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RESUMEN

En el laboratorio de metabolismo energético del Instituto de Neurobiologia de la UNAM se
estudian los efectos del yodo molecular (I2) en la fisiopatologia de diversos 6rganos y tejidos.
En lineas celulares de cancer prostatico, el I, induce la pérdida de la viabilidad celular y
potencia el efecto anti-proliferativo de los anti-androgenos. In vivo, el I, previene la
inflamacion de la prdéstata inducida por estradiol (Ez), pero los efectos directos del I, y/o
estrogenos o citocinas, no han sido estudiados en modelos de cancer prostatico. El objetivo de
la presente tesis fue analizar los efectos de la combinacion I,-E; 0 I2- TNF-a, en la viabilidad
y proliferacion celular, capacidad invasivay secrecion de interleucina (IL6) en la linea celular
DU145. Se realizaron estudios dosis respuestade E; (0.1, 1,10 y 100 nM) y TNF-a (0.1, 1, 10
y 50 ng/ml) sobre la viabilidad (azul tripano) y proliferacion celular (incorporacion de BrdU).
Subsecuentemente se analizaron los efectos de 400 uM I, (ICso previamente reportado) en
presencia o ausencia de 10 nM Ez o de 10 ng/ml de TNF-a en la viabilidad celular, secrecién
de IL6 (IL6) (ELISA) y/o capacidad invasiva (Transwell). Los datos se analizaron con
ANOVA de una viay la prueba post hoc de Tukey (p< 0.05). Los resultados mostraron que 10
nM de E, aument6 la proliferacion celular y el co-tratamiento con Ex+l, previno dicho
aumento. Los tratamientos individuales con E; o I; disminuyeron la expresiony secrecién de
IL6, pero estos efectos no se potenciaron por la combinacion Ex+l,. Por otra parte, TNF-a
disminuyo la proliferacion celulary capacidad invasiva, pero aumento la secrecion de IL6. El
I> redujo la capacidad invasiva y previno la secrecion de IL6 inducida por TNF-a. El efecto
anti-invasivo del I, también se extiendd a otras lineas celulares de cancer prostatico
dependientes (LNCaP) e independientes de androgenos (PC3). Los resultados mostraron la
sensibilidad de las células DU145 a las acciones anti-proliferativas, anti-invasivas y
potencialmente anti-inflamatorias del I, los cuales se mantienen ante una estimulacion con E;
0 TNF-a. Los mecanismos detras de estas acciones deben ser estudiados y extendidos a otras

lineas celulares y modelos in vivo de cancer prostéatico.



ABSTRACT

The effects of molecular iodine (I2) on the pathophysiology of various organs and tissues are
being studied in the energy metabolism laboratory of the Institute of Neurobiology of the
UNAM. In prostate cancer cell lines, I, induces the loss of cell viability and potentiates the
anti-proliferative effect of anti-androgens. In vivo, I, prevents estradiol (E2)-induced prostate
inflammation, but the direct effects of I, and/or estrogens or cytokines have not been studied
in prostate cancer models. The aim of the present thesis was to analyze the effects of I,-E; or
I,- TNF-a combination on cell viability and proliferation, invasive capacity and Interleukin 6
(1L6) secretionin the DU145 cell line. Dose response studies of E; (0.1, 1, 1, 10 and 100 nM)
and TNF-a (0.1, 1, 1, 10 and 50 ng/ml) on cell viability (trypan blue) and proliferation (BrdU
incorporation) were performed. Subsequently, the effects of 400 uM I,(IC50 previously
reported) in presence or absence of 10 nM E, of 10 ng/ml TNF-a on cell viability, secretion
IL6 (ELISA) and/or invasiveness (Transwell) were analyzed. Data were analyzed with one-
way ANOVA and Tukey's post hoc test (p<0.05). Results showed that 10 nM with E; increased
cell proliferation and E>+1, co-treatment prevented such increase. Individual treatments with
E, or I, decreased IL6 expression and secretion, but these effects were not enhanced by the
E»+l, combination. On the other hand, TNF-a decreased cell proliferation and invasiveness,
but increased IL6 secretion. I, reduced invasive capacity and prevented TNF-a -induced IL6
secretion. The anti-invasive effect of I, also extends to androgen-dependent (LNCaP) and
androgen-independent (PC3) prostate cancer cell lines. The results show the sensitivity of
DU145 cells to the anti-proliferative, anti-invasive and potentially anti-inflammatory actions
of I, which are maintained upon challenge with E; or TNF-a. The mechanisms behind these
interactions need to be studied and extended to other cell lines and in vivo models of prostate

cancer.



1. INTRODUCCION

La inflamacion crénicade origen infeccioso o no infeccioso es una condicion que favorece el
desarrolloy progresion de patologias prostaticas, como la hiperplasiay el cancer. Los factores
de riesgo relacionados con la condicion no infecciosa son el envejecimiento, la obesidad, el
sindrome metabdlico, la exposicién a xenobidticos y el sedentarismo (Hughes et al., 2005;
Bandini et al., 2017; Kruslin et al., 2017). Algunas de estas condiciones conllevan a
desregulaciones hormonales, ademas se conoce que la deficiencia de androgenos y/o niveles
aumentados de estrogenos estan relacionados con la inflamacion de la préstata (Vignozzi et
al., 2016).

En la préstata, los receptores nucleares de andrégenos (AR) y los receptores a estrogenos beta
(ERP) regulan la diferenciacion celular epitelial y median acciones antiinflamatorias (Di
Croce et al., 1999), mientras que los receptores a estrogenos alfa (ERa) se expresan
primordialmente en el estromay median acciones proliferativas e inflamatorias (Di Zazzo et
al., 2018). ElI aumento en la proporcion E, /androgenos induce la adquisicién de un
microambiente inflamatorio en la préstata normal, pero la relevancia de esta proporcion no
estd bien entendida en el cancer. Estudios in vitro muestran que concentraciones fisioldgicas
de E; aumentan la proliferacion celular en lineas dependientes de andrdgenos (LNCaP)
(Arnold et al., 2005), pero no en las independientes de andrégenos (DU145, PC3) (Lafront et
al., 2020). Contrario a lo esperado, los receptores ERP estan sobre-expresados en la prostata
tumoral y la presencia de las variantes ERB2 y ERBS5 se correlaciona con la malignidad del
tumor y ademas representa un pobre prondstico en la esperanza de vida del paciente
(Christoforou et al., 2014). Por otro lado, se conoce que el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) promueve la proliferacién celular y favorecer un ambiente inflamatorio en células de
cancer de prostata dependientes de andrégenos, sin embargo la sefializacion de este factor
también puede conducir a la apoptosis asi como a la progresién del tumor (por induccion de
citoquinasy genes de supervivencia) mediante la activacion de diferentes vias de transduccion
ya seaatravés de la sefializacion de TNF-R1/caspasa 8 y/o TNF-R2/NFKB (Blasko et al 1997;
Maolake et al 2017; Wang et al 2009).



Por otra parte, el yodo (lI2) es un micronutriente del grupo de los halégenos que de manera
directao indirecta interviene en procesos antioxidantes, apoptéticos e inmunomoduladores en
diversos tipos de epitelios o tejidos cancerosos (Aceves et al., 2021). La prostata murina
normal y cancerosa expresa los mecanismos relacionados con la captura de I, (Olvera-
Caltzontzinetal., 2013) y se conoce que el aporte de I, atentia el estrés oxidativo e inflamacién
inducida por un exceso de testosterona o estrdgenos, respectivamente (Quintero etal., 2018,
Anguiano et al., 2023). El I, reduce la viabilidad celular en varias lineas de cancer de prostata,
pero sus efectos en la expresion o interaccion con citoquinas no han sido descritos. Asi, el
proposito de esta tesis fue analizar los efectosdel I, en la viabilidad y expresion de citocinas,
en lalineaDU145 (AR, ERB") cultivadaen ausenciao presenciade E; o de TNF-a, asi como
evaluar los efectos del I, y TNF-a en el potencial invasivo. Para poner en contexto el trabajo,
en esta tesis se revisan aspectos generales sobre los efectos de las hormonas sexuales en la
fisiologia de la prostatay como la desregulacion de estas hormonas representa un factor de
riesgo o progresion de inflamacion y del cancer. Se revisan aspectos basicos de la fisiologia
del I y su implicaciénen el cancer, para dar lugar al planteamiento y objetivos de la tesis. Se

presentan y discuten los resultados y se finaliza con las conclusiones del estudio.



2. ANTECEDENTES

2.1 Prostata

La prostata es una glandula del sistema genitourinario que se encuentra presente en la
mayoria de los mamiferos machos (Frick & Aulitzky 1991). El crecimientoy desarrollo de
esta glandula comienzan en la vida fetal y terminan en la etapa de madurez sexual (Marker,
2003). La prostata contribuye a la produccion del fluido seminal y al éxito reproductivo, ya
que los productos de secrecion de esta glandula son relevantes para el funcionamiento de los
espermatozoides y, por ende, para la fertilidad masculina. Como glandula endocrina,
contribuye a la conversion réapida de la testosterona a un andrégeno mas potente, la
dihidrotestosterona (DHT) vy, por lo tanto, también influye, de manera indirecta, en las
funciones hipotalamicas e hipofisarias a través de una regulacion negativa ejerciendo efectos

inhibidores sobre la secrecion de la FSHy la LH (Kumar & Majumder 1995).

La prostata tiene una estructuratubulo alveolar cuya unidad funcional la conformael acinoy
el arbol ductal. La préstata humana, con base con algunos referentes anatomicos, se divide
en zonas (periférica, central y de transicion) y regiones (fibro-musculares y peri-uretral)
(Figurala). En hombres adultos jovenes, la zona periférica constituye mas del 70% del tejido
glandular y contribuye con la mayor produccion de fluido prostatico. También es el sitio en
el que mas frecuentemente se originan las neoplasias, ya que casi el 80% de los tumores de
préstatasurgen en estazona (McNeal, 1981; Timms, 2008; Zlotta et al., 2013) (Figural). La
zona central representa el 20% del tejido glandular y es atravesada por los conductos
eyaculadores, mientras que la zona de transicion representadel 5 al 10 % del tejido glandular
y es atravesadapor la uretra. La regién fibro-muscular esta conformada por musculatura lisa
y tejido conectivo (McNeal, 1981; Mcneal et al., 1997; Timms, 2008). La proliferacion del
estroma fibro-muscular y el remodelamiento de la matriz (compuesta por
glicosaminoglicanos), son parte de los procesos que ocurren durante el desarrollo de la
hiperplasia prostatica benigna (BPH) (Babinski et al., 2002). A nivel celular, los acinos estan
conformados por una monocapa de epitelio secretor, la cual esta rodeada de células basales,

neurorenddcrinas y una compleja red proteinas de matriz extracelular Figura 1.



2.2 Tipos celulares en la prostata

El acino contiene células epiteliales que componen el tejido glandular (Figura 1b). Dentro
del epitelio prostatico, se han identificado células de tipo luminal, basal, intermedio y
neuroendocrino (NE) (Rybak et al., 2015). La funcion secretora de las células luminales
depende de androgenos y de la expresion de multiples genes dependientes de la sefializacion
de androgenos. Las celulas basales se encuentran intercaladas entre las células luminalesy la
membrana basal, presentan un alto potencial de proliferacion, expresan bajos niveles del
receptor de andrégenos (AR) y su sobrevivenciano depende de andrégenos. Las células con
un fenotipo intermedio presentan un alto potencial de proliferaciony expresan niveles bajos
de AR. Por otra parte, las células NE se encuentran dispersas entre las células basales y
luminales, tienen una funcion secretora, producen neuropeptidos (el neuropéptido Y, la
cromogranina A y calcitonina) y no expresan el AR (Rybak et al., 2015; Butler, & Huang,
2021)) (Figura 1b).

Figura 1: Anatomiay representacion de los distintos tipos celulares de la préstata. a) Divisiones
de la prostata: la zona central, la zona de transiciony la zona periférica. b) Microestructuray
composicion celular del epitelio glandular de la préstata. Imagenes tomadas de: Verze et al .,
2016.



2.3 Efectos biologicos de los andrdgenos en la prostata

La prostata es una glandula cuya funcién, crecimientoy patologia depende de andrégenos,
los cuales estan representados por la testosterona (T) y la dihidrotestosterona (DHT). Estas
moléculas se sintetizan a partir del colesterol, forman parte del grupo de los esteroides y
pertenecen alaclase de los androstanos. Su estructura quimica contiene 19 atomos de carbono
(C), unatomo de oxigenoen el C3y unradical hidroxiloen el C17 (Figura 2). Los androgenos
son los responsables del desarrollo fenotipico masculino durante la embriogénesisy durante
la maduracion sexual en la pubertad (Heemers et al., 2007). EI 90 % de la T circulante se
produce en los testiculos por las células de Leydigy el 10% restante se produce en la corteza
adrenal. En comparacioncon la T, la DHT presenta una afinidad dos o tres veces mayor por
el AR (Grino et al., 1990). En la prostata la T puede ser convertida por accion de la Sa-
reductasa a DHT, y por accion de la aromatasa, a 17p-estradiol (Ez) (Tan et al., 2015; Dai et
al., 2017). Ambos tipos de androgenos actGan a traves de los AR los cuales dirigen el

desarrollo prostatico (Duran et al., 2011; Chan y Dehm, 2014).

OH

g

Testosterona DHT

Figura 2. Estructura de la testosterona y la dihidrotestosterona (DHT) (Ogino et al., 2016).

La prostata se origina del endodermo y se desarrolla a partir del seno urogenital, como
producto de la interaccion entre las células mesenquimales y las células epiteliales. Las
células mesenquimales poseen AR y su activacion es determinante en la produccién de
factores de diferenciacion los cuales dirigen la morfogénesis de la prostata (Wen et al., 2015).

Los AR se expresan primordialmente en el estromay, a través de su sefializacion, mantienen



la integridady funcidn de la prostata regulando la tasa de proliferaciony muerte celular, asi

como la actividad secretora de la glandula (Mirrone et al., 2006).

2.3.1. Receptor de androgenos

El AR es miembro de la superfamilia de receptores nucleares de factores de transcripcion
regulados por ligando (Tan et al., 2015). Los efectos de los androgenos han sido explicados
a través de activar una via candnica que involucra la activacion de receptores nuclearesy su
union al ADN, pero tambiéna través de mecanismos no canonicos, los cuales no involucran
una interaccion directa del receptor con el ADN, pero si la activacidénde las vias de MAPK y

AKT o bien a través de mediar acciones membranales (Figura 3) (Leung & Sadar, 2017).

La unidn de los andrégenos con el AR induce cambios conformacionales provocando que el
receptor se transloque al nucleo por medio de la proteina importina a. En el ntcleo, los
receptores forman homodimeros, los cuales se unen a los elementos de respuesta de
andrdégenos (ARE) en las regiones promotoras de los genes blanco. Posteriormente se reclutan
proteinas correguladoras para facilitar o inhibir la transcripcién (Tan et al., 2015; Davey y
Grossmann, 2016). La evidenciareciente sugiere que, los andrégenos también pueden unirse
y activar un receptor alternativo en la membrana plasmatica como lo es el miembro A del
grupo 6 de lafamilia de receptores acoplados a proteina G (GPRC6A), el cual sefializa a traves
de la via de ERKSs (Levin & Hammes, 2016).

2.4 Efectos bioldgicos de los estrégenos en la préstata

Como todos los esteroides, los estrégenos también se producen a partir del colesterol. Los
estrogenos estan representados principalmente por el 17p estradiol (Ez), la estrona (E1) v el
estriol (E3) (Figura 4), siendo el E; el mas potente, pues presenta una afinidad de 10 a 80
veces mayor por los receptores a estrogenos (ER) (Houtman, Legler, & Thomas, 2011). El
E, contribuye al desarrollo de la préstata, promoviendo o limitando su crecimiento,
dependiendo de la etapa de desarrolloy tipo de receptor expresado (Rahman et al., 2016; Di
Zazzo etal., 2018). Es frecuente que en hombres mayores de 50 afios ocurra un aumento del

volumen prostatico y, aunque los factores son multiplesy no del todo bien entendidos, se



conoce que la andropausia (aumento en la proporcion E,/T), podria ser parte de los factores

relacionados con el crecimiento prostatico (Ramirez et al., 2015).
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Figura 3. Via clésica de sefializacion de esteroides. Algunos receptores de esteroides, como
los receptores de glucocorticoides (GC) y androgenos (A) (GR y AR, respectivamente),
(azul), se encuentran principalmente en el citoplasma como monémeros unidos a proteinas
de choque térmico (HSP). Otros, como el receptor de estrogeno (E) (RE) (rosa), se ubican
como monomeros principalmente enel ndcleo (a). La union de los esteroides a los receptores
citoplasmaticos desencadena la liberacion de las HSP, la dimerizacién del receptor modifica
la conformacion del receptor y promueve su translocacion al nucleo. En el caso de E, el
esteroide sexual se une a receptores nucleares para promover la dimerizaciony cambios en
la conformacion del receptor. En todos los casos, los receptores nucleares dimerizados luego
se unen a elementos de respuesta a esteroides especificos (SRE) e interactlan con varios

correguladores para modular la transcripcion genética mediante represion o activacion. Los
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complejos hormona receptor también pueden modular la expresion génica a través de
interactuar con otros factores de transcripcion (AP1, SP1) y no de manera directa con el

promotor de genes blanco (b) (modificadas de Levin & Hammes, 2016).

2.4.1 Receptores de estrogenos

Los ER pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares, actian como factores de
transcripcion modulados por ligando y se reconocen dos tipos: ERa y ERB (Di Croce et al.,
1999). Estos receptores actuan principalmente a través del mecanismo nuclear canonico y un
mecanismo extra nuclear, no genémico. En el mecanismo candnico, los estrdégenos se
internalizany se unen a su receptor citoplasmatico el cual entra al nicleoy forma un dimero
(Figura 4). EI complejo hormona-receptor se une en la regién promotorade los genes blanco,
en secuencias que contienen elementos de respuesta a estrogeno (ERE) (Di Zazzo et al., 2018).
Existe evidencia que los mecanismos no canonicos de los ERs, involucran su interaccion en
la membrana con caveolina 1, lo cual induce la activacion de sefiales rapidas en segundos.
Esto incluye lageneracion de nucleotidos ciclicos como el cCAMPy cGMP y aumento del flujo
de calcio. Por otra parte, el E, también actla a través de un receptor acoplado a proteina G
(GPER), el cual sefializa aumentando la concentracion de cCAMP y activando cinasas (Tabla
I) (Levin & Hammes, 2016). La activacion de GPR30 regula la proliferacion, migracién
celular y apoptosis en la prostata. También estimula la actividad de la aromatasay favorece

la produccién local de mas estrogeno (regulacion positiva) (Lau et al., 2017; Xu et al., 2019).
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Figura 4. Estructura quimica de los estrogenos: Imagen modificada de Ramirez et al., 2015.



Tabla I. Localizacion y sefializacion de receptores de E; de membrana

Receptor Isoformas Sefales rio abajo

» Activacion de proteina G: flujo de calcio,
66 kDa, 46 kDa y 36 produccién de nucleotidos ciclicos (CAMP y
kDa cGMP)

* Activacion de cinasas (AKT, Src y PI3K)

ER-a

* Activacion de proteina G: flujo de calcio,
ER-p 57kDa cAMP y cGMP
* Activacion de cinasas (cinasa C)

GPER 0 132 kDa * Activacion de proteina G: cAMP
GPR30 * Activacion de cinasas (ERK)

Modificado de Levin., 2016
2.5 Cancer de prostata

El cancer de préstata es una de las neoplasias mas comdnmente diagnosticadasy representa
la sexta causa de muerte por cancer en todo el mundo (Leslie et al., 2022). Es de origen
epitelial y dependiendo del subtipo, presenta caracteristicas histopatoldgicas y moleculares
heterogéneas. La mayoria de los diagndsticos de cancer de prostata se realizan en hombres
sintomaticos mayores a 50 afios, los cuales presentan sintomas del tracto urinario inferior
(Merriel et al., 2018; Rosen et al., 2003). Sin embargo, se sospecha que hay un nimero
significativo de hombres que mueren por cancer de prostata que no fueron diagnosticados
(Merriel etal., 2018; Kannan etal., 2019). En latabla Il se muestranalgunos de los principales

factores de riesgo identificados en el desarrollo de este cancer (Tabla Il).

Tabla I1. Factores de riesgo en el cancer de prostata. Tomada de Bernardo et al., 2014.

Factor de riesgo Consideracion
Edad Mayores de 55 y su punto maximo entre los 70 y los 74
anos.
Historia familiar Aumenta el riesgo si el padre o hermano tuvo la
enfermedad y en menor grado si la madres o hermana ha
tenido cancer de mama.




Etnicidad Mayor riesgo entre los hombres afroamericanos en
comparacion con los hombres blancos, asiaticos e indio

americanos.
Cambios en la prostata Células anormales descritas como neoplasia intraepitelial
por alteraciones genéticas prostatica de alto grado

2.5.1 Efecto de los esteroides en la inflamacion cronica y el cancer prostatico

Estd bien establecido que los esteroides pueden contribuir a la progresion de cancer
prostatico, (Carruba, 2007; Di Zazzo etal., 2018). En modelos murinos laexposicion por largo
plazo con dosis altas de E»+T causa lesiones premalignas como la neoplasia intraepitelial
prostatica (PIN) y adenocarcinoma (Ellem & Risbridger, 2007). Se ha sugerido que los niveles
altosde E; y nivelesbajosde T pueden inducir eventos inflamatorios y laaparicion de lesiones
premalignas (Ellem y Risbridger, 2010; Gueron et al., 2013). La inflamacidn cronica asociada
al microambiente tumoral impactaen el desarrolloy progresion del cancer prostatico (Kanda
etal., 2017). Las células inmunes activan procesos anti-tumorogénicosy, a su vez, las células
cancerosas producen un conjunto de citocinasy quimiocinas que culminan en la progresion
de los tumores a través de acciones proliferativas y angiogénicas, asi como produccién de
especies reactivas de oxigeno (Smyth et al., 2004). Se han propuesto diferentes mecanismos
para explicar el cambio en la relacion Ex/T en el cancer. En el caso del cancer prostatico, la
aromatasa se sobrexpresa 'y aumenta la produccion in situ de E; (Grindstad et al., 2016). Los
E» modulan diferencialmente la progresion del cancer a través de los receptores ERa y ER
al estimular o inhibir la produccion de citocinas pro-inflamatorias (Lafront et al., 2020). La
activacion del ERp reduce la inflamaciony suprime la activacion de la via NF-xB, y s la
expresion TNF-a y la secrecion basal o reguladade interleucina 6 (IL6) en lineas celulares de
cancer de préstata DU145 y PC3 (Inokuchi et al., 2009; Xiao et al., 2019).

2.5.2 Efecto de los esteroidesen la proliferaciony la capacidad invasiva en lineas celulares de
cancer prostatico

La regulacion esteroidogénica en la préstata es compleja. Se sabe que la T puede
aromatizarse a E; o reducirse a DHT y esta ultima hormona puede transformarse en 5a-
androstano-3p, 17p-diol (38-DIOL). E, promueve la inflamaciony la proliferacion activando
el receptor de estrogeno nuclear alfa (ESR1), mientras que E2 y 3p-ADIOL mantienen la

diferenciacion celular y contrarrestan la inflamacion a través del receptor de estrogeno beta
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(ESR2) (Ellemy Risbridger,2010; Weihua et al., 2002). Existen estudios que muestran que
la T, DHT y E; promueven la proliferacion celular en lineas celulares de cancer de prostata
dependientes (LNCaP) e independientes de androgenos (DU145). Dosis fisioldgicasde T
estimulan laproliferacion en las células LNCaP através de laactivacion mediada por ligandos
del AR, pero no en las PC3 0 DU145 (Song & Khera 2014). Por otra parte, el E; aumenta la
proliferaciony capacidad invasiva en células LNCaP, DU145 y PC3 primordialmente por
mecanismos no canonicos. Se ha descrito que el ERa no estd implicado en promover la
proliferacion de células cancerigenas ya que, al utilizar un agonista especifico de este receptor
la proliferacion de estas células (LNCaP, PC3 y DU145) no se ve modificada (Lafront et al.,
2020). Los mecanismos proliferativos en las células LNCaP estan mediados por la formacion
de un complejo ternario ERB/AR/Src, el cual promueve la regulacion positiva de la ciclina
D1 y la progresion del ciclo celular (Migliaccio et al., 2000). En las células PC3, el E;
estimulalasintesisde ADNYy laactivacion de ciclinaD2, a través del ERp, pero el mecanismo
no se entiende del todo bien (Lombardi et al., 2016). En otro estudio se mostré que el E
aumenta la capacidad invasiva de las células PC3 y DU145 cuando estas fueron tratadas con
E» conjugado con albumina sérica bovina (no permea a la célula), sugiriendo una accién de

los Ez a nivel membrana (Gadkar et al., 2019).

2.5.3 Efectos de TNF-a en lineas celulares de cancer de prostata

TNF-a es una citocinamultifuncional implicadaen la apoptosis, la supervivenciacelular, la
inflamacion y la inmunidad, que actua primordialmente a través de los receptores de
membrana TNFR1 y TNFR2 (Vandenabeele et al., 1995). Aunque la afinidad por el TNFR2
es cinco veces mayor que ladel TNFR1, este tltimo es mas ubicuoy es el que iniciala mayor
parte de los efectos bioldgicos de TNF-a. TNFR1 (p60) se expresa en todos los tipos de
células, mientras que la expresién de TNFR2 (p80) se limita a las células inmunitarias. La
principal diferencia entre los dos receptores es el dominio de muerte (DD), el cual esta
presente tnicamente en TNFR1 (Van Horssen et al., 2006). En el microambiente tumoral, el
TNF-o. es producido por las células inmunes y por las células tumorales (Sanz et al., 2021).
En las lineas celulares de cancer prostatico LNCaP y PC3, se ha reportado que TNF-a inhibe
la proliferacion celular de manera dosis respuesta (Wang et al., 2009) y el efecto anti-
inflamatorio de TNF-a en la linea LNCaP, se ha explicado a través de una represion de la

sefializacion del AR mediada por NF-kB (Maolake et al., 2018). En contraste, en células
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DU145 se ha observado que 20 ng/ml de TNF-a no afecta la viabilidad celular, pero puede

aumentar la capacidad de migrar de estas células (Jayasooriya et al., 2012).
2.6 Fisiologia del Yodo

El yodo es un micronutriente esencial parael desarrollo de los seres vivos. En la naturaleza
se encuentra en diferentes formas quimicas, como yoduro (I"), yodo molecular o diatdmico
(1), triyoduro (l3), &cido hipoyodoso (HIO), y anién yodo (HI,O") (Gotardi 1999). En los
vertebrados, el yodo es transportado e internalizado en la tiroides y glandula mamaria lactante
para la sintesis de hormonas tiroideasy yodo-caseina de la leche (De la vieja & Santiestieban
2018) y puede también ser captado por tejidos no-tiroideos, halogenar al acido araquidénico
y dar lugar a la formacion de yodolipidos. El I es internalizado a través del cotransportador
Na*/I" (NIS), pendrina (PDS) y/o canales de cloro (CI") (Aceves et al., 2013), mientras que el
I, es internalizado en organismos como las algas y en tejidos como la glandula mamaria no
lactante y la préstata, por un mecanismo de difusion facilitadaque no depende de NIS (Aceves
et al., 2013). Los efectos celulares del I, han sido estudiados en tejidos como la glandula
mamaria, neuroblastoma, pancreas y proéstata, en diferentes condiciones fisiopatoldgicas
(Aceves et al., 2021).

2.6.1 Efectos antineoplasicos del yodo en distintos modelos de cancer

En un sistema libre de células se encontré que el I, induce efectos directos antioxidantes
tras reducir la oxidacién de lipidos ya sea compitiendo con especies reactivas de oxigeno
(ROS), o neutralizando los radicales (HO) (Alfaro etal., 2013) mientras que en lineas celulares
de cancer mamarioy neuroblastoma se ha mostrado que el I, disipa el potencial de membrana
mitocondrial e induce apoptosis (Shrivastavaet al., 2016; Mendietaet al., 2020). En modelos
in vivo el aporte oral de I, induce la generacion de 6-yodolactona en la glandula mamaria
normal y cancerosa, siendo la concentracion de este yodolipido, 10 veces mas altaen el cancer
(Aceves et al., 2009). Datos moleculares indican que la 6-yodolactona se produce a partir de
la yodacion del &cido araquiddénicoy que actia como ligando de los receptores PPAR gamma
(PPARY), por lo que los efectos del I, pueden ser explicados a traves de la sefializacién de
estos receptores (Nufiez-Anitaet al., 2009; Nava-Villalbaetal., 2015). En lineas celulares y/o
modelos de xenotransplante de cancer mamario, neuroblastomay cérvix, se ha mostrado que

el 1> induce arresto celular y/o efectos apoptéticos (via BAX/BCL2) re-diferenciadores e
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inmuno-moduladores, lo que se traduce en un menor crecimiento tumoral (Aceves et al.,
2021). Estos efectos han llevado a explorar los efectos del I, en protocolos clinicosy se ha
reportado que éste ejerce algunas acciones adyuvantes cuando se administra con quimioterapia
(Moreno-Vega et al., 2019, Alvarez-Leon 2021).

2.6.2 Efectos del yodo en modelos de prostata

En un modelo de hiperplasia prostatica se encontrd que el aporte de I, previene el estrés
oxidativo inducido por una dosis altade T, disminuyendo la tasa de lipoperoxidacién, asi como
la actividad de las enzimas Oxido nitrico sintasa (NOS) y ciclooxigenasa 2 (Quintero et al.,
2018). Por otra parte, en un modelo de inflamacion prostéatica inducido por hiper-estrogenismo,
se encontrd que de manera conjunta la T y el I, regulan negativamente las sefiales
proinflamatorias, disminuyendo el porcentaje de células positivas a TNF-a (Anguiano et al.,
2023). A semejanzacon lo observado en otros modelos de cancer, el tratamiento con I, reduce
la viabilidad e induce apoptosis en lineas de céancer prostatico dependientes (LNCaP) e
independientes de andrégenos (DU145, PC3) (Aranda et al., 2013). En las células LNCaP,
estos efectos del I, se potencian en presencia de antagonistas androgénicos como la
bicalutamida y enzalutamida, sugiriendo acciones antiandrogénicas y anti-proliferativas
(manuscrito en preparacion 2023). Sin embargo, se desconoce si los efectos antiproliferativos
del 1, permaneceran bajo condiciones de hiperestrogenismo o bien bajo un ambiente

proinflamatorio.
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3. JUSTIFICACION

La inflamacion cronica o prostatitis favorece el desarrollo y/o progresion de la hiperplasia
prostatica benigna y el cancer prostatico. ElI cancer de prostata es la neoplasia mas
diagnosticada en hombres y la sexta causa de muerte por cancer a nivel mundial. Se ha
sugerido que la andropausiay el consecuente aumento en la relacion E2/T y/o aumento en la
conversion prostaticade T a E2 son condiciones que conlleva a prostatitis y estan presentes
durante el envejecimiento, la obesidad, el sindrome metabdlico, la exposicion a disruptores
enddcrinos y/o las terapias anti-androgénicas. El I, es un micronutriente que actia como
antioxidante y/o activador de la sefializacion de los receptores PPARy. En la préstata no
cancerosa, el I, media acciones antioxidantes y antiinflamatorias ante un exceso de T 0
estrogenos, respectivamente. En cancer, el I, promueve efectos anti-proliferativos sin
embargo se desconoce si este efecto pudiera estar asociado a una menor produccion de
citocinas proinflamatorias en respuesta a estrégenos o bien bajo un estimulo proinflamatorio
(TNF-a). En la presente tesis se estudiaron los efectos de la interaccion I,-estrogenos en la
viabilidad celular, la expresion de citocinas y la capacidad invasiva en modelos in vitro de

cancer prostatico.

4. HIPOTESIS

e El yodo molecular contrarrestara la expresion de citocinas proinflamatorias y las
acciones protumorales de TNF y potenciara las acciones antitumorales de E2/ERp en

un modelo in vitro de cancer de prostata independiente de andrégenos.
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5. OBJETIVO GENERAL

Analizar en la linea celular de cancer prostatico DU145, los efectos del I, en la viabilidad, la
proliferacion celulary la expresion de citocinas proinflamatoriasen presenciade E; 0 TNF-a, asi

como en la capacidad invasiva.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Evaluar los efectos de diferentes concentraciones de E; 0 TNF-a en la viabilidad de las
celulas DU145.

— Evaluar los efectos individuales y combinados de la concentracion ICso de I, E2 y/0 TNF-
a en la viabilidad y la proliferacion celular en las células DU145.

— Evaluar los efectos individuales y combinados de la concentracion ICsp de Iz, Ez, T y/o
TNF-a en la expresion génica de citocinas y receptores nucleares en las células DU145.

— Evaluar los efectos individuales y combinados de la concentracion ICso de Iz, E; y/0
TNF-a en la secrecion de interleucina 6 al medio de cultivo.

— Evaluar los efectos del I, y/o TNF-a en la capacidad invasiva de las células DU145.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

6.1 Reactivos

El 17B-Estradiol (1,3,5[10]-Estratriene-3,17p-diol, E8875) y el propionato de testosterona
(hormona aromatizable a E;) (17B-Hydroxy-4-androsten-3-one 17-propionate (16490079)
fueron adquiridos a través de Sigma-Aldrich (San Luis Missouri, E.U.A.). La proteina
recombinante humana TNF-a (ab206641) y el kit de BrdU (ab126556) se adquirieron de
Abcam (Cambridge, Reino Unido). EI medio DMEM (L0495), suero fetal bovino (SFB,
S1620), suero fetal bovino tratado con carbon (SFB-CS, S181F) y penicilina/estreptomicina
(LO018) para el cultivo celular fueron obtenidos de Biowest (Riverside, Reino Unido). El
ensayo de ELISA de IL6 de humano (501030) se adquirio de los laboratorios Cayman (Ann
Arbor, Ml, E.U.A)). El trizol (15596026) y la enzima MMLYV (10338842) fueron adquiridos
de Invitrogen (Waltham, MA, E.U.A.). El oligo dT (SO131), los desoxirribonucledtidos
(dNTPs, R0191), y los reactivos que acompafian a la Taq polimerasa (Sybergreen, K0222) se
adquirieron de Thermo Scientific (Waltham, MA, E.U.A.). Las camaras de invasion utilizadas
(Biocoat) fueron de la marca Corning (354480, Corning NY, E.U.A.).

6.2 Lineas celulares

Las lineas celulares de cancer de prostata fueron obtenidas directamente de la ATCC
(American Type Culture Collection). La linea DU145, LNCaP y PC3 son de origen epitelial
humano y presentan un fenotipo adherente. La linea DU145 no responde a andrégenos, pero
si responde a estrogenos (AR ER™) y proviene de una metastasis de CaP a cerebro, mientras
que la linea LNCaP responde a andrdgenos (AR™) y fue aislada del ganglio linfatico de un
hombre con carcinoma de prostata metastasico. La linea PC3 no responde a andrégenos (AR
) y proviene de una metastasis a hueso. Las células DU145 y PC3 se cultivaron en medio
DMEM vy las LNCaP en medio RPMI en presencia de antibiéticos. Los cultivos para los
ensayos de TNF-a se suplementaroncon 10 % de suero fetal bovino (FBS) y los ensayos con
esteroides se suplementaron 5% de FBS tratado con carbén activado (CSFBS) para depletar

componentes no polares/lipofilicos (esteroides).
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6.3 Disefio experimental

Efecto dosis-respuesta del 17p-estradiol (E2) en la viabilidad de las células DU145. Se
utilizaron placas de 12 pozos y se sembraron 15,000 células/pozo. Las células se trataron con
0.1, 1, 10 y 100 nM de E; cada 24 h durante 96 h. Se incluy6 un grupo tratado con 10 nM de
propionato de testosterona (T) con el propoésito de evaluar la influencia que podria tener la
conversion de T a E; en la viabilidad celular. El E; y la T se diluyeron en etanol y 0.1% de
etanol fue utilizado como vehiculo. La viabilidad se analiz6 mediante el ensayo de exclusion

con azul tripano.

Efectos del I, y/o esteroides en la viabilidad celular y la expresidn génica en las células
DU145. Basados en los experimentos anteriores y manejando la misma cantidad de células
para la siembra (15,000 celulas/pozo) se evaluaron los efectos individualesy combinados de
10 nM E; y 400 uM I, 0 10 nM T y 400 uM 1, en la viabilidad a las 96 h de tratamiento
mediante el ensayo de exclusion con azul tripano. La concentracion de I, utilizada equivale al
valor de ICso reportado previamente (Aranda et al., 2013). Para el anélisis de la expresion
génica, 300,000 células/pozo fueron sembradas en placas de 6 pozos y tratadas durante 48 h.
La expresionde IL6, TNF-a, ERa, ERB, GPR30, AR y PPARy fue evaluada por PCR tiempo
real. EI gen NKX3.1 codificaa un factor de transcripcidn regulado por andrégenosy se analiz
como un indicador de la sefializacion androgenica. EI método se describe en la siguiente

seccion.

Efecto dosis respuesta de TNF-a en la viabilidad de las células DU145. Las células se
cultivaron en placas de 12 pozos (15,000 células/pozo). Se evaluaron los efectos sobre la
viabilidad celular de 0.1, 1, 10 y 50 ng/ml de TNF-A a las 72 h de tratamiento mediante el
ensayo de exclusion con azul tripano. Como vehiculo, se utilizé BSA al 0.1 % en solucién
salina de fosfatos (PBS).

Efectos del I, y/o TNF-a en la viabilidad y la proliferacion de las células DU145.

Para evaluar la viabilidad celular, las células se sembraron en placas de 12 pozos (30,000

células/pozo) y fueron tratadas de manera individual o combinada con 10 ng/ml TNF-A y/o
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400 uM de I, durante 72 h y posteriormente analizadas por el método de azul tripano. La
proliferacién se analiz6 mediante el ensayo colorimétrico de bromodeoxiuridina (BrdU) que
se describe posteriormente. Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos (10,000
/pozo) y tratadas con 10 ng/ml de TNF-a y/o 400 uM I, por 48h. La incorporacion de BrdU

se analizo 6 h después de los tratamientos (Bio-Rad).

Efecto del I, en la expresiony la secrecion de IL6 en las células DU145 estimuladas con
TNF-a. Las células se sembraron en placas de 6 pozos (300,000 células/pozo) y fueron
tratadas con 400 uM Iz y/o 10 ng/ml de TNF-a por 48h para analizar la expresion génica de
IL6 y TNF-a mediante PCR tiempo real.

Para estudiar la secrecion de IL6, las células fueron sembradas en placas de 12 pozos (30,000
células/pozo) y se llevaron a cabo los mismos tratamientos mencionados anteriormente, se
midieron los niveles de IL6 en el medio de cultivo por ELISA. A las 72 h de tratamiento, se
retiré el medio de cultivo, se ajusto el nimero a 50,000 células y las células se cultivaron por
otras 6 h en un medio libre de tratamientos. Este paso fue necesario paraevitar la interferencia

directa del I, con el croméforo del ensayo de ELISA.

Efecto del I, en la capacidad invasiva de las células DU145, estimuladas con TNF-a. Las
células se sembraron en placas de 6 pozos (150,000 células/pozo) y fueron tratadas con 400
MM 12 y/o 10 ng/ml de TNF-a durante 72 h. La migracion celular se analizé6 mediante un
ensayo con camaras tipo Transwell descrito posteriormente. Adicionalmente se analizé la
capacidad invasiva de las lineas PC3 y LNCaP en presencia solo de I, utilizando la

concentracion, cantidad de células y tiempo de tratamiento que se usaron para la DU145.
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6.4 Técnicas y métodos analiticos.

Viabilidad celular. Posterioral tratamiento con tripsina, se recuperaron las célulasen medio
de cultivoy se realiz6 una dilucién 1/2 de la suspensién celular con 0,4% de azul tripano. Se
aplicaron 10 pl de esta preparacion de células a la camara de Neubauer, el nimero de células
viables se cuantificd de manera manual en un microscopio de luz invertido. Este colorante tifie
las celulas muertasy es excluido por las células vivas. EI namero de células vivas se analizaron

en funcidn del tiempo.

Ensayo de incorporacion de BrdU. La proliferacion celular se analizd mediante el ensayo de
incorporacion de bromodeoxiuridina (BrdU) al DNA (ab126556). Las células se incubaron
con BrdU (1X) durante 6 h, se removio el medio y se adiciond medio de fijacion por 30 min.
Las células fijadas se incubaron con el detector el cual es un anticuerpo monoclonal primario
anti BrdU (1 h) tiempo durante el cual se une a cualquier BrdU incorporado y el anticuerpo no
unido se eliminapor lavado, subsecuentemente se afiade el anticuerpo, asociado a peroxidasa
de rabano (anti-raton IgG conjugado) (30 min) que se une al Detector de anticuerpos. La
peroxidasa de rdbano cataliza la conversion del sustrato cromégeno tetra-metilbencidina
(TMB) a partir de una solucién incoloraa una solucién azul (o amarilladespués de la adicion
de reactivo de parada), la intensidad de la cual es proporcional a la cantidad de BrdU
incorporadaen las células. El producto de reaccién coloreado (incorporacién de BrdU) se mide

a A=450 nm y se cuantifica usando un espectrofotometro de microplaca (Bio-Rad).

Extraccion de RNA. La extraccion del RNA se realizé a partir de cultivos de DU-145
posterior a 48 horas de tratamiento se llevo a cabo utilizando de 400-500 ul de Trizol por caja
p60 o por pozo se agregd Cloroformoy después de centrifugar se recuperd la fase liquiday se
desecho la fase organica (DNA) luego se agregd Isopropanol. se centrifugo se recupero el
pellet que contenia el RNA y finalmente se agregd etanol seguido de centrifugaciones para
purificar y/o concentrar el RNA. La integridad del RNA se evalu6é mediante una electroforesis
en gel de agarosa al 1%, para identificar las subunidades del RNA ribosomal, y la pureza se
determind mediante un andlisis espectrofotométrico. La pureza del RNA se determind

mediante el cociente de absorcion 260/280 nM cuyo valor debe estar entre 1.8 y 2, un cociente
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menor a 1.8 sugiere contaminacién con proteinas o compuestos organicos como el fenol. La
retrotranscripcion del RNA se llevo a cabo a partir de 2 ug de RNA/muestray 1 pL de oligo
dT, en un volumen final de 15 pL en agua libre de nucleasas. La reaccion se incubd a 65° C
por 5 miny posteriormente se coloco en hielo por otros 5 min. Después se incubd con una
mezcla de los desoxirribonucle6tidos trifostato (ANTPs), los inhibidores de RNAsas, el
dithiothréitol (DTT), y la enzimatranscriptasa reversa M-MLV en un volumen final de 25 pL.
Esta mezcla se incub6 por 1 h a 42°C y posteriormente a 55°C por 20 min para desnaturalizar
la enzima. Mediante un gradiente de temperatura (95°C, 30 s; 60-62°C, 30 s; 72°C, 30 s) de
PCR de punto final de 40 a 45 ciclos, se determind la temperatura 6ptima de alineamiento de
los oligonucle6tidos utilizados en la PCR tiempo real (Tabla Il). EI tamafio de los productos
de PCR se confirm6 mediante una electroforesis en gel de agarosa al 3%. Las reacciones de
PCR tiempo real se llevaron a cabo en un termociclador Rotor-Gene 300 (Corbett Research)
en un volumen final de 10 uL compuesto de: 1 pL de DNAc, 0.4 pL de oligonucle6tidos
(sentidoy antisentido), 5 pL de SyBR Green Qpcr Master MIX y 3.6 L de agua desionizada
libre de DNAasas. Las condiciones de PCR fueron las siguientes: desnaturalizaciéna 95° C
(30 segundos), temperatura de alineamiento 55-62°C (30 segundos), y extension de 72°C (30
segundos). En todos los experimentos la especificidad de los oligonucleétidos se confirmé
mediante el analisis de la curva de disociacion o “melt”, en la cual, la presencia de un solo
pico confirmo la amplificacion de un solo producto. Se utiliz6 el método 2-AACt para la
cuantificacion relativa del RNAm, teniendo como calibrador la expresion de B-actina (gen

constitutivo) de cada muestra.

Ensayo de ELISA para cuantificar la secrecion de IL6. En los sobrenadantes de los
cultivos celulares se midieron los niveles de IL6 mediante un ensayo sandwich/ELISA para
humano en una placa de 96 pozos. El sobrenadante (100 pl) se incubd con un anticuerpo
primario conjugado a biotina por una hora y con streptavidina-acoplado a peroxidasa de
rabano por 30 min seguida del sustrato adecuado proporcionado en el kit. El color producto

de la reaccion se analiz6 a 450 nm en un espectrofotometro de microplacas (Bio-Rad).

Ensayo de invasion celular. Se utilizo un sistematipo Transwell el cual se conforma de una
camara interior compuesta de una membrana de PET/matrigel con un tamafio de poro de 8 um.

En el compartimento superior de la cdmara se colocaron 25,000 células en 250 pl de sus
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respectivos medios de cultivo. En el compartimento inferior de la camara se adicion6 DMEM
(DU145, PC3) 0 RPMI (LNCaP) con 10% SFB como quimioatrayente. Las células provenian
de una incubacion de 72 h con sus respectivos tratamientos. Las células que migraron al
compartimento inferior se fijaron con metanol absoluto y se tifieron con azul de toluidina. Se
capturaron imégenesy el nimero de células se contd en un microscopio de luz (objetivo 10x)

y con el apoyo de un software (Image J, 1.53. NIH).
6.5 Andlisis Estadistico.

Los datos obtenidos representan la mediay la desviacion (SD). Para conocer si las muestran
cumplian el criterio de normalidad se uso la prueba de Shapiro-Wilk. Los datos presentaron
una distribucion normal y se analizaron con una prueba de ANOVA para muestras
independientesy la comparacion entre grupos se realizé con la prueba de Tuckey. En el caso
de los ensayos de invasion celular en el que Unicamente hubo dos grupos, los datos se
analizaron con una T-student no pareada.Las diferencias significativas se representaron con
letras diferentes (ANOVA) o con asterisco (t-Student). P < 0.05 fue considerado
estadisticamente significativo. El tamafio de muestra de cada experimento se indicaen los pies
de figura. Los analisis se realizaron utilizando el software estadistico Graph Pad Prism 6.01
(San Diego, CA, EE. UU.).
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Tabla I11. Oligonucledtidos utilizados en la reacciéon de qPCR

Gen

“TNF-a

IL6

ER-a

ER-f

AR

PPARy

GPR30

NKX3-1

p-actina

RefSeq ID
NM_000594.4.

NM_001371096.1

NM_000125.4
NM_001122740.2
NM_001122741.2

NM_001437.3
NM_001040275.1

NM_0000044.4
NM_001348063.1
NM_001348061.1
NM_001354666.3

NM_001039966.2
NM_001505.3

NM_006167.4
NM_001256339.1

NM_001101.4

Secuencias

S: GACAAGCCTGTAGCCCATGT
AS: GAGGTACAGGCCCTCTGATG

S: ACTGGTCTTTTGGAGTTTGAGGT
AS: ATT TGTGGTTGGGTCAGGGG

S: CTACCTGGAGAACGAGCCCA
AS: CTGCACAGTAGCGAGTCTCC

S: AGGAGGTGCGCTCGCTT
AS:CTCAAAGATTCGTGGGCAAGT

S: GACCTACGGGGACATGCG
AS:TTCCCTTCAGCGGCTCTTTT

S: GACCACTCCCACTCCTTTGA
AS: CGACATTCAATTGCCATGAG

S: GTTCCTCTCGTGCCTCTAC
AS: ACCGCCAGGTTGATGAAG

S: AAGAGAACGCCCTCATGCTC
AS: TTCTATTTGGGCCACCCTGT

S: GTCCAGTATGCCTCTGGTCGTAC
AS: CACGCTGGTCAGGATCTTCATG
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(pb)
144

168

170

151

175

474

132

146

169

TO
60°C

60°C

60°C

60°c

62°C

58°C

60° C

61°C

58-62°C



7. RESULTADOS

7.1 Efecto dosis respuesta de E2, T y/o 1, en la viabilidad de las células DU145.

La figura 5A muestraque 10 nM de E; aument6 30% el nimero de células viables respecto al
grupo control (vehiculo), mientras que este efecto no se observd con dosis mas bajas o altas de
E,. También se evaluaron los efectos de una concentracién fisiologica 10 nM de T con el
proposito de corroborar la insensibilidad de las células DU145 a los androgenos (control
negativo), o bien evidenciar una accién de T por su posible conversiona E, y se encontré que no
modifica la viabilidad celular. La figura 5B muestra que la concentracion IC50 de I, (400 pM)
disminuye la viabilidad celular en un 39.3 %, efecto que se mantiene en presencia de 10 nM E;

(40%) (Fig. 5B).
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Figura 5. Efectos del E; y/o I, en la viabilidad celular de la linea DU145. (A-B) Las células
fueron tratadas por 96 h y el namero de células viables estd normalizado respecto al grupo control
(vehiculo). Se utiliz6 0.1% de etanol como vehiculo. Los datos se analizaron con una prueba de
ANOVA de unaviay las diferencias entre medias se evaluaron mediante la prueba de Tukey. Las
barras representan la media £ SD, las letras diferentes entre grupos indican diferencias
significativas P < 0.05. n=6 experimentos independientes por duplicado.

7.2 Efectos de E;, Ty I, en la expresion de TNF-a y la secrecién de IL6 en células
DU145.

Los tratamientos individuales o combinados de 10 nM E;, y/o 400 puM I, no modificaron la
expresion de TNF-a respecto al control. La T 10nM tampoco la modifico, pero una menor
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expresion fue observada en los grupos combinados Ex+T, I,+T y E>+lo+T respecto a los grupos
de solo E> o I, respectivamente (Fig. 6A). Por otra parte, los tratamientos con Ez, T y/o I,
disminuyeron la expresion de IL6 respecto al control, permaneciendo reducida la expresion en
los grupos combinados, excepto en el grupo E»+T (Fig. 6B). La figura 6C indica que los
tratamientos con E2, y/o0 12, o lacombinacion de ambos (81.6, 88.6 y 67.7 ng/ml, respectivamente)
ademas de impactar en la expresion también reduce la secrecion de IL6 al medio de cultivo en

comparacion al vehiculo (122.7 ng/ml).
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Figura 6. Efectosdel I,y de laco-incubacién I,-esteroides en la expresidn génica de citocinas
proinflamatoriasy secrecion de IL6 en la linea DU-145. (A-B) Se analizo la expresion génica
de TNF e IL6 tras los tratamientoscon 10nM de E; 0 T y 400uM de 1., E2a las 48 h por PCR en
tiemporeal. (C) La cuantificaciénde IL6 en el medio de cultivo se analizé por ELISA a partir de
un ensayo realizado con 100,000 células las cuales fueron tratadas por 96 h. Se utiliz6 0.1% de
etanol como vehiculo. Los datos se analizaron con ANOVA de una via y las diferencias entre
medias se evaluaron mediante la prueba de Tukey. Las barras representan lamedia+ SD las letras
diferentes indican diferencias significativas entre grupos. P < 0.05. n=3 a 6 experimentos por
duplicado.
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7.3 Efectos del E2, y/o T en presencia o ausencia de I, en la expresion de ERp, Nkx31 y

PPARy en las células DU145
En esta tesis se encontrd y corroboro que las células DU145 no expresan el receptor nuclear
de andrdgenos (AR), ni el receptor a estrogenos ERa, pero expresan el ERB (Anexo 1). Se
observo que los tratamientos individuales y combinados de E, y/o T disminuyeron la
expresion del ERp respecto al vehiculo. El I, no modificd dicha expresiony no influyd en la
inhibicion mediadapor el E; o T. Sin embargo, la méas baja expresiondel ERB fue observada
en el grupo Ex+1,+T evidenciando una compleja combinacion de esto factores. Nkx3-1 es un
gen regulado a través del receptor nuclear AR y como era de esperarse, laT o E, no regularon
la expresion en estas células carentes del receptor (Figura 7B), mientras que el I, laaument6
y la T cancel¢ este efecto (T+l2). Por otra parte, el E; aumento la expresion de PPARy
mientras que los tratamientos con I, y Ex+l> la disminuyeron, respecto al control o E,
respectivamente. La T no modificé la expresion de PPARy respecto al control, pero inhibio

la estimulacién mediada por E; en el grupo E2+T y no influyo en el efecto inhibidor del I..
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Figura 7. Efectos del I, y de la combinacién I;-esteroides en la expresion génica de
receptores en la linea DU145. La expresién génica se analizé a las 48 h por PCR en tiempo
real. Se utiliz6 01% de etanol como vehiculo. Los datos se analizaron con ANOVA de una via
y las diferencias entre medias se evaluaron mediante la prueba de Tukey. Las barras
representan la media+ SD las letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos.
P <0.05. n= 4 a 6 experimentos por duplicado.
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7.4 Efectos del I, y/o TNF-a en la viabilidad, la proliferacion celular, la secrecion de 1L6
y la capacidad invasiva en las células representativas de cancer prostético.

La figura 8A muestraque el TNF-a disminuy0 la viabilidad de las células DU145 de manera
dosis-dependiente a partir de la concentracion de 1 ng/ml. En el grupo tratado con 10 ng/ml
de TNF-a y I» se encontré un efecto aditivo en la perdida de la viabilidad celular, respecto a
los tratamientos individuales (Figura 8B). Los tratamientos individuales o combinados con
TNF-a. y/o I no disminuyeron la proliferacién celular (incorporacion BrdU analogo de
timidina), (Figure 8C). Por otra parte, el TNF-a aumento la expresién y la secrecion al medio
de cultivo de IL6 (Figuras 8D-E) y el I redujo la secrecion basal y canceld el efecto
estimulador del TNF-a. La figura 8F muestra que los tratamientos individuales con TNF-a
ylo 1, disminuyeron la capacidad invasiva y esta reduccion permanecié en el grupo
combinado. Adicionalmente al analizar otras lineas celulares, se encontr6 que el tratamiento
Unicamente con I, también redujo la capacidad invasiva en lineas celulares dependientes
(LNCaP) e independientes de androgenos (PC3) (Figure 9).
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Figura 8. Efectos de TNF-a y/o I, en diversos procesos celulares en la linea DU145
Efecto dosis-respuesta de TNF-A
h de tratamiento (A-B). Los datos se representan como porcentaje de cambio respecto al
vehiculo. Se utiliz6 BSA (0.1%en
pretratadas por 48 h y la incorporacion de BrdU se analiz6 en 50,000 células durante 6 h. (D-
E) Expresion (mMRNA) y secrecion de IL6 al medio de cultivo. (F) Imagen representativay
cuantificacion del numero de células invasivas en células pretratadas por 24 h con vehiculo,
TNF-a, I2 0 la combinacion de ambos como lo muestrala figura. Los datos se analizaron con
ANOVA de una viay las diferencias entre medias se evaluaron mediante la prueba de Tukey.

y efectos del |2 y/o TNF-A en la viabilidad celular a las 72

solucién de fosfatos) como vehiculo (C). Las células fueron
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Las barras representan la media = SD las letras diferentes indican diferencias significativas P
<0.05. n=4 a 8 experimentos.
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Figura 9. Efectos del 1, en la capacidad de invasion de las células LNCaP y PC3 (A). Las
células fueron tratadas por 24 h. Iméagenes representativas de la camara inferior de invasion
tomadas por un microscopio invertido (objetivo 10x). (B) Analisis cuantitativo por campo. Las
barras representan la media + SD los datos se analizaron con la prueba t-Student n=3
experimentos independientes por duplicado.
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8. DISCUSION

En la presente tesis se estudiaron por primeravez los efectos directos de la combinacién I,-
esteroides o I,- TNF-a en un modelo in vitro de cancer prostatico. Esta bien establecido que
mantener las concentraciones fisiologicas de andrdgenos y estrégenos, es crucial para
conservar la integridad y la funcion de la prostata (Chan et al., 2014; Di Zazzo et al., 2018;
Rahman et al., 2016); y se reconoce que excesos, deficiencias o cambios en la proporcion de
estos esteroides, induce alteraciones prostaticas a diferentes niveles (King et al., 2006; Prins
& Korach 2008;). Un desbalance a favor de los E; genera inflamacion de la prostata (Vignozzi
et al., 2016) y, en el cancer prostatico, promueve efectos anti- o pro-tumorales, dependiendo

del tipo o variantes del receptor a E; (Christoforou et al., 2014).

Por otra parte, se conoce que el I, induce pérdida de la viabilidad celular en lineas celulares de
cancer prostatico (Aranda et al., 2013), pero se desconoce si estos efectos se conservan, se
pierden o se exacerban ante un reto con E;. Como modelo para estudiar la combinacién I-E,
se selecciond la linea celular DU145, la cual es insensible a la accién de los andrégenos, pero
es sensible a los E; y posee un alto potencial invasivo. Por lo que, se estudiaron los efectos
individuales y/o combinados del I, y E; en la viabilidad, la proliferacion celular, la capacidad

invasiva y la produccion de IL6.

En este trabajo se corrobord que las células DU145 no expresan el AR y se encontré que
tampoco expresan el ERa, pero si expresan el ERS. Aunque este patron de expresion génica
(ERa”, ERB*) concuerda con algunos estudios previos (Lau et al., 2000; Linja et al., 2003),
también hay estudios que muestran que ambos tipos de receptores no se expresan en estalinea
celular (Hobisch et al., 1997; Nojima et al., 2001). Los estudios funcionales mostraron que la
estimulacion con 10 nM de E, aument6 el nimero de células viables. Sin embargo,
concentraciones menores 0 mayores no tuvieron ningun efecto. Se desconoce la relevancia
biologica de este aumento, pero esto también ha sido observado en las lineas celulares LNCaP
y PC3 (RNAold et al., 2005; Lombardi et al., 2020). En las células DU145, el efecto positivo
del E; en la viabilidad sugiere una inhibicion de la muerte celular, no obstante, la activacion

del ERp esté relacionada con apoptosis y no con proliferacion celular. Sin embargo, el E;
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disminuyo la expresion del ERS y aunque la posible inhibicion parcial de esta via podria
explicar dicho aumento, los mecanismos no mediados por ERf podrian también estar
involucrados. La regulacion negativa de este receptor contrasta con lo observado en células
PC3, en las que dosis fisioldgicas de E, estimulan su expresion (Pisolato et al., 2016),
sugiriendo una regulacion especifica dependiendo del tipo celular. Contrarioa lo reportado en
lapréstatanormal (Harris etal., 2000), el E2 no regul6 la expresion del TNF-a, pero disminuyo
la expresion y la secrecidn de IL6. Estudios moleculares muestran que la sobreexpresion de
ERp reduce la expresion de citocinas inflamatorias en células DU145y PC3 (Xiao et al., 2019),
sugiriendo que la activacion del complejo E2/ERp podria mediar la disminucion de IL6. A su
vez, el E; aumento la expresion génica de PPARy (anti-inflamatorio), lo que también podria

explicar la reducida produccion de IL6.

En el presente estudio se incluyd un grupo tratado con T con el propdsito de evaluar un posible
efecto de T a traves de su conversion a E,, dado que las células DU145 expresan la enzima
aromatasa (Negri-Cesi et al., 1999). La dosis fisiologica de T no impact6 en la viabilidad
celular, ni en la expresionde Nkx3.1, un gen blanco del AR, corroborando la ausencia de este
receptor en estas células. El androgeno no modificé la expresion de TNF-a, pero disminuyd la
expresion de IL6 y del ER, lo cual podria ser explicado a través de su aromatizacion, dado
que este efecto inhibidor fue también observado con E,. Sin embargo, esta concordancia no
fue observada en PPARy, dado que solo el E; y no T aumento su expresion, sugiriendo que la
T podria actuar por un mecanismo independiente del AR. Hasta aqui, nuestros resultados
confirman la sensibilidad de las células DU145 a laaccion del E; y T, evidenciando un efecto

inhibidor sobre la secrecion de IL6.

Por otra parte, se corrobor6 que el I, reduce la viabilidad de las células DU145 (Aranda et al.,
2013) y se demostré que también disminuye la proliferaciony la capacidad invasiva, y que
esto ultimo se extiende a las lineas celulares LNCaP y PC3. Los efectos antiproliferativos y
anti-invasivos aqui observados, son consistentes con lo reportado en lineas celulares de cancer
mamarioy neuroblastoma (MDA-MB231) (Tripathi et al., 2016, Mendieta et al., 2019). Aqui
no se exploraron los efectos del I, en la apoptosis, pero se conoce que este la activa en células
de cancer prostatico, mamarioy neuroblastoma (Shrivastavaet al., 2006, Aranda et al., 2013;
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Mendieta et al., 2020). La apoptosis junto con la accion antiproliferativa, permite explicar la
pérdida de la viabilidad celular. De igual manera, el I, disminuyd tanto la expresion como la
secrecion basal de IL6. Esta citocina actGa como un factor proliferativo en células de cancer
prostatico (Okamoto & Oyasu et al., 1997) y aunque parece ser que una baja produccion de
IL6 se asocia con una menor tasa de proliferacion, esta relacion negativa no se observa en el
grupo con E», confirmando que la proliferacion depende de mdaltiples factores. Un resultado
aparentemente inesperado fue que el I, aumentd la expresion de NKX3-1, un factor de
transcripcion regulado por androgenos que en la préstata normal actia como antiinflamatorio
y en el cancer de prostata como supresor de tumores (Le Magnen et al., 2018; Antao et al.,
2021). La implicacion de estos hallazgos se desconoce, pero su analisis debe ser reconsiderado

en estudios posteriores.

Estudios in vitro e in vivo muestran que el I> induce la formacion de un yodolipido (6-
yodolactona) (Aceves et al., 2013), el cual aumenta la expresion y/o activacion de los
receptores PPARy en células de cancer mamario y/o neuroblastoma ( Shrivastavaet al., 2016;
Mendieta et al., 2020). Sin embargo, en el presente estudio se mostré que el I> redujo la
expresion de PPARy, mientras que un estudio farmacologico evidencio que los efectos del I,
en la viabilidad celular no parecen depender de la activacién de estos receptores (Anguiano et
al., 2023). Los mecanismos del I, se estdn empezando a entender, pero la combinacion I,-E;
mostro interacciones reciprocas. El I, previno el efecto proliferativoy expresion de PPARy
inducidapor E2 y el E; previno el aumento en la expresion de NKX3-1 inducido por I.. Aunque
la relevanciade esta regulacion negativa debe ser estudiadaa nivel de proteina, un estudio in
vivo mostré que el I> en coordinacioncon la T previene la inflamacion de la prostata inducida

por E2 (Anguiano et al., 2023), evidenciando una compleja accion l,-esteroides.

TNF-a es una citocina que, a través de distintas vias de sefializacion, induce efectos
inflamatorios (via NFKB) y apoptéticos (via caspasa 8) (Wang et al., 2009) que conducen a la
muerte celular, la inflamacién y la progresion del cancer de prostata. Como se esperaba, el
TNF-o aumentd la expresiony la secrecion de IL6 y redujo la viabilidad celular de las células
DU145. Un resultado inesperado y no facil de explicar fue que también TNF-o disminuyd el

potencial invasivo de estas células. En esta linea celular, hay evidenciaque una concentracion
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baja (10 ng/ml) de TNF-a estimula la proliferacion celular, mientras que concentraciones
mayores a 20 ng/ml, inducen apoptosis y aumentan el potencial invasivo (Blasko et al., 1997;
Maolake et al., 2017). En otras lineas celulares de cancer de préstata, se ha observado que el
TNF-a aumenta la migracion a traves de la secrecion de quimiocina CCL21, la cual es un
ligando del receptor CCR7 (Maolake et al., 2018). Las discrepancias podrian ser explicadas
por el hecho de que nuestro ensayo se realizé en presencia de SFB, mientras que los otros
estudios se realizaronen condiciones libres de suero. La interaccion I.- TNF-a. mostro que el
primero contrarresta la secrecion de IL6 inducida por TNF-a y que con ambos se potencia la
pérdida de la viabilidad, pero no el efecto anti-proliferativo, sugiriendo la participacion
también de un mecanismo apoptotico. Se conoce que la sefializacion de TNF-o conduce a la
apoptosis (Wang et al., 2009) y a la progresion del tumor, a través de regular la expresion de
citocinas (Srinivasan et al., 2010; Gough & Myles 2020). Las lineas celulares de cancer de
prostata DU145 y PC3 son parcialmente resistentes a la apoptosis, pero sensibles a la
activacion de NFKB/IL6 estimulada por TNF-o (Sumitomo et al., 1999; Srinivasan et al.,
2010). El TNF-a es una citocina de potencial valor terapéutico por su capacidad de estimular
la inmunidad antitumoral invivo (Tse et al., 2012), por lo que, la interaccion I;-citocinas debe

ser estudiada con mayor precision.

En conjunto, en este trabajo se evidencid que la combinacion I,-E2 0 I,- TNF-a induce in vitro
efectos antineoplasicos, por lo que resulta relevante entender los mecanismos, dado que la
deregulacion estrogénica y la inflamacion son condiciones que se suman a los factores de

riesgo y/o progresion de las patologias prostaticas.
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9. Conclusiones

Los resultados en las células DU145 sugieren que las acciones anti-cancer del I, prevalecen
ante el estimulo de E; o TNF-a sugiriendo que el aporte del I, podria potencialmente ser

utilizado como terapia en tumores de préstata independientes de andrégenos.

Los efectos antagonicos y/o permisivos del I, en combinacion con E; o TNF-a, revelan

mecanismos moleculares complejos.

Los efectos del I, no parecen estar mediados por la expresion de PPARy sugiriendo que

este proceso no es crucial para la accién del I,

Se requiereninvestigaciones adicionales para profundizar en los efectos y mecanismos del

I, en modelos in vitro e in vivo de CaP.
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11. ANEXO

En la figura 1 se observa una imagen representativa de un gel de agarosa al 2% en la que se
observa la electroforesis de muestras de RNA purificado a partir de células DU145. En la
imagen superior se muestran las dos subunidades correspondientes al RNA ribosomal. En la
tabla inferior se muestra algunos parametros representativos de concentracion y “pureza”.

Cocientes 260/280 y 280/260 menores a 1.6 y mayores a 2 indican contaminacion con

proteinas o compuestos organicos como el fenol.
B d' —

L B R B U

Muestra Concentracion | -0 5a0 | 260/230
(ng/ul)
1 1153 184 1.97
2 1161.6 1.81 1.99
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3 1135.9 1.85 1.93
4 1146.6 1.87 1.88
5 1504.1 1.86 2.16
6 1517.2 191 2.15
7 1500.6 1.81 2.07
8 1503.2 1.88 2.06
9 1063.8 1.79 2.02
10 1044.4 1.81 2.02
11 1606.3 1.82 2.07
12 1634.8 1.82 2.09
13 1646.7 191 1.9

14 17215 1.89 1.91
15 1480.9 1.82 2.05
16 1539.3 1.81 2.07

Figura 1. Muestrasy amplificacién de RNA obtenido de la linea celular DU145. Electroforesis de
muestras de RNA obtenido a partir de células DU145. La Tabla inferior muestra el Analisis

cuantitativo de concentracion y pureza obtenidos a partir de un ensayo representativo de extraccion.

Por otra parte, se realiz6 un ensayo de PCR de tiempo final para analizar la presencia o
ausencia de los receptores nucleares a estrégenos (ERs), androgenos (AR), lipidos (PPARY) y
citocinas (TNF-a, IL6). En la figura 2 se muestra una imagen representativa de un gel de
agarosa, en la que se detecta la expresion del ERS (151 pb), pero no la del ERa (170 pb). En
la figura 3 se muestra que las células DU145 no expresan el AR (175 pb), pero si las LNCaP
(control positivo). Enla figura 4 se muestra la expresion de PPARy (474 pb), TNF-a (144 pb),

IL6 (168 pb).
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Figura 2. Expresion de los ERs en las células DU145. Imagen representativa de un gel de
agarosa en la que se observa el amplicon de 175 pares de bases (pb) que corresponde al ERp,

pero no el que corresponderia al ERa (170 pb).

LNCaP pu-145
AR(+) AR(-)

Figura 3. Expresion del AR en las células LNCaP y DU145. Imagen representativa de un
gel de agarosa en la que se observa el amplicon de 175 pares de bases (pb), en las células
LNCaP pero no DU145.
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Figura 4. Productos de amplificacion de la PCR para la deteccidn de la expresion de TNF-
a IL6 y PPARYy. Imagen representativa de un gel de agarosa en la que se observa el amplicon
de 144 pb para TNF-a, 168 pb para IL6 y 474 pb para PPARY, en las células DU145.
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