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RESUMEN

Las hormonas tiroideas participan en procesos fisiolégicos como proliferacion,
diferenciacion y metabolismo celular. Su disponibilidad se regula de manera érgano-
especifica mediante la accion de enzimas denominadas desyodasas. Las desyodasas tipo
1y 2 (D1, D2) generan a partir de tiroxina, una tironina activa (triyodotironina o T3);
mientras que la desyodasa tipo 3 (D3) genera formas inactivas. Estudios previos muestran
gue la expresion de la D1 prostética se induce durante el desarrollo puberal. Dicha
actividad declina con la edad, pero la actividad sexual evita su descenso, sugiriendo que
la T3 local participa en la diferenciacién y funcion de la préstata. No existen estudios que
analicen el metabolismo de tironinas en patologias prostaticas. El objetivo de esta tesis
consistié en analizar en la préstata normal y tumoral, la expresién de las desyodasas, sus
niveles de T3 y su asociacion con marcadores de diferenciacion (ARA 70a) y proliferacion
celular (ciclina D1). Se utilizé el modelo del raton TRAMP, el cual desarrolla neoplasia
intraepitelial (PIN, 13 semanas) y cancer prostatico (30 semanas). Se utilizaron ratones
silvestres (C57BL/6) como grupo control (préstata normal) ajustados a la edad. Los
resultados mostraron que la D1 prostatica de los ratones silvestres y TRAMP disminuy6
significativamente en la etapa adulta (13 y 30 semanas). Ademas los ratones TRAMP
presentaron una menor expresion de D1 a las 8 y 13 semanas, en relacion al silvestre. La
expresion de ARA 70a se observd en ambos grupos de 8 semanas de edad, sélo que en
el silvestre aumenté significativamente a las 13 y 30 semanas y en el TRAMP no aumenté
con la edad. La expresion de la D3 prostéatica fue indetectable en los ratones silvestres,
mientras que en la préstata de los ratones TRAMP, se expres6 en todas las edades,
alcanzando los valores mas altos a las 30 semanas. La ciclina D1 se expresé a las 8, 13y
30 semanas en ambos grupos de ratones, pero a las 13 y 30 semanas el TRAMP
presentd niveles significativamente mas altos en comparacion con el silvestre. La
concentracion de T3 prostatica fue elevada en ambos grupos a las 8 semanas y
disminuyd6 significativamente a las 30, presentando el TRAMP niveles significativamente
menores a las 8 y 30 semanas. Estos datos corroboran la participacion de las desyodasas
en el control de la T3 prostatica y sugieren que la generacion local de esta hormona
podria contribuir a mantener la integridad epitelial, mientras que los bajos niveles en el
ratbn TRAMP, parecen estar asociados al proceso canceroso (proliferacion y
desdiferenciacion celular).
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INTRODUCCION

Las hormonas tiroideas (HTs) participan en varios procesos de la fisiologia
reproductiva, modulando a varios niveles la actividad del eje hipotalamo-hipofisis-
gonada, y la actividad de las glandulas accesorias (Krassas et al., 2010). La
prostata forma parte del tracto reproductor masculino, es una glandula mixta
tdbulo-alveolar, que esta presente en todos los mamiferos. Su principal funcion
consiste en contribuir al liquido seminal con compuestos (fosfatasa acida,
espermina, espermidina), los cuales regulan la movilidad de los espermatozoides y
mantienen su viabilidad (Burden et al., 2005). El desarrollo y diferenciacién de la
prostata depende primordialmente de las hormonas sexuales, sin embargo,
existen evidencias de que las HTs también participan en estos procesos (L6pez-
Juarez et al 2009). Una forma activa de las HTs es la triyodotironina o 3"3,5-T3, la
cual se genera en érganos blanco extra—tiroideos a partir de la desyodacion de la
tetrayodotironina o 3'5°3,5-T4. Este proceso de activacion es catalizado por las
desyodasas tipo 1 (D1) y tipo 2 (D2). A su vez y por accion de la desyodasa 3
(D3), la T4 y la T3 pueden ser desyodadas a formas inactivas, como la 3°,5"3-T3
reversa y 3°,3-T2 (Bianco et al., 2002). Durante el periodo puberal, la prostata de
rata expresa una elevada actividad D1 (via activacion) la cual declina en la etapa
adulta. Sin embargo, la continua actividad sexual y a largo plazo, previene esta
reduccion (Lopez-Juarez et al 2009). Por el contrario y en comparacién con la
glandula normal, en una linea celular de cancer prostéatico diferenciado (LNCaP),
se ha encontrado una reducida expresion D1, la cual practicamente desaparece
en una linea desdiferenciada (DU-145) (datos no publicados). Estas evidencias
han llevado a proponer que la trascripcion y activacion de la D1 y la consecuente
generacion local del T3, son eventos que podrian estar relacionados con la
diferenciacion y actividad secretora del epitelio prostatico. Se desconoce la
participacion de la D3 (via inactivacién) en la fisiopatologia prostatica, pero
estudios en otros modelos han mostrado una elevada expresion de esta enzima
en procesos proliferativos asociados al desarrollo normal de algunos 6rganos y

tejidos (periodo fetal, metamorfosis, etc), asi como en procesos proliferativos
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patolégicos (hemangiomas, hipertrofia cardiaca, cancer, etc) (Shi et al.,, 2001,
Dentice et al., 2005; Hernandez et al., 2007: Kester et al., 2011).

El cancer de préstata es la neoplasia mas frecuentemente diagnosticada y
segunda causa de muerte en varones mayores de 50 aflos (American Cancer
Society, 2012). Comprender los procesos moleculares asociados a la iniciacion y/o
progresion de esta enfermedad, permitira un mejor alcance de las estrategias
terapéuticas. Con base a lo anterior, el propdésito del presente trabajo fue: 1)
analizar la expresién de las desyodasas y los niveles de T3 en las diferentes
etapas del cancer prostéatico (iniciacion, neoplasia intraepitelial y cancer), y 2)
evaluar la expresion de genes dependientes de T3 asociados a proliferacion y
diferenciacion celular. A continuacién se revisan aspectos generales de las
hormonas tiroideas, asi como sus posibles implicaciones en la fisiologia y el
cancer prostatico. Posteriormente se plantea la hipétesis y los objetivos del estudio

y finalmente se presentan y discuten los resultados.
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ANTECEDENTES

Fisiologia Tiroidea
Glandula Tiroides

La tiroides es una glandula endocrina, que esta presente en todos los vertebrados.
En el humano esta ubicada en la parte frontal del cuello, entre las vértebras C5 y
T1, adyacente al cartilago tiroideo y sobre la traquea. Esta formada por dos
l6bulos unidos por un istmo. Como se muestra en la figura 1, la unidad funcional
de esta glandula es el foliculo tiroideo, el cual esta formado por una monocopa de
células epiteliales (tirocitos) que rodean al coloide. El coloide constituye un
almacén extracelular de la proteina tiroglobulina (Tg), de tirosinas y de hormonas
tiroideas. La integridad de los foliculos tiroideos depende de muchos factores,
entre los que destacan un aporte suficiente de yodo. Esta bien establecido que en
humanos adultos una dosis de 150 pg /dia de yodo es suficiente para mantener la

funcidn tiroidea (Greenspan et al., 2007).

Monocapade
células epiteliales
cuboides

Vaso sanguin

Membrana apical

Coloide
Membrana basal

Glandula
Tiroides

Foliculo
Tiroideo

Figura 1. Localizacion y anatomia de la glandula tiroides. Los foliculos tiroideos
constituyen la unidad funcional de la glandula, los cuales forman una monocapa epitelial
(tirocitos) que rodea al coloide. Los tirocitos presentan una polaridad funcional (membrana
basal y apical).
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Estructura Quimica de las Hormonas Tiroideas

Las hormonas tiroideas (HTs), forman parte de una familia de yodotironinas las
cuales se caracterizan por contener atomos de yodo en su estructura. La sintesis
de estas hormonas se lleva a cabo en la glandula tiroides, a partir de aminoacidos
tirosina. En la figura 2 se muestra la estructura bésica de las HTs, la cual se
compone de dos tirosinas (anillos bencénicos) unidas por un puente de oxigeno
(enlace éter). El anillo interno (tirosilo, a) posee una cadena alanina y el externo un
grupo fenilo (fendlico, B). La actividad biolégica de las tironinas depende de la
localizacion de los atomos de yodo (3,5, interno o 3'\5', externo). Las hormonas
activas estan representadas por la tetrayodotironina o tiroxina (3°,5°,3,5-T4) y la
triyodotironina (3°,3,5,-T3).

R3 R3 NH2

|
HO - @ -0- @ - CH2- CH - COOH

R5 R5
EXTERNO INTERNO
B - Fendlico a - Tirosilo

Figura 2. Estructura quimica de las hormonas tiroideas. Se sintetizan a partir del
acoplamiento (enlace éter) de dos tirosinas. Se muestra el anillo interno (a — tirosilo), el
cual conserva los grupos amino y carboxilo y el externo (B — fenilo). Los grupos R
representan los sitios potenciales de yodacién (Modificado de Valverde, et al., 2011)

En el cuadro 1 se muestra la estructura quimica de los precursores yodados que
dan lugar a la formacion de HTs. La T4 se forma a partir de la union de dos
diyodotirosinas (DIT) y la T3 a partir de la unién de una monoyodotirosina (MIT) y
una diyodotirosina (DIT) (Millares et al., 2008).
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CUADRO 1 ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS HORMONAS TIROIDEAS (T3 Y
T4) Y SUS PRECURSORES (MIT Y DIT).

PRECURSOR HORMONA TIROIDEA
(yodotirosinas) (yodotironinas)

3 Monoyodotirosina (MIT) 3,5 Diyodotirosina (DIT) 3,5,3" Triyodotironina(T3)
1 .\'[H. 1 o 1 I NH
HO D(‘m— CH=— COOH s ‘D’"“:_ FRSOP m;@- 0 Dt‘m—v‘u — COOH
I I
3,5 Diyodotirosina (DIT) 3,5 Diyodotirosina (DIT) 3,5,3,5" Tetrayodotironina(T4)
I H: I W I I ks
HO CH2— CH— COOH HO CH2— CH — COOH ““‘DA o _Dﬂ-”:_‘.“_mo”
I I I I

Sintesis y Secrecién de Hormonas Tiroideas

En los foliculos tiroideos se lleva a cabo la sintesis, secrecion y almacenamiento
de HTs. En la figura 3 se muestran las fases de sintesis de T4 y T3 a partir de la
captura de yoduro inorganico (I). La membrana basal de los tirocitos expresa un
cotransportador de I/Na" (NIS, del inglés Na/l symporter), el cual permite la
entrada de dos iones de sodio y uno de yoduro, en contra de un gradiente
electroquimico. El I' se internaliza y sale hacia la membrana apical por medio de la
proteina pendrina (PDS). La membrana apical expresa una enzima denominada
tiro-peroxidasa (TPO), la cual transforma el I" a especies mas oxidadas (I2) y
permite la organificacion del I, a los residuos tirosina de la tiroglobulina (Tg). Esta
reaccion da lugar a la formacion de MIT y DIT. La T4 es producto del acoplamiento
de dos DIT, mientras que la T3 se produce por la unién de un DIT mas un MIT, por
medio de la actividad de TPO. A través de un mecanismo de pinocitosis, se
internalizan gotas del coloide (Tg yodada) al citoplasma, las cuales se fusionan a
lisosomas y dan lugar a la formacion de fago-lisosomas. La T4 y la T3 se liberan
de la matriz proteica por medio de proteasas y salen del tirocito a la circulacion
(Tresguerres et al., 2004).
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" Pendrina
Oxidacién
|| e | e —

Yodacién Tg

%

&

Figura 3. Fases del proceso de sintesis y secrecion de HTs, dentro de un tirocito: De
derecha a izquierda se muestra la captura de I' (NIS), oxidacion del I por accién de la
TPO, yodacién de Tg, acoplamiento de yodotirosinas, protedlisis y liberacién hormonal
(Tomada de: Walter et al., 2003).

Eje hipotdlamo — Hipofisis - Tiroides

La actividad de la glandula tiroides esta controlada por la unidad hipotalamo-

hipofisiaria y por el aporte de yodo (autoregulacion) (Figura 4).

En los ndcleos paraventriculares del hipotalamo se lleva a cabo la sintesis y
secrecion de la hormona liberadora de tirotropina (TRH) al sistema porta
hipofisiario. La TRH actla a través de receptores membranales acoplados a
proteinas Gq (fosfatidil-inositol/cinasa/Ca), los cuales estimulan la produccién y
secrecion hipofisiaria de la hormona estimulante de la tiroides o TSH. La TSH se
une a su receptor membranal acoplado a proteina Gi (adenilatociclasa/ AMPc/
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cinasas/ CREB) induciendo la sintesis y secrecion de HTs. El control inhibidor de
la tiroides, esta mediado a través de un mecanismo de retroalimentacion negativa,
en el que los niveles elevados de HTs inhiben a nivel hipotalamo-hipofisiario la
sintesis y secrecion de TRH y TSH. Se sabe que el TRH es regulado
positivamente por la inervacion adrenérgica y negativamente por dopamina y
somatostatina. La TSH ademas de ser estimulada por TRH, también es regulada
positivamente por catecolaminas y negativamente por glucocorticoides vy

estrogenos (Werner et al., 2008).

HIPOTALAMO
TRH

T3 3o

SISTEMA
PORTA

T4 j +

T4 T3

= GLANDULA ,
TIROIDES "

Figura 4. Eje hipotdlamo — Hipdfisis — Tiroides. El tirostatohipofisiario se regula
positivamente por la TRH hipotalamica, y negativamente por las HTs, provenientes de la
circulacién, asi como por la T3 generada en la hipdfisis. TRH, Hormona liberadora de
tirotropina; TSH, Hormona estimulante de tiroides. +, estimulacién; -, inhibicion
(Greenspan et al., 2007)

Ademas de la regulacion neuroenddcrina, la glandula tiroides posee mecanismos

de autoregulacion. Es bien conocido que si los niveles de yoduro aumentan de 10
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a 100 veces, se reduce transitoriamente la formaciéon de AMPc en respuesta a
TSH, disminuyendo la sintesis de Tg con la consecuente inhibicién de la captura
de yoduro. Este efecto inhibidor del yodo se restablece después de tres dias y se
conoce como efecto Wolff-Chaikoff. Por el contrario, la deficiencia de yodo se
acompafa de un aumento en los niveles de TSH, de un aumento trofico del
tamafo de la glandula tiroides (bocio) y de una deficiencia en la sintesis de HTs.
Si la deficiencia ocurre durante el desarrollo, se genera cretinismo o retraso mental
(Werner et al., 2008; Tresguerres, 2008).

Transporte de Hormonas Tiroideas

En el torrente sanguineo las HTs se unen a proteinas transportadoras a través de
enlaces débiles. Las principales proteinas son la globulina de unién a Tiroxina
(TGB), la transtiretina (TTR) y la albumina. La TGB es la proteina menos
abundante (1.5 mg/ml) pero de mayor afinidad (Ka=1x10*° M™), mientras que la
albimina es muy abundante (4200 mg/ml) pero presenta una menor afinidad
(Ka=1.5x10° M™). En el cuadro 2 se muestran algunas caracteristicas de las

proteinas transportadoras (Stockigt et al., 2012).
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CUADRO 2 PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE HTs.

Proteina Ky T, Hormona Concentracion | Proporcion
Transportadora ’ Transportada (mg/dl) T3YT4
unida
TGB 1x10¥°M- 75 % 1.5 T3, 80 %
T4, 68 %
TTR 2x108Mt 10 % 25 T3, 9%
T4, 11 %
ALBUMINA 1.5x10°M 1 20% 4200 T3, 11 %
T4, 20 %

Se muestra la afinidad de las proteinas transportadoras, su concentracién en
plasma, y la proporcion de hormona unida a proteina. Aproximadamente mas del
99% de T3 o0 T4 se transportan unidas a proteinas.

Efectos Bioldgicos de las Hormonas Tiroideas

Las HTs estan presentes en todos los vertebrados y sus efectos se clasifican en
dos grandes categorias desarrollo y metabolismo. En el cuadro 3 se resumen
algunas de las principales funciones de las HTs en mamiferos (Pascual A y
Aranda A, 2012; Warner A y Mittag J., 2012).
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CUADRO 3. EFECTOS BIOLOGICOS DE LAS HTs.

FUNCIONES EFECTOS

Aumento de la tasa metabdlica
Termogénesis (Incrementa consumo de oxigeno)

Participa en la glucogénesis,
Metabdlicos gluconeogénesis y lipolisis.

Aumenta frecuencia y fuerza de
Cardiovasculares contraccion cardiaca

(aumenta presion sistolicay disminuye

diastolica)

SNC
Desarrollo Hueso
Adipocitos
Intestino
Pulmon
Gonadas

Maduracion sexual

Reproduccion Modulan la actividad del eje hipotalamo-
hipofisis-gonada
Fertilidad

Mecanismo de accién de HTs

Los efectos biolégicos de HTs estdn mediados por mecanismos: no-gendmicos y
genémicos. Los efectos no-gendmicos ocurren a través de la interaccion
membranal con la integrina aVB3, o el receptor a hormonas tiroideas TRp1,
activando cascadas de segundos mensajeros (PKC, PKA, MAPK,), modificando el
flujo idnico a través de cambios en los canales de Na*, CI'y K* en las membranas
celulares; asi como en los sistemas de fosforilacion (activados por fosfolipasa C)

asociados con citoesqueléto (Davis et al., 2007).

Los mecanismos genomicos de T3, estdn mediados por su interaccion con los

receptores nucleares, los cuales actian como factores de transcripcion
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dependientes de ligando, activando o reprimiendo la expresiéon de genes. Se
conocen principalmente dos receptores, codificados por dos genes alfa (a) y beta
(B), localizados en los cromosomas 17 y 3, respectivamente. El gen a codifica para
cuatro proteinas, pero un solo receptor nuclear real (TRa1), las otras isoformas
(TRa2, TRAa1 y TRAa2) se comportan como antagonistas de TRa1. Mientras que
el gen B, codifica para dos receptores, TRB1y TRB2 (Cheng et al., 2010).

Internalizacion de HTs en las células blanco

Anteriormente y debido a su naturaleza lipofilica, se creia que el ingreso de HTs a
la célula ocurria por difusion pasiva. Sin embargo recientes datos indican que el
ingreso/egreso es un proceso activo, saturable y dependiente de energia; el cual
estd mediado por tres familias de transportadores: 1) monocarboxilatos, 2) aniones

organicos, y 3) aminoacidos (Kinne et al., 2011).

Metabolismo de HTs: Regulacion local/ desyodacion

Las HTs son susceptibles de ser degradas para su excrecion o ser metabolizadas
en formas activas o inactivas. La degradacion ocurre a través de reacciones de
sulfatacion (sulfatoconjugados), desaminacion o descarboxilacién (derivados
acéticos), cuyos compuestos son eliminados a través de la orina o heces.
(Leonard et al., 2000).

La desyodacién es un mecanismo enzimético 6rgano-especifico, capaz de
producir intracelularmente hormona tiroidea activa o inactiva. Estd mediado por
una familia de seleno-enzimas denominadas desyodasas, las cuales catalizan la
remocién esteroespecifica de atomos de yodo de las tironinas. Con base en sus
caracteristicas operacionales y moleculares se han descrito tres isoenzimas: La

desyodasa tipo 1 (D1), desyodasa tipo 2 (D2) y desyodasa tipo 3 (D3) (Figura 5).
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Desyodasa Tipo 1 (D1)

La enzima D1, posee la capacidad de desyodar tanto el anillo interno (tirosilo),
como el externo (fendlico) de la T4 y dar lugar a la formacion de T3 (via de
activacion) o rT3 (via de inactivacion). La selectividad por uno u otro anillo no esta
bien comprendida, pero se ha propuesto que la via de activacién se favorece a un
pH de 6.5-7.4, mientras que la via de inactivacion a un pH alcalino (>8) (Kéhrle et
al., 1982). Esta enzima se expresa abundante en higado, rifibn y en menor
cantidad en hipdfisis, intestino, y en las glandulas salivales, mamaria y prostética.
Se localiza en la membrana plasmatica, tiene una vida media de 12 horas y forma
homodimeros (27KDa). En términos generales, su expresion y actividad se
regulan positivamente por T3, &cido retindico, hormona del crecimiento, TSH e

insulina y negativamente por citocinas y glucocorticoides (Maia et al., 2011).

Desyodasa Tipo 2 (D2)

La D2 desyoda selectivamente el anillo externo (fendlico) y da lugar a la formacion
de T3 (via de activacion). Se expresa en sistema nervioso central (SNC), tejido
adiposo café, hipdfisis, placenta, tiroides, musculo esquelético y corazén. Se
localiza en reticulo endoplasmico, tiene una vida media de 1 hora y forma
heterodimeros (27KDa y 29KDa). La regulan positivamente la estimulacion -
adrenérgica, insulina y el glucagén, mientras que la T3 y la hormona del
crecimiento la inhiben (Williams G y Bassett J., 2011).

Desyodasa Tipo 3 (D3)

La D3 desyoda selectivamente el anillo externo (fendlico) de T4 y da lugar a la rT3
(via de inactivacién). A su vez la D3 puede desyodar la T3 y dar lugar a una forma
inactiva de T2. Esta enzima se expresa de manera muy abundante en
practicamente todos los tejidos, durante el desarrollo fetal, y en la vida adulta esta
presente en cerebro, piel, Utero y placenta. La D3 se localiza en la membrana

plasmatica, tiene una vida media de 12 horas y forma homodimeros (33KDa). Su
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expresion se regula positivamente por T3, factores de crecimiento (TGF-B, EFG
FGF), hormonas sexuales, factor inductor de hipoxia, y negativamente por
glucocorticoides. En tejidos que normalmente no expresan D3 en la etapa adulta,
se induce su expresion en procesos inflamatorios y proliferativos (regeneracion,
hiperplasia y cancer) (Salvatore et al. 1995; Dentice et al. 2011).

Tiroxina T4 T3 reversa
HO D3 HO
o D1 -
D2 | D1 D3 | D1
Triyodotironina T3 Diyodotironina T2
Y Y
HO HO

D3—>

Figura 5. Monodesyodacién secuencial de las hormonas tiroideas. La D1 puede
potencialmente desyodar ambos anillos de la T4 y dar lugar a la formacién de T3 0 rT3. La

D2 monodesyoda el anillo externo mientras que la D3 Unicamente el anillo interno
(Modificada de Dentice et al., 2011).
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Funcion Tiroidea y Sistema Reproductor Masculino

Existen multiples reportes que indican que las HTs son esenciales para el
desarrollo y funcion del tracto reproductor. Estas hormonas participan en el
desarrollo gonadal, estimulando la diferenciacién de las células de Sertoli (regulan
espermatogénesis) y Leydig (esteroidogénicas) (Cooke et al., 1991 y 1994;
Auharek Sy Franca L., 2010). El hipotiroidismo en etapas pre-puberales retrasa la
maduracion sexual y en sujetos adultos se acompafa de infertilidad, lo cual ha
sido explicado por una disminucién en los niveles circulantes de testosterona asi
como en la respuesta hipofisiaria a GhnRH (hormona liberadora de gonadotrofinas).
En contraste, el hipertiroidismo se acompafia de un aumento en la expresion de la
proteina transportadora de hormonas sexuales, y en los niveles circulantes de
testosterona, hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante (FSH). En
sujetos adultos el hipertiroidismo también provoca alteraciones en la fertilidad,
disminuyendo la movilidad espermatica (Krassas et al., 2010; Zamoner et al.,
2011; Dittrich et al., 2011). Los efectos del hipo- e hipertiroidismo también han sido
estudiados en los oOrganos accesorios del tracto reproductor y han llevado a
proponer que las HTs promueven el crecimiento prostatico de manera indirecta, a
través de sus bien conocidos efectos en el eje hipotalamo-hipdfisis-gonada (Maran
et al., 1998). Ademas existen evidencias que las HT podrian ejercer efectos
directos sobre el epitelio prostatico. En tejidos humanos y lineas celulares se ha
mostrado que el epitelio prostatico expresa receptores a HTs (Sakurai et al 1989;
Esquenet et al 1995) y en cultivos de 6rganos se ha mostrado que el tratamiento
con T3, estimula de manera l6bulo- especifica una gran variedad de enzimas
(fosfatasa acida y alcalina, ATPasas dependientes de Na/K, Ca, Mg vy
glucosidasas) involucradas en procesos de transporte activo y en el metabolismo
de azucares (Maran et al., 1998; Sidharthan et al. 1993). En relaciéon a los
mecanismos de desyodacidn prostatica, se sabe que la glandula normal expresa
la enzima D1 capaz de generar T3 a partir de la desyodacién de T4. Esta enzima
se expresa alrededor de la etapa puberal y declina su expresion en la etapa
adulta. En esta glandula la actividad es regulada positivamente por T3, prolactina,
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estradiol, y NA, y negativamente por andrégenos (testosterona y DHT) (Anguiano
et al 2006; Delgado-Gonzélez 2011). En la etapa adulta la actividad sexual
constante evita el decline de la actividad D1 asociado a la edad (Lopez-Juéarez et
al., 2009). Estos datos han llevado a proponer que la generacion local de T3 es un

proceso fundamental en el desarrollo y funcion de la prostata.

Por otra parte, en una linea celular de cancer prostatico diferenciado (LNCaP) se
ha reportado que la T3 aumenta la proliferacion celular y potencia el efecto
proliferativo de los androgenos (Esquenet et al 1995). En contraste, la T3 no
induce proliferacion en las lineas celulares de cancer desdiferenciado (DU-145,
PC-3) y se ha propuesto que esto podria estar asociado a una disminucioén en el
receptor TRB1 y a una alteracién en el proceso de translocacion al nucleo (Zhang
et al., 1999; Hsieh M y Juang H., 2005). Estudios de nuestro grupo en células DU-
145, han mostrado una reducida expresion de D1 (datos no publicados) en
comparacion con el tejido normal. Estudios en cancer mamario y hepético han
mostrado que la deficiencia de hormonas tiroideas promueve procesos de invasion
celular y metastasis (expresion de metaloproteasas y del factor de crecimiento
endotelio vascular), y acelera la adquisicion del fenotipo mesenquimal
(disminucion de E-caderina, queratina 8/18 y aumento en vimentina) (Martinez-

Iglesias et al., 2009).

No existen estudios que analicen la participacion de la D3 en procesos fisiologicos
0 patologicos de la prostata. Sin embargo una elevada expresiéon de D3 ha sido
reportada tanto en tumores humanos como en varias lineas celulares cancerosas
(Piekielko — Witkowska et al., 2011). En un modelo de carcinoma de piel (G2N2C
tricoblastoma), se ha reportado una sobre-expresion de D3, la cual esta asociada
a una activacion de la via sonic hedgehog (Shh/ciclina D1) (Dentice et al., 2006 y
2007). En ratones inmunosuprimidos inoculados con células cancerosas de piel
(knockdown D3), se encontrd una reduccion del crecimiento tumoral, lo cual apoya

la nocidn de que la D3 participa en el proceso tumorogénico (Dentice et al., 2006).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es bien conocido que en periodos criticos del desarrollo, las hormonas tiroideas
participan en la regulacibn de procesos de proliferacion, diferenciacion y
metabolismo celular, siendo la regulacién coordinada de las desyodasas
(activacion/desactivacion), un evento crucial para regular el efecto bioldgico de las

hormonas tiroideas, de manera érgano-especifica y espacio-temporal.

La prostata es una glandula exocrina cuya diferenciacion comienza en el periodo
fetal y culmina hasta la pubertad. Es precisamente en este periodo fisiolégico que
el epitelio prostéatico alcanza su total diferenciacion e inicia su actividad secretora.
Aunque es bien conocido que la diferenciacion y maduracién de esta glandula
depende primordialmente de hormonas sexuales (androgenos/estrégenos),
estudios de nuestro grupo han aportado evidencia de la participacion de T3 en
estos procesos. Estudios cinéticos y moleculares muestran que la prostata de rata
expresa la D1. Esta desyodasa se expresa selectivamente a partir de la pubertad y
declina con la edad, pero la actividad sexual constante (machos sexualmente
activos), previene dicha disminucién. EI aumento en D1 esta estrechamente
asociado a un aumento en las concentraciones prostaticas de T3 (via activacién).
Estas evidencias han llevado a proponer que la T3 prostatica podria participar en
la diferenciacién y funcion del epitelio prostatico. En contraste, se ha mostrado que
las lineas celulares de cancer prostatico no tienen la capacidad de generar T3,
pues no expresan la enzima D1 (mRNA/actividad). En relacién a la enzima D3, no
existen estudios que analicen su participacién en el desarrollo normal y/o
patologico de la prostata, pero es probable su presencia en el cancer, dado que
una elevada actividad D3 esta asociada a procesos proliferativos. Con base a lo
anterior, proponemos que la D1 y D3 se expresaran de manera diferencial, en el
tejido prostatico normal y canceroso. Esto se analizara en la prostata del raton
TRAMP (del inglés, transgenic adenocarcinoma mouse prostate), el cual
representa un excelente modelo de cancer prostatico, pues la progresion de la

enfermedad asemeja a lo que ocurre en la patologia humana. Detalles sobre la
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iniciacidn y progresion del cancer prostatico, asi como sus marcadores, se
muestran en el anexo. La enfermedad inicia con una lesiéon precancerosa (PIN, del
inglés prostate intraepithelial neoplasia), la cual progresa a un cancer diferenciado

y eventualmente a un cancer desdiferenciado.
HIPOTESIS

El cancer de préstata, correlacionara con una elevada expresion de D3 y bajos

niveles de hormona tiroidea activa (T3).

OBJETIVO GENERAL

Analizar en la prostata normal y tumoral la expresion de las desyodasas, los
niveles de T3 y su asociacion con marcadores de proliferacion y diferenciacion

celular.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar la expresion de D1 y D3 en el tejido prostatico normal,

precanceroso (PIN) y canceroso, en el modelo del raton TRAMP.

2. Determinar las concentraciones locales de T3 en los tejidos anteriormente

mencionados.

3. Analizar la expresion de genes asociados a diferenciacion (ARA 70a) y

proliferacion celular (ciclina D1), dependientes de T3.
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MATERIALES Y METODOS

Material Biolégico: Modelo TRAMP

Se trabajo con una cepa de ratones transgénicos denominados TRAMP, los
cuales desarrollan PIN y cancer de prostata. Estos ratones expresan el oncogen
viral de retinoblastoma de simio SV40 (antigeno tumoral transformante (Tag), el
cual esta ligado al gen de una proteina especifica de prostata probasina (PB-Tag),
cuya expresion depende de andrégenos (Greenberg, 1994b). Los ratones TRAMP
provienen de un fondo genético de la cepa C57BL6, cuyo pie de cria fue obtenido
de los laboratorios Jackson (Sacramento, California). La tipificacion se realiz6
mediante PCR, a partir de DNA extraido de la cola (Gingrich et al., 1999). Los
detalles del método se muestran en el anexo. Los ratones recibieron alimento y
agua “ad libitum” y se mantuvieron con temperatura (23 + 1°C) y fotoperiodo
controlado (12:12). El sacrificio se realizO por decapitacion bajo previa
administracion de una mezcla de ketamina/xilacina (30 y 6 mg/kg de peso
corporal). Este protocolo fue aprobado por el comité de Etica del INB (UNAM), con
base a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999).

Disefio Experimental

Se utilizaron ratones TRAMP de 8, 13 y 30 semanas de edad, cuyo desarrollo
tumorogénico corresponde a la etapa de iniciacion, precancerosa (PIN) y cancer,
respectivamente. Como grupo control, se utilizaron ratones silvestres de edades
equivalentes a las del grupo TRAMP. El dia del sacrificio se registré el peso
corporal y prostatico. El peso prostatico se normaliz6 respecto al peso corporal. El
tejido prostatico normal y/o tumoral se almacendé en formalina (10%) para su
posterior procesamiento en parafina (5 um) y tincién con hematoxilina-eosina (ver
anexo), o se congeld a -70° C, para su analisis molecular. La expresion de los
MRNA que codifican para D1, D3, ciclina D1 (marcador de proliferacion), y

ARA70a (marcador de diferenciacion y como un gen supresor de tumores) (Zhu W
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y Young C., 2001), se analizo por RT-PCR (tiempo real). La cuantificacion de la T3
prostética se llevé a cabo mediante un ELISA (Diagnéstica internacional).

Andlisis Histopatoldgico

En el momento de la inclusibn en parafina, el tejido prostatico se orientd en
relacion a la ubicacion de la uretra. De cada muestra se realizaron dos cortes
(transversales) de 5 um cada uno y de cada corte, se analizé el tejido completo
normal o tumoral a 10X, 20X y 40X. En total se analizaron 2 cortes/muestra,
provenientes de 3 animales independientes. El andlisis histopatologico de los
tejidos se realizdé de acuerdo a los criterios descritos por Kaplan - Lefko (2003),
mostrados en el anexo. El PIN se caracteriza por presentar pseudoestratificacion
nuclear, crestas epiteliales con células en penacho (nucleos polarizados y exceso
de citoplasma apical) y estructuras cribiformes (agrupacion celular con espacios
circulares bien delimitados). El cancer bien diferenciado, ademas de lo anterior
presenta desmoplasia (fibrosis) y pleomorfismo (infiltracion de células epiteliales al

lumen).

Extraccion y Cuantificacion de T3 en el Tejido Prostatico por ELISA

La préstata normal o tumoral se pesé y se homogenizé en una proporcién 1:4
(peso/volumen) en una solucibn de metanol + 1.0 mM PTU (6-n-propil-2-
thiouracilo). EI homogeneizado se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos a
4°C. El sobrenadante se evapord a 65°C y se resuspendié en suero hipotiroideo
de rata. La cuantificacion de T3 se llevd a cabo mediante un ensayo
inmunoenzimatico (ELISA, Diagnéstica Internacional), utilizando suero hipotiroideo
de humano en la curva estandar. Se utiliz6 una curva estandar de .075 a 10 ng/mi
de T3. La reacciéon se incub6 durante 1 hora con el primer anticuerpo (anti-T3 en
ratén) y el conjugado unido y libre se separ6 con un segundo anticuerpo (IgG anti-
raton de cabra). El complejo unido se analizo a una longitud de onda de 450 nm.
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Extraccion y Cuantificacion de RNA

La extraccién de RNA total se llevé a cabo a partir de la homogenizacion del tejido
en Trizol, en una porcién 1:10 (peso: volumen). El homogeneizado se incubd 5
minutos a temperatura ambiente, y se adicion0 200 pl de cloroformo.
Posteriormente la mezcla se centrifug6 (12 000 rpm a 4°C) durante 30 minutos y la
fase acuosa se mezclé con 500 pl de isopropanol, para precipitar el RNA. El
precipitado se lavd con etanol (75%), se resuspendio en 100 pl de agua estéril y
se almacenoé a -70°C. La cuantificacion se realizé en un espectrofotbmetro a 260
nm (Nanodrop Technologies). La pureza e integridad del RNA se determino
mediante el cociente de absorbancia 260/280 nm y mediante una electroforesis
(agarosa 1%).

Expresion de Genes (RT- PCR Tiempo Real)

La generacion de cDNA se realizé a partir de la retrotranscripcion de 2 pg de RNA
de la siguiente manera: EI RNA se incub6 con oligo dT (50 uM), durante 5 minutos
a 64°C. Posteriormente se adiciond a la mezcla DTT (0.1 M), enzima RNAsin (40
u/pl), dNTPs (10 pmoles) y buffer (Tris HCI200 mM a pH 8.4 y KCI500 mM), A
42°C, se le adicionara la enzima Superscript Il. Dicha mezcla se incub6 durante 1

hora en el termociclador, seguida de otra hora a 55°C por 20 minutos.

La reaccion de PCR se realiz6 a partir de 1.0 pl de cDNA, y se adicion6 6ul SYBR
Green (agente intercalante, en la estructura secundaria del DNA), 2ul de
oligonucledtidos 1 pl de Rox (1:10). En el cuadro 4 se muestran las caracteristicas
de los oligonucledtidos que se utilizaron: D1, D3, Cyc D1 y ARA70a los cuales se
interpolaron en la curva estandar y se normalizaron con la expresion del gen
constitutivo (B-Actina). La fluorescencia emitida por el compuesto intercalante, es
directamente proporcional al numero de copias de DNA (doble cadena) generado
en cada ciclo de la PCR. En todos los casos se verificd que el producto generado

corresponde al tamafo esperado (electroforesis en geles de agarosa) y que los
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oligos no formen dimeros (curva de melting). Los resultados se expresan como:

namero de copias del gen de interés/ nUmero de copias de actina.

CUADRO 4. CARACTERISTICAS DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS

EN LA RT-PCR
Producto Secuencia Temperatura | Tamafio GenBank
alineacion producto ID
(pb)
B-Actina | s: CCATCATGAAGTGTGACGTTG 55°C 173 NM_007393
as: ACAGAGTACTTGCGCTCAGGA
D1 S:ATTTGACCAGTTCAAGAGACTCGTAG 60°C 112 NM_007860
as: CCACGTTGTTCTTAAAAGCCCA
D3 s: TTCATGGCGCGGATGAG 60°C 72 NM_172119
as: GATGATAAGGAAGTCAACGTCGC
Cyc D1 | s: GTGCAGAGGGAGATTGTGCC 64°C 315 NM_007631
as: GTGCAGAGGGAGATTGTGCC
ARA70a | s: TGCCATTGGTCTTCAGGCTCCT 67°C 115 NM_019744

as: CAGGCATCGCTGAAGAAACTGC

Analisis Estadistico

Los datos representan el promedio +/- desviacion estandar. Se utiliz6 un tamafio

de muestra (n) de 4 a 8 animales/ grupo. Los resultados se analizaron mediante

un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias. Factor 1 (silvestre o0 TRAMP) y

Factor 2 (8, 13 y 30 semanas de edad). Las diferencias entre grupos se

determinaron con la prueba de comparacion mdaltiple (Tuckey, p< 0.05). El analisis

de los datos se realiz6 con el paquete estadistico GraphPadPrism 4.
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RESULTADOS

Peso Corporal y Prostatico.

En la figura 6 se muestra la ganancia de peso corporal y el peso prostético,
de los animales silvestres y TRAMP de 8, 13 y 30 semanas de edad. En ambos
grupos (silvestre y TRAMP), el peso corporal aumento significativamente a partir
de las 20 semanas, pero en la semana 30, el peso corporal del grupo TRAMP fue

significativamente menor que el del grupo silvestre (Figura 6A).

En relacion al peso prostatico (Figura 6B), no hubo diferencias significativas
entre el grupo silvestre y TRAMP, de 8 y 13 semanas. El peso del grupo silvestre
aumento significativamente hasta la semana 30, mientras que en el TRAMP fue a
partir de la semana 20. Al final del estudio (semana 30), el peso del grupo TRAMP,
fue significativamente mayor que el del silvestre. Con el propdésito de analizar si el
cambio en el tamafio de la glandula estaba asociado al peso corporal, se
normalizd el peso de la préstata en funcion de esta variable (indice: p.
prostata/corporal) (Figura 6C). El cociente del peso prostatico de los animales
silvestre no se modificé a lo largo del estudio, mientras que el cociente del peso de

los TRAMP fue significativamente mayor a las 20 y 30 semanas de edad.
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Figura 6. Peso corporal y prostatico en ratones de 8, 13, 20 y 30 semanas de edad, del
grupo silvestre y TRAMP. A) peso corporal. B) peso prostatico. C) peso prostatico/ peso
corporal. Los datos se analizaron con un andlisis de varianza de dos vias (grupo vs edad).
Las diferencias entre grupos, se determinaron con la prueba de Tuckey de comparacion
multiple. Letras diferentes representan diferencias significativas, p < 0.05.
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Histopatologia

En la figura 7 se muestran microfotografias del tejido prostatico de ratones de 8,
13 y 30 semanas de edad, del grupo silvestre y TRAMP. El grupo silvestre
presento un fenotipo normal a todas las edades; mientras que en el grupo TRAMP,
de 8 semanas de edad, el 25 % de los animales presentaron lesiones PIN
(hiperplasia). A las 13 semanas de edad, el 25 % de los animales presentaron PIN
y el 75 % cancer bien diferenciado. A las 30 semanas el 100 % de los animales

presentaron cancer bien diferenciado.
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Figura 7. Fotomicrografias de cortes histologicos en parafina tefiidos con hematoxilina-
eosina, de ratones silvestres y TRAMP. Se observa un mayor nimero de invaginaciones
intraluminales y ndcleos hipercromaticos en los ratones TRAMP de 8 semanas (fenotipo
PIN). Ademas de lo anterior, en los ratones TRAMP de 30 semanas se observa
desmoplasia (fenotipo canceroso). Magnificacion 100X (200 pm), 200X (100 um) y 400X
(50 pm).
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Expresion de D1y D3 en la Préstata Normal y Tumoral

Los resultados de la figura 8 muestran la expresion de las enzimas D1 y D3, en
ratones silvestres y TRAMP de 8, 13 y 30 semanas de edad. La D1 se expreso
abundantemente en los ratones silvestres y TRAMP de 8 semanas de edad, pero
en ambos grupos, disminuyo significativamente a las 13 y 30 semanas. Cabe
destacar que las prostatas de los ratones TRAMP de 8 y 13 semanas de edad,
presentaron una expresion 30 % menor en D1, en comparacion con la expresion
del grupo silvestre (Figura 8A). Se encontré que la préstata del grupo silvestre no
expresO D3 en ninguna de las edades. En contraste, la préstata del grupo TRAMP
expres6é D3 en todas las edades, siendo significativamente mas elevada en el

grupo de 30 semanas (Figura 8B).
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Figura 8. Expresion prostatica de D1 y D3 (mRNA) en ratones silvestres y TRAMP de 8,
13, y 30 semanas de edad. Los datos se analizaron con un andlisis de varianza de dos
vias (grupo vs edad). Las diferencias entre grupos, se determinaron con la prueba de
Tuckey de comparacion multiple. Letras diferentes representan diferencias significativas, p
< 0.05.
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Niveles prostaticos de T3

En la figura 9 se muestran los niveles prostaticos de T3 en ratones silvestres y
TRAMP de 8 y 30 semanas de edad. Los ratones TRAMP de 8 semanas de edad,
presentaron una reduccién del 50 % en los niveles de T3, en comparacion con el
grupo silvestre. En ambos grupos, los niveles de T3 disminuyeron
significativamente a las 30 semanas de edad, siendo significativamente mas bajos
en el grupo TRAMP.
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Figura 9. Concentraciones de T3 en la préstata de ratones silvestres y TRAMP de 8 y 30
semanas de edad. Los datos se analizaron con un andlisis de varianza de dos vias (grupo
vs edad). Las diferencias entre grupos, se determinaron con la prueba de Tuckey de
comparacion maltiple. Letras diferentes representan diferencias significativas, p < 0.05.
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Expresion de Ciclina D1y ARA 70a

Los resultados de la figura 10 muestran la expresion prostatica de ciclina D1
(Figura 10A) y ARA 70 (Figura 10B), en los ratones silvestres y TRAMP de 8, 13y
30 semanas de edad. La expresion de ciclina D1 en el grupo silvestre fue mayor a
las 30 semanas de edad, mientras que en grupo TRAMP el incremento
significativo se presentd desde la semana 13 (PIN) y a las 30 semanas (cancer)
siendo mayor (40%). Por otra parte, en los ratones silvestres la expresion de ARA
700a, presentd un incremento significativo a las 13 semanas, mientras que en el

grupo TRAMP no se observo dicho incremento con relacion a la edad.
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Figura 10. Expresion de ciclina D1 y ARA 70a, en ratones silvestre y TRAMP de 8, 13,y
30 semanas de edad. Los datos se analizaron con un andlisis de varianza de dos vias
(grupo vs edad). Las diferencias entre grupos, se determinaron con la prueba de Tuckey
de comparacion multiple. Letras diferentes representan diferencias significativas, p < 0.05.
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DISCUSION

En este trabajo se muestra por primera vez la expresion diferencial de las
desyodasas 1 y 3, en la préstata normal y tumoral de los ratones silvestre y
TRAMP. En ambos grupos de animales se observd un aumento significativo del
peso corporal en funcion de la edad, lo cual esta directamente relacionado con su
tasa de crecimiento. Es probable que el menor peso corporal observado en el
grupo TRAMP de 30 semanas de edad, esté asociado al estado catabodlico propio
del cancer (Milke P y Rivera R., 2010). El aumento del peso prostatico observado
en los ratones TRAMP, es congruente con el hecho de que los ratones de 13y 30
semanas presentaron un fenotipo tumoral (PIN y canceroso respectivamente).
Aunque en los ratones de 8 semanas de edad no se observaron diferencias en el
peso prostatico, el andlisis histologico mostré6 que desde esta edad, los ratones
TRAMP ya presentaban un fenotipo PIN. Esto contrasta con estudios previos de la
literatura, en los que se muestra que las lesiones tipo PIN aparecen a partir de la
semana 10 (Gingrich et al,. 1999). Sin embargo nuestro hallazgo no es
sorprendente, dado que la secrecion de andrégenos ocurre entre la semana 4y 5
de edad (pre-pubertad), momento en el cual se inicia la expresién del transgene
(Greenberg et al., 1994b; Asamoto et al., 2001).

La elevada expresion de la D1 observada en los ratones silvestres y
TRAMP de 8 semanas, asi como la disminucion gradual en su expresién asociada
a la edad, corrobora hallazgos previos en los que se muestra una elevada
actividad D1 en la préstata de ratas puberes (Anguiano et al., 2006, Lépez-Juérez
et al., 2009). Se sabe que la actividad D1 prostatica, esta regulada positivamente
por T3, prolactina, estrégenos y negativamente por andrégenos (Anguiano et al.,
2006). Méas aun, se ha reportado que la actividad sexual continua a largo-plazo
previene la disminucion en D1 asociada a la edad (Delgado-Gonzalez et al., 2011),
demostrando fuertemente que la regulacion de la D1 prostatica se encuentra bajo
un complejo control neuroendocrino. Esta es la primera vez que se analiza in vivo
la expresion de D1 en la prostata tumoral, y llama la atencion la menor expresion

observada en los ratones TRAMP, en comparacion con su contraparte normal de 8
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y 13 semanas. Esto correlaciona con datos previos de nuestro laboratorio que
muestran una baja expresion de D1, en células tumorales de prostata, (datos no
publicados), Nuestros resultados no permiten discernir el porqué de esta
disminucion, pero estudios en cancer tiroideo, mamario y renal han mostrado una
menor expresion de D1 en comparacion con el tejido normal (Arnaldi et al., 2005;
Garcia-Solis et al., 2003; Pachucki et al., 2001).

Por otra parte, la expresion de D3 se presentd Unicamente en la prostata
tumoral de los ratones TRAMP, y alcanzé los valores mas altos de expresion a las
30 semanas de edad. Estos hallazgos concuerdan con datos de la literatura en los
gue se ha mostrado que tejidos que normalmente no presentan D3, se induce su
expresion en condiciones patologicas de inflamacion (Boelen et al., 2008), y
proliferacion (crecimiento tumoral benigno y maligno) (Hernandez, et al., 2007;
Kester et al., 2011 & Gereben et al., 2008). Se he reportado que la expresion de
D3 esta positiva y directamente regulada por la via Sonic hedgehog (Shh/Gli2), el
factor inductor de hipoxia (HIF-1) y factores de crecimiento (TGF-f) (Dentice et al.,
2006 & 2011).

Hasta donde sabemos este es el primer estudio en donde se analizan las
concentraciones intratumorales de T3. En ambos grupos de ratones los niveles
prostaticos de esta hormona disminuyeron significativamente con la edad,
presentando los ratones TRAMP niveles mas bajos, en comparacion con los
ratones silvestres. Estos hallazgos nos permiten proponer que en la préstata
normal, los niveles locales de T3 dependen primordialmente de la expresién D1,
mientras que en la prostata tumoral, los bajos niveles de T3, parecen depender de
una baja expresion en D1 y de una alta expresion en D3. Estos datos no descartan
la posibilidad de que parte de la T3 también provenga del torrente sanguineo
(Schroder-van der Elst y Van-der Heide 1990). Se desconoce la posible relevancia
fisiologica de la generacion de T3 en la prOstata, pero estudios de nuestro grupo
han sugerido su participacion en la diferenciacion (pubertad) y funcionalidad

Silvia Angulo Barbosa Pagina 30



PARTICIPACION DE LAS DESYODASAS EN LA INICIACION Y PROGRESION DEL CANCER DE
PROSTATA. ASOCIACION CON MARCADORES DE PROLIFERACION Y DIFERENCIACION
CELULAR

(actividad secretora) de la glandula normal. En efecto, estudios previos han
mostrado que en los animales adultos sexualmente activos se mantiene elevada la
actividad D1 (Delgado-Gonzélez et al., 2011), por lo que resultaria de interés
analizar si la actividad sexual regula la generacion de tironinas en la prostata
tumoral. Interesantemente, datos epidemiologicos sugieren que la actividad sexual
frecuente podria representar un factor de proteccion en el desarrollar cancer de
prostata (Dennis et al., 2005). Ademas de lo anterior, nuestros hallazgos nos
permiten proponer que la generacion local de T3, podria ser un evento
fundamental para mantener la diferenciacion del epitelio prostatico en la etapa
adulta. Esto es congruente con el hecho de que lineas celulares de cancer
prostatico desdiferenciado no expresan la enzima D1 (datos no publicados). En
este estudio se exploré la expresion de ARA 70a (coactivador del receptor de
andrégenos), como un gen dependiente de T3, como un marcador de
diferenciacion celular y como un gen supresor de tumores (Ya-Hui et al., 2007). En
la prostata normal y tumoral de los animales puberes (8 semanas), la expresion de
ARA 70a correlaciona con la presencia de T3. En los animales adultos (13 y 30
semanas), ARA 70a alcanza sus niveles méas altos de expresion en el tejido
normal, pero en la préstata tumoral no incrementa. El aumento en la expresion de
ARA 70a en la préstata normal puede deberse a que este coactivador, ademas de
ser regulado por T3, su transcripcion también es promovida por las hormonas
sexuales (Culig et al., 2001) y a partir de las 12 semanas de edad, los ratones son
sexualmente maduros. Nuestros datos no permiten explicar la baja expresion de
ARA 70a. observada en la préstata tumoral de los ratones adultos, pero se sabe
que las células cancerosas presentan niveles mas bajos de expresion, en
comparacion con células no cancerosas (Li et al., 2002). Esto concuerda con el
hecho de que la funcion de ARA 70a esta asociada a efectos antiproliferativos
(Ligr et al., 2010). Contrariamente, se ha reportado que lineas celulares de cancer
prostético expresan la isoforma beta (ARA 70B), la cual esta relacionada con
acciones pro-tumorales (Niu et al., 2010). En nuestro modelo no se analizé la

expresion de ARA 70p; pero se ha propuesto que un cambio en el balance de
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expresion de estas dos isoformas podria inhibir o facilitar la progresion tumoral.
Hasta el momento estos datos sugieren que la integridad epitelial podria estar
asociada a la generacion local de T3, a través de regular en coordinacion con los
androgenos, la expresion de genes antitumorales como ARA-70a. Es probable
que en la préstata cancerosa, la menor disponibilidad de T3 (aumento D3) se
acomparfie de un aumento del crecimiento tumoral, lo cual se ve reflejado en un
aumento en la expresion de ciclina D1. Esto nos permite sugerir que el aumento
de ciclina D1 en la prostata tumoral es producto de un control dual: 1) de una
disminucién en los factores inhibidores, como T3 y 2) de un aumento de los
factores estimuladores. Esto es congruente con estudios que muestran que la
administracion de T3 inhibe la transcripcion de ciclina D1 (Natsume et al., 2003), y
que existen factores que inducen su expresion (factores de crecimiento) (Maofu et
al 2004).

En sintesis, estos datos sugieren que el balance D1/D3 es fundamental para
mantener las concentraciones intracelulares de T3 en el tejido prostatico y una
alteracién inversa en sus niveles, parece estar involucrada en el proceso

tumorogénico.
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CONCLUSIONES

1. Los niveles prostaticos de T3 correlacionaron positivamente con la

expresion de D1 y de manera inversa con la expresion de D3.

2. La generacion local de T3 podria contribuir a mantener la integridad

epitelial.

3. Los bajos niveles de T3 en la prostata del ratbn TRAMP, parecen estar

asociados al desarrollo tumoral.

PERSPECTIVAS

Una propuesta de este trabajo es que un aporte suficiente de T3 (local y/o
sistémico), disminuira la progresion del cancer prostatico. El aporte local de T3
podria promoverse a través de la actividad sexual continua y el aporte sistémico a
través de una dosis moderada de T3. En estos modelos se analizarian algunas
vias de sefalizacion asociadas a diferenciacion celular, proliferacion invasion y
metastasis, con el propoésito de empezar a identificar los posibles mecanismos

moleculares involucrados en los efecto de T3.
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ANEXO

Aspectos generales del cancer de prostata

Tanto a nivel mundial como en nuestro pais, el cancer de pristata ocupa el primer
lugar de neoplasias en hombres mayores de 50 afios (representando el 29% de
todos los canceres y segundo lugar en mortalidad [9%], seguido de pulmoén y
bronquios) (Sociedad Americana de Céncer, 2012). El cancer de prostata presenta
una heterogeneidad genética y molecular por lo que es considerado como una
enfermedad de origen multifactorial (Lara et al., 2004). Los factores de riesgo
mejor comprendidos son: la edad (mayores de 50 afos), raza y/o grupo étnico
(afroamericanos) y antecedentes familiares (mutaciones de los genes HPC1 del
acrénimo de inglés: human prostatic cancer 1 y BRCA1 del inglés: Breast Cancer
1, GSTP1, del inglés: glutation s transferasa type 1). Ademas existen otros
factores asociados como son: bioldgicos (virus, infecciones), ambientales
(exposicion a cancerigenos), estilo de vida (dieta, sedentarismo) y hormonales
(Ferris-i-Tortajada et al., 2011).

En la préstata, el proceso de carcinogénesis aun no esta claramente identificado,
sin embargo, inicia con mdultiples cambios gendmicos que incluyen diversas
mutaciones  (puntuales, deleciones, inserciones,  translocaciones vy
amplificaciones), alterando entre otros la expresion de proto-oncogenes (factor de
crecimiento tumoral-a, ciclina D1, Ras, erb-B, myc) y/o genes supresores de tumor
(retinoblastoma, p53, PTEN) (Weinberg et al., 1995; Smith et al., 1995; Gronberg
et al., 1997). Cuando se pierde la funcion de los genes supresores, se facilita la
iniciacion o progresion tumoral, permitiendo la perpetuacién de la nueva estirpe
(clona) dafiada (Sreekantaiah et al., 1994; Khosravi P y Pérez G., 2006).
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Enfermedad

INICIACION PROMOCION PROGRESION matastasica

| Cambios genémicos >

Prostata Neoplasia
Normal intraepitelial

Enfermedad latente
no metastasica

Figura 11. Desarrollo del cancer prostatico en humano. Imagen modificada de Witte et al.,
20009.

Desde el punto de vista clinico, el proceso tumorogénico, cursa con la presencia
de lesiones precancerosas (neoplasia intraepitelial de bajo y alto grado) y

cancerosas (invasion y metastasis) (Figura 11).
Marcadores de cancer prostatico

Es bien sabido que los fendmenos de la iniciaciébn, promocion y progresion
tumoral, involucran la activacion e inactivaciéon de multiples genes que participan

en la patogénesis.

En este estudio se evalud la expresion de ciclina D1 (marcador proliferacion) y
ARA70a (marcador diferenciacion), porque ambos son genes tironino
dependientes. Ciclina D1 es regulado negativamente por T3, mientras ARA70 de

forma positiva (Furumoto et al., 2005; Huang et al., 2008).
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Ciclina D1

Es una proteina que participa en el ciclo celular, regulando las cinasas
dependientes de ciclinas 4 y 6 (CDK4 y CDK®6). El complejo ciclina/cinasa fosforila
e inactiva a la proteina del retinoblastoma (Rb- proteina supresora de tumores) y
de esa manera promueve la transicion de la fase G1/S del ciclo celular. Estudios
recientes muestran que ciclina D1 ademas de regular el ciclo celular, también
regulan la actividad de factores de transcripcion coactivadores y corepresores que
rigen la acetilacion de histonas y la remodelacion de cromatina (Maofu et al.,
2004). En céncer prostético la expresion nuclear de ciclina D1 estd aumentada en
comparacion con el tejido normal. Ademas se sabe que su elevada expresion, es
esencial en la adhesion y migracion celular, aumentando el potencial invasivo.
(Fleishman et al., 2011; Comstock et al., 2007; Aroto-Ohshima T y Sawa H., 1999;
Zhiping et al., 2006).

Las primeras observaciones sobre la influencia de T3 sobre Ciclina D1, se hicieron
en lineas celulares cancerosas. La administracion de T3 disminuye la expresion y
actividad de esta proteina en neuroblastoma y cancer mamario (Perez-Juste G et
al., 1999; Gonzéalez-Sancho et al., 2002). ElI promotor de Ciclina D1 no tiene
presente el clasico elemento de respuesta tiroideo (TRE), pero existen evidencias
que la T3 podria inhibir la transcripcion de ciclina D1 a través de un efecto
indirecto mediado por CREB (proteina de union al elemento de respuesta AMPCc)
(Garcia-Aranda et al., 2004). En células de tricoblastoma el tratamiento con T3
arresta el ciclo celular e induce diferenciacion, sugieriendo que la inhibicién de la
progresion del ciclo celular mediada por T3, involucra Ciclina D1. (Puzianowska-
Kuznicka M, et al., 2006).

ARA70

Es una proteina que forma parte del complejo coactivador que interactia con el
receptor de andrégenos, de forma dependiente de ligando, para promover su

actividad transcripcional, durante el desarrollo normal y tumoral del sistema
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reproductor masculino. Inicialmente se identific6 como un gen fusionado con el
oncogén RET y posteriormente fue caracterizado como coactivador, el cual posee
dos variantes a y B, donde la variante 3 es generada por un corte y empalme
alternativo. Se ha descrito que la variante a posee propiedades como un gen
supresor de tumores, inhibiendo el crecimiento tumoral a través de la induccion de
apoptosis y reduce la invasién de forma independiente de andrégenos, mientras
que la variante B, funciona como un oncogen de cancer prostatico, donde
promueve la proliferacion celular (mayor nidmero de células en fase S del ciclo
celular, 57%), mediante el incremento en ciclina A , B1 y skp2, y decremento en
p27, ademas refuerza la capacidad invasiva, mediante ensayos de invasion con
matrigel. (Alen et al., 1999; Peng et al., 2008; Ligr et al., 2010; Wu et al., 2011;
Kollara et al., 2012).

El gen de ARA70 es regulado positivamente por T3, y se han identificado dos
elementos de respuesta, en una region rio arriba en el sitio -234/-190 o +56/+119.
Mediante ensayos de movilidad electroforética se confirmé la interaccion del TR-
TRE en el gen de ARA70. Por otro lado se observé que ARA70es capaz de
suprimir la sefalizacion de T3 de manera TRE-dependiente. Indicando que T3 es
capaz de promover la expresion génica de ARA70 y posteriormente ella suprime la

sefalizacion a cargo de T3 (Tai P et al., 2007).
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Genotipificacion de ratones TRAMP

Se tomo biopsia de cola y se digirio durante toda la noche a 55°C, en 100ul de
buffer de lisis y 10 ul de proteinasa K. Se inactivd a 80°C por 10 minutos. Se

centrifug6 a 7000 rpm durante 3 minutos.

Se preparé la reaccion de la PRC mezclando 1.2 pl de buffer, 1 ul de cofactor
MgCI? 0.25 pl de dNTPs, 0.3 pl de oligonucleétido SV40 (transgene), 0.15 pl de
oligonucledtido Tcrd (gene constitutivo), 0.5 ul de enzima Taq polimerasa y 1 pl

del sobrenadante de la digestion.

CUADRO 5. CARACTERISTICAS DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS
EN LA GENOTIPIFICACION.

Producto Secuencia Temperatura | Tamafio

alineacion | producto

(pb)

SV40 s: CAGAGCAGAAATTGTGGAGTGG 53°C 500
as:GGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTG

Tcrd S:CAAAATGTTGCTTGTCTGGTG 58°C 200

as: GTCAAGTCGAGTGCACAGTTT

Posterior a la PCR se corrieron las muestras en gel de agarosa al 2% a 80mV y

se confirman los tamafios de las bandas presentes.

sSVvV40
Terd

Figura 13. Producto de amplificacion de la PCR en gel de agarosa. De izquierda a
derecha se observa la escalera (1kb). Imagen representativa del DNA gendmico, se
observa la expresion del SV40 (transgene) y de Tcrd (gen constitutivo). Las muestras de
los ratones que no presentan SV40, se consideran TRAMP negativo (silvestres).
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Procesamiento de los tejidos vy tincion para histologia

Tras obtener el tejido se fij6 en formalina al 10%. Concluido el tiempo de fijacion
(se recomienda sea aproximadamente de 4 dias) se procedi6 a realizar una serie
de lavados en agua corriente para eliminar el exceso de formaldehido (se sabe
que puede dafiar tanto el corte como las tinciones). Posteriormente se deshidrato
en alcohol a concentraciones ascendentes (60 — 100). Se infiltr6 e incluyé en
parafina. Se realizaron cortes de 5um usando micrétomo rotatorio y se tifid con

hematoxilina y eosina.

CUADRO 6. SOLUCIONES PARA LA TINCION HISTOLOGICA CON
HEMATOXILINA-EOSINA

Soluciones:

Hematoxilina de Harris Solucién de Eosina - Floxina

Agua amoniacal Hematoxilina 5.0g

Etanol al 100% 50.0ml

Solucién saturada de carbonato de litio Alumbre de potasio o de amonio
100.0g

4.- Agua destilada 1000.0ml

5.- Oxido rojo de mercurio 2.5g

Procedimiento para tincion:
1.-Se desparafinaron las laminillas e hidrate antes de tefiir.
2.-Se tifieron en hematoxilina de Harris filtrada, de 6 a 15 minutos.

3.-Se lavaron en agua corriente de 2 a 5 minutos.
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4.-Se deshidrataron en alcohol &cido al 1%, 1 o 2 repeticiones.
5.-Se lavaron brevemente en agua corriente.

6.-Se colocaron las laminillas en una solucion débil de agua amoniacal o en una
solucion saturada de carbonato de litio hasta que las secciones se vean de un

color azul brillante.

7.-Se lavaron en agua corriente por 10 minutos.

8.-Se colocaron en etanol al 80%, por 1 0 2 minutos.

9.-Se contrastaron en solucion de eosina — floxina por 2 minutos.

10.-Se deshidrataron y aclararon a través de 2 cambios de etanol al 95% cada

uno, luego etanol absoluto, y luego xileno, 2 minutos en cada cambio.
11.-Se montaron con resina.

12.- Los nucleos se tifieron de azul y el citoplasma de rosa
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Parametros histoléqgicos utilizados para identificar las etapas del cancer

prostatico en el modelo TRAMP

Basado en el articulo original de Kaplan — Lefko et al 2003 “Pathobiology of
Autochthonous Prostate Cancer in a Pre-Clinical Transgenic Mouse Model” The
Prostate 55:219 -237

Caracteristicas del epitelio prostatico NORMAL

Lobulo Dorsal.- Epitelio columnar bajo, con plegamientos moderados. Lumen
homogéneo y eosindfilo. Los nucleos hipercromaticos (muy basdfilos,).

Lateral.- Epitelio mayoritariamente cubico, con muy pocos Yy pequefios
plegamientos (proyecciones intraluminales). Lumen con secreciones amorfas,
fragmentadas y eosinofilas.

Ventral.- Proyecciones intraluminales de epitelio columnar. La secrecion es serosa
(particulas homogéneas).

Anterior.- Proyecciones intraluminales digitiformes de epitelio columnar. Tienen
citoplasma eosinofilo granular. Secreciones: homogéneas serosas y ligeramente
eosindfilas.

A continuacibn se muestra una fotomicrografia del tejido prostatico normal

indicando la ubicacion y apariencia de los I6bulos.

Figura 14.Fotomicrografia de tejido prostatico normal. En A, se puede observar la
apariencia histoldgica del tejido prostatico normal, donde las flechas grises corresponden
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al I6bulo ventral, las verdes al I6bulo anterior y las rojas al dorsal. En B, se observa el
|[6bulo anterior.

Caracteristicas del epitelio prostatico CANCEROSO

PIN (Neoplasia intraepitelial).- Presenta epitelio mayoritariamente columnar con
pseudoestratificacion nuclear, multiples crestas epiteliales con células en penacho
(nucleos polarizados y exceso de citoplasma apical) y estructuras cribiformes
(agrupacion celular con espacios circulares bien delimitados).

Céancer Bien Diferenciado.- Ademés de lo anterior puede presentar un aumento
en la apariencia de pseudoacinos (como pequefias glandulas o infiltracion de
células epiteliales al lumen), con frecuencia hay respuestas desmoplasicas
(fibrosis) o engrosamiento del estroma, que puede ser pausible (sin células) o
hipercelular. Inflamacion severa (muchos linfocitos). Las células tienen formas
aberrantes (no se distingue si son cubicas o columnares). A continuacion se
indican algunas microfotografias donde se pueden observar imagenes de cada

una de las caracteristicas a evaluar.
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Celulas en penacho

Pseudqe‘stratlflcaaon nuclear

Figura 15. Fotomicrografia de tejido prostatico del modelo TRAMP. Se pueden observar
en los recuadros rojos las caracteristicas de una préstata cancerosa.
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