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RESUMEN.

La 5desyodasa tipo | (D1) es una selenoenzima que cataliza la conversion
periférica de la prohormona tetraycdotironina (T4) a la hormona activa
triyodotironina (T3). La D1 produce la mayoria de la T3 que se encuentra en la
circulacidon y se expresa en tejidos como el higado, la tiroides y la glandula
mamaria lactante (GML). Esta enzima es regulada de manera 'érgano—especifica
por diversos factdres, I.e. los hidratos de carbono, la T3, ia tirotropina (TSH) y las
catecolaminas. Se ha demostrado que en el cancer tiroideo, dependiendo del
grado de desdiferenciacion de la neoplasia, la D1 se vuelve refractaria a los
estimulos que regulan su expresion en la tiroides normal (T3 y TSH) pero adquiere
la capacidad de responder ai acido retinoico (AR). Por otra parte, la T3 y la
norepinefrina son capaces de éestimular la expresion de la D1 en la GML. En este
estudio se analizd el efectode 1a T3, el AR y la estimu!acic’ml p-adrenérgica sobre
la actividad D1 en dos lineas celulares de cancer mamario humano: MCF-7
(menos diferenciada) y MDA-MB-231 (mas desdiferenciada). Las.céiulas MCF-7
expresaron actividad D1, Ié cual solamente se incrementd con el AR. En las
células MDA-MB-231 no se detectd actividad D1 bajo ninguna de las condiciones
de cultivo. Estos resultados concuerdan con hallazgos previos que muestran que
la progresiva desdiferenciacion celular caracteristica de! cancer se acompafa de

la perdida en la sintesis y reguiacion de la desyodacion.



ABSTRACT.

S'deiodinase type | (D1) is a 'selenoenzyme that catalyzes the peripheral'
conversion of the prohormone thyroxine (T4) to the active form triitodothyronine
(T3). D1 produces most circulating T3 and is expressed in organs like liver, thyroid,
and lactating mammary gland (LMG). This enzyme is regulated in a organ—specific -
manner by a wide number of factors such as carbohydrates, T3, thyroid stimulating
hormone (TSH), and catecholamines. It has been shown that expression of D1 in
thyroid cancer (TC) depends on the degree of cellular dedifferentiation. in TC cells
D1 expression is reduced and is refractory to physiologica!l stimuli (T3 and TSH),
but acquire the ability to respond to retinoic acid (RA). Fully dedifferentiated
{anapiastic) TC cells do not express D1 and do not respond to T3, TSH, or RA. On
the other hand the expression of D1 in LMG is stimulated by T3, and
norepinephrine. In the present work the effects of T3, RA and B-adrenergic |
stimulation on D1 activity were analyzed in two breast cancer cell lines: MCF-7
(less dedifferentiated) and MDA-MB-231 (more dedifferentiated). MCF-7 cells
expressed basal D1 activity, which was stimulated only with RA treatment. In
MDA-MB-231 cells D1 activity was not detected under any treatment. These
results are in accordance with previous findings which show that in cancer cells,
D1 loses its responsiveness to physiological regulators and suggest that this

process is associated with cellular dedifferentiation.
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INTRODUCCION.

La glandula mamaria es un tejido unico en el organismo, ya que el epitelio
mamario que originara al epitelio alveolar productor de leche empieza su
desarrollo en el embridn, se compromete durante la pubertad, y termina su
maduracién hasta la etapa adulta cuando ocurre un embarazo (Medina, 1996).
Esta maduracion recurrente, -ya que al terminar cada periodo de lactancia, el
tejido alveolar involuciona casi hasta su estado previo a la gestacion-, es
dependiente de una compleja interaccién entre el sistema neuroinmunoendocring
y las sefales sensoriales emitidas por las crias (Dickson & Lippman, 1995;
Lochter, 1998; Medina, 1996). La elevada incidencia de cancer en este tejido
-representa la cuarta neoplasia méas comdn a nivel mundial (WHO, 1999)- ha
permitido sugerir que su caracteristica de proliferacic')n-diferenciacién—in\)olucién lo
hace un tejido muy susceptible a mutaciones, sobretodo en los periodos de
- diferenciacion y desarrollo (Russo & Rtjsso, 1998, Medina, 1996;). Esta nocion
esta sustentada en dos hechos bien conocidos: 1) el embarazo temprano (antes
de los 20 afos) reduce en un 50% el riesgo de aparicion de cancer mamario en las
hnujeres de todo el mundo (MéMahon et al.,, 1979), y 2) los procesos neoplasicos
en general se acompafnan de una imporiante y sostenida desdiferenciacion del
tejido normal, es decir que las células neoplasicas pierden de manera progresiva
las caracteristicas propias del tejido que les dio origen (Dickson & Lippman, 1995,
Schmutzier & Kdhrie, 2000). Se ha'descrito que hormonas relacionadas con la
diferenciacion celular —estrégenos, tironinas, acido retinoico (AR), prolactina, etc-
estan involucradas también en los procesos neoplasicos y que quizas la perdida
del equilibrio entre. sus acciones puede ser el causante de que una célula se
transforme en tumoral (Dickson & Lippman, 1995). El presente trabajo es parte de.
un proyecto mas amplio orientado a conocer la participacion de las hormonas
tiroideas o tironinas en el desarrollo y diferenciacion de la glandula mamaria
normal y neoplasica. Especificamente, este estudio se disend para caracterizar

bioguimica y funcionaimente la actividad desyodativa de tironinas en dos lineas



celulares de cancer mamario que representan diferentes grados de
desdiferenciacion: las células MCF7 y las MD-MB-231.

ANTECEDENTES.
|. HORMONAS TIROIDEAS.
A. LA GLANDULA TIROIDES.

Independientemente de su tamaifio, forma y localizacion anatomica, la
glandula tiroides es un o6rgano endocrino comun a todos los vertebrados. La
glandula sintetiza, almacena y secreta al torrente circulatoric una familia de
hormonas que reciben el nombre de tironinas, cuya caracteristica distintiva es la
presencia de yodo en su estructura (Valverde, Aceves & Navarro 1993). En los
mamiferos [as tironinas participan en una amplia gama de procesos bioldgicos; por
ejemplo, son indispensables en el desarrollo normal de los individuos;
particularmente de su sistema nervioso, regulan el metabolismo energéetico y la
produccion de calor (Aceves, 1997). La estructura béasica de las tironinas

corresponde a la union de dos aminoacidos tirosina modificados. Dicha molecula

NH3

CH2-CH-COO

R3 RS R3' R5' ]
Tiroxina (T4) I l I i 1
Triyodotironina{T3} | | I H |
Triyodotironina reversa {rT3) | !

Figura 1. Estructura quimica y nomenclatura de las tironinas.
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esta formada por un anilio externo (fendlico) y un anillo interno (tirosile). Las
moleculas de yodo se ubican en las posiciones 3', 5' del anillo fenolico y 3, 5 del
tirosilo (figura 1). Las tironinas con actividad bioldgica conocida son la tiroxina
(3, 3, 5, 5'-tetrayodotironina o T4) y la 3, 5, 5'-triyodotironina (T3) (Aceves, 1997).

La sintesis y liberacion de las tironinas elaboradas por la glandula tiroides
estan sujetas a un estricto sistema de regulacién en el que intervienen una
compleja cascada de sefales nerviosas y endocrinas especificas denominada eje
hipotéiamo—hipc')fisis-tiroides (eje  HHT) y mecanismos de autoregulacion
intrinsecos de la propia glandula en los que participa el yodo (Aceves, 1997). La
cascada del eje HHT se inicia en el hipotalamo. Las neuronas hipotalamicas del
nucleo paraventricular elaboran y secretan al sistema porta hipofisiario el tripéptido
tiroliberina (TRH). Esta neurohormona interactia con sus receptores especificos a
nivel de las células hipofisiarias denominadas tirotropos, y controla la sintesis vy
secrecion de la tirotropina (TSH) (Valverde, Aceves & Navarro,1993). La TSH, una
vez liberada a la circulacién por el tirotropo, actia en la glandula tiroides. Los.
efectos de la TSH en la glandula tiroides estan mediados por receptores de
membrana en el tirocito, que involucran el sistema de Ia adenilato ciclasa e
incluyen desde el recambio cetular hasta los procesos funcionales tiroideos. Asi la
TSH promueve: a) la captura de yodo, b) la sintesis y secrecion de ias tironinas y
c) la desyodacion tiroidea de T4 a T3 (Aceves, 1997). El eje HHT se cierra con el
asa de regulacion negativa que ejercen las tironinas inhibiendo la sintesis y
liberacion de la TRH y la TSH (Aceves, 1997).

B. TRANSPORTE EN LA SANGRE DE LAS TIRONINAS.

Debido a su naturaleza hidrofébica, las tironinas requieren, para su
distribucion a los érganos blanco, de proteinas que fas transporten a traves de la
sangre Las principales proteinas encargadas de dicho transporte se sintetizan en
el higado y son la globulina que une a la tiroxina (TBG), la transtiretina (TTR) y la
albumina. La TBG es una glicoproteina con un peso molecular de 54 Kd gue solo

esta presente en los mamiferos superiores y tiene la mas alta afinidad de las tres



proteinas mencionadas. En los humanos la capacidad de union de la TBG ala T4
en el suero normal es equivalente a su concentraciéon ya, que una molécula de
TBG solo es capaz de unir una tironina. La TBG transporta del 70 al 80% de la T4
que circula en el suero. La vida media de la TBG en el plasrha es de 5 dias. La.
TTR es la mas conservada de las proteinas transportadoras de tironinas vy tiene
una distribucion casi ubicua en los veriebrados. La TTR es la segunda de mayor
afinidad por el ligando, tiene un peso molecular de 54 Kd y esta formada por 4
cadenas polipeptidicas idénticas, su concentracién es de 4.6 umol /L. Una
molecula de TTR une con alta afinidad una molécula de T4; cuando hay altas
cbncentraciones de T4 también se puede unir con menor afinidad una segunda
molécula de la hormona. Una parte de la TTR que circula en el suero forma
complejos con la proteina que une al retinol (RBP). La union de T4 por la TTR es
independiente de la union a la RBP. La albimina por su parte es la de méas baja
afinidad pero tiene una alta capacidad para transportar a las tironinas,
transportando alrededor del 10 al 20% de las tironinas presentes en el suero. En
general el principal ligando por estas proteinas es la T4, sequido de la T3 y por
ultimo la T3 reversa (3, 3', 5'-triyodatironina o rT3). En condiciones normales la
concentracion de las tironinas gue estan libres en el suero es muy pequena (por
abajo del 0.02% del total de la T4 circulante, mientras que para T3 es menor del
0.3%) (Kohrle, 1999a; Larsen, Davies & Hay, 1998, Robbins, 1996). Estas
proteinas transportadoras son parte importante de la fisiologia tiroidea y se les han
propuesto al menos 4 funciones ademas de la transportacion en la sangre: a)
almacenamiento extratiroideo de las tironinas, b) proteccion a los tejdos de la
exposicion excesiva a las tironinas, ¢) funcion de liberacidon regulada de las
hormonas, que permite a la poza de hormonas libres ser continuamente
abastecida, haciéndolas mas accesibles a las células 'y d) evitar la péfdida
excesiva de yodo al prevenir que las tironinas se eliminen a través de la orina o las
heces fecales (Aceves, 1997; Larsen, Davies & Hay, 1998). En la tabla 1 se
presenta un resumen de las principales caracteristicas de las proteinas

transportadoras de tironinas.



Tabla 1. Comparacion de las tres principales proteinas transportadoras de tironinas en el
__humano.

Globulina que une a la Transtiretina Albumina
tiroxina
Peso molecular de la holo-proteina 54 54 66
{Kd)
Concentracion plasmatica (umol/L) 0.27 46 640
Capacidad de unirala T4 :
{ug-de T4/dL) _ 21 350 50,000
Constantes de asociacidn en
principales sitios de unién (M) S
T4 1x10% 7x 107 7 x10°
T3 4.6 x10° 1.4 x 10 1x10°
Fracciones de los sitios ocupados '
por T4 en plasma eutiroideo 0.31 0.02 <0.001
Distribucion de tironinas -
(%/proteina)
T4 68 11 20
T3 ‘ 80 9 11

Madificada de Larsen, Davies & Hay, 1998

C. DESYODACION DE LAS TIRONINAS. -

La glandula tiroides secreta a la sangre el total de la T4 y solamente el 20%
de la T3 circulante. Se ha demostrado que la formacion del 80% de la T3 eh
sangre, junto con otras tiromnas, ocurre fuera de la glénduia tiroides mediante el -
proceso enzimatico selectivo y diferencial denominado desyodacién. La
desyodacion consiste en remover 10s yodos presentes en las moléculas de las
tironinas. Para la desyodacién se han descrito dos vias independientes. La
primera se refiere a la desyodacion del anillo fenolico de la molecula de tironina y
se le conoce genéricamente como 5'desyodacion (5'D). Por esta via, la T4 se
convierte en T3 y la T3 inactiva (rT3) se convierte en 3, 3'-diyotironina (figura 2).
La segunda via se denomina 5 desyodacién (5D), involucra la desyodacion del
aniflo tirosilo. Por esta via la T4 se transforma en rT3 y la T3 en 3, 3-
diyodotironina (figura 2). A fa via 5D se le conoce como via de activacion ya que
los productos que genera son los de mayor actividad biologica, mientras que a la
via 5D se le llama de inactivacion ya que el pfoducto generado (rT3l o3 3

diyodotironina) parece no tener actividad bioldgica (Aceves, 1997).
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Figura 2. Desyodacion secuencial de la T4. Se ilustra la conversion de T4 en T3 y de rT3 en 3,
3'-T2 por la desyodacion del anillo externo y 1a conversion de T4 enrT3 y de T3 en 3, 3'-T2 por la
desyodacidn del anillo interno.

Las dos vias desyodativas, tanto la via de activacion como la de
inactivacion, se llevan a cabo por la accion de las tres isoenzimas denominadas
desyodasas codificadas en genes diferentes. Estas enzimas pertenecen a una
familia de selenoproteinas (Aceves, 1997), La via 5'D la llevan a cabo las
desyodasas tipe | (D1) y tipo I (D2), mientras que la via 5D es catalizada por la
tipo HI {D3). Si se toma en consideracidon que las hormonas tiroideas regulan el
balance energético de los organismos, la desyodacion periférica se puede explicar
como una estrategia de ahorro energético sistémico, donde la desyodacidn
“ajusta” el aporte local de tironinas y por consiguiente el gasto de energia érgano
por érgano (Aceves. 1997). |

La D1 es una enzima gque en condiciones normales desyoda tanto el anillo
fenolico como el tirosilo, tiene una afinidad 30 veces mayor por la rt3 que para la

T4 y es inhibida por el propiltiouracilo (PTU). Aunq'ue se desconocen los factores

que regulan la selectividad por uno u otro anilio de la tironina, se ha mostrado que
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la enzima desyoda preferentemente el anillo fendlico en condiciones de pH basico.
{(Aceves. 1997). La D1 Se encuentra abundantemente en el higado, rifdn, tiroides,
y en menor proporcion en la hipdfisis, musculo esquelético, corazdn y glandula
mamaria lactante (Aceves, 1997). Su constante de afinidad (Km) es
significativamente mayor que la de las otras dos enzimas (uM vs nM,
respectivamente). Para su actividad se requiere de una baja concentracién de
tioles vy concentraciones elevadas de sustrato. Bdjo condiciones metabdlicas
normales, la D1 genera la mayor parte de la T3 que se encuentra en la circulacion
(Kéhrie,1999). Bajo condiciones catabolicas (el ayuno, sepsis, el trauma grave,
intervenciones quirﬂrgicés, la lactancia, el ultimo tercio del embarazo, etc) la
actividad de la D1 hepatica se reduce, disminuyendo la concentracién circulante
de la T3 (Aceves, 1997; Kohrle,1999a). En el gen de la D1 humana (hdio7) se han
identificado y caracterizado funcionalmente en su regidén promotora dos complejos
de elementos responsivos a la T3 y al AR: los complejos TRE-RARE (Kéhrle,
1999a; Toyoda et al., 1995). Estos elementos confieren al hdio? la capacidad -de
respuesta observada tanto in vivo como in vitro a la T3 y al AR. Sin embargo, se
conoce que esta enzima puede ser estimulada por una variedad de moléculas
entre los que se incluyen: la T3 y dexametasona en el higado, la TSH en tirocitos,
la noradrenalina y prolactina en la glandula mamaria de rata lactante, la
angiotensina |l y la noradrenalina en el corazon, asi como el AR en células
cancerosas de tiroides e higado (Aceves 1997, Aceves et al., 1999a; Aceves &
Rojas—Huidobro, 2001; Kohrle, 1999a; Menjo et al., 1993; Toyoda et al., 1995;
Yonemoto et al.. 1999). Estos resultados indican que la D1 tiene una regulacion
diferencial depéndiendo del tejido, del estado fisioldégico y del grado de
diferenciacion celular, y que en su regulacion parecen intervenir otros mecanismaos
no genomicos (vgr, cofactores, factores de transcripcion asociados a los compiejos
TRE-RARE etc) (Kohrle. 1999a)

A La D2 se le considera una verdadera 5D ya que desyoda exclusivamente
el anillo fendlico. su sustrato preferencial es la T4 y es parcialmente resistente al
PTU (10 veces mas resistente que la D1). Se ha encontrado en practicamente

todos los tejidos. Se expresa preferenciaimente en el cerebro, la hipdfisis y el



tejido adiposo pardo. La actividad de la D2 es fuertemente estimulada por agentes
gue incrementan la produccién de cAMP y por corticosteroides, y es inhibida por la
T3 (Kdhrle, 1999a).

| La via de desyodacion 5D la lleva acabo la desyodasa tipo il {(D3). La D3
se encuentra distribuida en todo el organismo y se expresa primordialmente en
piel y placenta. Su funcion principal es desactivar tanto a la T4 como a la T3. Esta
desyodasa eé la menos estudiada (Aceves, 1997). En la tabla 2 se presenta un

resumen de algunas de las propiedades de las desyodasas.

Tabla 2. Resumen de las propiedades de las tres desyodasas de tironinas.

PROPIEDAD D1 D2 D3
Anillo que desyodan Interno y externo Externo interno
Cinética de la reaccién Ping-Pong Secuencial Secuencial
Preferencia de Substrato rT3»>T4>>T3 T4>>rT3 T3 (sulfatada) > T4
Km del substrato 0.5 uM (rT3} - 1-2nM (T4) 5-20 uM
{substrato preferido) (T3 sulfatada)
Km del Cofactor in vitro 1-10 mM >10 mM =70 mM
DTT
Inhibidores:
Thiouracilos ++++ -+ -

Acido iopanoico s +hbt e+t
todoacetato +++ + ?
Flavoniodes tH++ +H+ +t++

Aromaticos halogenados it
Peso molecular {Kda) 55, 600 200,000 Desconocido
i Distribucion en ios tejidos | Tiroides, rifon, | SNC, hipofisis, BAT Casi en todos
higado,  hipofisis tejidos, no esta en
eutiroidea y SNC higado, rifidn,
tiroides, pituitaria
Localizacion subcetular | Higado:  reticulo | Membranas microsomales | Membranas
endopiasmico. . ' microsomales
i Rifidn. membrana
: ' plasmatica !
—— e ———————— ! baSO|aterai PR :
_Hipertiroidismo - T i 1
Hipotiroidismo . I 1 4
| SindromedebaaT3 | ] Sin cambio Sin cambio
| Sttioactivo _ISelonccisteina § Selonocisteina Selonocisteina
’ Gen humano ; 1p32-p33 E 14024.3-g24.3 14032
- Elementos del promotor | TRE. RARE. sin | CRE | e
o caa CAAT O TATA
| Probable funcion ! Proveer T3ala ! Proveer T3 para Inactivara T4y a
| : circulacién | autoconsumo i T3 3

:

"BAT. tejido adiposo pardo CRE elemento responsivo al adenosin monofosfato cicico{cAMP). DTT. ditiotreitol RARE"
elemento a responsivo a acido retincico; TRE: elemento responsivo a fromina. | Disrvinucion, Aumento 7. Modsficada:
Kohrle, 1999a.



Il. ACIDO RETINOICO Y RETINOIDES.

A. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES QUIMICAS DE LOS RETINOIDES Y SUS
PRECURSORES.

El término ‘retinoides” se aplica a todos los compuestos naturales y
sintéticos emparentados con la vitamina Ao el todo-trans-retinol (Schmutzler &
Korhle, 2000). Quimicamente los retincides estan formados por un anille B-ionona
(ciclohexenilo) conjugado a una cadena formada por unidades isopreno. que tiene
un grupo funcional de naturaleza variable en el carbono 15 de la cadena (figura 3)
{Mayes, 1997). Los retinoides son compuestos insolubles en agua, solubles en
etanol, metanol, cloroformo, grasas y aceites, también son éltamente sensibles a
la luz y al O, (Blaher, 1993; Devore, 1970). En los mamiferos los retihoides se
encuentran principalmente en forma de alcohol (retinol), aldehido (retinal), acidos.
(AR) y ésteres (ésteres de retinil} (Blaner, 1993). En la naturaleza existen varias -
configuraciones geometricas de los retinoides‘como la todo-frans, 13-cis, 11-cis y
9-cis. En el humano la configuracion mas abundante es la todo-frans (Blaner,
1993). El retinol es el compuesto precursor del retinal, el AR y los ésteres de retinil
(Blaner, 1993). Cada uno de estos compuestos tiene diferentes funciones. La .
forma 11-cis del retinal participa en el ciclo de la vision como croméforo del
pigmento visual rodopsina y no se le conoce ofra actividad bioldgica (Blaner,
1993). El todo-tras retinal es un metabolito intermedio de la oxidacién enzimatica
del retincl para formar el AR El AR participa en procesos de desarrollo,
crecimiento y diferenciacion celular (Yang et al., 1999). El AR ejerce su actividad

biologica a traves de factores de trascripcion ligando-dependientes (receptores

nucleares) (Blaner, 1993). En el humano el AR se encuentra de manera naturalen

las configuraciones todo-trans, 9-cis y 13-cis (Pfahl & Chytil, 1996).



i
|
* T o i 11 15
1 - . /,/\__\:.___\’//-.:_R//._%\ - \/
i ey - T~ .
L )
! % b
! o .
i - ‘18
|
Estructura general de los retinpides A
oH HC=0 COOH
Alcohol Aldehido Carboxilo
Retinol Retinal Acido Retinoico
] B
Grupos funcionales en elcarbono 15 de los retinoides
i 15
AV Ve Ve
\}A\/\\/W\l_ i !

: i : 5 .

1 ij

‘\\

B-Caroteno
C

Figura 3. Estructura de los retinoides y sus precursores. En el panel A se muestra la estructura
general de los retinoides. Se ilustra el anillo B-ionona conjugado a la cadena de unidades isopreno
y como se numeran sus atomos de carbono. En el panel B se muestran los principales grupos
funcionales presentes en los retinoides. 10s cuales se encuentran en el carbono 15 de la molécula y
le dan el nombre al retinoide respective En el panel C se presenta la estructura de un carotenoide
tipico, el (-caroteno. Los carotenoides tienen 40 atomos de carbono y estan formados por 8
subunidades isgpreno, cuyo arreglo se hage inverso en el centro. Los carotenoides que presentan

aniiios fi-ionona como el f-caroteno son compuestos precursores de retinoides ya que si se
fractura la cadena isoprenoide se pueden formar dichas moléculas.

Otro  grupo de moléculas importantes que estan estrechamente
emparentadas con ta vitamina A son los carotenoides. La estructura basica de los
carotenoides es polienica de 40 atomos de carbono, formada por ocho unidades
del monomero isopreno, cuyo arreglo se hace inverso en el centro, y pueden ser
de cadena lineal o tener ciclizaciones en los extremos (ver figura 3). El nombre

genérico de los carotenoides deriva del. nombré cientifico de la zanahoria,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Daucus carota, ya que de esta horializa se aislaron por primera vez (Badui, 1993).
Su color varia de émarillo a anaranjado y rojo; una gran proporciéh de ellos se
encuentra en las hojas verdes. Son responsables del color de muchos frutos y
flores. Tambien estan presentes en algas, bacterias fotosintéticas, hongos vy
levaduras (Badui, 1993). Los carotenoides se dividen de acuerdo en su estructura
quimica en carotenos y xantofilas. Los primeros tienen caracteristicas de
hidrocarburos, son solubles en éter de petroleo y en menor medida en etanol;
destacan entre estos los «, B y y carotenos y el Iibopeno. Por su parte las
xantofilas son la forma oxidada de los anteriores, se presentan como acidos,
aldehidos o alcohotes (Badui, 1993). Existe una gran similitud entre las estructuras
quimicas de la vitamina A y la de algunos carotenoides; los que tienen uno o dos-
anillos B-ionona presentan actividad biolégica de pro vitamina A (figura 3). Los
carotenoides tienen esta actividad biolégica de pro vitamina ya que la mucosa
intestinal de los animales superiores los oxida y los convierte en retinal, precursor
del retinol (Olson, 2001). De los mas de 600 carotenoides que se han aislado de la
naturaleza, aproximadamente 50 tienen actividad de pro-vitamina A (Olson, 2001).
Es importante mencionar que los carotenoides, a demas de servir como
precursores de la vitamina A en el humano, también funcionan como agentes
antioxidantes, es decir protegen al organismo contra la formacion y fa accion de.
los radicales libres (Badui, 1993).

B. METABOLISMO DE LOS RETINOIDES.

1. Digestion, absorcion y almacenamiento.

l.os retinoides no pueden ser sintetizados de novo por los animales por lo
que todos ellos tienen que provenir de la dieta. Los retinocides en los alimentos se
pueden encontrar como retinoides formados o como carotenoides con actividad de
pro-vitamina A. Los carotenoides estan ampliamente distribuidos entre fas frutas. y
verduras, mientras que los retinoides se encuentran en los alimentos de origen

animal, siendo la mejor fuente de estos el higado y los huevos {Olson, 1986).



Los retinoides y los carotenoides sufren varias conversiones metabdlicas,
en la luz intestinal e intracelularmente en ia mucosa intestinal antes de ser
totalmente incorporados al organismo. El resultado final de estas transformaciones
quimicas se traduce en favorecer la formacion de retinol, que es el retinoide que
se absorbe en mayor cantidad. Una vez que han ingresado los retinoides a las
células del epitelio intestinal, tanto el retinal como el retinol se unen a la proteina |
celular que une retinol tipo Il (CRBP-II). El retinol unido a la CRBP |l se esterifica
en 10s quilomicrones por {a accion de ia lecitin:retinol aciltransferasa. Una pequefia
porcidn de los retinoides de la dieta se convierte en AR o se ingtere como tai y
entra a la circulacion unido a albumina. Parte del AR formado en el intestino, asi
como el proveniente de la dieta, se excretan junto con la bilis (Olson, 1986).

La mayoria del retinol se almacena en el higado y se libera de acuerdo a la
disponibilidad de su proteina transportadora: la proteina transportadora de retinol
{RPB). La medula osea es otro sitio de almacenamiento, aunque se ha sugerido -

que las altas concentraciones de retinol encontradas se deben mas bien a la -
-elevada convefsién de retinol a todo-tras AR esencial para la diferenciacion normal
de las células de la sangre (Blaner, 1993). Otro tejido que contribuye
sustancialmente al almacenamiento de los retinoides es el tejido adiposo, el cual
también almacena carotenoides. Los retinoides también se almacenan, aunque en
menor cantidad, en el 0jo, los testiculos, el rindn, el intestino y los pulmones, entre
otros tejidos (Blaner, 1993; Olson, 1986). '

2. Transporte extracelular.

El todo-frans retinol es transportado por la RBP del higado a los tejidos
blanco. La RBP humana consta de una sola cadena polipeptidica de 21, 231 de
peso molecular compuesta de 182 residuos de amincacido. La RBP humana es
secretada por el higado con el todo-trans retinol unido a ella, de tal manera que a
cada RBP le corresponde solo una molécula de retinol. La RBP protege al retinol
del oxigeno y otras moléculas (Blaner, 1993). En el suero la RBP se combina con

la transtiretina (TTR) en una relacion molar uno a uno (Larsen, Davies & Hay,



1998). La concentracion de RBP en plasma es aproximadamente de 40-50 pug/mL -
mientras que ia concentracion de TTR es de 200 a 350 ug/mb (Olson, 1986;
Larsen, Davies & Hay, 1998). Estudios realizados en ratas mostraron que la RBP
también se sintetiza en el rnifdn, el bazo, el cerebro, los pulmones, cerebro,
estomago, musculo esqueletico, testiculos, bjo y en los tejidos adiposos blanco y
pardo (Blaner, 1993). Por otra parte el AR en plasma se encuentra en muy bajas

concentraciones, de 1-3 ng/mL, y esta unido a la albumina (Olson, 1986).
3. Metabolismo Intracelular.
a. Incorporacion intraceiular del retinol plasmatico unido a la RBP.

Una vez que el retinol se encuentra unido a la RBP, éste requiere ser
interiorizado pbr tas diferentes poblaciones celulares en las gue actua. Aungue se
sugiere la existencia de un receptor de membrana para la RBP necesario para que
la célula sea capaz de incorporar el retinol unido a la RBP circulante, la existencia
de dicho receptor no se ha comprobado fehacientemente. La propuesta mas
aceptada para la incorporacion celulaf del retinol unido a la RBP es que el retinol

es capaz de atravesar libremente {a membrana plasméticé. {Btaner, 1993)
b. Proteinas que unen a los retinoides.

A nivel intracelular los retinoides también se encuentran unidos a proteinas.
En la tabla 3 se presentan algunas de estas proteinas conocidas como proteinas
intracelulares no nucleares que unen a los retinoides. Para los fines de este
trabajo solo se describiran brevemente 4 de las proteinas intracelulares que unen
a retinoides que estan estrechamente relacionadas con las vias de sefnalizacion
del AR. Estas proteinas son las proteinas celutares que unen al retinol tipos | y Il
(CRBP-I y CRBP-ll respectivamente) y las proteinas celulares que unen al AR
tipos | y i (CRABP-1 y CRABP-li}. Estas proteinas son de alta afinidad vy

especificidad y se  expresan en todos los vertebrados, presentando



filogenéticamente una gran homologia. La CRBP-l y la CRBP-Il unen al retinol y al
retinal y no unen al AR, mientras que la CRABP-I y la CRABP-II son especificas
para el AR y algunos de sus metabolitos (Napoli, 1999).

Tabla 3. Proteinas intracitoplasmicas que unen retinoides presentes en mamiferos.

Retinol y retinal como ligando
Proteina celular que une al retinol tipo | (CRBP-i)
Proteina celular que une al retinol tipo Il (CRBP-i})

Acido retinoico (AR) como ligando.
Proteina celular que une AR tipo | {CRABP-I)
Proteina celular que une AR tipo I} (CRABP-11)

Retinal como ligando
Proteina celular que une al retinal (CRALBP)

Modificada de Blaner, 1993.

La CRBP-I se ha identificado en una gran cantidad de tejidos adultos y
'embrionarios. l.a CRBP-1 se encuentra principalmente en el citoplasma aunque
también se ubica en otros organelos subcelulares inciuido ! nucleo (Olson, 1986).
l.a CRBP-i encapsula al retinol y lo aisla del medio celular con el grupo funcional
hidroxilo enterrado en lo profundo de la proteina. La CRBP-I se encuentra en
mucho mayor concentracion que el retinot libre, une at retino[‘de manera muy
selectiva y una vez unido el retinol a ella la disociacién ocurre de manera muy
lenta (Napoli, 1999). Las funciones potenciales de la CRBFM son favorecer la
sintesis de AR, optimizar el almacenamiento de los retinoides y protegerios de
reacciones celulares no enzimaticas de tipo nucleofilicas, e!ectfofiiicas u oxidantes
{Napoli, 1999; Ross et al; 2000). La CRBP-ll se expresa principalmente en el
intestino delgado y participa en el proceso de absorcion del retinol y el retinal
(Napgii, 1999). La CRABP-| es una proteina citosolica que expresa en muchos
tejidos tanto embrionarios como adultos. La CRABP-1 se encuentra en altas
concentraciones con respecto al AR y tiene una alta afinidad por este sustrato, lo
que trae como consecuencia que la mayoria del AR presente en la célula esta
unido a elia (Napoli, 1999; Olson, 1986). Se ha postulado que la CRABP-I tiene
una funcion dual dependiendo de las sefiales humorales presentes en el medio.

Por una parte la CRABP-| acarrea al AR del citoplasma al nucleo para que éste

17



lleve acabo sus acciones genomicas y por otra parte protege a la celula de una
sobrexposicion celular al AR. Este efecto protector se debe, por un lado a que las
enzimas catabolicas del AR reconocen como sustrate al complejc CRABP-I/AR;
por otra parte. que la sobreexpresion de la CRABP-I disminuye la sensibilidad de
las células al AR y, finalmente, a que el AR regula negativamente la expresion de
la CRABP-I (Gottesman, Quadro & Blaner, 2001; Napoli, 1999; Ross et al 2000;
Wei et al., 1997). Es importante senalar que la CRABP-I también es regulada
negativamente por la T3 (Wei et al., 1997). Por su parte, la CRABP-lI es una.
proteina que en el aduito se expresa principalmente en la piel, sin embargo
durante todo el desarrollo embrionario la CRABP |l se expresa en todos los tejidos
y rara vez se expresa junto con la CRABP-| (Gottesman, Quadro & Blaner, 2001).
Dentro del metabolismo del AR se postula que la CRABP-Il tiene papeles
diferentes a los de la CRABP-l. Se sugiere que la CRABP-Il se expresa
principalmente en los tejidos capaces de sintetizar su propio AR ya que ésta se-
expresa junto con la CRBP-l y las enzimas retinaldehido deshidrogenasas
responsables de fa sintesis del AR (Napoli, 1999, Ross et al., 2000). También se
ha descrito que la CRABP-II transporta el AR al nucleo y actGa como un reguiador
trasncripcional de la sefializacion del AR (Delva et al., 1999). |

A estas proteinas intracelulares que unen a los retinoides no se les
considera del todo esenciales, ya que ratones mutantes con perdida de la funcion
de una de las siguientes proteinas, CRBP-I, CRABP-I y CRABP-Il no presentan
grandes alteraciones en el desarrolio, fertilidad,. vida cotidiana y conducta
(Gottesman, Quadro & Blaner, 2001; Ross et al., 2000). En el caso de ratones can
deficiencias de CRABP-{ y de CRABP-!Il hay un incremento en la frecuencia de
presentar malformaciones en las extremidades (Gottesman, Quadro & Blaner,
2001)



¢. Sintesis de retinal y acido reinoico.

El retinol es el precursor del retinal y del AR. El retinal participa en el
ciclo de la vision como un pigmento que absorbe luz en la retina mientras que los
ISOMeros Ide! AR regulan la expresién de genes que estan involucrados en el
crecimiento, desarrollo y diferenciacion celular (Duester, 2000). En términos
generales la sintesis de retinal se da por la oxidacién del retinol y la sintesis de AR
estd dada por la oxidacion del retinal. Se ha encontrado que en estas
bioconversiones pueden estar involucradas una gran variedad de enzimas, las
cuales son miembros de tres familias: La familia de las alcohol deshidrogenasas
(ADH}), la familia de las deshidrogenasas/reductasas de cadena corta (SDR) y la

familia de las aldehido deshidrogenasas (ALDH) (tabla 4) (Duester, 2000).

Tabla 4. Enzimas con actividad de retinoide deshidrogenasa en.cordados.

Enzimas/Familia Otros nombres Homélogos identificados en
diferentes especies

Familia de las alcohol deshidrogenasas (ADH)

ADH1 ADH Clase | a, B.y, hADH1,2.3 Humano, pez, pollo, rana, rata
ratén

ADH2 ADH Clase Il, n, ADHII, hADH4  Avestruz, humano, rata, ratén
ADH4 ADH clase IV, a, n ARADH7. Humano, rana, rata, raton

mAdh7, mAdh3
ADH7 ADH clase VI, ADH-F Pollo
ADHS8 ADH clase VI, ADH Rana

' dependiente de NADP{H) —_—

Familia de las deshidrogenasas/reductasas de cadena corta {SDR). : :
RoDH1 9 RoDH() Rata, ratdn TESIS CON
RoDHZ RoDH(H) Rata, ratén :
RoDH3 RoDH(I1I) Rata FALLA DE ORIGEN
RoDHa hRGH-E Humano s
CRAD1 Ratén .
CRAD?2 Ratén
ROHS - 11-crs-RDH, 11.¢i5-RoDH  Bowvino humano. raton

RDH4, 9cRDH
RetSDR1 Bowvino. humano raton
Familia de las aldehido deshidrogenasas (ALDH)
ALDOH1 . ALDH ciase |, Ahd2, RALDH. Humano. poilo. rana, rata, ratan

RalOH(H
ALDHG Enzima Vi Humano, poilo, raton
RALDHZ2 : RADLDH-2, RaiDH (iIb, enzima Humano, pollo, rata, ratén

V2
ALDH-t Yumcado ..

Wodificada de Duester 2000,

Las ADHs son miembros de Ila familia de Ilas enzimas
deshidrogénasa/reductasa de cadena media, integrada tipicamente por enzimas

qgue tienen subunidades de aproximadamente 350 residuos de aminoacidos con

i9



sitios activos que tienen un atomo de zinc catalitico. Las ADHs tienen una amplia

gama de sustratos y son responsables del metabolismo del etanol y ciertos

aldehidos y alcoholes de importancia fisiologica incluidos el retinol y el retinal. Las

enzimas de las familias de las ADH y las SDR son las encargadas de oxidar el

retinol para formar el retinal. En la tabla 5 se muestran algunas caracteristicas de

miembros de las familias ADH, SDR y. ALDH con actividad de retinoide

deshidrogenasa (Duester, 2000).

Tabla 5. Caracteristicas de las enzimas con actividad de retinoide deshidrogenasa.

Familia/lEnzimas Tejidos en que se expresa Ubicacion  Cofactor Substrato
celular

Familia de las ADHs

ADH1 Higado, rifdn, adrenales, Citosol NAD Oxidacion: todo-trans retinol y 9-cis

testiculos, epididimo, utero, retingl
ovario, varios tejidos
embrionarios
ADH2 Higado adulto Citosot NAD Oxidacion: todo-trans retinol y 9-cis
' retinol

ADH4 Tejidos ocutares, adrenales, Citosoi NAD Oxidacion: todo-trans retinot y 9-cis

piel, epitelio intetinal ’ retinol

Familia de tas SDRs ‘

RoDH1 Higado Microsomas NADP Oxidacion: del todo-trans retinol
unido a CRBP-I°, todo-trans retinol
libre y reconcce como  sustrato
andrégenocs

RoDH2 Higade, rifdn, en cantidades Microsomas  NADPH  Oxidacién.  todo-trans  retinol vy

traza en pulmon, cerebro y reconoce como sustrato androgéos
testiculos

CRAD1" Rinén, higado y corazdn Microsomas NAD Oxidacion: 9-cis  retinol, 11-cis
retinot. 9-¢is reting!”  11-¢is retmal y
reconoce como sustrato androgenas

RDHS Epiteho pigmentado Microsomas NAD Oxidacion - 11-¢is retinol (ciclo de la
vision) y 9-cis retinol, y reccnoce
como sustrato androgenos

RetSDR1 Retina Microsomas  NADPH  Reduccidn. todo-trans retinal (ciclo’
de la visidn) y 9-¢is retinol ’

Familia de 1as ALDHs

ALDH1 Higado, rifién, testiculos Citosol NAD Oxidacion: todo-trans retinal lisre y

’ umido a CRBP-I” y 9-c¢is retinal

ALDHS Retina Citosol NAD Oxidacson' todo-trans retinal

RALDHZ Tepdos adulios Higadao, Citosol NAD Oxidacion todo-trans retinal y unido

puimén, testiculos corazon, a CRBP
cerebro, rihdn  y  tejidos
embfrionarios.

ADH enzimas alcohol deshidrogenasas, SOR: enzimas deshidrogenasasireductasas de cadena corta, ALDH enzimas aidehido destidrogenasas.
« CRAD. deshridrogenasa de los cis-retinoidesfadrogenos. ® CRB-I, proteina celular que une retinol tipo | Datos tomados de Duester. 2000, Napal,

199¢ y Napoh. 1996
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A la fecha ha sido dificil establecer cual o cuales de estas enzimas
identificadas in vitro son capaces de sintetizar in vivo el retinal apartir del retinol.
Debido a que la enzima RoDH1, perteneciente a la famitia de las SDR, es capaz
de reconocer como sustrato al complejo CRBP-l/retinol se cree que ésta es la
enzima “especifica” para flevar a cabo este proceso in vivo. Esta atribucion se
debe a que la mayor parte del retinol presente en la célula se encuentra unido a la
CRBP-i. Por esta razon se dice que el complejc CRBP-l/retinol previene la
oxidacion “enzimatica inespecifica” del retinol por las enzimas de la familia de las
ADH que solo reconocen como sustrato al retinol libre (Duester, 2000; Napoli,
1999). Cabe sefialar que la RoDH1, y en general la familia de las SDR también
tienen como sustrato a algunos androgenos, lo que las convierte en enzimas
“inespecificas de retinoides”. Conceptualmente la asociacion de la regulacién entre
ret'inoides y a'ndrégenos resulta interesante, toda vez que ambos grupos de
compuestos ejercen acciones a trévés de receptores intracelutares agrupados en
una misma familia (Napoli, 1999).

Por ofra parte, la sintesis del AR se lleva acabo por la oxidacion del retinal.
Se han propuestc como las mejores candidatas de la accidn de retinal
deshidrogensa a las enzimas ALHD1 y RALDHZ2; ambas enzimas reconocen como
sustrato al retinal libre y al complejo CRBP-l/retinal (Napoli, 1999). La ALDH1 de
rata reconoce con alta especificidad al 9-cis retinal, por lo que se le considera la
principal via de sintesis del 9-cis AR (Napoii, 1996). En la figufa 4 se muestran las

posibies vias de sintesis del retinal y del AR.
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Figura 4. Rutas metabdlicas de los retinoides catalizadas por enzimas con actividad de
retinoide deshidrogenasa. Tanto el retinal como el acido retincico (AR) tienen acciones
importantes dentro de los organismo. El retinal participa en el ciclo de la visién como parte del
pigmento rodopsina y es el precursor del AR. Por su parte los isomeros del acido retinoico
participan en la regulacién de genes involucrados en la diferenciacién celular. La reaccion
reversibie de oxidofreduccion de los isbmeros retinol y retinal (reacciones 1, 3 y 5) la llevan acabo
varios miembros de las familias de las alcohol deshidrogenasas (ADHs) y de la familia de las
enzimas deshidrogenasas/reductasas de cadena corta (SDR). Las ADHs y SDRs prefieren al
NAD(H) como cofactor cuando catalizan la oxidacion del retinol y prefieren al NADP(H) como
cofactor cuando catalizan la reduccidn del retinal. La reaccidn 1 la llevan acabo las enzimas ADH1,
2, 4.7 y 8 de la familia de las ADH y las enzimas RoDH1.2, retSDR? de la familia de las SDR. La
reaccion 3 la llevan acabo las enzimas ADH1, 2, 4 y 8 de la familia de las ADH y las enzimas RDH5
y CRAD? de la familia de las SDR. La reaccion 5 la llevan acabo las enzimas RDHS5 y CRAD1 y 2
de la familia de las SDR. La oxidacién irreversible de los isdmeros de retinal a AR la llevan a cabo
los miembro de la familia de las aldehido deshidrogenasas (reacciones 2 y 4) y todas ellas utilizan
al NAD- como cofactor. La reaccion 2 la llevan acabo las enzimas ALDH1, ALDH6 y RALDHZ,
mientras que la reaccion 4 solo la lleva acabo la enzima ALDH1. La reaccion 6 es catalizada por la
iuz. Modificada de Duester, 2000.
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I1l. RECEPTORES A TIRONINAS Y ACIDO RETINOICO.

Los efectos bioldgicos de la T3 y el AR son mediados por sus receptores
que se localizan en el nucleo de las células. Estos receptores son factores de
transcripcion dependientes de ligan.do que pertenecen a la superfamilia de
receptores nucleares. En esta superfamilia también se incluyen a los receptores a
‘hormonas esteroides, vitamina D, y el receptor de activacion de la proliferacion de
los peroxisomas (PPAR), entre otros (Mangelsdorf et al., 1995). Estos receptores
se unen a secuencias especificas del DNA de genes blanco llamadas elementos
responsivos a hormonas (HREs); de este modo y con su respectivo ligando unido
activan la transcripcién de genes. La unidn al DNA de los receptores a tironinas
(TR} v al AR (subfamilias RAR y RXR) se da por la formacién de complejos
hbmodiméricos (TR-TR) o heterodiméricos (TR-RXR) (Yen, 2001). De hecho, a
principios de la década de los 90's se empezaron a estudiar las interacciones
entre fos TR con los RAR y RXR, ya que tenian estructuras similares y al menos
una redundancia parcial de funciones (Williamns et al., 1992). Se evidencié que
tanto la T3 como el AR tenian efectos profundos en el desarrollo de fos
vertebrados, y que ambos tenian 6rganos bianco en comun como eran el higado,
el cerebro y los huesos (Williamns et al.,, 1992). No es casualidad que jos -
individuos con hipotiroidismo e hipovitaminosis A compartan algunos signos
clinicos como son las malformaciones neuronales, la falta de crecimiento y la
infertilidad (Larsen, Davies & Hay, 1998, McDowell, 1989). De hecho se sabe que
el distiroidismo afecta el metabolismo de la vitamina A y que ia deficiencia de esta
vitamina afecta el estado tiroideo (DeGroot et ai., 1984; Dunn & Dunn, 2000;
Rivlin, 1996). En la actualidad se han descrito algunos genes que son regulados
tanto por la T3 como por el AR, esta regulacidon es muy compileja y poco
entendida, ya que depende de muchos factores. Ekntre esos factores se
encuentran la disponibilidad de los ligandos, las complejas interacciones entre los
receptores y otros factores de transcripcion y de los HREs especificos para cada
tipo receptor (Breen, Hickok & Gurr, 1997, Crowe et al, 1996; Kohrle, 1999a;
Toyoda et al., 1995, Stephanopu & Handwérger, 1995; Williamns et al., 1992, Yen,

2001). Mas informacion sobre los TR, RAR y RXR se encuentra en el Anexo |.



IV. PAPEL DE LAS TIRONINAS Y LOS RETINOIDES EN EL DESARROLLO DE
LA GLANDULA MAMARIA NORMAL Y NEOPLASICA.

En la glandula mamaria diferenciada se distinguen basicamente dos
.componentes principales: El parénguima que forma un sistema de conductos
ramificados con alvéolos secretores, y el estroma que da el sustrato donde el
parénquima se desarrolia, alimenta y funciona (Medina, 1996). El parénquima esta
formado por células micepteliales y epiteliales luminales (ductales y alveolares)
mientras que el estroma esta formado por fibroblastos, adipocitos, vasos
sanguineos y abundante matriz extracelular (Lochter, 1998). Al nacimiento, el
epitelio giandular consiste de pequefios conductos arborizados con primordios
alveolares en su porcion terminal (Medina, 1996). Los primordios alveolares son
estructuras especializadas que tienen la mayor proliferacion durante la pubertad y
son las que daran origen durante la gestacién a los alvéolos encargados de
sintetizar y secretar la leche {Lochter, 1998). Al inicio de la pubertad el epitelio
mamario crece alométricamente y se empiezan a desarrollar los conductos y
alvédlos {Medina, 1996). En las hembras juveniles y aduitas nuliparas se da un
proceso ciclico de proliferacidn-diferenciacion-apoptosis en el epitelio glalndular
gue es regutado primordialmente por las hormonas del ciclo menstrual (Dickson &
- Lippman, 1995 Medina, 1996). Durante la gestacidn ocurre una rapida e intensa
proliferacion celular, y se lleva a cabo la diferenciacion terminal alveolar que trae
como consecuencia la capacidad de sintetizar la leche (Lochter, 1998; Medina,
1996). Una vez que cesa la lactancia, los alvéolos sufren de un proceso apoptdtico
masivo y de remodetacion deln estroma denominado involucion, que da como
resultado u.n epitelio mamario muy similar al que se tiene antes de la gestacion
~ {Lochter, 1998; Medina, 1896).

La proliferacion y diferenciacion del epitelioc mamario estan regulados por
una gran variedad de mensajeros neuroenddcrinos entre los que se incluyen a los
esteroides (estradiol y progesterona). hormonas peptidicas (prolactina, lactégeno
placentario), tironinas, factores dé crecimiento, catecolaminas, etc (Dickson &

Lippman, 1995, Medina, 1996). Estos mensajeros actuan directamente y se



conoce que también participan en la sintesis y liberacion de otros factores locales
paracrinos, autocrinos y juxtacrinos, tanto en el parénquima como en el estroma .
mamarios (Dickson & Lippman, 1995). La compleja interaccion entre los
mensajeros neurgendoécrinos y los factores locales explican la progresiva vy
dinamica proliferacion/diferenciacion/involucion de la glandula mamaria, desde la.
pubertad hasta la menopéusia. Lamentablemente esta plasticidad bioquimica y
morfologica de la glandula mamaria tambien es el reflejo de la alta susceptibilidad
de su epitelio a fa transformacién maligna (Dickson & Lippman, 1995; Lochter,
1996; Medina, 1996). El cancer mamario representa la cuarta neoplasia mas
comun a nivel mundial, del cual el 80% es de origen epitelial (WHO, 1999; Lochter,
1996).

Tanto las tironinas.como los retinoides particip'an en la regulacion del
desarrollo de la glandula mamaria, y se les ha involucrado en la etiologia y .
desérro!lo del cancer mamario (Gonzalez-Sancho et al., 1999: Lee et al., 1995a;
Lee et al.,1995b; Prakash, Krinsky & Russell, 2000; Vonderhaar & Greko, 1979,
Yang et al., 1999). Ambos mensajeros regulan la expresidn génica a nivel
transcripcional via sus receptores nucleares, de hecho existe una compleja
interaccic')nrentre su metabolismo y sefializacion.

El papel que juégan los retinoides en Ia glandula mamaria normal y
neoplasica es muy variado. El epitelio mamaric humano es capaz de incorporar
retinol del medio y sintetizar localmente AR, o tomar directamente del espacio
extracelular AR (Hayden et al., 2001, Mira-Y-Lopez et al., 2000). Utilizando cultivos
primarios se describieron algunos efectos de los retinoides sobre la glandula
mamaria. Dichos efectos son: a) participan en la diferenciacion del tejido alveolar;
b) favorecen la sintesis de caseina; c) disminuyen ia proliferacién e inducen la
apoptosis de algunas de las células alveolares y d) suprimen la aparicion de
fenotipos anormales (Lee et al., 1995a y 1995b). En el cancer mamario los
retinoides pueden inhibir fa proliferacidon celular disminuyendo la expresion de
promotores del crecimiento celular (e.g. AP-1) o incrementando la expresion de
inhibidores del crecimiento (e.g. TGF-f). Los retinoides también pueden inducir

diferenciacion o apoptosis en las células cancerosas (Yang et al. 1999). Por otra



parte, el metabolismo de los retinoides en el cancer mamario esta deteriorado. Se
ha observado que las células cancerosas de mama no sintetizan AR y expresan
pobremente la CRBP-1 (Kuppumbatti et al., 2000; Mira-Y-Ldépez et al., 2000). Sin
embargo parecen expresar un mayor cantidad de CRABPs (King et al., 1980:
Metha et al., 1982a). En cuanto a la expresic’)n'de RARs y RXRs hay informacion
controvertida. Lo mas ciaro parece ser que en el cancer mamario hay una
reduccion en la expresion de RARP, y que la expresion RARa« correlaciona
positivamente con la capacidad de respuesta de la célula maligna al AR (Yang.
et al., 1999). A nivel epidemiotogico se ha descrito que el consumo adecuado de
vitamina A asi como de sus precursores es un factor preventivo de cancer
mamario (Prakash, Krinsky & Russell, 2000;Yang et al., 1999).

Por su parte las tironinas regulan el desarrollo alveolar participando tanto en
los procesos de proliferacion y diferenciacion, ademéas de que promueven .la
- sintesis de o-lactoalbimina (Bhattacharjee & Vonderhaar, 1984; Vonderhaar &
Greko, 1979). En cuanto a la relacidon entre las tironinas y cancer mamario, se ha
establecido que los pacientes con este tipo de céncer presentan una mayor
prevalencia de desordenes tiroideos (Giani et al., 1996, Smyth et al., 1998).
Aungue no se ha establecido una relacidon causal entre estas enfermedades, los
padecimientos tiroideos que predominan en los pacientes con cancer mamario son
el bocio no toxico, el hipotiroidismo y enfermedades autoinmunes de la tiroides
(Giani et al., 1996; Smyth et al., 1998). Por otra parie, en estudios in vitro se
demostrd que la T3 es capaz de inhibir la expresion de la tenascina-C en células
| epiteliales mamarias. La tenascina-C es una glicoproteina de matriz extracelular -
que tiene multiples efectos a nivel morfolégico y de diferenciacion. La tenascina-C
induce el crecimiento y motilidad celular y también tiene efectos inmunosupresivos
y angiogénicos. Esta proteina la expresan tanto las células epiteliale's como las del
estroma de la glandula mamaria normal y neoplasica. Altos niveles de expresion
de I'a.‘tenascina—C correlacionan con mayor malignidad del tumor y es un mal
pronostico (Gonzalez-Sancho et ai., 1999). Otro factor involucrado en la fisiologia
tiroidea que esta relacionado con {a génesis y desarrollo del cancer mamario es el

yodo. Observaciones epidemiologicas recientes colocan al yodo como un posible
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factor de proteccién contra el cancer mamario, prostatico y tircideo (Cann, van
Netten & van Netten, 1999, Feldt-Rasmussen, 2001; Venturi & Venturi, 1999).
Utilizando modelos animéies, se ha visto que tratamientos con alimentos ricos en
yodo (algas), yoduro de potasio (Kl) administrado en et agua de beber o Kl mas
progesterona inhiben la'progresién tumoral y aumentan los procesos de apoptosis
tumoral,'dando como resultado una disminucion en el tamano de los tumores
(Funahashi et al., 1999; Funahashi et al., 1996). Estos estudios sugieren que el
yodo puede estar actuando directamente como un protector del DNA por su
~ potente accion antioxidante, o bien indirectamente como un factor regulador (en la
generacion local o‘ en sus receptores) de otros mensajeros involucrados en la
diferenciacion celular como hormonas tiroideas, retinoides, esteroides, etc (Venturi
& Venturi, 1999). La glandula mamaria lactante es capaz de captar yodo via la
expresion del simporter sodiofyodo (NIS) el cual también se expresa en la tiro_ides
(Kogai et al., 2001). La expresion del NIS en la glandula mamaria lactante es
reguiada por la succidén y aungue no se conoce el mecanismo intimo de dicha
regulacion, se ha demostrado gue la oxitocina y el B-estradiol tienen un papet
primordial (Riedel et al.,, 2001). Algunos tumores malignos de mama también
expresan el NIS, pero tienen una menor capacidad de incorporar yodo que la
glandula mamaria lactante. La poca capacidad de captar yodo del tumor maligno
se ha atribuido a la presencia de un factor autoinmune presente en el suero de los
pacientes (Kilbane et al., 2000). Las lineas celulares de cancer mamario . MDA-
MB-231 y MCF-7 no expresan el NIS de manera basal. sin embargo el AR’
incrementa la captacion de yodo en las célutas MCF-7 estimulando la expresion de
NIS (Kogai et al., 2001).

Hasta el momento se ha descrito que modificaciones en el metabolismo
intracelular de los retin‘oides, T3 y yodo pueden jugar un papel en la etiologia y
desarrollo del cancer mamario y es aqui donde las desyodasas de la via 5D
cobran un papel relevante, ya que a partir de T4 generan T3 y yodo libre. Ademas,
como se comentara enseguida, la D1 bajo ciertas circunstancias es susceptible de
ser estimulada por el AR. En la regién promotora del gen de la D1 humana (hdio1)

se han dentificado y caracterizado funcionalmente dos complejos de elementos
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responsivos a la T3 y al AR: los complejos TRE-RARE (Kéhrie, 1999a; Toyoda et
al., 1995). Estos elementos le confieren al hdio? la capacidad de respuesta
observada tanto in vivo como in vitro a la T3 y al AR. El Complejo TRE-RARE
mas proximal al sito de inicio de la trascripcion es un repetido directo de 12
nucledtidos de separacion (DR12). El complejo TRE-RARE mas distal al sitio de
inicio la trascripcion es un DR4 + 2 es decir que hay dos sitios mitad separados
por 4 nucledtidos y un tercer sitio mitad separado por 2pb del DR4 (Kéhrle,
1999a). Ambos complejos TRE-RARE pueden mediar la respuesta del hdio 7 al AR
y a la T3, pero se ha observado que ésta es diferencial y depende del contexto
fisioldgico de la célula.

Cabe destacar que la T3 y el AR no son los Unicos compuestos que pueden
regular la actividad de la D1; De hechd, se conbcen muchos otros de naturaleza
‘muy variada como son: hidratos de carbon'o,_ selenio, TSH, corticosteroides,
catecokarﬁinas, etc. Cada uno de est_o's factores regula la actividad desyodativa de
manera érgano-especifica.- Aunado a lo anterior, los procesos patolégicos
tumorales se acompafian de cambios en la reguIaCién de ésta enzima. Asi por
ejemplo, en el higado normal de rata, la D1 responde positivamente a la T3,
mientras que en la linea celular humana HepG2 (carcinoma hepatocelular) esta
enzima es estimulada tanto por la T3 como por AR ('Schreck et al., 1994; Toyoda
et al., 1999). En lineas celulares de tirocitos de rata la sintesis de la D1 es
estimulada por TSH y T3, pero no responde al AR. Lineas celulares humanas de
cancer folicular tiroides no resp‘onden aia T3 ni a la TSH pero si lo hacen al AR.
Ademas, células de tipo anaplasico de cancer de tiroides no desyodan y son
refractarias a TSH, T3 o AR. Estas observaciones han servido de base para
proponer que una perdida en la desyodacion pueda ser considerada como un

marcador de desdiferenciacién celular.
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JUSTIFICACION.

Los hallazgos antes mencionados nos motivaron a analfzar si las celulas
‘tumorales mamarias mantienen su capacidad de desyodacidn y si ésta es
reguiada de la misma manera que en el epitelio mamario normal. Para abordar
este problema se utilizaron las lineas celulares derivadas de cancer mamario
humano MCF-7 y MDA-MB-231. Las cuales pueden considerarse que representan
diferentes estados de desdiferenciacion principalmente por tres aspectos: 1)
expresion de recepfores a esirogenos y progesterona, 2) la expresion de la
proteina tipica dei epitelio alveolar diferenciado, la caseina y 3) la induccion por
AR de la expresién del NIS. Las células MCF-7 son positivas a todos ellos y, por
tanto, se consideran un tipo celular menos desdiferenciado, mientras que las
celulas MDA-MB-231 son negativas, es decir es un tipo celular mas
desdiferenciado (Constantinou, Krygier & Metha, 1998; Dickson & Lippman, 1995;
Either, 1996; Hay et al., 1994; Kogai et al., 2001). Ademas, estas ultimas células
presentan también mayores cocientes de proliferacion e invasion tanto in vivo
como in vitro, tienen una morfologia nuclear mas aberrante y perdida de
mediadores bioguimicos de.la morfologia epitelial (Dickson & Lippman, 1995).
También presentan una expresion alterada de receptores a factores de
crecimiento (altos niveles de receptores al factor crecimiento epidermal y erbB; y

bajos niveles de receptores a IGF-1) (Dickson & Lippman, 1995).
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HIPOTESIS.

El grado de desdiferenciacion celular de 1as neoplasias estara en relacion
directa con la pérdida en la capacidad de produccién local de T3. Esta perdida en
ei. funcionamiento de la desyodasa se manifestara en las células menos
desdiferenciadas (MCF7) como una disminucidn en su respuesta-a agentes
fistologicos como T3, ISO y una mayor sensibilidad a AR. Por el contrario, la linea
celular mas desdiferenciada (MDA-MB-231) mostrard una perd-idé total en la
expresion de la enzima y una ausencia total de respuesta a los agentes

fisioldgicos.
OBJETIVOS.

l. OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar bioquimica y funcionalmente el tipo de desyodacion presente

en dos lineas celulares derivadas de cancer mamario humano.

Il. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

» Establecer las condiciones éptimas de cultivo para las lineas celulares
MCF-7 y MDA-MB 231. |

e Analizar el tipo y cantidad de deSyodaCién expresada en ambas lineas
celulares usando concentraciones de sustratos, cofactores e inhibidores
especificos.

« Caracterizar la respuesta desyodativa a T3, 15O y AR (dosis y tiempos).
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MATERIALES Y METODOS.
I. MATERIALES.

La {'®1] triyodotironina reversa (["*°IrT3) (Actividad especifica,
1174 uCilpg) se adquirid de New England Nuclear (Boston, MA). Las
triyodotironina reversa no radiocactiva fue obtenida de Henning Co. (Berlin,
Alemania). El Ditiotreitol (DTT) se obtuvo de Calbiochem (La Jolla, CA). El
Isoproterencl (ISO), el H;SeO: se adquirieron de Aldrich Chemical, Co.
(Milwaukee, WI). La T3, el todo-frans AR y el 9-cis AR se obtuvieron de Sigma
Chemical, Co. (St Louis, MO). El reactivo de Bradford fue de BIO-RAD
Laboratories (Hércules, CA). El suero fetal de bovino (SFB), la solucion de tripsina-
EDTA (0.05% de tripsina, 0.4g/L EDTA4Na), la solucién de antibidticos penicilina
/estreptomicina, el medio de Eagle modificado por Dutbecco (DMEM) alto en
glucosa fueron de GIBCO BRL (Grand Island, NY). Las cajas de cultivo fuercon de
Corning (Corning, NY). El resto de los reactivos fueron de alta pureza disponibles -

comercialmente.
. METODOS.

A. CULTIVOS CELULARES. |

Las lineas celulares utilizadas fueron fa MCF-7 numero de la American
Type Culture Collection (ATCC) HTB-22, la MDA-MB- 231 (No. ATCC HTB-26) y ta
HepG2 (No. ATCC HB-8065) (Hay et al, 1994). Las lineas celulares MCF-7 y
MDA-MB- 231 fueron obsequiadas por el Instituto Nacional de Cancerologia de
México. La linea HepG2 se comprd en la ATCC (Manasas, V). Todas las lineas
celulares se cultivaron en DMEM adicionado con 10% de SFB, 3 nM H;SeOs,
100 U/mL de penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina y se incubaron a 37° C en
una atmosfera humeda de 90% de aire y 10% de CO,. Para los experimentos las

células se inocularon a una densidad de 1.8 x 10* célulasicm® en cajas de cultivo



celular con 6 pozos (cada pozo de 34.8 mm de diametro). Cuando las células
alcanzaron 85-90% de confluencia se cambiaron las condiciones de cultivo a
medio base mas diferentes concentraciones de 1SO, T3, 9-cis AR y todo-trans AR.
Dependiendo del protocolo de cuitivo, las células también permanecieron durante
diferentes tiempos (12, 24 y 48 horas} con concentraciones seleccionadas de os
compuestos arriba mencionados y durante el tratamiento no hubo ningun cambio
de medio. Dado que los retinoides se disolvieron en etanol absoluto, se utilizo
como control un tratamiento que contenia la misma cantidad de etanol presente en
los tratamientos con retinoides. La concentracion de etanol utilizada fue menor al
0.1% (viv). Las diluciones de los retinoides en el medio de cultivo se hicieron de
soluciones concentradas en el momento previo a la aplicacion de los tratamientos.
Tod'as las manipulaciones de los retinoides se hicieron protegiéndolos de la luz.
En la figura 5 se muestra una fotografia de los cultivos con las células MCF-7 y
MDA-MB-231.

B. EXTRACCION DE LAS CELULAS.

Pasado el tiempo seleccionado para los diferentes tratamientos las células
se extrajeron. Para extraer las células primero se retiré el medio de cultivo de las
cajas y se agregd solucion amortiguada de fosfa'tos (PBS). El volumen de PBS
utilizado fue el mismo-que el del medio de cuiﬁvo en que se enconfraban las
células. Posteriormente se retird el PBS y se adicioné a cada pozo de cultivo
500 plL de solucién de tripsina-EDTA y se incubaron por 10 minutos. Pasado el
tiempo de incubacion a cada caja de cultivo se adiciond 1 mL de DMEM
suplementado con 10% de SFB y 100 U/mL de penicitina y 100 pg/ml de
estreptomicina. La suspensién celular formada se centrifugé a 2000 rpm por
2 minutos para formar el paquete celular. Se retird el sobrenadante y se -adiciond
300 pl de la solucién 10 nﬁlVl HEPES (pH 7.0) con 0.32 M de sacarosa, 1 mM de
EDTA y 10 mM de DTT (HEPES) a 4°C. Las muestras se congelaron

inmediatamente en hielo seco y se almacenaron a -70 °C hasta su uso.



Figura 5. Fotografias de las células {A) MCF-7 y (B) MDA-MB-231 mantenidas en cultivo
(Amplificacion 100x). Ambas lineas celulares inocularon a una densidad de 1.8 x 10* célulasicm®
y se cultivaron en DMEM adicionado con 10% de SFB, 3 nM H,S5eO, 100 U/mLi penicilina y
100 ng/mL estreptomicina. Todos los cultivos se incubaron a 37 °C en una atmésfera humeda, 95%
airey 5 % CO,. Las fotografias se tomaron después de 4 dias de cultivo.
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C. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DESYODATIVA.

La actividad 5'D se determiné por el método de liberacion de radioyodo
modificado de Leonard et al. (1980), y estandarizado en nuestro laboratorio
(Aceves & Valverde 1989). Dependiendo del tipo celular se hicieron dos ensayos
de desyodacion. El primero de ellos se diseid para determinar si las células
expresaban actividad 5D y que tipo de desyodasa tenian. Para este ensayo se
prepard por duplicado una mezcla radioactiva con ~100 pg de proteina de la
muestra a analizar, 2 nM de ['®I1}r73, 20 mM de DTT con y sin 1 mM de PTU. En
algunos ensayos de desyodacién se utilizd como control positive un
homogeneizado de glandula mamaria de rata primipara (Sprague Dawley) con 10
dias de lactancia. E! tejido se homogeneizd con un Politron en ta solucidn de
HEPES y se utilizaron 200 pg de proteina por muestra para el ensayo. Si la
actividad desyodativa présente se inhibia con 1mM de PTU se asumia que las
‘células expresaban principalmente D1. Una vez hecho este ensayo si las células
solo expresaban D1 se prepard un ensayo utilizando las concentraciones optimas
de sustrato y cofactor para determinér dicha actividad. La mezcla radioactiva
incluyé para este ensayo =100 pg de proteina rde_ la muestra a analizar, 2 nM de

'[125!]rT3, 0.5 uM de rT3 no radiactiﬁva y 5 mM de DTT. Las muestras'para ambos
tipos de ensayo se incubaron a 37°C durante 3 horas. Un’a vez cumplido el tiempo
de incubacién la reaccion enzimatica se detenia agregando 50 plL de la solucién
de paro (50% de suero de bovino, 50% de 10 mM de PTU) y enseguida se
agregaba 300 plL de acido tricloro acético al 10% (v/v). Una vez detenida la
reaccién la suspension radioactiva se mezcldé con un vortex y se centrifugé a
12, 000 rpm por 2 minutos. El sobrenadante de la suspension radioactiva se paso
por columnas de cromatografia de intercambio catibnico Dowex S50W-X2, que
fueron eluidas con acido acético al 10% (viv) para aislar el ['21]. EI ['®1] liberado
se cuantificd en un contador gamma. La concentracién de proteinas se midid por
el método de Bradford (ensayo de proteina de Bio-Rad, Bio-Rad l.aboratories, Inc.,
Richmond, CA). Los resuitados se expresan como picomolas de ['?°1] liberado por

mg de proteina/hora (pmolas [*/mg de proteina/h).

34



RESULTADOS.
[. LINEA CELULAR HepG2.

Como controf positivo de nuestros cultivos y tratamientos se utilizo la linea
celular Hep(G2 que proviene de un carcinoma hepatoceiular humano (Hay et al.,
1994). Las células HepG2 expresan la D1 y su expresion se puedé estimular tanto
con el AR como con T3 (Schreck et al., 1994; Toyoda et al., 1995). En la figura 6
se observa que con los tratamientos con T3 (50 nM, todo-trans AR y 9-cis
(100 M) la actividad D1 se incremento. Las células también se trataron con ISO
(13 uM) pero este no tuvo ningin efecto sobre la actividad D1. Con estos
resultados se concluyd que tanto los reactivos asi como la forma de extraer las

células para determinar la actividad desyodativa funcionaban adecuadamente.
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- Figura 6. Actividad desyodativa tipo 1 (D1) en las células HepG2 con diferentes tratamientos.
‘Las células HepG2 se cultivaron en DMEM adicionado con 10% de SFB, 3 nM H;SeQ;,
100 U/mL de penicilina y 100 pg/mt de estreptomicina (medio base). Las células se incubaron a
37 °C en una atmésfera himeda con 95% de aire y 5% de CO;. Cuando las células alcanzaron el
B5-95% de confluencia se les aplicaron por 24 horas los siguientes tratamientos: Control (C},
13 uM de isoproterenol (ISO), 50 nM de T3 (T3), 100 nM de todo-trans y 9-cis acido retinoico
{Todo-trans AR y 8-cis AR respectivamente). Los resultados representan la media + D.E. de los
valores obtenidos de dos cajas de cultivo.

TESIS CON
35 FALLA DE ORIGEW




Il. LINEA CELULAR MCF-7.

A. LAS CELULAS MCF-7 EXPRESAN ACTIVIDAD D1.

Como se observa en la figura 7, la linea celular MCF-7 expresa
principalmente la actiﬁidad D1, ya que cuando se utilizé 1 mM de PTU en el
ensayo la actividad 5°D se inhibié en un 85%. A partir de este resultado los demas
~ensayos se realizaron utiizando las condiciones de saturacion de sustrato y
cofactor para determinar {a actividad D1 (0.5 .pM de rT3, 2 nM de ["*°IrT3 y 5 mM
de DTT). |
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Figura 7. Efecto del PTU sobre {a actividad 5’D en las células MCF-7. Las células MCF-7 se
cultivaron en DMEM adicionado con 10% de SFB, 3 nM H;SeO; 100 U/mL de penicilina y
100 pg/mL de estreptomicina {medio base). Las celulas se incubaron a 37 °C en una atméosfera
humeda con 95% de aire y 5% de CO,. Cuando las células alcanzaron e} 85-95% de confluencia se
extrajeron para determinar fa actividad 5'D. La actividad desyodativa se inhibid en un 85% con PTU
{imM).




B. ELISO Y LA T3 NO ESTIMULAN LA EXPRESION DE LA ACTIVIDAD D1 EN
LAS CELULAS MCF-7. '

En la figura 8(A y B) se muestran ios resultados del reto a las células MCF-
7 con 3 dosis de 3 dosis de ISO (6.5 uM, 13 uM y 130 ul) y T3 (25 nM, 50 nM y
1 uM) por 24 horas. Ninguna de las dosis mencionadas de ISO y T3 tubo efectos
significativos scbre la actividad de la D1 (p>0.05). En {a figura 8C se muestra que
utilizando una sola dosis de ISO o T3 (13 uM y 50 nM respectivamente) durante

diferentes tiempos (12, 24 y 48 horas) la actividad D1 tampoco se modifico.

C. LAS FORMAS 9-CIS Y TODO-TRANS DEL AR ESTIMULAN LA EXPRESION
DE LA ACTIVIDAD D1 EN LAS CELULAS MCF-7.

La figura 9A muestra que las dos configuraciénes geometricas del AR
utilizadas incrementan la actividad D1. El todo-trans AR'incrementa la actividad D1
significativamente con i'esp'ecto al control, desde concentraciones de 10 nM
(p<0.05). En contraste, el 9-cis AR requiere de -concehtracicines de hasta 100 nM
para lograr incrementos similares. La figura 9B muestra el curso temporal de
expresién de la actividad D1 en -respuésta.a concentraciones de 100 nM del AR‘ en
las config'ur'aciones 'tbdo-trans y 9-cis. A las 12 horas de tratamiento con el
todo-trans AR ya se(‘observa un incremento significativo de la expresién de la D1
(p<0.05) con respecto al control y al tratamienfo con el 9-cis AR (196 £+ 1.4 vs
12.5 £1.3 y 14.5 = 0.05, respectivamente). La actividad D1 mas alta se presento
con el tratamiento de 48 horas con el todo-frans AR (26.9 + 1.7). Por su parte, el
9-cis AR presenta una induccion mas discreta de la actividad D1, la cual presenta
su punto mas aito a las 24 horas. También es de destacar que contrario a lo que
ocurre con el tratamiento de 48 horas cbn el todo-trans AR, la actividad D1 con el

9-cis no aumenta, incluso parece que empieza a declinar.
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Figura 8. Actividad desyodativa tipo 1 {D1) en las células MCF-7 tratadas con isoproterenol
(1SO) y T3. En los paneles A y B se muestra que la actividad D1 no se modifico significativamente
{p>0.05) con dosis crecientes de ISO y T3 (24 horas de tratamiento). En el panel C se muestra que
la actividad D1 no se modifict significativamente (p>0.05) a lo largo del tiempo (12, 24 y 48 toras)
utilizando una sola dosis de 1SO y T3. Los resultados representan la media £ D.E. de los valores
obtenidos de ires experimentos diferentes. Los datos se analizaron utilizando la prueba no
parameétrica de Kruskal-Wallis. '
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~ Figura 9. Efecto del acido retinoico (AR) sobre la actividad desyodativa tipo | (D1) en celulas
MCF-7. (A) Efecto dosis dependiente de los retinoides. Se aplicaron concentraciones crecientes de
retinoides durante 24 horas. Lbs resultados representan la media + D.E. de los valores obtenidos
de 2 cajas de cultivo. (B) Curso temporal de la actividad D1 en respuesta a la administracién de'
100 nM de AR en sus presentaciones 9-cis y todo-frans. Los resuitados representan la
media * D.E. de los valores de 3 cajaé de cultivo. Diferentes superindices indican diferencias
estadisticamente significativas {p<0.05) utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis; las
diferencias entre grupos se determinaron por la prueba U de Mann-Whitney.
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Il LINEA CELULAR MDA-MB-231.
A. ACTIVIDAD 5D BASAL EN LA LINEA CELULAR MDA-MB-231.

No se detectd actividad 5'D en las celulas MDA-MB-231. En la tabla 6 se
muestra una comparacidon de la desyodacion entre la linea celular MCF-7 vy la

MDA-MB-231 usando condiciones de cultivo y cantidad de proteina similares.

Tabla 6. Comparacion de la actividad 5'D entre la linea celular MCF-7 y la MDA-MB-231.

Linea Celular | Concentracion de proteina (g} % de actividad 5D % de inhibicidn de la actividad 5'D
por muestra con 1 mM de PTU
MCF-7 109 11.6+0.14 85-100
MDA-MB-231 954 No detectado No detectado

Desyodacion con 2 nM de [1251]rT3, 20 mM de DTT, con y sin 1 mM de PTU. La determinacion de
la.actividad 5'D para ambas lineas celulares se llevo a cabo en el mismo ensayo por duplicado.

B. INDUCCION DE LA ACTIVIDAD 5D EN LAS CELULAS MDA-MB-231
TRATADAS CON LA T3, EL ISO Y LOS RETINOIDES.

Los resultados de los experimentos realizados con la linea celular se
reportan como la cantidad de cuentas totales emitidas por el ["?°I] por cada una de
las muestras. En los dos paneleé;de las figuras 10 y 11 aparecen tres columnas
seftaladas como controles del ensayo. Dichos controles son a) las cuentastotales
por minuto que se colocd en cada ensayo que corresponden a la cantidad total de

["®I)rT3 utilizada como sustrato; b) la liberacion inespecifica de ['*°)) de la ['°I)rT3,
la cudl no depende de procesos enzimaticos y se determina colocando la mezcla
radioactiva con [1‘25I]rT3 en fa solucién buffer (HEPES; ver materiales y métodos) y
se trata de la misma manera que las muestras problemas; y por Gltimo c) el control
positivo del ensayo. En todos los ensayos con las células MDA-MB-231 se utilizé
como control positiVo un homogeneizado de glandula mamaria de rata lactante la
cual se sabe tiene una considerable actividad 5'D. En resumen, las figuras 10y 11
muestran que bajo ninguna de las condiciones experimentales probadas en las
células MDA-MB-231 se detecté actividad 5'D, ya que no hubo una liberacion de

radioyodo superior a la que ocurre inespecificamente.
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Figura 10. Ensayo de desyodacién en células MDA-MB-231 tratadas con Isoproterenol (1ISO)

-y T3. En ambos paneles las barras CT (cuentas totales por minuto de ['**1) rT3 utilizadas en el
ensayo), LAl (Liberacion inespecifica de {"1] de la {*] rT3) y GML (liberacion de [*l] de la
['®IFT3 en un homogeneizado de glandula mamaria de rata lactante) representan los controles del
ensayo. En el Panel A se muestra que no hay induccion de la actividad desyodativa utifizando

. dosis crecientes de 1SO y T3 (24 horas de tratamiento) y el panel B muestra que tampoco hay
induccién de actividad desyodativa utilizando dosis de 13 pM de 1SO y 50 nM de T3 durante
diferentes tiempos (12, 24 y 48 horas). Cada barra representa la media * D.E. de los valores
obtenidos de 2 cajas de cultivo. . .
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Figura 11. Ensayo de desyodacién en células MDA-MB-231 tratadas con éacido retinoico
{AR). En ambos paneles las barras CT (cuentas totales por minuto de ['%°]] rT3 utilizadas en el
ensayo), LIt (Liberacion inespecifica de [*] de fa ['®l] 1T3) y GML (liberacion de ['*I] de la
['*1)r'T3 en un homogeneizado de glanduta mamaria de rata lactante) representan los controles del
ensayo. En el Panel A se muestra que no hay induccién de la actividad desyodadativa utilizando -
dosis crecientes de 9-cis y todo-trans AR (24 horas de tratamiento) y el panel B muestra que
tampoco hay induccion de actividad desyodativa utilizeindo dosis de100 nM de 9-cis y todo-frans
AR durante diferentes tiempos (12, 24 y 48 horas). Cada barra representa la media + D.E. de los
valores obtenidos de 2 cajas de cuitivo. '
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DISCUSION.

Tanto la linea celular MCF-7 como la MDA-MB-231 son lineas celulares
obtenidas de metastasis de cancer mamario humano. Ambas lineas celulares
fueron obtenidas de efusiones pleurales (Either, 1996; Hay et al, 1994). Las
diferencias mas notables entre ellas son que la linea celular MCF-7 expresa
receptores a estrogenos y progesterona (ER+, PR+), sintetiza caseina y es
inducible a expresar el NIS, mientras que la MDA-MB-231 es negativa a todo lo
anterior (Constantinou, Krygier & Metha, 1998; Either, 1996; Hay et al,, 1994;
Kogai et al., 2001). Estas diferencias han permitidd proponer a estas lineas
celulares como dos modelos de cancer mamario en diferentes estadios de
| desdiferenciacion. Las MCF-7 como un cancer mamario parcialmente
desdiferenciado y las MDA-MB-231 como un cancer mamario mas desdiferenciado
. (Dickson & Lippman, 1995; Lochter, 1998). |

‘Los resultados del presente trabajo mostraron que la linea celular MCF-7
expresa actividad D1 y que esta enzima es estimulada por el AR. Por el contrario,
las células MDA-MB-231 no expresan actividad 5'D basal y los tratamientos de
ISO, T3 y AR no inducen la expresion de dicha enzima. En el organismo normal, la
D1 se regula d-iferelhcialmente dependiendo'_ del tejidb en la cual se expresa. Asi
por ejemplo, en la tiroides esta enzima es regulada positivamente poi‘ T3y TSH
(Kc‘jhrie,.'19993). En el higado, su sintesis se incrementa por la T3, los
corticosteroides y los hidratos de carbono (Kéhrle, 1999a; Menjo et al, 1993),
“mientras que en el corazon la D1 es estimulada por angiotensina Il, cAMP y
noradrenalina (Yonemoto y col 1999; Aceves & Rojas-Huidobro, 2001). En la
glandula mamaria lactante es la succion de las criaé la gue regula la expresion de
la D1 a nivel del epitelio alveolar (Aceves et al., 1995, Aceves et al.,, 1999b).
Dentro de la succidn, los principales componentes que participan en esta
regulacion son la estimulacion p-adrenergica y la prolactina (Aceves et al., 1999a).
La estimulacion adrenérgica se realiza a través de la liberacion local de
noradrenalina por la inervacion e induce su expresion a nivel transcripcional
(Aceves et al., 1999a; Aceves et al., 1999b).
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La péerdida de respuesta de la D1 de las células tumorales mamarias a la T3
y al ISO en nuestro estudio concuerda con los datos generados en otras lineas
celulares tumorales. Asi por ejemplo, la linea celular normal FRTL-5 (tirocitos
diferenciados de rata) expresa altos niveles de D1 y responde positivamente a T3
y TSH pero no al AR. En cambio, en las células de cancer diferenciado de tiroides
humano (FTC-133 y FTC-238) la D1 se expresa en muy bajos niveles comparados
con las células normales y ho responde a la TSH ni a la T3 pero si lo hace-al AR.
Por otro lado, en células totalmente indiferenciadas (anaplasicas) de cancer de
tiroides no se detecta actividad desyodativa y no es posible inducirla con T3, TSH
o AR (Schmutzier et al,, 1996; Schreck et al,, 1994). Este hecho ha lievado a
algunos autores a plantear que tanto la disminucién de la expresidn de ia D1 como
su capacidad de respuesta al AR son sighos de desdiferenciacion celular (Kohrle,
1999a). Esta hipdtesis se fortalece con hallazgos en la linea celular HepG2
: (carcinorha hepatocelular humano) en donde, a pesar de ser fumoral, este tipo
celular mantiene muchas caracteristicas propias de los hepatocitos como la
“expresion de la globulina que transporta a los esteroides sexuales, la TBG, la
| alblmina, la trans-ferrina, y la RBP, entre ofras proteinas (Crowe et al., 1996; Hay
et al., 1994; Toyoda et al., 1995). En las célutas HepG2 la D1 es estimulada tanto
por T3 como por AR (Toyoda et al., 1995; Schreck et al., 1994). Es decir esta linea
podria representar los primeros estadios de conversion tumoral. Algo similar |
parece ocurrir en los canceres mamarios primarios humanos. Estudios en nuestro
laboratorio han revelado que las muestras de cancer ductal contienen muy poca
actividad 5D la cual es generada por las enzimas D1 y D2. En contraste, las
células tumorales que provienen del cancer lobulillar (cancer generado a partir del
- epitelio alveolar), expresan principalmente D1 a concentraciones mas elevadas
(Gallardo de la O et al., 2000). Aunque no hay estudios que anélicen su respuesta
a T3, AR e IS0, se tienen datos que indican que a mayor progresion del tumor
primario, se presenta una disminucidn en la expresién de las desyodasas
(Gailardo de la O et al, 1999).
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La induccidn de la expresion de la D1, tanto por la T3 como por el AR, se
explica por la bresencia de 2 complejos TRE-RARE ubicados en la regidn
promotora de su gen (Koéhrie, 1999a). Sin embargo, el mecanismo intimo que
permite la regulacion diferencial por estos mensajeros no se conoce. Mas aun, la
respuesta diferencial de esta enzima a otros mensajeros como TSH,
noradrenalina, angiotensina Il, cAMP e hidratos de carbono sugiere que existen
otros mecanismos que intervienen en su regulacidon. Por ejemplo, se ha sugerido
que la concentracion enddgena de glutation podria ser un factor determinante en
su regulacién, ya que se considera a este metabolito como el cofactor enddgeno
(Kohrle, 1996). Es importante enfatizar que al parecer son este tipo de respuestas
no asociadas a un efecto transcripcional directo las primeras que se pierden
cuando el tejido se vueive canceroso.

En el caso de los tratamientos con T3, en ninguno de los dos tipos celulares
hubo una estimulacion de la actividad D1, lo cual parece no tener una exp!icacién
por la expresion de sus receptores. Tanto fa linea celular MCF-7 como la
MDA-MB-231 expresan receptores a T3: TRa1, TRa2 y TRB1 (Shao et al., 1995).
Hasta el momento no es posiblé hacer una comparacion con las cond.icion_es
fisiolégicas, ya que no"se conoce cual es el patron de expresion de los TRs en la
~ glandula mamaria normat. Otro dato que resulta muy interesante es que en lineas
celulares de cancer mamario ER+, la T3 junto con los estrégenos tienen un efecto.
sinérgico de estimulacion de la proliferacion (Shao et al., 1995). &n un trabajo de
Nogueira & Brentani (1996), se mostré que en las células MCF-7 la T3 mimetiza
~ los efectos de los esteroides. En dicho estudio se observd que fa T3 por si sola
- estimula la proliferacion celular, induce la expresion de los mRNAs del receptor a
progesterona e incrementa la liberacion del factor de crecimiento transformante del
tipo o (TGF-a). Por el contrario, en estas mismas células fa T3 disminuye la
- expresion del mRNA del TGF-B. También ellos encontraron que estos efectos no
ocurrian en fas células MDA-MB-231. En estos estudios se sugiere que estos
efectos de la T3 pueden deberse a que esta actua directamente sobre el ER.
Hasta el momento no se conoce si los estrogenos podrian, en condiciones

patologicas, modificar la expresion de las desyodasas. Datos obtenidos en tejido
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mamario normal han mostrado un incremento discreto en la expresion de la D2
durante el ciclo estral de la rata (Aceves et al., 1995) y ningun efecto sobre la D1
durante la lactancia (Aceves, datos no publicados).

Como mencionamos anteriormente, los .retinoides tienen un papel
fundamental en el desarrollo, diferenciacion y crecimiento celulares, en especial en
los tejidos epiteliales (Blaner, 1993). El epitelio mamario humano es capaz de
incorporar retinol del medio y sintetizar AR, ademas de tomar AR directamente del
medio '(Hayden et al., 2001; Mira-Y-Lopez et al., 2000). Se ha descrito que los
retinoides promueven y mantienen el estado diferenciado del epitelio glandular
-mamario (Lee et al., 1995a y 1895b). Con respecto al cancer mamario, se ha
mostrado que los retinoides inhiben a proliferacion de las células cancerbsas,
inducen su diferenciacion y su apoptosis (Yang et al., 1999, Prakash, Krinsky &
Russeli, 2000). También se conoce que algunas lineas ceiulares cancerosas
~tienen deteriorada la via de sintesis del AR (deficientes en RALDHs) entre estas
lineas célulares se encuentran la MCF-7 y la MDA-MB-231 (Kuppumbatti et al.,
12000, Mira-Y-Lopez et al., 2000). Por el contrario se ha -déscrito que los tumores
mamarios muestran una mayor expresion de las CRABPs que su contraparte
‘normal (King et al., 1980; Metha et al., 1982a). Todo esto sugiere que en el
~ ‘cancer mamario existe un mecanismo 'cdmpensa:'d.or (aumentar la captacion
externa de AR médiante la expresion de 'CRABPs_) a la incapacidad de sintesis
local de AR. Estudios mas especificos han mostrado que las células MCF-7
expresan fa CRABP-II mientras que las MDA-MB-231 no (Mira-Y-Lopez et al,
2000). Esto sugiere que las células MCF-7 mantienen su sensibilidad a la accién

- .de los AR. Efectivamente, se conoce que la CRABP-II interaccionan fisica y

f.u'ncionalmente con los complejos heterodiméricos RAR-RXR sinergizando la
- expresién geénica ejercida por el AR, principalmente con la forma todo-frans AR
(Delva et al, 1999). Estos repories concuerdan con el hallazgo en nuestro estudio
-de que solamente las células MCF-7 respondieron al AR y que fueran mas
sensibles a la forma todo-frans AR. Es decir, pareceria, que conforme avanza la
desdiferenciacion celular se va perdiendo la capacidad de sintetizar AR y de

transportario al nacleo (falta de RALDH y CRABP-II) para ejercer su accion. Aigo
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similar parece ocurfir con loé receptores a AR al haber una reduccién en la
expresion de RARP conforme el cancer se va haciendo mas maligno (Yang et al_,
1999). Tanto la células MCF-7 como las MDA-MB-231 expresan los réceptores
RAR y RXR (Jing et al., 1996; Widschwendter et al., 1995). Sin embargo la
expl"e'sion de RAR en las células MD-MB-231 es s‘ignificativamente menor (Kogai
et al., 2000).

Por lo revisado hasta aqui, pareceria que la conversion celular normal a
tumoral se acdmpaﬁa, entre ofras, de alteraciones en el metabolismo y transporte
de tironinas y AR. Es decir, conforme avanza el proceso tumoral decrece la
sintesis de desyodasas y de RALDH (generadoras de las formas activas
localmente) y decrece la sintesis de la CRABP-ll encargada de llevar al AR hasta
el nucleo para ejercer su funcién. Este aparente desequilibrio podria explicar el
inicio de la desdiferenciacion celular, ya que se conoce que ambos: tironinas y AR
participan en el mantenimiento de la diferenciacién celular de practicamente todos
los epitelios (Olson, 2001; Yen, 2001). De hecho, permite explicar la exitosa
utilizacion del AR en el tratamientos de cancer de piel y de tiroides, donde ia
administracion de elevadas concentraciones de AR se acompafa de una
‘rediferenciacion del epitelio y una regresion tumoral (Schmutzler.& Kéhrle, 2000).
Es pdsible que la falta de AR en el nicleo '.gener‘e una disminucién en la sintesis
de fa D1y por lo tanto de una falta de T3 local. Una deplécién imporfante de AR
en el ntcleo celular tumoral permitiria explicar porque en condiciones normales la
D1 no responde a AR pero si en condiciones tumorales. Es decir en el primer caso
(normal), el AR (que esta en concentraciones adecuadas) actia como un
modulador de los coh1plejos TRE-RARE y la D1 se incrementa con
concentra_ciolnes crecientes de T3. En el caso tumoral, la célula no tiene AR para
activar los complejos TRE-RARE vy la célula pierde su respuesta a T3. Esta nocién
permite explicar porque la administracion del AR induce e incrementa ia sintesis
de la D1.

Otra posibilidad es que el AR regule el aporte adecuado de yodo. El AR
también participa en la captura del yodo debido a que induce la expresion dei NIS.
Kogai et al. (2000) utilizando las células MCF-7 y MDA-MB-231 encontraron que
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solo en las células MCF-7 se inducia la expresién del NIS. Recordemos que el NIS
de la glandula mamaria se expresa solo durante la gestacion y lactancia y que su
sintesis es regulada por la succion (Riede et al., 2001). Aunque la gran capacidad
de la glandula mamaria lactante para captar yodo se ha interpretado como un
mecanismo para asegurar el aporte normal de este micronutrimento para el
neonato a través de la leche {Tazebay et al., 2000), recientemente se ha sugerido
‘que- el yodo pudiera ser también un potente protector del cancer, por su elevada
. capacidad antioxidante y antitumoral (Venturi & Venturi, 1999; Cann, van Neiten &
van Netten, 1999; Feldf-Rasmussen, 2001). En los pécientes con cancer mamario
se ha descrito que la incorporacién y concentracion intracelular de yodo en la
célula tumoral estan disminuidas (Kilbane et al., 2000; Kogai et al., 2000). Esto
puede deberse a un déficit o ausencia de la expresion de la D1 y/o del NIS o por la
presencia de un factor en el suerc que impide la incorporacion de yodo
(Kilbane et al., 2000). Se ha seialado que la naturaleza de este factor puede ser
autoinmune, los pacientes con cancer mamario tienen una incidencia considerable

de autoinmunidad tiroidea (Giani et al, 1996;_ Smyth et al.,, 1998). Se ha |
encontrado que este tipo de pacientes tienen anticuerpos anti-tiroperoxidasa e
incluso se sugiere la presencia de anticuerpos anti-NIS (Kilbane et al., 2000;
‘Smyth et al.,, 1998). Aunado a lo anterior,' se ha demostrado que en tumores
mamarios inducidos con cancerigenos como €l Dimetilbenzoéntraceno, el
consumo de alimentos altos en yodo (algas), o la administracién de yodo solo o
yodo mas progesterona (Funahashi et al., 1999; Funahashi et al., 1996) tienen un

efecto significativo en la reduccion del tamaro tumoral.
Consideraciones finales.

Se conoce que el factor mas exitoso en la prevencion del cancer mamario
es el embarazo temprano (McMahon et al., 1970; Russo & Ruso, 1998). Se ha
-estimado que el binomio menarca tardia y embarazo antes de los 20 afios se
acompafia de una disminucion del 50% en el riego de desarroliar cancer en todas

la mujeres del mundo (McMahon et al., 1970). Se ha postulado que este efecto
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protector se debe a que a partir de la pubertad, el ciclo estral induce la
proliferacion y diferenciacion parcial del epitelio mamario haciendolo muy
susceptible a agentes altamente mutagénicos. Por el contrario, el embarazo y la
lactancia, inducen la proliferacion y la diferenciacion alveolar de manera continua y
total, disminuyendo la probabilidad de mutaciones (Russo & Russo, 1998). Aunque
esta es la nocién mas aceptada hasta el momento, existen estudios que muestran
que mas que la diferenciacion total del epitelio alveolar, el medio. “ambiente”
celular donde se desarrolla la glandula pudiera ser el importante para permitir o no
ia transformacion tumoral (Abrams et al., 1998). Es decir se ha demostrado que
aln en animales multiparos, alteraciones en el medio ambiente endocrino
(esteroides, tiroideas, AR, prolactina, hormona de crecimiento, etc) (Abrams et al.,
1998) y nutricional (yodo, fitoestrogenos, vitamina E, selenio, etc) (Cann, van
Netten & van Netten, 1999; Kohrle, 1989b), pueden volver al epitelio susceptible
de transformacidon tumoral. Es decir, pareceria que el conjunto de sefales que
esta recibiendo la glandula mamaria durante periodos especificos, es
determinante en la susceptibilidad del epitelio. Recordemos que después de cada
‘embarazo, el epitelio involuciona y comienza de nuevo una nueva etapa de
diferenciacion. Uno de os mejores ejemplos dé esto es el hecho de ‘que las
poblaciones asiaticas presentan una prevaléncia de cancer mamario y prostatico
‘menor, siempre y cuando mantengan una dieta oriental (Cann, van Netten & van
Netten, 1999). Los diferentes candidatos protectores de cancer en estos casos son
. entre otros: los fitoestréogenos, el yodo, la vitamina E, etc, que son consumidos en
mayores cantidades que en las poblaciones occidentales por el uso de algas en
sus condimentos (Cann, van Netten & van Netten, 1999; Coffey, 2001). Por lo
tanto no seria sorprendente que un desequilibrio en el complejo tironinas/AR/yodo
pudiera estar involucrado en los procesos de transformacion tumoral. Estudios
posteriores son necesarios para establecer con mayor precision el papel de estos

mensajeros en la iniciacidn y promocion de ios procesos cancerosos.
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PERSPECTIVAS.

Considero que la interrogante mas importante que surge de este trabajo es
la de esclarecer el verdadero papel de las interrelaciones entre los efectos de los
retinoides, las hormonas tiroideas y el yodo en la glandula mamaria normal y
neoplasica. Utilizando la rata como modelo experimental se tiene la posibilidad de
abordar integraimente dichas interrelaciones. £n primer lugar se plantea la
necesidad de conocer mas a fondo el metabolismo de los de retinoides en la
glandula mamaria normal en diversos estados fisiologicos (pubertad, gestacion y
lactancia). Para ese fin se puede iniciar con el estudio del patrén de expresion de
los mRNAs de las CRABPs y las enzimas que sintetizan el AR. En segundo lugar,
con € estudio de la expresion de la D1 o el NIS, se podria conocer si los retinoides
en los diferentes estados fisiologicos modifican el metabolismo de la tironinas y el
yodo en la glandula mamaria. También quéda la tentativa de ver si diferentes
estados tiroideos modifican el metabolismo del AR. En cuanto a la neoplasia
mamaria existen protocolos muy bien estandarizados en los que se puede inducir
cancer mamario a través del uso de cancerigenos como la N-metil-N-nitrosourea.
Estos canceres tienen la ventaja de que poseen caracteristicas fisiopatologicas
similares al cancer mamario humano como son la dependencia ‘a estrogenos,
expresion elevada de las CRABPs y también la expresion de la D1 (Gallardo de la
O et al., 2000; King et al., 1980; Media, 1996; Metha et al., 1982a; Metha et al.,
19'82b;Macejova, Liska & Brtko, 2001; Thordarson et al.,, 2001). Con el uso de
estos modelos se puede estudiar la historia natural de la expresion y regulacion de
la D1 y el NIS en el cancer mamario asi como las interrelaciones de los efectos de
ios retinoides y las hormonas tiroideas. Otra posibilidad para continuar con esta
linea de investigacion es la de utilizar sistemas in vitro como cultivos primarios o
lineas celulares. Los sistemas in vitro permiten evaluar el efecto directo que tienen
tanto retinoideé, yodo vy tironinés sobre los procesos celulares a estudiar
(diferenciacion celular, expresion génica). Ademas los sistemas in vitro tienen ia
ventaja de que permiten analizar de manera mas practica los mecanismos intimos

por medio de los cuales estos mensajeros quimicos ejercen sus efectos.
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CONCLUSIONES.

1) Se demosiré que la linea celular menos desdiferenciada (MCF-7) expresa la
desyodasa D1 y que ésta responde, de manera dosis dependiente, al
todo-frans y 9-cis AR.

2) Se demostrd que la linea celular mas desdiferenciada (MDA-MB-2131) no
expresa actividad desyodativa de ningln tipo y no puede ser inducida con los

mensajeros fisiolégicos tipicos.
Estos resultados sugieren que la expresion y respuesta de la D1 mamaria

estan asociadas directamente a la diferenciacion epitelial y apoyan la idea de la

D1 como un marcador de dicha diferenciacion.
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ANEXO I.



SUPERFAMILIA DE RECEPTORES NUCLEARES.

I. GENERALIDADES.

Como ya se menciono en el apartado Il de los antecedentes la superfamilia
de los receptores nucleares esta formada por factores de transcripcion
dependientes de ligando. En esta superfamilia se incluyen a los receptores a
hormonas esteroides, tironinas, AR, vitamina y PPAR (Mangelsdorf et al., 1995).
Estos receptores se unen a los HREs y con su respectivo ligando unido activan la
transcripcion de genes. La caracterizacion de muchos de los miembros de esta
superfamilia de receptores han revelado caracteristicas estructurales comunes a
~ todos ellos (figura 12 panel A). Estas proteinas tienen varios dominios, los cuales
estan divididos en diferentes regionés de la*A” a la “F". La divisién de cada una de
las regiones comienza en el extremo amino v finaliza en el extremo carboxilo. En
.- la porcion amino terminal se ubica ila region variable A/B que coﬁtiehe una funcién
autéﬁoma de activacion (AF-1). La region C contiene el dominio que se une auna
secuencia éspeciﬁca del DNA (DBD), a esta secuencia especifica de DNA es la
que se conoce como - elemento responsiyo a hormona (H_RE); El DBD esta
.'Com__p'iu'esto por dos motivos “de dedos de zinc”. Lé‘regién C contiene tarhbién uno
de los dos sitios nucleares de localizacién y dimerizacion. La region D es el
: do_mjnid denbminado'de f'bisagra”-. En la pd'rt:ién--carboxilo terfnilnal ‘se "ubica la -
‘region' E multifuncional. La regién E contiene el dominio que une al ligando (LBD),
" un dominio de dimerizac_ién, una regién de Jdcaliiécién nuclear y tambien se ubica
una segunda funcién auténoma de activacion (AF-2). Finalmente, fa regién F se
ubica la porcién mas distal del carboxilo ferminal. Esta region esta ausente en
algunos de los receptores como el receptor de progesterona, PPAR y los
. receptores a AR de las subfamilias RAR y RXR {(Mangelsdorf et al., 1995).
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GR Giucocorticoides ’ S

i TR . P Tironinas
MR Mineralocorticoides é§ RAR o, B.v Todo-tr.ans RA
PR Progesterona VBR 1,25-(CH)-VD,
AR Adrégenos PPAR B,y Elcosancldes
ER Estrogenos, . EcR Ecdysona
O = O
Receptores huérfanos dimericos Receptores huerfanos mondémericos

RXR (usp) 9-cis RA
COuUP/AR 7
HNF-4 4

NGFI-B (CEB-1) 7
ELPISF-1 (Ftz-F1) 7

B

'Figura 12. Organizacion estructural de los receptores nucleares y su
clasificacién. En el panel A se muestra la estructura general de los receptores
nucleares. Tipicamente un receptor nuclear contiene una regién variable en la
porcién amino terminal (A/B), una region conservada que une al DNA (C), una
region variable de bisagra (D}, una regién conservada que une al ligando (E} y una
regidn variable en el carboxilo terminal (F). En el panel B se muestra [a
clasificacion de los receptores nucleares de acuerdo a su ligando, su tipo de union
al DNA (representada por las flechas) y por sus propiedades de dimerizacién.
Modificada de Mangelsdorf et al., 1995.
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Como ya se menciono la capacidad de los miembros de la superfamilia de
los receptores nucleares para regular la expresion de génica se debe la presencia
en el gen de los HREs. Estas secuencias reguladoras se localizan cerca del sitio
de inicio de la trascripcidn en direccion 5’ rio arriba de la regién promotora del gen,
ocasionalmente se encuentran en regiones intronicas (Anderson, Mariash &
Oppenheimer, 2000). 'Los HRES estan formados por hexanucleétidos (sitio mitad)
consenso, los cuales reflejan la forma en que el receptor va a funcionar e
interactuar con otros receptores (homodimeros, heterodimeros o mondémeros). Los
HREs pueden tener varios arreglos entre los que se cuentan a los palindromas,
los repetidos directos y los invertidos (Anderson, Mariash & Oppenheimer, 2000;
Mangelsdorf & Evans,1995).

La superfamilia de receptores nucleares se pueden dividir cuatro clases
dependiendo de su dimerizacion y sus propiedades de unién al DNA (ver figura 12
panel B). La clase | incluye a los receptores a hormonas esteroides, gue funcionan
como homodimeros y unen al DNA en sitios-mitad organizados como repeticiones
invertidas y palindromas. La clase Il se encuentran agrupados tipicarhente los
receptores que heterodimerizan con los receptores X a AR (RXR) vy
caracteristicamente se unen a HREs en forma de repeticiones directas. A fa clase
dos pertenecen ios receptores al AR (RAR), a tifoninas (TR), a vitamina D, etc.
Las clases Il y IV incluyen a los receptores llamados “huérfanos”, sélo que los
primeros forman homodimeros y se une a repeticiones directas, mientras que los

de la clase IV se unen como mondémeros a los HREs (Mangelsdorf et al., 1995).
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Il. RECEPTORES A HORMONAS TIROIDEAS. |

Existen dos genes que codifican para los receptores a hormonas tiroideas
(TRs), el « y el B. Estos genes codifican tres proteinas que regulan la expresion
génica en respuesta ala T3 el TRa1, el TRB1 y el TRBZA. El gen a sintetiza otras
dos variantes mas, el TRo2 y el TRa3, que no unen el ligando pero afectan ia
accién de los verdaderos receptores (Kastner, Mark & Chambon, 1995). Los TRs
se expresan de manera diferencial en los tejidos. EI TRB1 se expresa
abundantemente en el higado y el rifion; pero esta ampliamente distribuido en todo
el organismo. El TRB2 esta particularmente presente en la hipdfisis y en el
hipotdlamo mientras que el TRal es menos abundante y se expresa
primordialmente en el corazon (Lazar, 2000). En pacientes con mutaciones en el
gen del TRpB se ha encontrado que presentan un sindrome general de resistencia
a las tironinas (SGRT), caracterizado.por altos niveles circulantes de la TSH y de
tironinas. En este sindrome también se manifiestan una serie de signos y sintomas
similares a los que ocurren en los casos de déficit de tironinas (defectos en la
audicién, retraso mental, poca capacidad para el aprendizaje y desordenes
emocionales). Estas mutaciones que siempre se localizan en el LBD, reducen o
eliminan la capacidad de unir al ligando pero no se afecta la formacién de
heterodimeros con los receptores RXR ni la unidén con el DNA. En estudios /n vitro
se ha observado que los receptores mutantes actitan como dominantes negativos
e inhiben la activacion de T3 dependiente por los TR silvestres. Los pacientes con
SGRT, tienen otros defectos, como malformaciones del esqueleto que no pueden
ser explicadas en base a la deprivacion de tironinas. Por lo que probablemente
una mutacidbn dominante negativa de TR} puede interferir con. eventos
normalmente no mediados por TRs, sino via RXR. En contraste no se han
encontrado mutaciones en TRa en pacienteé con SGRT. Las mutaciones en el
gen del TRa pueden ser desde letales hasta pasar por defectos menores (Kastner,
Mark & Chambon, 1995). En ia tabla 7 se eniistan algunos de los genes que son

reQUIadOS por !a T3 T .
ogTA TESIS NO ALY
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Tabla 7. Lista de algunos genes regulados por las hormonas tiroideas.

Funcidn Genes Tipo de Tejido
regulacién
Endocrina Hormona de crecimiento " “° ) Células GC
Subunidad o TSH " * J Tumor tirotépico
Subunidad g TSH "*° 1 Tumar tirotépico
TRH "# l Hipotalamo
Desyodasa tipo | %7 T Higado
Lactégeno placentario ">~ T Trofoblastos
Globuiina que une las hormonas T Células de
sexuales '* hepatocarcinoma
Globulina que une a la tiroxina > 4 Células de
hepatocarcinoma
Metabolismo | Enzima Malica "* T Higado
Intermedic
Glucosa-6-fosfatasa | T Higado
Gen 514 ° T Higado
Fosfoenolpiruvato carboxicinasa ™ > T Higado
(Probable) Factor de trascripcion del ! Higado
gen de la insulina '
Glicerol fosfato deshidrogenasa 1 Higado
Apolipoproteina A1" ly? Higado
Proliferacion | B61 " T Higado
celular y
replicacion
Bcl3 ' T Higado
Proteina similar a la kinesina (Kip7p) ' + Higado
Transduccion | Receptor adrenérgico -2 ° T Higado
de seiiales
Inhibidor de la proteina cinasa C H Higado
(mPKCH)
Proteina G inhibitoria de la adenilato d Higado
ciclasa, cadena ¢
Laminina AT 4 Higado
Proteinas del | g-actina ' 0 Higado
citoesqueleto
o-miosina (cadena pesada) * T Miocardio
B-miosina (cadena pesada) " T Miocardio
Otras uce-) =3 T Tejido adiposo
pardo (adipocitos)
CRABP-1 '* 1 Embriones de
ratones
transgénicos
Proteina basica de mielina ™* T SNC

CRBP-I: Proteina celular que une al acido retinoico tipo | TSH: Hormona estimulante del tiroides;
UCP-I: Proteina desacopladora de |a fosforilacién oxidativa. T Genes regulados positivamente, |
Genes regulados negativamente, 'Genes identificados por un aumento o disminucién en ia
expresion del mRNA o de la actividad de la proteina, ‘Genes en los que se ha identificado
elementos responsivos a tironinas (TRE) y *Genes identificados cuya expresion se modifica por
accion directa o indirecta del acido retinoico. Referencias: Aceves, 1897; Anderson, Mariash &
Oppenheimer, 2000; Breen, Hickok & Gusr, 1997, Crowe et al., 1996; Feng et al., 2000; Hargrove,
Junco & Wong, 1999, Hernandez & Qbregon, 2000; Kéhrle, 1999a; Park et al., 1997; Toyoda et al.,
1995; Stephanopu & Handwerger, 1995; Wei et al., 1997; Williams et al, 1992; Yen, 2001.
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lll. RECEPTORES NUCLEARES A ACIDO RETINOICO.

Se han descrito dos subfamilias de receptores nucleares al AR, los RAR y
RXR. Cada una de estas subfamilias de receptores consiste de tres subtipos (o,
y v). La subfamiiia RAR se activa por los isomeros del AR, todo-tfrans, 9-cis y
13-cis, mientras que la familia RXR se activan exclusivamente por el 9-cis AR. L.os
RARs y RXRs exhiben la estructura modular de los otros receptores nucleares.
Los aminoacidos localizados en el centro de la regién C, contienen dos motivos de
dedos de zinc, que corresponden al centro del DBD responsable para el
reconocimiento de los cognados de los elementos responsivos. La regidn. C esta
altamente conservada entre los tipos RAR (94-97%) y entre los tipos RXR (91-
97%). La region E, también esta altamente conservada entre los tipos RAR (84-
90%) vy los tipos RXR (88-85%) (Chambon, 1996).

Los RAR y los RXR interactuan con coactivadores trascripcionales comao el
SRC1 y el TIF2 y con corepresores, que incluyen el N-CoR y el SMRT. Los
receptores a retinoides también pueden interactuar con otros factores de
trascripcién como el AP-1, un mediador de la actividad mitogénica. La interaccion
entre el AP-1 y los receptores a retinoides trae como consecuencia una inhibicidn
del efecto del AP-1 y por ello se dice que el AR puede ejercer un efecto de
represion del crecimiento (Schmutzfer & Koéhrle, 2000; Yang et al., 1999). |

Algunas de las acciones fisioldgicas de los retinoides han sido inferidas de
estudios en los que ha estado impiicada la deficiencia de vitamina A. Estos
estudios han demostrado que los retinoides se requieren durante jos periodos pre
y posnatal del desarrollo. El retinol es necesario para [a sobrevivencia,
crecimiento, desarrollo y mantenimiento de la vision. Estudios en ratones en los
que se les ha deletado o inactivado el'geh de los receptores a AR demuestran
estas aseveraciones (ver tabla 8) (Yang et al., 1999). Por otra parte en {a Tabla 9

se muestran algunas proteinas cuyo gen es regulado por el AR,
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_Tabla 8. Fenotipos de ratones “knockout” en los receptores a acido retinoico.

- [Receptor | Viabilidad | Fenotipo 1

RARx Si Reduccion de la viabilidad, deficiencia en el crecimiento, esterilidad
de los machos, malformaciones congénitas

RARB Si fenotipo normal; animales capaces de llegar a la edad adulta de
reproducirse

RARYy Si reduccidn de ia viabilidad, deficiencia en el crecimiento, esterilidad de
los machos, malformaciones congénitas

RXRa No Animales que mueren in utero al dia 16.5 de la gestacion, tienen
malformaciones oculares y miocardicas.

RXRB Si Esterilidad en los machos

RXRy Si Fenotipo normal, animales capaces de llegar a2 la edad adulta y
reproducirse

Modificado de Yang et al., 1999,

Tabla 9. Lista de algunos genes regulados por el acido retinoico.

Funcion

Genes Tipo de regulacién

Sefializaciéon y metabolismo
del acido retinoico

RARg2 2

RARB2 "°

RARy2 "2

CRBP-1 77

CRBP-II "#

CRABP-I 7

CRABP-II %

Alcohol deshidrogenasa (clase |, tipo 3) "*

Endocrina

Hormona de crecimiento % °

Desyodasa tipo | " *~

Sub unidad B, TSH >

Lactogéno placentario

Morfogénica

Hox a-1 (Hox1.8) *°

Hox b-1 (Hox2.9) "% .

Otras

Fosfoenolpiruvato carboxicinasa " *°

P
-

Apoliproteina A "7

Laminina B1 "¢

Lactoferrina " *

e W B S B B o oY Ear T -t S S S Y RS

uce-1"*7

CRABP-I: Proteina celular que une al acido retinoico tipo 1; CRABP-I: Proteina celuiar que une al &cido retingico tipo II;
CRBP-I: Proteina celular que une al retinol tipo |; CRBP-I: Proteina celular que une al refinof tipo I, TSH: Hormona
estimulante del tiroides; UCP-I: Proteina desacopladora de la fosforilacion oxidativa. T Genes regulados positivamente,
| Genes regulados negativamente, 'Genes identificados por un aumento o disminucién en la expresién del mRNA ¢ de
la actividad de !a proteina, 2Genes en los que se ha identificado elementos respansivos al &cido retinoico (RARE) ¥
3Genes identificados cuya expresion se madifica por accion directa o indirecta de fa T3. Referencias: Breen, Hickok &
Gurr, 1997: Geng et al., 1998; Hargrove, Junco & Wong, 1999; Hernandez & Obregén, 2000, Kohrle, 199%a; Olsen, 2001
Park et al, 1997, Ross et al., 2000; Stephanopu & Handwerger, 1995; Wei et al., 1997; Williams et al., 1992.
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