durante 5 minutos. En la

fase de amplificacion el valor de CT corresponde a la fluorescencia emitida por arriba del
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valor umbral y es este valor el que es interpolado en una curva estandar (10° a 107 copias).
Los resultados se reportan de la siguiente manera: expresion del gen de interés / expresion

[-actina.

Cuadro 3. Secuencia de oligonucledtidos utilizados para PCR

Gen Secuencia 5 -3 Temp. de Tamaiio GenBank Referencia
Alineacion (pb)
(O
B-actina (s) CCATCAATGAAGTGTGACGTTG 55 185 NMO001101 Anguiano B, et.al.
(as) ACAGAGTACTTGCGCTCAGGA 2007 Thyroid.
17:851-859
15-LOX-1 | (s) GGGCAAGGAGACAGAACTCAA 64.5 122 NMO001140.3 Mao J, et.al. 2010
(as) GCACAGAGATCCAGTTGCAGAA Cancer Prev Res.
15-L0X-2 | (s) TCGCCTCCCAGTTCCTGAA 63.5 80 NM001039130 3:1132-1140
(as) AGTGACGGGGAAGTTCTTTGG -1
PPARYy (s) TCTCTCCGTAATGGAAGACC 62 474 NM_138712.3 Terashita Y, et.al.
(as) GCATTATGAGACATCCCCAC 2002 Jpn J Clin
Oncol. 32:238-243

6.4.5. Ensayo enzimatico de 15-Lipoxigenasa-1

La actividad se determind por medio de un ensayo colorimétrico, en el cual se mide la
formacion de peroxidos. El producto formado por accion de la 15-LOX-1, actiia sobre un
sustrato el cual contiene un i6n ferroso (Fe™) que es oxidado a férrico (Fe™). Esta reaccion
emite una sefial de color, la cual se detecta a 550 nm. La reaccion enzimatica se llevo a
cabo en presencia de AA (50 uM), 6-IL (50 uM), 15-LOX-1 (140 U/ 20 pul), NDGA (50
uM) y el sustrato cromogénico (100 uM, orange xilenol). La mezcla se incubd durante 150
minutos a 37°C, en un volumen final de 200 pl (pH 7.0). Para el ensayo de competencia

(AA vs 6-IL) la incubacion fue de 45 minutos (reaccion exponencial, no de saturacion).
6.5. Analisis Estadistico

Los datos representan el promedio de al menos tres experimentos independientes por
duplicado. Se expresan como la media + desviacion estandar (DE). Las diferencias entre
grupos se determinaron con un andlisis de varianza de una via, dos vias (ANOVA) y la

prueba pos-hoc Tukey (p<0.05).
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7. RESULTADOS

7.1. Sintesis de 6-yodolactona

La Figura 8 muestra una imagen representativa de una cromatografia en capa fina. En la
izquierda se observa el estandar de AA y de 6-IL. La 6-IL fue sintetizada en el laboratorio y
su identidad fue corroborada en un cromatédgrafo de gases acoplado a espectrofotometria de
masas. Los estandares de AA y 6-IL presentaron un factor de retencién de 0.62 y 0.82,
respectivamente. A la derecha se muestra el corrimiento de una muestra lipidica, cuyo
factor de retencion fue de 0.82, semejante al del estdndar de 6-IL. Los lipidos fueron
extraidos con diclorometano de la silica gel. Las muestras se evaporaron con N> y se
deshidrataron en un concentrador. El sedimento se suspendié en etanol y se almacen6 a -

70°C, protegido de la luz.

6-IL Rf =0.82
AA Rf =062
\
i
Origen *———- —
AA 6-IL 6-IL

Estandares Muestra

Figura 8. Imagen representativa de una cromatografia en capa fina. Los estandares de
AA y 6-IL presentaron un factor de retencion de 0.62 y 0.82, respectivamente. Cada vez

que se sintetizo el yodolipido, se corroboro la presencia de la 6-IL en la muestra de trabajo.
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7.2. Curso temporal de la 6-yodolactona en la viabilidad celular

En la Figura 9 se muestran los efectos de la 6-IL en la viabilidad de las células RWPE-1 y
LNCaP. En ambos tipos celulares, se encontré una disminuciéon significativa de la
viabilidad celular. Con las concentraciones mas altas se observo una reduccion a partir de

las 24 hrs en las RWPE-1, mientras que en las LNCaP a partir de las 72 hrs.
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> 100
0-
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Viabilidad Celular
(% de control)

Figura 9. Curso temporal del efecto de la 6-yodolactona en la viabilidad celular. Las
células fueron tratadas con 6-IL durante 24, 48, 72 y 96 horas. El nimero de células viables
en cada tiempo fue normalizado respecto al numero inicial de células (100%). Los datos
representan la X = DE. Para cada linea celular se utiliz6 un analisis de varianza de dos vias
(factor tiempo vs tratamiento) y la prueba pos-hoc de Tukey. Letras diferentes representan

diferencias significativas (p < 0.05), n = 3 ensayos independientes por duplicado.
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7.3. Calculo de la concentracion media maxima inhibitoria (ICso) de 6-yodolactona

En la Figura 10 se muestra la viabilidad celular a las 96 horas de tratamiento. En las
RWPE-1, se requiri6 una concentracion de 1.5 pM de 6-IL para reducir el numero de
células viables en un 50%. En contraste, las células LNCaP fueron 13 veces menos

sensibles que las RWPE-1, presentando un IC50 de 20 uM.

RWPE-1 LNCaP
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64L uM 64L pM

Figura 10. Calculo de la concentracion media maxima inhibitoria (ICso) de 6-
yodolactona. Las células fueron tratadas con 6-IL durante 96 horas. La barra blanca
representa el nimero de células viables al inicio del experimento. El nimero de células
viables a las 96 horas de tratamiento fue normalizado respecto al grupo no tratado (100 %).
Las células RWPE-1 y LNCaP presentaron un ICso para 6-IL de 1.25 y 20 uM,
respectivamente. Los datos representan la X = DE. Para cada linea celular se utilizd un
analisis de varianza de una via y la prueba pos-hoc de Tukey. Letras diferentes representan

diferencias significativas (p < 0.05), n = 4 ensayos independientes por duplicado.
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7.4. Efectos del I y de 1a 6-yodolactona sobre la viabilidad celular. Participacion de

PPAR gamma y de las lipoxigenasas

En la Figura 11 se muestra el efecto del GW9662 sobre la viabilidad de las células LNCaP.
Los resultados muestran que a partir de la concentracion 0.1 uM se reduce
significativamente la viabilidad celular a las 96 hrs de tratamiento, por lo tanto en estudios
posteriores se utilizé una concentracion de 0.05 uM para el antagonista. En la Figura 12 se
observa el efecto del I» y de la 6-IL en ausencia o presencia de GW9662 y NDGA. En las
células RWPE-1, tanto el I como la 6-IL disminuyeron la viabilidad celular (40 y 50%
respectivamente), pero el tratamiento con el antagonista no revirtid estos efectos
antiproliferativos. El NDGA administrado de manera Unica disminuy6 la viabilidad celular
en un 75% y estos efectos no se sumaron a los efectos antiproliferativos del I, y/o 6-IL. En
las células LNCaP, tanto el I como la 6-IL disminuyeron la viabilidad celular (30 y 50%
respectivamente), y el tratamiento con el antagonista revirtio estos efectos antiproliferativos
en un 70%. El NDGA administrado de manera tnica disminuy6 la viabilidad celular en un
25%, efectos que no se sumaron a los del I y que cancelaron los efectos antiproliferativos
de la 6-IL. En ambos tipos celulares la coadministracién del antagonista y del inhibidor de

la via LOX no potenciaron sus efectos. 5
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b b b
04 —-— —— —— —
1 2

96hr 0.01 0.05 0.1
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Figura 11. Curva dosis-respuesta de GW9662 en las células LNCaP. Las células se
incubaron durante 96 horas con 0.01, 0.05, 0.1, 1 y 2 uM de GW9662. La barra blanca
representa el vehiculo y las barras negras representan los tratamientos. El nimero de células
viables a las 96 horas de tratamiento fue normalizado respecto al grupo no tratado (100 %).
Los datos representan la X + DE. Se utiliz6 un analisis de varianza de una via y la prueba

pos-hoc de Tukey. n=3 ensayos independientes por duplicado.
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Figura 12. Efecto de la coadministracion del antagonista a PPAR gamma (GW9662) y
del inhibidor de lipoxigenasas NDGA en los efectos del 1> y de 6-IL sobre la viabilidad
celular. Las células se pre-incubaron durante 12 horas con GW9662. Posteriormente fueron
tratadas con I», 6-IL y/o NDGA durante 96 horas. El nimero de células viables a las 96
horas de tratamiento fue normalizado respecto al grupo no tratado (100 %). Los datos
representan la X £ DE. Se utilizé un andlisis de varianza de dos vias (compuestos yodados
vs inhibidores) y la prueba pos-hoc de Tukey. Letras diferentes representan diferencias

significativas (p < 0.05), n= 3 ensayos independientes por duplicado.
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7.5. Efecto apoptotico de la 6-yodolactona

Se analizo el efecto de 6-IL en la apoptosis y se observo que a las 72 horas de tratamiento,
este yodolipido aumenta de manera dosis-dependiente el indice de apoptosis en ambas

lineas celulares (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de la 6-yodolactona en la apoptdsis. Las células fueron tratadas con 6-
IL durante 72 horas. El grupo control fue incubado con vehiculo. EI nimero de células
apoptdticas fue normalizado respecto al grupo no tratado (100 %).. La apoptosis se
determind con un método fluorescente a través del indice anexina V/calceina. Los datos
representan la X = DE. Para cada linea celular se utilizé un analisis de varianza de una via y
la prueba pos-hoc de Tukey. Letras diferentes representan diferencias significativas (p <

0.05), n = 3 ensayos independientes por duplicado.
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7.6. Efecto de la 6-yodolactona sobre la expresion génica

Los resultados de la Figura 14 muestran los efectos del 1> y 6-IL en la expresion de 15-
LOX-1 y PPARYy. En términos generales las células LNCaP presentan una expresion basal
de 6 a 8 veces mayor en comparacion con las células RWPE-1. En ambos tipos celulares, el

I> y la 6-1L inhibieron la expresion de estos genes y esta inhibicidon se mantuvo en presencia

del GW9662. RWPE-1 LNCaP
0.008 5 0.06-
S 0.0074 é |
&5 0.0064 S 1os
10.005- i ] .
= 0.004+ ~ 0.034 a
3 0.003- a g 5 a "
S 4 & 0027
0.002+
i a0 o UOmUm
i 1 -
- 0.000- i 0.00+
Veh I, 64L Veh I, 6L
0.25+ 1.25 =3 Vehculo
<
§ 0.20 = 1.00+ m GW9662
Z 0204 £
0 -
< 0.15- 1 0.75 .
i: 0.104 " E 0.50
< s & 2 & 0.254 a a a
e | | mmOm £,
N ™ Comm L mm
0.00 f
Veh I, 6-IL Veh I, 6L

Figura 14. Efecto del I, y 6-yodolactona en la expresion de 15-Lipoxigenasa-1 y PPAR
gamma. Ambos tipos celulares fueron pre-incubados durante 12 horas con GW9662
(0.05uM) y tratados con I» (200uM) o 6-IL (5 y 50 uM para RWPE-1 y LNCaP
respectivamente) durante 24 horas. El grupo control fue incubado con vehiculo. La
expresion génica se analizd mediante RT-PCT (tiempo real). La expresion del gen de
interés se normalizd en funcion de la expresion del gen constitutivo B-actina. Los datos
representan la X = DE. Se utiliz6 un andlisis de varianza de dos vias (compuestos yodados
vs antagonista) y la prueba pos-hoc de Tuckey. El grupo vehiculo no fue incluido en el
andlisis de dos vias. Letras diferentes representan diferencias significativas (p < 0.05), n=3

ensayos independientes por duplicado.
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7.7. Efecto de la 6-yodolactona en la actividad enzimatica de 15-Lipoxigenasa-1

En un sistema libre de células se analiz6 el curso temporal de la actividad enzimatica,
utilizando 50 pM de AA como sustrato, en ausencia o presencia de una concentracion 50
uM de 6-IL. Los resultados de la Figura 15 muestran un aumento lineal de la actividad 15-
LOX-1, en los primeros 60 minutos de la reaccion, mientras que una menor actividad de la
enzima se observo en presencia de 6-IL. La enzima no present6 actividad, en ausencia de

AA y presencia de 6-1L. E1 NDGA se utiliz6 como un control negativo del ensayo.
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Figura 15. Efecto de la 6-yodolactona en el curso temporal de la actividad enzimatica
de la 15-Lipoxigenasa-1. La reaccion enzimatica se llevo a cabo con AA (50 uM) y 15-
LOX-1 (140 U/ 20 pl) en ausencia o presencia de 6-IL (50 uM). Se utilizé un inhibidor de
15-LOX-1 (NDGA 50 uM) como un control interno. La reaccion se llevo a cabo a 37°C
(pH 7.0). La actividad enzimatica se determind a través de la formacion del producto
(generacion de peroxidos). La actividad se expresa en unidades de absorbancia. Los datos
representan la X = DE. Se utilizé un andlisis de varianza de dos vias y la prueba pos-hoc de
Tuckey. Letras diferentes representan diferencias significativas (p < 0.05). n=4-6 ensayos

independientes por duplicado.
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Los resultados de la Figura 16, muestran la cinética de sustrato en respuesta a
concentraciones crecientes de AA. Una menor actividad de 15-LOX-1 se observa cuando la
reaccion se lleva a cabo en presencia de 6-IL (50 pM). Los pardmetros cinéticos de
actividad maxima (Vmax) y afinidad (Km) se calcularon para el AA, a partir de la ecuacion
de Michaelis-Menten. La Figura 17 muestra una grafica tipo Lineweaver-Burk (valores
reciprocos), y se observa que se obtuvo una Vmax de 35 fmol/mg/h y una Km de 10.9 uM

en presencia de AA como sustrato.
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Figura 16. Cinética de sustrato de la actividad enzimatica de 15-Lipoxigenasa-1. Este
ensayo se realizo con diferentes concentraciones de AA, en ausencia y presencia de 6IL (50
uM) y 15-LOX-1 (7,106 U/ml). La incubacién se llevo a cabo a 37°C, durante 45 minutos.

n= 4-6 ensayos independientes por duplicado.
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Figura 17. Analisis de la cinética enzimatica para sustrato. Los valores fueron
transformados en dobles reciprocos y se representa en una grafica tipo Linewaever-Burk.
La tabla de la parte superior muestra los valores cinéticos calculados. Valores calculados a

partir de la ecuacion Michaelis-Menten v =(Vmax * S/ Km + S).
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8. DISCUSIONES

En los ultimos afios se han publicado trabajos muy sélidos que muestran que en ciertos
tipos de epitelios cancerosos, el yodo ejerce acciones antiproliferativas y apoptoticas. Estos
efectos dependen del aporte y la capacidad de los tejidos de captar yodo y se ha propuesto
que la generacion de yodolipidos (yodacion del acido araquidonico), podria ser parte de los
mecanismos por los cuales el yodo lleva a cabo estos efectos (Aceves et al., 2013). Estudios
del grupo han mostrado que la 6-IL actua como ligando de los receptores PPAR y que parte
de los efectos del yodo, pueden ser explicados a través de la activacion del complejo 6-IL-
PPARy (Nuiiez-Anita et al., 2009; Nava-Villalba y Aceves, 2014). Estos hallazgos sugieren
que ademds de la prostaglandina 15-PGJ2 y el 13-HODE, la 6-IL forma parte de los
ligandos endogenos de los PPARy (Matsuyama y Yoshimura, 2009 y Huang et al., 1999).

El antecedente previo de este trabajo mostrdé que el yodo reduce la viabilidad celular e
induce apoptosis en células prostaticas, siendo las cancerosas (LNCaP) mas sensibles que
las no cancerosas (RWPE-1) (Aranda et al., 2013). Hasta el momento no existen estudios
que muestren la formacion endogena de 6-IL en el epitelio prostatico, pero los resultados de
esta tesis mostraron que la administracion exogena de este yodolipido reduce la viabilidad
celular e induce apoptosis, siendo las RWPE-1 mas sensibles que las LNCaP. Con el
proposito de evaluar la participacion de los PPARYy y de los inhibidores de lipoxigenasas en
estas respuestas, se analizd el efecto de un antagonista especifico (GW9662) y de un
inhibidor especifico de la via LOX (NDGA). En términos generales se encontrd que el
antagonista no inhibid el efecto antiproliferativo del I> y de la 6-IL en las RWPE-1, pero si
lo hizo en las LNCaP. Por otra parte, el NDGA tuvo efectos antiproliferativos y su
presencia no se sumo a los efectos antiproliferativos del I> y de la 6-IL en ambos tipos
celulares. Los hallazgos de este estudio relacionados con sensibilidad a la 6-IL (RWPE-1) y
participacion de PPARy (LNCaP), no son féciles de explicar y ponen en evidencia que

varios factores estan involucrados en estas respuestas como se discute a continuacion.
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Los efectos antiproliferativos del I y de la 6-IL dependen de la activacion de los
PPARY en las células LNCaP, pero no en las RWPE-1.

En las células LNCaP, el pre-tratamiento con GW9662 canceld en un 90 y 70 % los efectos
antiproliferativos del I, y 6-IL respectivamente, sugiriendo que estos efectos podrian estar
mediados por la activacion de PPARy. Estudios de otros grupos han mostrado que 15-PGJ;
reduce la proliferacion de células cancerosas, lo cual concuerda con el hecho de que los
tumores prostaticos presentan receptores PPAR funcionales (Matsuyama y Yoshimura,
2009). La activacidon de PPAR vy en células de cancer prostatico induce un aumento en los
niveles proteicos de p21, p53 y BAX (Kubota et al., 1998). Estos efectos y vias de
sefalizacion son semejantes a los que las 6-IL induce en células de cancer mamario
(Arrollo-Helguera et al., 2008). Por otra parte, los efectos antiproliferativos del I, y de la 6-
IL en las células RWPE-1, parecen estar mediados por un mecanismo que no involucra la
activacion de PPARy. Estos hallazgos son congruentes con el bajo nivel de expresion de
PPARYy observado en éste y otros estudios (Segawa et al., 2002 y Subbarayan et al., 2006).
Existen evidencias que los ligandos de PPARy, también actian a través de mecanismos
independientes de este receptor (Chaffer et al., 2006). Los efectos antiproliferativos y/o
anti-inflamatorios también pueden ser explicados a través de la degradacion proteosomal de
cMyc (Akinyeke T y Stewar L, 2011), inactivacion de NFxB (a través de inhibicion de
cinasa IKK, mediante formacion de complejo ligando-cinasa (Castrillo et al., 2000) y
pérdida de la funcion de Bcl-2 (Shiau et al., 2005). Hasta el momento no existen estudios

que analicen el efecto de la 6-IL en estos mecanismos no nucleares.

Los efecto antiproliferativos del I y de la 6-IL no se potencian con la
coadministracion del inhibidor de lipoxigenasas

Como se esperaba, la administracion del NDGA disminuyo la viabilidad en ambos tipos
celulares, siendo las RWPE-1 mas sensibles que las LNCaP. Estos hallazgos concuerdan
con estudios donde se observa que la proliferacion de células prostaticas PC3 es inhibida
por NDGA (Ghosh y Myers, 1997). No existen estudios que analicen los efectos de este

inhibidor en células no tumorales de prostata, sin embargo otros estudios en células
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mononucleares de sangre periférica (PBMC) el NDGA no impact6 en la viabilidad celular a
dosis que si afectaron a células leucémicas (Leon D et al., 2016). En este estudio llama la
atencion que no se observaron efectos coadyuvantes (antiproliferativos) del I, y de 6-IL con
el NDGA en ninguno de los tipos celulares. Mds atin, nuestros datos mostraron que en las
células LNCaP, el NDGA cancelo el efecto antiproliferativo de la 6-IL. Por un lado se
conoce que en las células tumorales, la fosforilacion de PPARy (via MAPk) es un
mecanismo que inactiva su via de sefializacion. Por otra parte, se conoce que los
metabolitos de la via de LOX activan la via MAPk y la proliferacion celular (Hsi et al.,
2001), por lo cual resultdé paraddjico que el NDGA haya cancelado el efecto
antiproliferativo de la 6-IL. Sin embargo, un estudio en queratinocitos evidenci6 que el
NDGA (0.2 — 2 uM) inhibe la actividad de los sitios PPRE y bloquea la union de ligando a
receptor (Wy14643 y troglitazona para PPARa y PPARY respectivamente). Esta inhibicion
fue reversible al afiadir concentraciones crecientes de sus agonistas (Thuillier et al., 2002).
En conjunto, aunque se conoce que la sensibilidad del NDGA varia de acuerdo al tipo
celular, se requieren hacer estudios con dosis inferiores de NDGA en estas células para
determinar los mecanismos implicados en estas respuestas, e incluso descartar interacciones

quimicas entre el NDGA y 6-IL.

En ambos tipos celulares, el I, y la 6-IL reducen la expresion génica de PPARy y 15-
LOX-1 por un mecanismo independiente a PPARYy.

El tratamiento con I> o 6-IL disminuy6 significativamente la expresion de PPARy. Este
dato contrasta con estudios del grupo en células de cdncer mamario que muestran que la 6-
IL regula positivamente la expresion de este receptor (Nufiez-Anita et al.,, 2011). Sin
embargo, hay evidencia que en las células LNCaP, el tratamiento con troglitazona (agonista
sintético PPARYy) no modifica la expresion de este receptor (Ban et al., 2011), o bien la
aumenta con el tratamiento con 15-PGJ: (ligando enddgeno) (Sabichi et al., 2004). Estos
hallazgos ponen en evidencia que la regulacion génica de este receptor (estimulacion o
inhibicioén), depende del tipo de ligando y de la linea celular. Ademas, nuestro estudio

mostrd que el antagonista a PPARy no revierte los efectos inhibidores del I y de la 6-IL
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sobre la expresion de este receptor, revelando que su activacidon no regula la transcripcion
de su propio gen (Fajas et al., 1997).

En relacion a la expresion basal de 15-LOX-1, se encontré que las células LNCaP
presentan niveles 7 veces mas altos que las RWPE-1. Este dato concuerda con la nocion de
que esta enzima estd presente en tumores prostaticos y practicamente esta ausente en el
epitelio normal (Hsi et al., 2001). En ambos tipos celulares se observo que el I y la 6-IL
reducen la expresion de 15-LOX-1 a través de un mecanismo independiente a PPARYy. La
region promotora del gen de 15-LOX-1 contiene sitios AP-2 y SP1 pero al igual que el gen
de PPARY, no contiene sitios PPRE (Kritzik et al., 1997). En conjunto nuestros resultados
mostraron que los efectos inhibidores del I> y de 6-IL sobre la expresion de PPARy y 15-
LOX-1 son independientes del tipo celular y de la activacion de PPARYy.

Posible relevancia funcional del efecto inhibidor de 6-IL sobre actividad de 15-LOX-1.
Otro de los hallazgos importantes de este estudio, fue la inhibicion directa de la 6-IL sobre
la actividad enzimatica de 15-LOX-1. En las células prostaticas no se analizaron los efectos
del 1> y de la 6-IL sobre los metabolitos de 15 LOX-1, pero esta bien establecido que
dependiendo del tipo de sustrato (acido linoleico) o (AA, DHA), esta enzima puede dar
lugar a la generacion de lipidos protumorales (13-HODE) o antitumorales (15-HETE, 17-
DHA), respectivamente (Kelavkar et al., 2007 y Shappell et al., 2001). Se conoce que las
células cancerosas presentan altas concentraciones de 13-HODE y que esto es parte de los
mecanismos que mantienen la proliferacion celular, angiogénesis e inflamacion (Hsi et al.,
2002 y Kelavkar et al., 2004). Analisis lipidicos muestran que las células LNCaP presentan
niveles en el recambio del AA 10 veces mayores que los de acido linoléico, y que la
afinidad de 15-LOX-1 por uno u otro sustrato es de 25 y 10 uM, respectivamente (Kilti et
al 1999). Estos hallazgos indican que el efecto global (anti o protumoral) de la activacion
de 15-LOX-1 depende de varios factores como son concentracion y tipo de sustrato (Ivanov
et al., 2015). Nuestros resultados generados a partir del sistema libre de células, sugieren
que la inhibicion directa de la 15-LOX-1 por accion de 6-IL, podria acompafiarse de una
reduccion en los niveles de 13-(S)-HODE, sin embargo esto tiene que ser corroborado en

las células cancerosas.
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Se ha reportado que parte del mecanismo de accion de algunos farmacos anti-inflamatorios
no esteroideos (NSAID), involucra la inhibiciéon de las enzimas LOX o COX y/o la
activacion de PPARy. Como se muestra en la Figura 16, estas moléculas, incluyendo la 6-
IL, comparten caracteristicas estructurales como son la presencia de una cadena
hidrocarbonada y/o un grupo funcional acido, generalmente un carboxilato (COOH) o un

sustituyente enolico (OH) (Lehmann et al., 1997).
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Figura 18. Caracteristicas estructurales de anti-inflamatorios no esteroideos
(NSAIDS). La flecha roja indica el grupo funcion 4cido. Indometacina y NDGA son
inhibidores de las enzimas LOX, mientras que el resto de farmacos son inhibidores de las
enzimas COX. A excepcion del acetaminofen y del 4cido salicilico, todas estas moléculas

acttian como ligandos de PPARy. Modificado de Lehmann et al., 1997.

Sensibilidad al tratamiento y paralelismo entre I y 6-IL
En ambos tipos celulares, se observd una respuesta paralela entre 1> y 6-IL sobre la
viabilidad celular, apoptosis y expresion génica, sugiriendo que parte de los efectos del I»

podrian estar mediados a través de la generacion endogena de 6-IL. Sin embargo,
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observamos diferente sensibilidad ante el tratamiento de 6-IL. Las células RWPE-1 fueron
mayormente sensibles a este tratamiento, lo cual concuerda con otros autores donde estas
células han sido también sensibles a los efectos antiproliferativos de la troglitazona
(agonista sintético PPARy) y al acido eicosatetrandico (ETYA) (agonista endogeno de
PPARY) (Battaglia et al., 2010). Otro patron diferencial observado en nuestros resultados
fue que la linea no cancerosa fue mas sensible a los efectos de la 6-IL, mientras que la
cancerosa lo es al I (Aranda et al., 2013). Estas diferencias también han sido reportadas en
varios tipos celulares (Arrollo-Helguera et al., 2006; Rosner et al., 2010) y Gartner et al.,
2010). Es probable que los efectos de la 6-1L dependan de factores tales como: la capacidad
de la célula en generarla y/o internalizarla; estabilidad de la yodolactona, moléculas blanco
y contexto celular, etc. En conjunto, nuestros datos mostraron que la 6-IL es un lipido con
actividad antiproliferativa y apoptotica en células de prostata, apoyando la nocion de que
¢éste podria ser un intermediario en las acciones antitumorales del 1> (ver modelo propuesto).
Desde el punto de vista terapéutico, la alta sensibilidad de las células no tumorales a la 6-1L
y al NDGA, nos lleva a proponer que la administracion de I, seria una opcion en el

tratamiento de esta patologia.
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9. CONCLUSIONES

1.

Las células no cancerosas fueron mas sensibles a los efectos de la 6-IL que las
células cancerosas.

La 6-IL estimuld la apoptosis y disminuyd tanto la viabilidad celular como la
expresion de PPARy y 15-LOX-1, en células tumorales y no tumorales de prostata.
Los efectos del 1> y de la 6-IL fueron paralelos (mismo sentido) y estuvieron
mediados por mecanismos dependientes e independientes a PPARy.

El NDGA anulo los efectos de la 6-IL en la viabilidad celular.

La 6-IL inhibi6 la actividad enzimatica de 15-LOX-1.
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10. MODELO PROPUESTO
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Figura 19. Modelo del mecanismo antiproliferativo de la 6-yodolactona (6-IL) en
células no cancerosas y cancerosas de prostata. En la célula no cancerosa se observo que
la 6-IL indujo apoptosis e inhibid la proliferacion celular, a través de mecanismos
independientes a los receptores activados por proliferadores de peroxisomas gamma
(PPARY). En células cancerosas se observo que la 6-IL indujo apoptosis y disminuy6 la
proliferacion celular a través de un mecanismo dependiente de PPARY. Nuestros resultados
sugieren que ademas de PPARy, la 15-LOX-1 podria ser un segundo blanco de este
yodolipido. Se conoce que en la célula cancerosa la expresion de esta enzima estad
incrementada y participa en la generacion de 13-HODE metabolito proliferativo. En nuestro

estudio el NDGA inhibi6 los efectos antiproliferativos de la  6-IL.
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12. APENDICE.

12.1. Modelo de sintesis quimica de 6-yodolactona en un ambiente acuoso.

Se sabe que para la sintesis de lactonas se requiere que un acido graso no esterificado,
presente un sustituyente hidroxilo en su cadena alifatica (Boyd Morrison, 1990), el cual en
medio acuoso es susceptible de sufrir una esterificacion en su propia cadena, lo que dara

lugar a la formacidn de un éster ciclico (lactona) (Clayden, 2001).
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Modelo supervisado por el [.B. Carlos Gerardo Zavala Porto. Docente de la asignatura de

Quimica Orgéanica, de la Facultad de Quimica, UAQ.
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En un ambiente hidrofébico (membrana celular), el acido araquidénico (acido 5,8,11,14
eicosatetraenoico) en presencia de I», puede ser yodado en su doble enlace (carbono 5 y 6).
Posteriormente en un ambiente acuoso (citosol), este acido graso di-yodado, puede ser
atacado por especies mas electronegativas que el yodo, como los aniones hidroxilo (OH"),
los cuales sustituyen a uno de los atomos de yodo (Kotz et al., 2006) (Kupper et al., 2009).
De esta manera el acido araquidonico queda con un sustituyente hidroxilo y un sustituyente
yodo, formando una yodohidrina (acido 5 hidroxi-6 yodo-8,11,14 eicosatrienoico). Asi, ésta
es capaz de esterificarse para formar una yodolactona (6 yodo-8,11,14-eicosatrienoato delta

lactona) (Morrison y Boid, 1990).
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