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RESUMEN
Las hormonas tiroideas estan representadas por la tiroxina (T4) y triyodotironina (T3).
Se conoce que la prostata responde a estimulos tiroideos y adrenérgicos, y que la NA
promueve la generacion de T3 en la glandula prostatica. En el cancer prostético, la
activacion de la via B-adrenérgica (CAMP/PKA) estimula la progresion tumoral
(adquisicion del fenotipo neuroenddcrino e invasion celular), mientras que la T3
estimula la proliferacion, pero se desconoce su contribucion en la progresion. Se
desconoce el efecto de la T4 en el cancer prostatico, pero en otras neoplasias,
estimula la angiogénesis e invasion celular. En esta tesis se evalu6 el efecto solo y
combinado de la activacion B-adrenérgica (isoproterenol, 1ISO) y hormonas tiroideas,
en la progresion del cancer prostatico. In vivo, ratones atimicos (nu/nu), inoculados
con células humanas de cancer prostatico (LNCaP) fueron tratados con el agonista -
adrenérgico 1SO (200 ug/dia), T3 (2.5 pg/dia) o ambos durante 6 semanas. El
tratamiento con ISO redujo el crecimiento tumoral, pero incrementd la expresion de
genes (PCR tiempo real) asociados a progresion tumoral dependientes de CRE
(cromogranina A, enolasa especifica de neurona, survivina, factor de crecimiento
vascular [VEGF], uroquinasa de plasminégeno, metaloproteasa-9), y algunas proteinas
asociadas al fenotipo neuroenddcrino y/o invasion celular (sinaptofisina, VEGF,
pCREB). T3 redujo el crecimiento tumoral, y previno el aumento de los factores pro-
tumorales (genes o proteinas) estimulados por el ISO, a través de un mecanismo
independiente de pCREB. In vitro, el tratamiento con ISO (50 uM) y T4 (100 nM)
incrementd el nimero y longitud de procesos neuriticos, incremento la secrecion de
VEGF vy la capacidad invasiva de las células LNCaP (bajo potencial invasivo), pero
efectos los sinérgicos no fueron observados con la coadministracion 1SO+T4. En
contraste, la administracion de T3 (10 nM), no tuvo efectos por si sola, pero previno la
morfologia neuroenddcrina, secrecion de VEGF y capacidad invasiva inducida por el
ISO. Ninguno de estos tratamientos tuvo efectos en las células DU145 (alto potencial
invasivo). Estos hallazgos confirman los efectos protumorales de la activacion -
adrenérgica, y sugieren que la relacion T4/T3 podria ser relevante en la progresion del
cancer. Estos efectos novedosos de las hormonas tiroideas contribuyen a un mejor

entendimiento de las patologias prostaticas.
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ABSTRACT

Thyroid hormones are represented by thyroxine (T4) and triiodothyronine (T3). It is
known that the prostate responds to thyroid and adrenergic stimuli, since NA promotes
T3 generation in the prostatic gland. In prostate cancer, activation of B-adrenergic
pathway (CAMP/PKA) stimulates tumor progression (acquisition of neuroendocrine
phenotype and cell invasion), while T3 increases proliferation, but its role in
progression is unknown. The effect of T4 in prostate cancer is unknown, but in other
neoplasias, it facilitates angiogenesis and cell invasion. In this thesis, the effect of the
B-adrenergic activation (isoproterenol, ISO) and thyroid hormones, on the progression
of prostate cancer was evaluated. In vivo, athymic mice (nu/nu), xenografted with
human prostate cancer cells (LNCaP), were treated with a p-adrenergic agonist 1ISO
(200 pg/day), T3 (2.5 pg/day) or both for 6 weeks. ISO treatment reduced tumor
growth, but increased the expression of CRE dependent genes (real-time PCR)
associated with tumor progression (chromogranin A, neuron-specific enolase, survivin,
vascular endothelial growth factor [VEGF], urokinase plasmin activator), and some
proteins associated with neuroendocrine phenotype and/or cell invasion
(synaptophysin, VEGF, pCREB). T3 reduced the tumor growth, and prevented the
increase of pro-tumoral factors (genes or proteins) stimulated by ISO, through a
pPpCREB independent mechanism. In vitro, the administration of ISO (50 uM) and T4
(100 nM) increased the number and length of neuritic processes, VEGF secretion and
invasive capacity of LNCaP cells (low invasive potential), but sinergistic effects were
not observed with the co-administration of ISO+T4. In contrast, T3 (10nM)
administration did not have effects alone, but prevented neuroendocrine morphology,
VEGF secretion and the invasive capacity induced by 1SO. None of these treatments
had effect on DU145 cells (high invasive potential). These findings confirm the
protumoral effects of B-adrenergic activation and suggest that the T4/T3 ratio could be
relevant on the progression of cancer. These novel effects of thyroid hormones

contribute to a major understanting and knowledge in prostate diseases.
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INTRODUCCION

La prostata es una glandula accesoria del tracto reproductor masculino, cuyos
productos de secrecion contribuyen a la viabilidad y movilidad de los espermatozoides
(Knobil y Neill, 1994). Esta presente en todos los mamiferos, pero sélo los humanos

son susceptibles de desarrollar patologias, como la hiperplasia y el cancer.

El cancer de préstata es la segunda causa de muerte por cancer en varones
mayores de 50 afios, cuya etiologia y progresion estan asociadas a multiples factores
ambientales y hereditarios (Center et al.,, 2012; American Cancer Society, 2015).
Existen evidencias de que la hiperactividad adrenérgica asociada con la obesidad o el
estrés cronico, son factores que favorecen la progresion de esta enfermedad
(Braadland et al., 2015; Parikesit et al., 2016). Estudios in vivo e in vitro de cancer de
prostata, muestran que la estimulacién B-adrenérgica (via Adenosin monofosfato
cicilico/Proteina fosforilada de union al elemento responsivo a cAMP [cAMP/pCRERB])
participa favoreciendo procesos tumorales, como la sobrevivencia celular,
angiogénesis, invasion y metastasis. Estos eventos estan asociados con la adquisiciéon
de un fenotipo neuroenddcrino, el cual es altamente invasivo, y desde el punto de vista
clinico es de bajo prondstico (Cox et al., 1999; Palm et al., 2005; Sastry et al., 2007;
Bavadekar et al., 2013).

La participacion de las hormonas tiroideas (HT) en el cancer es controversial.
En algunos tipos de canceres (ovario, pancreas, glioma), la tiroxina (T4) y/o la
triyodotironina (T3) inducen efectos proliferativos y angiogénicos (Lin et al., 2009; Pinto
et al., 2011; Moriggi et al., 2011); pero en otros (neuroblastoma, glandula mamaria,
higado), la T3 reduce la proliferacion celular, induce apoptosis y promueve la re-
diferenciacion celular (Moriggi et al., 2011; Moeller y Fuhrer 2013; Pérez-Juste y
Aranda, 1999; Perra et al., 2009; Sar et al., 2011). En modelos in vitro de cancer
prostatico, se mostré que la T3 estimula la proliferacién celular (Zhang et al., 1999;
Hsieh y Juang, 2005); pero se desconoce su participacion en la fisiopatologia de este

cancer.

Las hormonas tiroideas y la via B-adrenérgica interactian a diferentes niveles.

La T3 estimula la respuesta B-adrenérgica a través de promover la expresion y/o

12



actividad de diferentes elementos de la via, e inducir un sinergismo transcripcional, en
genes cuyo promotor contiene elementos de respuesta a hormonas tiroideas (TRE) y a
AMP ciclico (CRE) (Silva y Bianco, 2008). Por otra parte, en genes que no contienen
sitios TRE, pero si CRE, se ha identificado que la activacion del complejo T3-receptor
nuclear, inhibe la activacion de CREB (fosforilacidn), lo cual se refleja en una inhibicién
de la transcripcion de genes que contienen CRE (Méndez-Pertuz et al., 2003,
Fukuyama et al., 2006; Chen et al., 2011).

El propésito de esta tesis fue explorar el efecto solo y/o combinado de la
estimulacién p-adrenérgica y por las hormonas tiroideas en la progresion del cancer de
prostata. Los antecedentes de esta tesis se dividen en cuatro secciones, en las cuales
se revisan aspectos generales de la fisiopatologia prostatica, y se enfatiza la
contribucion de la via B-adrenérgica y de las hormonas tiroideas en el cancer
prostético. Posteriormente se plantea el problema, la hipétesis de trabajo, y se
describen los métodos y técnicas utilizadas. Se presentan los resultados, la discusion

y las conclusiones. El articulo publicado se adjunta en un anexo.
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ANTECEDENTES

1. PROSTATA

1.1 Generalidades

La prostata es una glandula accesoria del tracto reproductor masculino,
exclusiva de los mamiferos. En humanos y roedores se desarrolla en el segundo tercio
de la gestacion, a partir del seno urogenital (Marker et al., 2003). La maduracion y
funcionalidad de esta glandula, ocurren hasta la pubertad, y depende de la
participacion tanto de factores locales (factores de crecimiento), como del sistema
nervioso auténomo (noradrenalina, acetilcolina, péptidos), y de mensajeros endocrinos

(andrégenos, estrogenos, prolactinay HT) (McVary et al., 1994; Marker et al., 2003).

Es una glandula de secrecion mixta tubulo-alveolar, que rodea la uretra, y se
localiza debajo de la vejiga urinaria. En términos anatdmicos y patologicos, la préstata
humana se divide en cuatro zonas. La zona periférica representa el 75% de la
préstata, y es mas susceptible de desarrollar cancer. La zona de transicién rodea
completamente la uretra prostatica, comprende menos del 5% de la masa prostatica,
es escasa en acinos, estd conformada primordialmente por ductos y es la region con
mayor susceptibilidad a desarrollar hiperplasia prostatica benigna (BPH). La zona
central esta situada entre la zona de transicién y la periférica, y es atravesada por los
conductos eyaculadores, comprende el 20% de la glandula, y es poco susceptible a
desarrollar cancer. La zona anterior o fiboromuscular practicamente no contiene acinos

ni estructuras ductales (Figura 1) (Knobil y Neill, 1994; Santamaria y Alonso, 2007).

Zona de transicion

Uretra

Zona anterior

Zona central

Zona periférica

Figura 1. Esquema de un plano lateral de la préstata humana (Imagen modificada de Rodriguez
y Carballido, 2007).
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1.2 Funcién

La prostata esta organizada en acinos y ductos, cuya unidad funcional esti
conformada por una monocapa de células epiteliales polarizadas. La prostata produce
y secreta una serie de componentes al plasma seminal, los cuales contribuyen a
mantener la viabilidad, movilidad y funcion de los espermatozoides (Knobil y Neill,
1994). La secrecion prostatica es ligeramente &cida (pH 6.5), y entre sus principales
componentes destacan enzimas, como la fosfatasa acida prostatica, el antigeno
especifico prostatico (PSA), la fibrinolosina, ademas de otros compuestos como la
proteina de union prostatica (PBP), el acido citrico, fructosa, poliaminas (espermina,
espermidina y putrescina), prostaglandinas, colesterol, lipidos y zinc. Existen
evidencias que algunos de estos componentes son esenciales para una adecuada
fecundacion e implantacién del embrion (Chow y O, 1989). El proceso secretor de la
prostata corresponde al tipo apdcrino (desprendimiento de la region apical de la célula
junto con el producto de secrecién) y meroécrino (liberacion del producto de secrecion
por exocitosis) (Groos et al., 1999; Andrade-Rocha, 2007).

1.3 Tipos celulares

La préstata esta compuesta por diversos tipos celulares (Figura 2), entre los que
se encuentran las células epiteliales o secretoras (dependientes de hormonas), las

células neuroenddcrinas, las células basales y el estroma (Cunha et al., 1987; 2004).

Células basales

| Secreciones

Células neuroendocrinas Estroma

Figura 2. Distribucién de los diferentes tipos celulares en la préstata humana. (Modificado de Abate-
Shen y Shen, 2002).
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Las células epiteliales o secretoras son las mas abundantes, y dependen
principalmente de andrégenos para su crecimiento, sobrevivencia y diferenciacion.
Presentan un arreglo en monocapa en el que se destaca una region basal y apical
(polarizacién) (Marker et al., 2003).

Las células neuroendocrinas forman parte del epitelio glandular y se localizan
de manera irregular en la base de las células secretoras (cerradas) o bien intercaladas
entre ellas (abiertas). Las abiertas tienen procesos citopldsmicos apicales, que se
extienden al lumen; mientras que las cerradas se encuentran en la region basal, no
tienen contacto directo con el lumen, y presentan procesos tipo neurita (Perrot, 2012;
Komiya et al., 2009). Aunque el origen y funcién de estas células se encuentra en
debate, se ha propuesto que su origen puede ser neural, o bien diferenciarse a partir
de células basales (Berruti et al., 2010). En relacién a su funcion se ha propuesto que
estas células participan tanto en el desarrollo prostatico, como en la regulaciéon de
procesos secretores de manera autocrina y paracrina. Son células que comparten
algunas propiedades estructurales, funcionales y metabdlicas con las neuronas
(Cindolo et al., 2007). No expresan receptor a los andrégenos, pero expresan varios
neuropéptidos (cromograninas A [CgA] y B [CgB], sinaptofisina (SYP), neuropéptido Y,
calcitonina, enolasa neuronal especifica [NSE], somatostatina), el factor de crecimiento
epidermal (EGF) y sintetizan algunas aminas (serotonina y noradrenalina) (Bonkhoff et
al., 1995; Abrahamsson, 1999; Komiya et al., 2009).

1.4 Inervaciéon auténoma

El sistema nervioso autonomo, a través de su divisibn simpética vy
parasimpatica, controla el tono vascular y la secrecion de la préstata, a través de
estimular la contractiidad de los alvéolos y de los tdbulos (Janig, 2006). La
contractilidad depende del nervio hipogastrico (inervacién simpatica) (Bruschini et al.,
1978), mientras que el proceso secretor depende del nervio pélvico (inervacion
parasimpatica) (Jacobs y Story, 1989). Ambos tipos de fibras convergen al ganglio
pélvico (Wang et al., 1991; Keast, 1999).

La prostata expresa receptores adrenérgicos a (subtipos 1y 2) y B (subtipos 2y
3) (McVary et al., 1998; Goepel et al., 1997). Los receptores al sefializan a través de
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la via de receptores acoplados a proteinas Gq (fosfolipasa C/Inositol 1,4,5-
trifosfato+diacilglicerol/Calcio [PLC/IP3+DAG/Ca*?]), mientras que los a2 a través de
receptores acoplados a proteinas Gi (inhibicion de la adenilato ciclasa). Por otro lado,
los receptores B2 y B3 sefalizan a través de la via de receptores acoplados a
proteinas Gs (Adenil-ciclasa/cAMP/proteina cinasa A [PKA]J/CREB) (Figura 3). La
activacion del nervio hipogastrico, estimula los receptores del subtipo ol del tejido
fibro-muscular que rodea a los tubulos y controla la expulsién del contenido prostatico
a la uretra (Bruschini et al., 1978). En contraste, los receptores 3 estan presentes en el
epitelio prostatico y su activacién estimula la sintesis de varios componentes de la
secrecion prostatica, como la proteina unida a la prostata (McVary et al., 1994), la
fosfatasa acida y estimula la liberaciéon de zinc (Plecas et al., 2000). Existen evidencias
de que la inervacion simpatica también controla el crecimiento de la prostata. La
simpatectomia unilateral atrofia de manera ipsilateral el epitelio prostético, y reduce el
peso y su contenido de DNA (McVary et al., 1994). Mas aun, la denervacién quimica
de la prostata con la toxina botulinica (neurotoxico de fibras simpaticas), disminuye el

tamafo de la glandula a través de mecanismos apoptaticos (Silva et al., 2008; 2009).

Figura 3. Vias de sefalizacion candnica de los receptores adrenérgicos. Representacion de los
mecanismos intracelulares de los receptores adrenérgicos tipo a (1y 2) y B (1, 2 y 3), los cuales son
acoplados a proteinas G. Los receptores subtipo al sefializan a través de la via de fosfolipasa C (PLC),
cuya respuesta final es producir diacilglicerol (DAG) y liberacion de calcio por el reticulo endoplasmico.
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Los receptores subtipo a2 funcionan de manera contraria, inhibiendo la liberaciéon de calcio, y como
inhibidores de la adenilato cilcasa (AC), la cual es muy importante en la sefializacién de los receptores
tipo B, que dan como respuesta final canénica la activacion de genes dependientes de CREB. Se
muestra una via alterna de sefializacion donde el AMP ciclico (cAMP), ademas de activar a la proteina
cinasa A (PKA), activa a las proteinas de intercambio activadas directamente por cAMP (EPAC), que a
su vez activan la via de sefializacion MAPK. La regulacién de los receptores -adrenérgicos se lleva a
cabo activando a la cinasa del receptor B-adrenérgico (B-ARK), que hace que la B-arrestina fosforile al
receptor B-adrenérgico, impidiendo su unién con el ligando, ademas de que puede activar a Src, e
inducir otra serie de respuestas tumorogénicas (Modificado de Cole y Sood, 2012).

En estudios farmacolégicos se ha mostrado la presencia de receptores
muscarinicos en el epitelio prostatico, y que su activacion aumenta la secrecion
prostética (Maggi, 1993). Estudios in vivo muestran que la seccién preganglionar
unilateral del nervio pélvico, aumenta el peso, el contenido de proteina y de DNA del

I6bulo ventral contralateral, pero no afecta el I6bulo ipsilateral (McVary et al., 1994).
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2. CANCER DE PROSTATA

2.1 Generalidades

El cancer es un conjunto de enfermedades que se caracteriza por un
crecimiento descontrolado de las células, las cuales adquieren la capacidad de invadir
otros tejidos y provocar metéstasis (Hanahan y Weinberg, 2000).

En paises occidentales, el cancer de préstata es la segunda causa de muerte
por cancer (Center et al., 2012). En la mayoria de los casos, el cancer prostatico se
origina en la zona periférica e invade el tejido adyacente como las vesiculas seminales
y cuello de la vejiga, y genera metastasis a nddulos linfaticos, hueso, pulmoén e higado
(Gittes, 1991). En etapas tempranas del cancer, las células epiteliales prostaticas
proliferan y se estratifican, ademas de presentar hipercromatismo y desarreglo en la
lamina basal. Esto se conoce como neoplasia intraepitelial, y se cree que es una lesion
precursora del cancer prostatico. En etapas tardias, esta lesibn se acomparfia de
procesos de invasion (angiogénesis, sobrevivencia, degradacion de lamina basal) y
metastasis (extravasacidén, migracion y colonizacion en sitios distantes) (Figura 4)
(Bostwick et al., 1987).

Epitelio normal _Neoplasia Carcinoma
intraepitelial invasivo
ETAPA TEMPRANA ETAPA TARDIA

Figura 4. Etapas del cancer de préstata humano. (Modificado de Abate-Shen y Shen, 2002).

2.2 Estimulacion B-adrenérgica como un factor tumorogénico

En distintos tejidos, se conoce que el sistema nervioso simpatico, es activado
en condiciones de estrés crénico, y mediante aproximaciones in vivo, e in vitro, se ha

sugerido que esta activacion sostenida (activacion p-adrenérgica), participa en la
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progresion del cancer, estimulando procesos de angiogénesis (incremento de VEGF),
invasion (incremento de metaloproteasas 2 y 9 [MMP-2, MMP-9]) y metéstasis (Thaker
et al., 2006; 2007; Lutgendorf et al., 2003; Yang et al., 2006; 2008; 2009).

En el cancer prostatico también existe una asociacion entre el estado
adrenérgico y el riesgo o progresion del cancer (Rao et al., 2008). Estudios clinicos
muestran que los pacientes hipertensos tienen un riesgo mas alto de desarrollar
hiperplasia y cancer prostatico (Gann et al., 1995; Platz et al., 1998; Ganesh et al.,
2011); mientras que los pacientes hipertensos tratados cronicamente con antagonistas
a Y B adrenérgicos, presentan un menor riesgo (Platz et al., 1998; Perron et al., 2004;
Harris et al., 2007; Grytli et al., 2013). También un menor riesgo ha sido observado en
pacientes con lesiones de médula espinal (Bartoletti et al., 2009). En concordancia, se
sabe que los tumores prostaticos presentan una mayor densidad nerviosa con
respecto a una glandula no cancerosa (Ayala et al.,, 2008); y que el receptor B-
adrenérgico se encuentra incrementado en pacientes con cancer de prostata

guimiorresistentes (Ramberg et al., 2008).

A nivel experimental (in vivo) se ha observado que el tono simpéatico participa en
la implantacion tumoral y en la progresion del cancer prostatico. La falta de un aporte
adrenérgico (simpatectomia), o bien la nula expresiébn de los receptores p-
adrenérgicos (4drf2”AdrB3”") cancela el desarrollo de los tumores, en modelos de
ratones transgénicos o inmunosuprimidos (Magnon et al., 2013). También se ha
reportado que el tratamiento con noradrenalina aumenta el nUmero de metastasis a
nodulo linfatico, y que dicho efecto se inhibe en los animales tratados con antagonistas

B-adrenérgicos (Palm et al., 2006).

En células de céancer prostatico se ha reportado que el tratamiento con
adrenalina o con agonistas p-adrenérgicos, favorece la sobrevivencia celular, la
adquisicién de un fenotipo neuroenddcrino, asociado a la capacidad invasiva de estas
células (Cox et al., 1999; Lang et al., 2004; Sastry et al., 2007). En conjunto, estos
estudios son consistentes y ponen en evidencia la importancia del tono simpéatico en la

progresion del cancer.
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2.3 Mecanismos de diferenciacion neuroenddécrina

Como se menciond anteriormente, existen estudios que muestran que la
estimulacién B-adrenérgica favorece la adquisicion del fenotipo neuroenddcrino. Estas
células, al ser independientes de la regulacidon por andrégenos, se cree que podrian
participar en la progresion del cancer prostatico independiente de andrégenos, y por lo
tanto, tener un bajo prondstico desde un punto de vista clinico (Komiya et al., 2009).

En tumores de pacientes con cancer de prostata, se han identificado algunos
marcadores neuroenddcrinos, como CgA y NSE, y su presencia correlaciona con
metéstasis y baja sobrevivencia (McWilliam et al., 1997).

La estimulacion B-adrenérgica es uno de los factores mas estudiados como
inductor de diferenciacion neuroendocrina (Braadland et al., 2015), y se ha reportado
que la fosforilacion de CREB (via cAMP/PKA), podria ser uno de los efectores
involucrados en el arresto celular (via proteina de intercambio activada por cAMP
[EPAC]/p38) y en la adquisicion de procesos tipo neurita (via factor de intercambio de
nucleétidos de guanina Rap 2 /proteina relacionada con Ras/proteina cinasa activada
por mitégenos/cinasa regulada por sefales extracelulares (Rapgef2/Rapl/MEK/ERK)
(Bang et al., 1994; Cox et al., 1999; 2000; Deeble et al., 2001; Emery et al., 2014).

Ademas de la estimulacién p-adrenérgica, existen otros factores que promueven
la diferenciacién neuroendocrina, como son la falta de andrégenos, la transicion
epitelio-mesénquima y la presencia de citocinas (Deeble et al., 2001; Yuan et al., 2006;
Conteduca et al., 2014).

Estudios in vitro muestran que la administracion de antagonistas del receptor de
androgenos, o la deplecibn hormonal del medio de cultivo, activa al receptor de
tirosina-cinasa RPTPa y favorece la diferenciacion neuronal (morfologia y expresion de
marcadores neuroenddcrinos), a través de la activacion de la via MEK/ERK (Zhang et
al., 2003).

Existe la evidencia de que la sobreexpresion del factor de transcripcion Snail en
células LNCaP (cancer prostatico) induce la transicion epitelio-mesénquima y la
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adquisicion de un fenotipo neuroendocrino. Ademas, se ha observado que los péptidos

secretados ejercen efectos proliferativos (McKeithen et al., 2010).

Se ha observado que interleucina-6 (IL-6), sola 0 combinada con la activacién -
adrenérgica favorece la transdiferenciacion neuroenddécrina en el cancer de préstata, a
través de inhibir al factor de transcripcion RE-1 silencing factor (REST), el cual inhibe
la expresion de genes neuronales (Zhu et al., 2014). En combinacion con epinefrina, la
IL-6 tiene efectos potenciadores en la adquisicion de caracteristicas morfologicas y
expresion de péptidos neuroenddcrinos, sin alterar su propia via de sefalizacion, y
convergiendo en la activacion de la via de proteinas cinasas activadas por mitdgenos
MAPK (Deeble et al., 2001).
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3. HORMONAS TIROIDEAS

3.1 Generalidades

Las HT participan en el crecimiento, diferenciacion y metabolismo de los tejidos,
a través de su union a receptores nucleares (TR) o y B (Mullur et al., 2014). Estos
pueden formar homo o heterodimeros con el receptor de &cido retinoico (RXR) para
formar el complejo TR/RXR, el cual se une a elementos de respuesta a hormonas
tiroideas (TRE) en las regiones promotoras de sus genes blanco. Esta unién activa el
reclutamiento de co-activadores o co-represores que regulan la expresion génica
(Mondal et al., 2016).

Las HT también pueden actuar activando vias de segundos mensajeros, ya sea
a través de los propios TRs, o a través de la integrina avf3, que funciona como
receptor de membrana, de manera que se activan vias de sefializacion como las
MAPK, fosfoinositol 3-cinasa (PI3-K), asi como la actividad de bombas de iones de
membrana, como la ATPasa de sodio/potasio, modulacion de cambios en el gradiente
de protones y sefializacion por calcio en la mitocondria, polimerizacién de filamentos

de actina-F en el citoesqueleto (Davis et al., 2008; Cheng et al., 2010).

Las HT estan representadas principalmente por la T4, y la T3. La conversion
extratiroidea de T4 a T3 es un proceso catalizado por 2 tipos de enzimas, la
desyodasa tipo 1 (D1) y tipo 2 (D2). Asimismo, la desyodasa tipo 1 y tipo 3 (D3)
catalizan la conversion de la T4 a su metabolito inactivo, la T3 reversa (rT3). Este
mecanismo de desyodacion opera en todos los 6rganos, regulando la disponibilidad de
T3, durante los periodos criticos del desarrollo y funcionalidad (Gereben et al., 2008).

3.2 Cancer
Los efectos y mecanismos de las HT en el cancer no estan completamente

entendidos. A continuacion se mencionan algunos ejemplos de cémo las HT inducen

efectos pro- o antitumorales, dependiendo del tipo celular y contexto fisiol6gico.
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No es muy claro si existe una relacion entre el estado tiroideo (hipo- o
hipertiroidismo) y el riesgo a desarrollar algin tipo de cancer. Reportes
epidemiologicos asocian al estado hipotiroideo con un mayor riesgo de desarrollar
cancer hepatico, pero menor riesgo de desarrollar cancer de colon, pulmoén, mamario o
prostatico (Hassan et al., 2009; Moeller y Fuhrer, 2013). Sin embargo, la evidencia

epidemioldgica no siempre concuerda con los hallazgos experimentales.

En modelos de carcinoma hepatico, renal, ovarico, glioma y pulmon, existe la
evidencia que la administracion de T4 y la T3 ejercen efectos pro-tumorales,
estimulando la proliferacién celular, angiogénesis, sobrevivencia e invasién, por
mecanismos nucleares (receptores nucleares TR-a y B) y/o no nucleares (integrina
avB3/activacion de las vias MAPK y PI3-K). En términos generales, se considera que
los efectos pro-tumorales de la T4 estan mediados por su interaccion con el receptor
de integrina avB3, mientras que los efectos antitumorales de la T3 estan asociados a
los receptores nucleares (Mousa et al., 2006; Lin et al., 2009; Moriggi et al., 2011,
Pinto et al., 2011; Shinderman-Maman et al., 2016).

Sin embargo, en modelos animales también existe la evidencia que el
hipotiroidismo local o sistémico (disminucion en niveles séricos), podria estar
involucrado en la progresion del cancer. Un estudio asociativo muestra que la
progresion del cancer de piel, estbmago y hemangioma cursa con una disminucién en
los niveles tumorales de T3 (hipotiroidismo local) (Ciavardelli et al., 2014). Mas aun, el
hipotiroidismo sistémico inducido en ratones inmunosuprimidos, retrasa la aparicion y
el crecimiento tumoral de xenotransplantes (hepaticos y mamarios), pero favorece la
adquisicién de un fenotipo mas agresivo (transicion epitelio-mesénquima), invasividad
y metéastasis (Martinez-Iglesias et al., 2009), sugiriendo que la falta de HT podria
favorecer en la progresion tumoral. En concordancia, estudios en neuroblastoma,
cancer mamario y/o tiroideo, han mostrado que la administracion de T3 induce arresto
celular (disminuciéon de Ras y aumento en p27"P), apoptosis (disminucién en la
proteina de senescencia SMP30), reduce el potencial invasivo y/o induce
rediferenciacion celular (Pérez-Juste y Aranda, 1999; Perra et al.,, 2009; Sar et al.,
2011; Kim et al., 2014; Frau et al., 2015).
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3.3 Prostata normal y tumoral

Existen pocos estudios sobre la participacion de las hormonas tiroideas en el
desarrollo y funcion de la prostata. Se conoce que el hipotiroidismo neonatal y durante
la gestacion, reduce el tamafio de la prostata, y que la deficiencia de estas hormonas,
antes de la pubertad, reduce de manera l6bulo-especifica la actividad de una gran
variedad de enzimas involucradas en procesos de transporte activo y del metabolismo
de carbohidratos (fosfatasa acida, fosfatasa alcalina, ATPasa dependiente de
sodio/potasio, calcio, magnesio y glucosidasas), sugiriendo su participacién en el
desarrollo y funcién de esta glandula (Aruldhas et al., 2010; Maran et al., 2000, 2002;
Sidhartan et al., 1993).

Estudios de nuestro laboratorio han mostrado la presencia de la enzima D1 en
la prostata de rata (Anguiano et al., 2006). Como ya se menciond, la D1 participa en la
generacion de tironinas inactivas o activas (T3), y se ha mostrado una asociacion entre
la actividad enzimatica y los niveles prostaticos de T3 (Lépez-Juarez et al., 2009). En
la préstata, esta enzima se expresa a partir de la pre-pubertad, alcanza los valores
mas altos en la pubertad-madurez sexual, y declina gradualmente con la edad. Sin
embargo, la actividad sexual continua evita el decline de la actividad enzimética
asociado a la edad (Lopez-Juarez et al., 2009). Se ha mostrado que la inervaciéon
simpatica (nervio hipogastrico) regula positivamente la actividad D1 vy

consecuentemente la generacion prostatica de T3 (Delgado Gonzélez, et al., 2011).

Existen pocos estudios clinicos que relacionen las HT y al cancer prostatico. Un
estudio retrospectivo en pacientes con cancer de préstata mostré que el hipotiroidismo
reduce el riesgo de desarrollarlo (Mondul et al., 2012); pero en otro estudio, pacientes
con cancer cursan con altos niveles de T3 (Lehrer et al., 2002).

En un modelo de carcinogénesis en un ratén transgénico, se encontré que la
progresion del tumor hacia un estado mas indiferenciado, se acompafié de una
disminucién en los niveles tumorales de T3 (Angulo-Barbosa, 2014). Por otra parte, en
la linea celular LNCaP (cancer prostatico poco invasivo), se encontr0 que el
tratamiento con T3 estimula la proliferacion celular (reduce la expresion del gen de
translocacion celular B [BTG-2]), y promueve la expresion de algunas proteinas
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distintivas de epitelio prostatico. Sin embargo, la T3 no tuvo ningun efecto en la linea
celular PC-3 (cancer prostético invasivo) (Zhang et al., 1999; Hsieh et al., 2005; Tsui et
al., 2008), pero un estudio en ratones inmunosuprimidos implantados con estas

células, muestra que la T4 estimula el crecimiento tumoral (Theodossiou et al., 1999).
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4. INTERACCION DE HORMONAS TIROIDEAS CON LA VIA B-ADRENERGICA

Las HT y la activacion B-adrenérgica regulan procesos fisiologicos y patolégicos.
Esta interaccion opera de manera independiente y/o coordinada, estimulando o
inhibiendo a diferentes niveles de sus vias de sefializacion. Uno de los ejemplos méas
estudiados es la respuesta a la exposicion al frio: este estimulo activa al sistema
nervioso simpatico (locus coeruleus y nucleo del tracto solitario) y al eje hipotalamo-
hipofisis-tiroides a través del nucleo paraventricular e inervacion directa de la tiroides
(ganglio cervical superior). La estimulacion simpética del tejido adiposo activa a los
receptores B adrenérgicos, y se induce la expresidon del gen de la proteina
descopladora-1 (a través de elementos de respuesta a CAMP [CRE]), la cual produce
calor como respuesta final (Silva y Rabelo, 1997). Por otra parte, la estimulacién
simpatica induce la generacion local de T3 (activacion de la D2), y esta hormona, por
mecanismos nucleares (a través de TRES), induce la expresion de esta proteina. El
incremento en la expresion de este gen no sélo se lleva a cabo por separado por
ambos sistemas (adrenérgico y tiroideo), sino que hay un sinergismo, en el que la T3
activa una region “enhancer” que amplifica la expresion de este gen en respuesta a la
estimulacién simpatica (Rabelo et al., 1995). Aunado a esto, las HT amplifican la
respuesta B-adrenérgica a nivel de incremento en el nimero de receptores y
acumulacion de cAMP (Silva y Bianco, 2008). En el caso contrario, como es el caso
del ayuno, ambos sistemas disminuyen su actividad: disminucién del tono simpético y
recambio de noradrenalina, y e inhibicién del metabolismo periférico de las HT por la

conversion hepatica de T4 a T3 e incremento de la rT3 (Young y Landsberg, 1997).

Por otro lado, esta interaccion cambia cuando uno de estos dos sistemas se
encuentra desajustado. Por ejemplo, en condiciones de hipotiroidismo, se ha visto que
el tono simpatico esta incrementado (aumento en niveles de catecolaminas), pero las
respuestas adrenérgicas estan disminuidas. Esto puede ser explicado por una menor
cantidad de receptores B-adrenérgicos, pero una mayor cantidad de receptores al -
adrenérgicos, los cuales inducen respuestas inhibitorias (a través de las subunidades
de las proteinas Gy, 0 Goq) @ adenosina, probablemente hay una actividad
incrementada de la fosfodiesterasa, y la falta de acumulacion del cAMP asociado a la
falta de T3, afecta la expresion génica dependiente de esta via de sefializacion (Silva,
2000).
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En el caso del hipertiroidismo, ocurre lo contrario: el tono simpatico se
encuentra disminuido; sin embargo, aunque los niveles plasmaticos o el recambio de
catecolaminas no se ven afectados, ocurren hiper-respuestas, las cuales se explican a

continuacion.

La T3, ademas de regular directamente la expresion del receptor p2-adrenérgico
a través de un elemento TRE (Jiang y Kunos, 1995), también puede modular su
sefializacion a diferentes niveles. Por un lado, aumenta la actividad de la subunidad
estimuladora de las proteinas G (Gs); y por otro, disminuye la expresion y actividad de
las subunidades inhibidoras (Gq, Gioa Y Gg) (Rapiejko et al., 1989; Bahouth, 1995; Adli
et al, 1997). También puede estimular directamente la actividad de la adenilato ciclasa
y todo esto, converge en una mayor produccion de cAMP (Segal et al., 1985; Silva y
Bianco, 2008).

A nivel génico, el complejo T3-receptor/TRE y el complejo cAMP-pCREB/CRE
sinergizan entre si, al reclutar cada complejo su maquinaria transcripcional, y en
conjunto al activar regiones “enhancer” para amplificar la expresion de genes en
respuesta a CAMP, como se explicé anteriormente. Esto se ha reportado en genes
relacionados a gluconeogénesis (fosfoenolpiruvato carboxi-cinasa, PEPCK), o a
termogénesis (proteina desacopladora 1, ucp-1). (Giralt et al., 1991., Silva y Rabelo,
1997; Hanson y Reshef, 1997).

Por otro lado, se ha mostrado un antagonismo entre el complejo T3-receptor y
la sefalizacion p-adrenérgica. Existe la evidencia de que el complejo T3-receptor
puede interactuar con CREB (proteina-proteina), inhibir la fosforilacion de CREB por
PKA y consecuentemente reprimir la expresion de genes dependientes de CRE
(Sanchez-Pacheco et al., 1995; Méndez-Pertuz, et al., 2003; Fukuyama et al., 2006;
Chen et al., 2011).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la literatura, esta bien establecido que la prostata tumoral responde a
seflales adrenérgicas y tiroideas. La activacion sostenida de los receptores p-
adrenérgicos favorece la progresion del cancer (adquisicion del fenotipo
neuroendocrino y aumento en la capacidad invasiva); sin embargo, los efectos de las

HT han sido menos estudiados.

Por un lado, se sabe que la T4 y la T3 estimulan la proliferacion de las células
de cancer prostético; y que en otros tipos de cancer, la T4 promueve la progresion
tumoral a través de incrementar la angiogénesis, sobrevivencia celular e invasion.
Especificamente, en la pristata se ha observado que un aumento en la generacion
prostatica de T3 est& asociado con un menor indice de lesiones cancerosas. Aunque
en varios modelos, se ha mostrado que la T3 puede potenciar o inhibir la respuesta p-
adrenérgica; en el cancer prostético, los efectos de esta interaccion no han sido
explorados. Asi, el propésito de este estudio fue evaluar la participacion de las HT y de

los receptores B-adrenérgicos, en la iniciacion y progresion tumoral.
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HIPOTESIS

La estimulacién B-adrenérgica y la T4 favoreceran, y la T3 atenuara la progresion

prostatica tumoral.

OBJETIVOS

1. Objetivo general

Analizar en modelo in vivo e in vitro los efectos de la estimulacion B-adrenérgica y

hormonas tiroideas en la progresién del cancer de prostata.

2. Objetivos particulares

2.1 Analizar la participacion de los receptores B-adrenérgicos y T3 sobre la

incidencia, crecimiento y progresion tumoral en un modelo de ratén inmunosuprimido.
2.2 Analizar la participacion de los receptores B-adrenérgicos, T4, y T3 en la

adquisicion de fenotipo neuroenddécrino, secrecion de VEGF y capacidad invasiva, en

células humanas de cancer prostatico poco invasivas (LNCaP) e invasivas (DU145).
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MATERIAL Y METODOS
1. REACTIVOS

T4, T3, anticuerpo anti T3 e Isoproterenol (sal bitartrato) fueron obtenidos de Sigma
(St. Louis MO, USA). *°I-T3 (1200 uCi/ug) fue obtenida de Perkin Elmer Life Sciences
(Boston, MA, USA). El kit de inmunoensayo enzimatico (EIA) para la deteccion total de
T3 fue comprado en Immuno-Diagnostics (Foster City, CA, USA). Los pellets de 1SO
fueron obtenidos en Innovative Research of America (Sarasota FL, USA). El matrigel y
las camaras de invasion con matrigel fueron de BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ,
USA). Los anticuerpos contra SYP (H-03), VEGF (SPM 225), CREB (240), pCREB
(Ser 133, 7978) y cabra-anti conejo y cabra-anti ratdbn acoplados a IgG-HRP (fueron
obtenidos de Santa Cruz (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). La solucion
bloqueadora de peroxidasas y el tetrahidrocloruro 3,3’-diaminobencidina (DAB) fueron
adquiridos en Dako (Glostrup, Dinamarca). Las membranas de nitrocelulosa fueron
obtenidas de BioRad (Hercules, CA, EUA), y el sistema de deteccion
quimioluminiscente ECL fue de Amersham (GE Healthcare, RU). El kit de ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) para VEGF humano se adquiri6 de Abcam
(Cambridge, MA, EUA). Los demas reactivos utilizados en este estudio fueron
obtenidos de la mayor pureza disponible comercialmente. Las lineas celulares
humanas de cancer de préstata fueron obtenidas directamente de ATCC (Manassas,
VA, EUA).

2. MODELOS BIOLOGICOS

Se utilizaron ratones machos C57-BL y ratones inmunosuprimidos de la cepa
nu/nu, los cuales presentan una mutacion en el gen Foxnl, que les causa distrofia
atimica y alopecia (Pantelouris, 1968). Los ratones se mantuvieron en cajas de acrilico
con filtro, a temperatura constante (22 £1 °C) e iluminacién controlada (oscuridad
18:00 — luz 06:00). Tuvieron acceso ad libitum al agua y alimento. Los animales fueron
sacrificados por decapitacion (este protocolo fue aprobado por el Comité de Bioética
del INB-UNAM, bajo los lineamientos de la edicibn mexicana de la Guia para el
cuidado y uso de los animales de laboratorio del Institute of Laboratory Animal

Resources Commission on Life Sciences National Research Council).
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Se utilizaron dos lineas celulares de cancer prostatico: LNCaP y DU 145 de
origen humano. Las células LNCaP provienen de una metastasis de carcinoma
prostético a nédulo linfatico, son responsivas a los andrégenos, expresan marcadores
de diferenciacion y son poco invasivas (Horoszewicz et al. 1983). Las células DU145
provienen de una metastasis a cerebro, no responden a los andrégenos y son

altamente invasivas (Stone et al., 1978).
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3. DISENO EXPERIMENTAL

3.1 Efecto de la estimulacion B-adrenérgica y/o T3 en tumores prostaticos de
origen humano (LNCaP), generados en ratones inmunosuprimidos. Incidencia,

crecimiento y progresion tumoral

Se cultivaron células LNCaP y se inocularon de manera subcutanea (5.5
millones suspendidas en 100 ul de medio y 100 ul de matrigel) en ratones
inmunosuprimidos (nu/nu) de 8 semanas de edad. A un grupo se le administré el
agonista B-adrenérgico 1ISO (200 ug/dia), mediante un pellet de liberacion controlada.
(Thaker et al., 2006). Otro grupo fue tratado con T3 en el agua de beber (2.5 ug por
dia), y otro grupo tuvo un tratamiento combinado (ISO+T3). Las dosis utilizadas de
estos tratamientos fueron ensayadas en otros estudios y no comprometen la salud de
los animales. La dosis de ISO aumenta la frecuencia cardiaca pero no la presion
arterial, mientras que la dosis de T3 induce un hipertiroidismo subclinico, pero no
franco (Berthonneche et al., 2009; Henderson et al., 2009). Los tratamientos tuvieron
una duracién de 6 semanas, durante las cuales se registrd6 el peso corporal y el
tamafio tumoral. El volumen tumoral se calcul6 a partir de la formula de la elipsoide
(Thompson, 2000). En el momento del sacrificio, se colectod la sangre para obtener el
suero y se registré el peso del tumor; se midieron los niveles séricos y tumorales de
T3. Parte de los tumores se procesaron para el analisis histologico

(inmunohistoquimica) y molecular (expresién génica).

3.2 Efecto de la estimulacion B-adrenérgica, T3 y/o T4 sobre la formacién de
procesos tipo neurita, secrecion de VEGF y capacidad invasiva, en células

humanas de cancer prostatico LNCaP (poco invasivas) y DU145 (invasivas)

Las células LNCaP y DU145 se cultivaron en medio RPMI-1640 sin rojo fenol y
DMEM respectivamente. Ambos medios fueron adicionados con suero fetal bovino
(5%) tratado con carbon (bajo en hormonas), penicilina (100 U/ml) y estreptomicina
(100 pg/ml) a 37°C y atmosfera de 5% de CO,. Se cultivaron 20 000 células, y al dia

siguiente de su siembra se cambid el medio con su respectivo tratamiento disuelto en
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su medio correspondiente. Los tratamientos fueron 1ISO 50 uM, T3 10 nM, T4 100 nM y
la respectiva combinacién de ambos por 6 dias para las células LNCaP y 4 dias para
las células DU145. Se cuantifico el numero y longitud de procesos tipo neurita
(microscopia de contraste de fases), la secrecion de VEGF (ELISA) y la capacidad
invasiva de las células (ensayo transwell). En algunos experimentos se evaluo los

niveles de CREB total y fosforilado (inmunoblotting).
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4. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

4.1 Cuantificacion de niveles séricos y tumorales de T3

Los niveles séricos de T3 se midieron por radioinmunoensayo homoélogo. Esta
técnica se basa en la ley de accion de masas de la reaccion antigeno-anticuerpo, y
consiste en poner a competir el antigeno marcado (**I-T3) con la hormona no
marcada (T3), contenida en los estdndares o en la muestra problema. Se incubaron 50
pl de suero. El anticuerpo a T3 se utiliz6 a una dilucion 1:2000 y se incub6 a 4°C
durante 24 horas. La separacion del antigeno unido del libre se llevd a cabo
agregando una solucion de carbon activado — dextran (0.5%). La solucion se
centrifugé a 2500 rpm, durante 30 minutos (4°C). Se cuantificd la radioactividad
obtenida en la fraccién unida (sobrenadante) y libre (botén). La curva estandar se
construy6 en un intervalo de 4 a 500 pmol T3 / 100 pl. Los resultados se expresan

como ng de T3/dl de suero.

Los niveles tumorales de T3 se midieron mediante inmunoensayo enzimatico
(EIA). La extraccion de T3 de los tejidos se realizd de la siguiente manera: Las
prostatas se pesaron y se homogenizaron en metanol y PTU (1mM) en una proporcion
1:4 (p/v). EI homogenizado se centrifugd a 3,000 rpm, durante 10 minutos (4°C) y el
sobrenadante se evaporé a 65°C. El precipitado se resuspendié en 200 ul suero
hipotiroideo. El coeficiente de recuperacion de la extraccion de T3 fue de 75%. El
ensayo contenia la muestra o estandares (0.75 to 10 ng T3/ml) y anticuerpo anti T3
conjugado a peroxidasa de rabano en un volumen final de 200 pl. Se incubd esta
mezcla 1 hora a temperatura ambiente. Se agrego tetrametilbenzidina y 20 minutos
después la reaccion se detuvo con acido clorhidrico. Se midié la absorbancia a 450

nm. Los resultados se expresan como ng T3/ g tejido.

4.2 Andlisis de la expresién génica

La extraccion, precipitacion y purificacion de RNA se realizé homogenizando el
tejido prostatico en trizol en una proporcion 1:10 p/v. El tejido homogenizado se incub6
5 minutos a temperatura ambiente. La extraccion del RNA se realizd6 con 200 yl de
cloroformo. La mezcla se centrifugd (12000 rpm a 4°C) durante 20 minutos, y la fase
acuosa se mezclé con 500 pl de isopropanol para precipitar el RNA. El RNA se lav)
con 1 ml de etanol (75%), se resuspendio en 100 pl de agua estéril, y se almacen¢ a -
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70°C. La cuantificacion de RNA, se realizé en un espectrofotometro UV a 260 nm y la

pureza se determind con el cociente de absorbancia 260/280 nm.

La sintesis del cDNA se realiz6 a partir de la retrotranscripcion de 2 ug de RNA.
El RNA se incub6 con oligo dT (50 yM), durante 5 minutos a 65°C. Posteriormente se
incubd a 42°C (1 hora), con buffer (Tris HClI 200 mM a pH 8.4 y KCI 500 mM), DTT (0.1
M), inhibidor de RNasas RNasin (40 u/pl), dNPTs (10 pmoles) y enzima Superscript Il.

Esta incubacion fue seguida de otra a 55°C por 20 minutos.

La temperatura Optima de amplificacion de los oligonucledtidos se determind
mediante un gradiente de 55-65°C. Posteriormente, se corroboré el tamafio y
especificidad del producto de amplificacion, observando una sola banda del tamafio
esperado en un gel de agarosa al 3%. En la Tabla 1 se resumen las secuencias,
tamafio y temperatura de alineacion de los oligonucleotidos utilizados. La expresion
génica se analizé a partir de 2 ug de RNA total mediante PCR (tiempo real), utilizando
Méaxima SYBR Green y los oligos especificos (10 pM). El perfil de amplificacion se
llevo a cabo de la siguiente manera: Hold a 95°C 2 min. Ciclos (35 a 40) que
incluyeron desnaturalizacién (95°C por 15 seg), alineacion (55-64°C 15 segundos) y
extension (72°C 15 seq). Finalmente, se analiz6 la curva de disociacion (rampa de 72-
95°C durante 3 minutos). La expresion génica relativa se calculé usando una curva

estandar y normalizada con la expresion de B-actina.
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Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados en la PCR en tiempo real

Temperatura
No. .
) ) ) Tamaifio de
Gene GenBank Sentido Antisentido ] .
(bp) alineamiento
(NM)
(°C)
Constitu _ ACAGAGTACTTGC | CCATCATGAAGTG
_ B-Actina 001101 185 60
tivo GCTCAGGA TGACGTTG
GCGCTACTTCACC | CAGACACCACACC
2 MCT-8 006517 125 60
c TACGGGA ATTGGC
© TGGAACTAAAGTC
o TTGGGAGTTTATC
2 D1 000792.5 TTCAATAAGCCTC 165 60
GAAGGTAATAGG
> TT
©
T E TGAGACTCCTGGG | CAGCAGCTCGCCT
S T D3 001362.3 110 60
= GAATGAC AGGACT
s ATGACTCCCAACA | TCCAGTCGTGTTC
S TR-B1 001128177 65 60
2 GTATGACAG TCGGTCT
3 TGCCATTGGTCTT | CAGGCATCGCTGA
2 ARA 70-a | 01145260 124 60
oM CAGGCTCCT AGAAACTGC
GGAATTCCTGTGC | CGAAGTTCATCAA
o RA 001011645 84 55
o © ATGAAA AGAATT
2 T
R GGCAGCTCCAGAA | GTCTTGAGGGCTT
o 9 ADR-B2 000024.5 139 60
s GATTGAC TGTGCTT
B ATGTCAAACGTGC | TCTGTAGTAGAAC
o p27 “® 004064.3 262 60
%) GAGTGTC TCGGGCAA
3 o GATTTGAATCGCG | GATTTGAATCGCG
c Survivina 01012270.1 64 55
koA GGACCC GGACCC
2 TGAACAGCCCTAT | GATGAACTCTCAG
= CgA 001275.3 260 60
S GAATAAA AGGTTCTTGAG
= TGTGGTGGAGCAA | TTGGTGGCATCCT
£ o NSE 001975.2 345 60
S o GAGAAACTGGA TGCCGTATTTG
. ©
S > GGCCTCCGAAACC
c £ CCTCCTGCCCGG
a7} VEGF 001025368 | ATGAACTTTCTGC 165 60
o CTCACCCGC
5 T
(0]
c GTGGCCAAAAGAC | CAAGCGTGTCAGC
o uPA 01145031.1 267 64
o TCTGAGG GCTGTAG
e TGG TCC TGG GCTGCCTGTCGGT
) MMP-9 04994.2 111 60
L TGC TCC TGG TG GAGATTGG

MCT8 = Transportador de monocarboxilatos-8; D1 = Desyodasa 1; D3 = Desyodasa 3; TR-f1 =
Receptor de TH B1; ARA 70-a = Coactivador del receptor de andrégenos 70-a; RA = Receptor de
andrégenos; ADR-B2 = Receptor adrenérgico B,; p27"" = Inhibidor dependiente de ciclina, CgA=
Cromogranina A; NSE = Enolasa neuronal especifica VEGF = Factor de crecimiento endotelial vascular;
uPA = Urokinasa activadora de plasmindgeno; MMP-9 = Metaloproteinasa-9.

4.3 Inmunohistoquimica para detectar la presencia de SYP y VEGF
Los tejidos fueron fijados con formalina (10%) en buffer de fosfatos, y fueron

procesados para inclusion en parafina. Secciones de tumores fueron desparafinizadas
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y rehidratadas. La exposicion del antigeno fue realizada usando una solucién de
anhidrido citraconico 0.05% a pH 7.4 colocado en olla de presion por 25 minutos. Los
cortes se bloquearon con solucion de bloqueo de peroxidasas, y se incubaron a 4°C
toda la noche con anticuerpo anti-sinaptofisina o anti-VEGF, ambos a una dilucion de
1:100. Se incubaron posteriormente con anticuerpo secundario (anti-conejo IgG-HRP o
anti raton-lgG-HRP) a una dilucién de 1:1000 a 37°C por una hora. La visualizacion de
SYP y VEGF fue realizada con diaminobencidina (DAB). Los cortes se contratifieron
con hematoxilina, se deshidrataron y se montaron con Entellan. Cortes de médula
adrenal se procesaron y se usaron como control positivo. Cortes histologicos
incubados sin anticuerpo primario fueron usados como control negativo. Las imagenes
se adquirieron y analizaron por microscopia de luz a una magnificacién de 100X. Este

analisis fue realizado en colaboracién con la Dra. Ana Alicia Sanchez Tusie.

4.4 Morfologia de tipo neuroenddcrino

Se analizé la longitud y numero de proyecciones tipo neurita, caracteristicas de
las células neuroenddcrinas, por microscopia de contraste de fases a 20X, en cuatro
campos aleatorios. Las imagenes se analizaron con el software Infinity Capture e

Infinity Analyze.

4.5 Niveles y secrecion de VEGF

La secrecion de VEGF al medio de cultivo fue cuantificada por el método de
ELISA. Se utilizd6 un anticuerpo monoclonal biotinilado (conjugado con HRP-
estreptavidina) que detecta las isoformas 165 y 121 de VEGF. Los resultados se
interpolaron con una curva de calibracion de VEGF (8 a 6000 pg/ml). El contenido de
proteina total en el medio fue medido por el método de Bradford. Los datos se

expresaron como pg de VEGF / mg de proteina.

4.6 Invasion celular

Se analiz6 mediante el uso de camaras de invasion, las cuales contienen una
membrana de PET (tereftalato de polietileno), sobre la cual se encuentra una capa de
matrigel (Figura 5). Las células LNCaP o DU145 se sembraron a una densidad de 25
000 células/pozo y fueron tratadas por 6 0 4 dias respectivamente, con ISO (50 puM),
T3 (10 nM), T4 (100nM), ISO+T3 e ISO+T4. La camara inferior contenia medio
completo como quimioatrayente. Después de 36 horas de incubacion, la base de cada
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pozo se limpid con un hisopo, se fijé con metanol y se tifid con azul de toluidina 1% en
borax 1%. El nUmero de células invasivas se contd en cuatro campos aleatorios por
pozo en un microscopio de luz a 20X, usando el software Image J 1.43u. Se realizaron

tres experimentos independientes por triplicado.
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Figura 5. Representacién de un ensayo de invasiéon (A). Andlisis del nimero de células que migraron
por la matriz de matrigel (B).

4.7 Expresion de CREB total y fosforilado

Las células se homogenizaron con buffer RIPA (Tris HCI pH7.4 50 mM, NP-40
0.5%, NaCl 100mM) e inhibidor de proteasas mini Complete sin EDTA. Se
centrifugaron a 12000 rpm 10 min a 4 °C. Se separ6 el sobrenadante y se determind la
cantidad de proteina por el método de Bradford. La deteccion de CREB y pCREB se
llevé a cabo por Western Blot usando tejido adiposo café como control positivo. Los
extractos proteicos (25 6 50 pg de proteina) se resolvieron por SDS-PAGE 15% y se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa por electroblot. Las membranas se lavaron
con TBS (buffer Tris salino pH 7.5) 10 minutos y bloqueadas con T-TBS (TBS-Tween
20 0.05%) y leche en polvo al 5% por 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, se lavaron 3 veces por 10 minutos con T-TBS e incubadas toda la
noche a 4°C con los anticuerpos primarios (CREB o pCREB), ambos a una dilucion
1:1000. Las membranas se lavaron nuevamente 3 veces 10 minutos con TTBS, y se
incubaron 2 horas a temperatura ambiente con anticuerpo secundario anti-conejo IgG
a una dilucién 1:5000. La deteccion de las proteinas se llevo a cabo usando el sistema
ECL de quimioluminiscencia. El analisis densitométrico se realizé mediante el

programa Image J 1.43u. Se realizaron 3 experimentos independientes.
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4.8 Estadistica

Todos los datos representan la media + error estandar (X + E.E). La incidencia
tumoral fue analizada mediante chi-cuadrada (X%). La homogeneidad de varianzas fue
determinada por la prueba de Bartlett y Brown-Forsythe. Los datos con distribucion
normal fueron analizados por analisis de varianza (ANOVA) de una o dos vias y
prueba post-hoc de Tukey. Los datos con distribucion no paramétrica se analizaron por
la prueba de Kruskal-Wallis y prueba post-hoc de Dunn’s. Las diferencias significativas
fueron consideradas cuando p<0.05. Los analisis estadisticos fueron realizados con el

programa Graph Pad Prism 6.
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RESULTADOS
1. Efecto de la estimulacion B-adrenérgica y/o T3 sobre la progresién de
tumores prostaticos de origen humano (LNCaP), generados en ratones

inmunosuprimidos

1.1 Peso corporal, incidencia y crecimiento tumoral

Los resultados de la Figura 6 muestran que ninguno de los tratamientos afecto
el peso corporal (A), pero modificaron la incidencia (B) y el crecimiento tumoral (C).
Los datos muestran que el 100 % de los ratones del grupo control y los tratados con
ISO solo o combinado con T3 desarrollaron tumores, mientras que el 85 % de los
animales tratados con T3 los desarrollaron. Los grupos tratados con ISO e ISO+T3
mostraron una latencia en la aparicion de los tumores de 2 semanas, mientras que en
el grupo control y T3, los tumores aparecieron en la tercera semana. En la figura 5C se
observa un rapido crecimiento tumoral entre la cuarta y sexta semana del grupo
control. En contraste, el 1SO, T3 e ISO+T3 mostraron un crecimiento tumoral mas
lento, mostrando un tamafio tumoral reducido después de 6 semanas de tratamiento.

El crecimiento mas lento fue observado en ambos grupos de 1SO.
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Figura 6. Efecto de la administracion de 1SO, T3 y de ambos en el peso corporal (A), incidencia (B) y
crecimiento tumoral (C). Los datos se analizaron con chi cuadrada, ANOVA de dos vias, y prueba post-
hoc de Tukey. Letras distintas indican diferencias significativas a p<0.05. n = 6 animales por grupo.

1.2 Niveles de T3 y expresion génica asociada a la respuesta tiroidea

1.2.1 Cuantificacion de los niveles séricos y tumorales de T3
En la Figura 7 se muestra que la administracién de 1ISO no modificd los niveles
séricos (A) y tumorales (B) de T3, pero la suplementacién con T3 incrementé ambos

parametros entre un 20 y 30%, comparados con el grupo control.
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Figura 7. Niveles séricos (A) y tumorales (B) de T3. Los datos se analizaron con ANOVA y prueba
post-hoc de Tukey. Letras distintas indican diferencias significativas a p<0.05. n = 6 animales por grupo.

1.2.2 Expresién génica asociada a la respuesta tiroidea

La Figura 8 muestra los efectos de los tratamientos en la expresién de genes
asociados a biodisponibilidad y respuesta a T3 en el tejido tumoral: Transportador
monocarboxilato 8 (MCT-8, A), desyodasa tipo 1 (D1, B), desyodasa tipo 3 (D3, C), el
receptor nuclear a hormonas tirodeas TR-B1 (D) y un gen de epitelio prostéatico
responsivo a T3 (proteina asociada al receptor de androgenos 70, ARA70 a). En
comparacién con el grupo control, el ISO redujo significativamente la expresion de D3
en un 60 %, pero no tuvo efecto en el resto de los genes. El tratamiento con T3
incrementd la expresion de D1 y ARA70 a de un 40 a un 50 %, pero no tuvo ningun
efecto en la expresiéon de MCT-8 o D3. Comparado con el grupo control, una
disminucién evidente pero no significativa del receptor TR-B1 (60 %) fue observada en
respuesta a T3. En el grupo combinado (ISO+T3), la baja expresion de D3 fue
consistente con la reduccién mediada por 1SO. Por otro lado, el ISO antagonizé la
disminucién observada en el receptor TR-B1 asociada con T3, pero no ejercié este

efecto antagonico en la expresion de ARA70 a.
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Figura 8. Expresién génica asociada a T3. Genes relacionados con transporte (A), metabolismo y
disponibilidad de T3 (B y C), receptor nuclear (D) y (E) de la respuesta tiroidea. Los datos se analizaron
con ANOVA y prueba post-hoc de Tukey. Letras distintas indican diferencias significativas a p<0.05. n =
6 animales por grupo.

1.3 Expresién génica asociada a fenotipo neuroenddcrino e invasion

1.3.1 Genes de epitelio prostatico

En la Figura 9A y 9B se muestra la expresion de genes caracteristicos de
epitelio prostéatico: el receptor de andrégenos (RA), y el receptor 3 adrenérgico tipo 2
(ADR-B2). Se observo que el ISO incremento la expresion del RA y disminuyo la del
receptor ADR-B2. La T3 por si sola no tuvo efecto en la expresion de ninguno de estos
dos genes, pero en el grupo combinado, la T3 previno el incremento y disminucion de
la expresion del RA y del receptor ADR-B2 respectivamente, asociado al ISO.
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Figura 9. Expresion de genes de epitelio prostéatico: el receptor de andrégenos (A) y el receptor -
adrenérgico tipo 2 (B). Los datos se analizaron con ANOVA y prueba post-hoc de Tukey. Letras distintas
indican diferencias significativas a p<0.05. n = 6 animales por grupo.

1.3.2 Genes asociados al fenotipo neuroendécrino

La Figura 10 muestra la expresion de genes asociados a fenotipo neuroendécrino.
Se evalud la expresion de p27<" (A), survivina (B) y dos péptidos secretados por
células neuroenddcrinas, CgA y NSE (C). Se puede observar que el ISO incremento al
doble o triple la expresion de survivina, CgA y NSE comparados con el grupo control.
El increment en p27*® no fue significativo. La T3 por si sola no modificé la expresién

de estos genes, pero previno los incrementos inducidos por el ISO.
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Figura 10. Expresion de genes asociados al fenotipo neuroenddécrino: arresto (A), sobrevivencia (B) y
péptidos (C). Los datos se analizaron con ANOVA y prueba post-hoc de Tukey. Letras distintas indican
diferencias significativas a p<0.05. n = 6 animales por grupo.

1.3.3 Expresion de SYP como marcador de fenotipo neuroendocrino

En la Figura 11 se muestran imagenes representativas de la inmunodeteccion
de SYP en cortes histolégicos de xenotransplantes. Un numero mayor de células
positivas a SYP fueron observadas en tumores del grupo tratado con ISO, comparado
con los grupos control o los tratados con T3. La T3 sola no afectod los niveles de esta

proteina, pero previno el incremento mediado por el ISO. Una evidente
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inmunodeteccion de ambos marcadores fue observada en el control positivo (médula

adrenal), y ausencia de sefal fue observada en los controles negativos.
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Figura 11. Expresion de SYP en tumores de xenotransplantes. Imagenes de microscopias de luz
representativas que muestran la inmunodeteccién de SYP a una magnificacion de 100X. Los nucleos
fueron contratefiidos con hematoxilina. La médula adrenal fue utilizada como control positivo, y un
xenotransplante incubado con PBS en lugar de anticuerpo secundario, fue utilizado como control
negativo. Los insertos de los controles positivo y negativo son a 20X. Barra de escala, 20 micras.

1.3.4 Genes asociados a invasion

En la Figura 12 se muestra la expresién de genes asociados a progresion tumoral,
gue incluyen genes de angiogénesis e invasion, tales como uroquinasa activadora de
plasminégeno (uPA) (A), VEGF (B) y MMP-9 (C). De manera similar a los genes
asociados a fenotipo neuroendécrino, el ISO incrementd entre 2 y 3 veces su
expresion, mientras que la T3 sola no tuvo ningun efecto. Nuevamente, se puede
observar que la T3 previno el incremento mediado por el ISO en la expresion de estos

genes.
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Figura 12. Expresion de genes asociados a invasion: uPA (A), VEGF (B) y MMP-9 (C). Los datos se
analizaron con ANOVA vy prueba post-hoc Tukey. Letras distintas indican diferencias significativas a
p<0.05. n = 6 animales por grupo.

1.3.5 Expresién de VEGF como marcador de progresion tumoral

En la Figura 13 se muestran imagenes representativas de la inmunodeteccion
de VEGF en cortes histolégicos de xenotransplantes. De manera similar a SYP (Figura
10), un namero mayor de células positivas a VEGF fueron observadas en tumores del
grupo tratado con ISO, comparado con los grupos control o los tratados con T3. La T3
sola no afecto los niveles de esta proteina, pero previno el incremento mediado por el
ISO. Una evidente inmunodeteccion de ambos marcadores fue observada en el control
positivo (médula adrenal), y ausencia de sefial fue observada en los controles

negativos.

2. Efecto de la estimulaciéon B-adrenérgica, T3 y/o T4 sobre la formacién de
procesos tipo neurita, secrecion de VEGF y capacidad invasiva, en células

humanas de cancer prostatico LNCaP (poco invasivas) y DU145 (invasivas)

Con el propésito de determinar si los incrementos en expresion génica y
proteica en xenotransplantes en respuesta a la estimulacién B-adrenérgica estan
asociados a la adquisicion proyecciones tipo neurita y capacidad invasiva, se llevaron
a cabo experimentos en las lineas celulares de cancer prostatico LNCaP (poco
invasivas) y DU145 (invasivas). Asimismo, se incluyé un grupo tratado con T4, para

discernir los efectos de ambas tironinas en estos procesos.
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Figura 13. Expresién de VEGF en tumores de xenotransplantes. Imagenes de microscopias de luz
representativas que muestran la inmunodetecciéon de VEGF a una magnificacion de 100X. Los nlcleos
fueron contrateflidos con hematoxilina. La médula adrenal fue utilizada como control positivo, y un
xenotransplante incubado con PBS en lugar de anticuerpo secundario, fue utilizado como control
negativo. Los insertos de los controles positivo y negativo son a 20X. Barra de escala, 20 micras.

2.1 Morfologia de tipo neuroendécrino

2.1.1 Células LNCaP

En la Figura 14 se muestran imagenes de microscopia por contraste de fases
(A) con los respectivos tratamientos, asi como la longitud (B) y procesos tipo neurita
por célula (C). Se puede observar que tanto el ISO como la T4 incrementaron de 30 a
40% la longitud y namero de procesos neuriticos. A diferencia de la T4, la T3 no
modificé por si sola estos pardmetros, pero previno el incremento inducido por la

administracion del ISO.
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Figura 14. Fotomicrografias representativas de las proyecciones tipo neurita (A), longitud (B) y nUmero
de procesos (C) en células LNCaP. Las células fueron tratadas por 6 dias con ISO 50 pM, T3 10 nM o
T4 100 nM y su respectiva combinacion con 1SO. Imagenes representativas por contraste de fase a
20X. Barra de escala, 50 micras. Los datos se analizaron con ANOVA y prueba post-hoc de Tukey. n =
4-5 experimentos independientes.

2.1.2 Células DU145

En la Figura 15 se muestran imagenes de microscopia por contraste de fases
(A) con los respectivos tratamientos, asi como la longitud (B) y procesos tipo neurita
por célula (C). Se observa que ninguno de los tratamientos tuvo efecto en la longitud ni

en el nUmero de procesos tipo neurita.
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Figura 15. Fotomicrografias de las proyecciones tipo neurita (A), longitud (B) y nimero de procesos (C)
en células DU145. Las células fueron tratadas por 4 dias con ISO 50 puM, T3 10 nM o T4 100 nM y su
respectiva combinacién con ISO. Imagenes representativas por contraste de fase a 20X. Barra de
escala, 50 micras. Los datos se analizaron con ANOVA y prueba post-hoc de Tukey. n = 4-5
experimentos independientes.

2.2 Secrecion de VEGF y capacidad invasiva

2.2.1 Células LNCaP

En la Figura 16 se muestra el efecto de la estimulacién B-adrenérgica y las HT en
ensayos funcionales de secrecion de VEGF (A) y capacidad invasiva (B) en las células
LNCaP. De manera similar a la adquisicion de proyecciones tipo neurita, se encontré
que tanto el ISO como la T4 incrementaron la secrecion de VEGF y la invasion de las
células LNCaP.
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Figura 16. Secrecion de VEGF (A) y capacidad invasiva (B) de las células LNCaP. Las células fueron
tratadas por 6 dias con ISO 50 uM, T3 10 nM o T4 100 nM y su respectiva combinacion con ISO. Los
datos se analizaron con ANOVA y prueba post-hoc de Tukey. Letras distintas indican diferencias
significativas con p<0.05. n=4-5 experimentos independientes.
2.2 Células DU 145

En la Figura 17 se puede observar que no hubo efecto de la B-adrenérgica y las

HT en la secrecion de VEGF (A) o en la capacidad invasiva (B) de las células DU145.
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Figura 17. Secrecion de VEGF (A) y capacidad invasiva (B) de las células DU145. Las células fueron
tratadas por 4 dias con ISO 50 uM, T3 10 nM o T4 100 nM y su respectiva combinacion con ISO. Los
datos se analizaron con ANOVA y prueba post-hoc de Tukey. No se encontraron diferencias
significativas. n=4-5 experimentos independientes.

2.3 Fosforilacion de CREB en las células LNCaP

Dado que en las células DU145 no se encontré respuesta a ninguno de los
tratamientos, y en los xenotransplantes la T3 previene la expresion de genes
asociados a progresion tumoral, se analizé en las células LNCaP la inmunodeteccion
de CREB y pCREB como una primera aproximacién para analizar el mecanismo por el
cual la T3 reduce la capacidad invasiva de las células LNCaP. La figura 18 muestra
que se encontr0 un incremento evidente pero no significativo en la relacion
pCREB/CREB en las células tratadas con ISO e ISO+T3, comparadas con el grupo
control o T3.
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Figura 18. Fosforilacion de CREB en células LNCaP. Inmunoblot representativo de la expresién
proteica de pCREB y CREB (A), y su analisis densitométrico (B) en células LNCaP. Se us6 como control
positivo a pCREB tejido adiposo café (BAT) de ratas expuestas a frio. Los datos representan la media +
EEM. No se encontraron diferencias significativas. n=3 experimentos independientes.
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DISCUSION

Este estudio apoya la nocién de que la activacion B-adrenérgica sostenida
promueve la progresion tumoral y la adquisicion de procesos tipo neurita
(neuroenddcrino) e invasion en células, y que la T3, mas no la T4, tiene un importante
efecto modulador en estos procesos tumorogénicos. Estos resultados son relevantes,
dado que existen estudios tanto epidemiolégicos como experimentales que asocian
que la activacion del sistema nervioso simpatico por factores factores psicolégicos-
emocionales (estrés, la depresion cronica) y patologicos (hipetension no tratada,
sindrome metabdlico) con la progresion de muchos tipos de cancer, entre ellos el de
prostata (Thaker et al., 2006; Armaiz-Pena et al., 2009; Hassan et al., 2013).

En ratones inmunosuprimidos xenotransplantados con células LNCaP, la
activacion B-adrenérgica inducida por el 1ISO redujo el crecimiento tumoral, pero
acelero la latencia e incidencia de tumores. Estos datos coinciden con datos de la
literatura, donde muestran que el aporte simpatico (via receptores B-adrenérgicos) es
crucial en la iniciaciéon y progresién de cancer prostatico y hepético (Magnon et al.,
2013; Uehara et al., 1993; Braadland et al., 2015). La disminucion en el crecimiento
tumoral por el ISO fue asociada con un incremento en la expresion génica asociada
con arresto celular (p27*P), diferenciacién neuroendécrina (survivina, CgA y NSE) e
invasion celular (VEGF, uPA y MMP-9) (Cox et al., 1999; Pinski et al., 2006; Xing et al.,
2001; Canaff et al., 1998; Lutgendorf et al., 2003; Yang et al., 2006; Gu