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RESUMEN 

Las hormonas tiroideas están representadas por la tiroxina (T4) y triyodotironina (T3). 

Se conoce que la próstata responde a estímulos tiroideos y adrenérgicos, y que la NA 

promueve la generación de T3 en la glándula prostática. En el cáncer prostático, la 

activación de la vía β-adrenérgica (cAMP/PKA) estimula la progresión tumoral 

(adquisición del fenotipo neuroendócrino e invasión celular), mientras que la T3 

estimula la proliferación, pero se desconoce su contribución en la progresión. Se 

desconoce el efecto de la T4 en el cáncer prostático, pero en otras neoplasias, 

estimula la angiogénesis e invasión celular. En esta tesis se evaluó el efecto sólo y 

combinado de la activación -adrenérgica (isoproterenol, ISO) y hormonas tiroideas, 

en la progresión del cáncer prostático. In vivo, ratones atímicos (nu/nu), inoculados 

con células humanas de cáncer prostático (LNCaP) fueron tratados con el agonista -

adrenérgico ISO (200 µg/día), T3 (2.5 µg/día) o ambos durante 6 semanas. El 

tratamiento con ISO redujo el crecimiento tumoral, pero incrementó la expresión de 

genes (PCR tiempo real) asociados a progresión tumoral dependientes de CRE 

(cromogranina A, enolasa específica de neurona, survivina, factor de crecimiento 

vascular [VEGF], uroquinasa de plasminógeno, metaloproteasa-9), y algunas proteínas 

asociadas al fenotipo neuroendócrino y/o invasión celular (sinaptofisina, VEGF, 

pCREB). T3 redujo el crecimiento tumoral, y previno el aumento de los factores pro-

tumorales (genes o proteínas) estimulados por el ISO, a través de un mecanismo 

independiente de pCREB. In vitro, el tratamiento con ISO (50 µM) y T4 (100 nM) 

incrementó el número y longitud de procesos neuríticos, incrementó la secreción de 

VEGF y la capacidad invasiva de las células LNCaP (bajo potencial invasivo), pero 

efectos los sinérgicos no fueron observados con la coadministración ISO+T4. En 

contraste, la administración de T3 (10 nM), no tuvo efectos por sí sola, pero previno la 

morfología neuroendócrina, secreción 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 activación -

adrenérgica, y sugieren que la relación T4/T3 podría ser relevante en la progresión del 

cáncer. Estos efectos novedosos de las hormonas tiroideas contribuyen a un mejor 

entendimiento de las patologías prostáticas.  
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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 β-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 

β-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 -adrenergic agonist ISO 

(200 µg/day), T3 (2.5 µg/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 

pCREB independent mechanism. In vitro, the administration of ISO (50 µM) 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 ISO. None of these treatments 

had effect on DU145 cells (high invasive potential). These findings confirm the 

protumoral effects of -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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INTRODUCCIÓN 

 

La próstata es una glándula accesoria del tracto reproductor masculino, cuyos 

productos de secreción contribuyen a la viabilidad y movilidad de los espermatozoides 

(Knobil y Neill, 1994). Está presente en todos los mamíferos, pero sólo los humanos 

son susceptibles de desarrollar patologías, como la hiperplasia y el cáncer. 

 

El cáncer de próstata es la segunda causa de muerte por cáncer en varones 

mayores de 50 años, cuya etiología y progresión están asociadas a múltiples 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 crónico, son factores que favorecen la progresión de esta enfermedad 

(Braadland et al., 2015; Parikesit et al., 2016). Estudios in vivo e in vitro de cáncer de 

próstata, muestran que la estimulación β-adrenérgica (vía Adenosín monofosfato 

cícilico/Proteína fosforilada de unión al elemento responsivo a cAMP [cAMP/pCREB]) 

participa favoreciendo procesos tumorales, como la sobrevivencia celular, 

angiogénesis, invasión y metástasis. Estos eventos están asociados con la adquisición 

de un fenotipo neuroendócrino, el cual es altamente invasivo, y desde el punto de vista 

clínico es de bajo pronóstico (Cox et al., 1999; Palm et al., 2005; Sastry et al., 2007; 

Bavadekar et al., 2013). 

 

La participación de las hormonas tiroideas (HT) en el cáncer es controversial. 

En algunos tipos de cánceres (ovario, páncreas, 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, glándula mamaria, 

hígado), la T3 reduce la proliferación celular, induce apoptosis y promueve la re-

diferenciación 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 cáncer 

prostático, se mostró que la T3 estimula la proliferación celular (Zhang et al., 1999; 

Hsieh y Juang, 2005); pero se desconoce su participación en la fisiopatología de este 

cáncer.  

 

 Las hormonas tiroideas y la vía β-adrenérgica interactúan a diferentes niveles. 

La T3 estimula la respuesta β-adrenérgica a través de promover la expresión y/o 
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actividad de diferentes elementos de la vía, e inducir un sinergismo transcripcional, en 

genes cuyo promotor contiene elementos de respuesta a hormonas tiroideas (TRE) y a 

AMP cíclico (CRE) (Silva y Bianco, 2008). Por otra parte, en genes que no contienen 

sitios TRE, pero sí CRE, se ha identificado que la activación del complejo T3-receptor 

nuclear, inhibe la activación de CREB (fosforilación), lo cual se refleja en una inhibición 

de la transcripción de genes que contienen CRE (Méndez-Pertuz et al., 2003, 

Fukuyama et al., 2006; Chen et al., 2011).  

 

El propósito de esta tesis fue explorar el efecto solo y/o combinado de la 

estimulación β-adrenérgica y por las hormonas tiroideas en la progresión del cáncer de 

próstata. Los antecedentes de esta tesis se dividen en cuatro secciones, en las cuales 

se revisan aspectos generales de la fisiopatología prostática, y se enfatiza la 

contribución de la vía β-adrenérgica y de las hormonas tiroideas en el cáncer 

prostático. Posteriormente se plantea el problema, la hipótesis de trabajo, y se 

describen los métodos y técnicas utilizadas. Se presentan los resultados, la discusión 

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

 

1. PRÓSTATA 

1.1 Generalidades 

 

 La próstata es una glándula accesoria del tracto reproductor masculino, 

exclusiva de los mamíferos. En humanos y roedores se desarrolla en el segundo tercio 

de la gestación, a partir del seno urogenital (Marker et al., 2003). La maduración y 

funcionalidad de esta glándula, ocurren hasta la pubertad, y depende de la 

participación tanto de factores locales (factores de crecimiento), como del sistema 

nervioso autónomo (noradrenalina, acetilcolina, péptidos), y de mensajeros endócrinos 

(andrógenos, estrógenos, prolactina y HT) (McVary et al., 1994; Marker et al., 2003). 

 

Es una glándula de secreción mixta túbulo-alveolar, que rodea la uretra, y se 

localiza debajo de la vejiga urinaria. En términos anatómicos y patológicos, la próstata 

humana se divide en cuatro zonas. La zona periférica representa el 75% de la 

próstata, y es más susceptible de desarrollar cáncer. La zona de transición rodea 

completamente la uretra prostática, comprende menos del 5% de la masa prostática, 

es escasa en acinos, está conformada primordialmente por ductos y es la región con 

mayor susceptibilidad a desarrollar hiperplasia prostática benigna (BPH). La zona 

central está situada entre la zona de transición y la periférica, y es atravesada por los 

conductos eyaculadores, comprende el 20% de la glándula, y es poco susceptible a 

desarrollar cáncer. La zona anterior o fibromuscular prácticamente no contiene acinos 

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

 

           

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema de un plano lateral de la próstata humana (Imagen modificada de Rodríguez 
y Carballido, 2007). 

 

Zona de transición 

Zona anterior 

Zona periférica 

Zona central 

Uretra 
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1.2 Función  

 

 La próstata está organizada en acinos y ductos, cuya unidad funcional está 

conformada por una monocapa de células epiteliales polarizadas. La próstata produce 

y secreta una serie de componentes al plasma seminal, los cuales contribuyen a 

mantener la viabilidad, movilidad y función de los espermatozoides (Knobil y Neill, 

1994). La secreción prostática es ligeramente ácida (pH 6.5), y entre sus principales 

componentes destacan enzimas, como la fosfatasa ácida prostática, el antígeno 

específico prostático (PSA), la fibrinolosina, además de otros compuestos como la 

proteína de unión prostática (PBP), el ácido cítrico, fructosa, poliaminas (espermina, 

espermidina y putrescina), prostaglandinas, colesterol, lípidos y zinc. Existen 

evidencias que algunos de estos componentes son esenciales para una adecuada 

fecundación e implantación del embrión (Chow y O, 1989). El proceso secretor de la 

próstata corresponde al tipo apócrino (desprendimiento de la región apical de la célula 

junto con el producto de secreción) y merócrino (liberación del producto de secreción 

por exocitosis) (Groos et al., 1999; Andrade-Rocha, 2007).  

 

1.3 Tipos celulares  

 

La próstata está compuesta por diversos tipos celulares (Figura 2), entre los que 

se encuentran las células epiteliales o secretoras (dependientes de hormonas), las 

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

 

Figura 2. Distribución de los diferentes tipos celulares en la próstata humana. (Modificado de Abate-
Shen y Shen, 2002). 
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Las células epiteliales o secretoras son las más abundantes, y dependen 

principalmente de andrógenos para su crecimiento, sobrevivencia y diferenciación. 

Presentan un arreglo en monocapa en el que se destaca una región basal y apical 

(polarización) (Marker et al., 2003).  

 

 Las células neuroendócrinas 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 citoplásmicos apicales, que se 

extienden al lumen; mientras que las cerradas se encuentran en la región basal, no 

tienen contacto directo con el lumen, y presentan procesos tipo neurita (Perrot, 2012; 

Komiya et al., 2009). Aunque el origen y función 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 relación a su función se ha propuesto que 

estas células participan tanto en el desarrollo prostático, como en la regulación de 

procesos secretores de manera autócrina y parácrina. Son células que comparten 

algunas propiedades estructurales, funcionales y metabólicas con las neuronas 

(Cindolo et al., 2007). No expresan receptor a los andrógenos, pero expresan varios 

neuropéptidos (cromograninas A [CgA] y B [CgB], sinaptofisina (SYP), neuropéptido Y, 

calcitonina, enolasa neuronal específica [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 Inervación autónoma  

 

El sistema nervioso autónomo, a través de su división simpática y 

parasimpática, controla el tono vascular y la secreción de la próstata, a través de 

estimular la contractilidad de los alvéolos y de los túbulos (Jänig, 2006). La 

contractilidad depende del nervio hipogástrico (inervación simpática) (Bruschini et al., 

1978), mientras que el proceso secretor depende del nervio pélvico (inervación 

parasimpática) (Jacobs y Story, 1989). Ambos tipos de fibras convergen al ganglio 

pélvico (Wang et al., 1991; Keast, 1999).  

 

La próstata expresa receptores adrenérgicos α (subtipos 1 y 2) y β (subtipos 2 y 

3) (McVary et al., 1998; Goepel et al., 1997). Los receptores α1 señalizan a través de 
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la vía de receptores acoplados a proteínas Gq (fosfolipasa C/Inositol 1,4,5-

trifosfato+diacilglicerol/Calcio [PLC/IP3+DAG/Ca+2]), mientras que los α2 a través de 

receptores acoplados a proteínas Gi (inhibición de la adenilato ciclasa). Por otro lado, 

los receptores β2 y β3 señalizan a través de la vía de receptores acoplados a 

proteínas Gs (Adenil-ciclasa/cAMP/proteína cinasa A [PKA]/CREB) (Figura 3). La 

activación del nervio hipogástrico, estimula los receptores del subtipo 1 del tejido 

fibro-muscular que rodea a los túbulos y controla la expulsión del contenido prostático 

a la uretra (Bruschini et al., 1978). En contraste, los receptores  están presentes en el 

epitelio prostático y su activación estimula la síntesis de varios componentes de la 

secreción prostática, como la proteína unida a la próstata (McVary et al., 1994), la 

fosfatasa ácida y estimula la liberación de zinc (Plecas et al., 2000). Existen evidencias 

de que la inervación simpática también controla el crecimiento de la próstata. La 

simpatectomía unilateral atrofia de manera ipsilateral el epitelio prostático, y reduce el 

peso y su contenido de DNA (McVary et al., 1994). Más aún, la denervación química 

de la próstata con la toxina botulínica (neurotóxico de fibras simpáticas), disminuye el 

tamaño de la glándula a través de mecanismos apoptóticos (Silva et al., 2008; 2009). 

 

Figura 3. Vías de señalización canónica de los receptores adrenérgicos. Representación de los 
mecanismos intracelulares de los receptores adrenérgicos tipo α (1 y 2) y β (1, 2 y 3), los cuales son 
acoplados a proteínas G.  Los receptores subtipo α1 señalizan a través de la vía de fosfolipasa C (PLC), 
cuya respuesta final es producir diacilglicerol (DAG) y liberación de calcio por el retículo endoplásmico. 
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Los receptores subtipo α2 funcionan de manera contraria, inhibiendo la liberación de calcio, y como 
inhibidores de la adenilato cilcasa (AC), la cual es muy importante en la señalización de los receptores 
tipo β, que dan como respuesta final canónica la activación de genes dependientes de CREB. Se 
muestra una vía alterna de señalización donde el AMP cíclico (cAMP), además de activar a la proteína 
cinasa A (PKA), activa a las proteínas de intercambio activadas directamente por cAMP (EPAC), que a 
su vez activan la vía de señalización MAPK. La regulación de los receptores β-adrenérgicos se lleva a 
cabo activando a la cinasa del receptor β-adrenérgico (β-ARK), que hace que la β-arrestina fosforile al 
receptor β-adrenérgico, impidiendo su unión con el ligando, además de que puede activar a Src, e 
inducir otra serie de respuestas tumorogénicas (Modificado de Cole y Sood, 2012). 
 

En estudios farmacológicos se ha mostrado la presencia de receptores 

muscarínicos en el epitelio prostático, y que su activación aumenta la secreción 

prostática (Maggi, 1993). Estudios in vivo muestran que la sección preganglionar 

unilateral del nervio pélvico, aumenta el peso, el contenido de proteína y de DNA del 

lóbulo ventral contralateral, pero no afecta el lóbulo ipsilateral (McVary et al., 1994). 
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2. CÁNCER DE PRÓSTATA 

 

2.1 Generalidades 

 

El cáncer 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 metástasis (Hanahan y Weinberg, 2000). 

 

 En países occidentales, el cáncer de próstata es la segunda causa de muerte 

por cáncer (Center et al., 2012). En la mayoría de los casos, el cáncer prostático se 

origina en la zona periférica e invade el tejido adyacente como las vesículas seminales 

y cuello de la vejiga, y genera metástasis a nódulos linfáticos, hueso, pulmón e hígado 

(Gittes, 1991). En etapas tempranas del cáncer, las células epiteliales prostáticas 

proliferan y se estratifican, además de presentar hipercromatismo y desarreglo en la 

lámina basal. Esto se conoce como neoplasia intraepitelial, y se cree que es una lesión 

precursora del cáncer prostático. En etapas tardías, esta lesión se acompaña de 

procesos de invasión (angiogénesis, sobrevivencia, degradación de lámina basal) y 

metástasis (extravasación, migración y colonización en sitios distantes) (Figura 4) 

(Bostwick et al., 1987).  

 

 

  

 ETAPA TEMPRANA                         ETAPA TARDIA 

 

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

 

2.2 Estimulación β-adrenérgica como un factor tumorogénico 

 

 En distintos tejidos, se conoce que el sistema nervioso simpático, es activado 

en condiciones de estrés crónico, y mediante aproximaciones in vivo, e in vitro, se ha 

sugerido que esta activación sostenida (activación β-adrenérgica), participa en la 

Metástasis Epitelio normal Neoplasia 
intraepitelial 

Carcinoma 
invasivo 
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progresión del cáncer, estimulando procesos de angiogénesis (incremento de VEGF), 

invasión (incremento de metaloproteasas 2 y 9 [MMP-2, MMP-9]) y metástasis (Thaker 

et al., 2006; 2007; Lutgendorf et al., 2003; Yang et al., 2006; 2008; 2009).  

 

 En el cáncer prostático también existe una asociación entre el estado 

adrenérgico y el riesgo o progresión del cáncer (Rao et al., 2008). Estudios clínicos 

muestran que los pacientes hipertensos tienen un riesgo más alto de desarrollar 

hiperplasia y cáncer prostático (Gann et al., 1995; Platz et al., 1998; Ganesh et al., 

2011); mientras que los pacientes hipertensos tratados crónicamente con antagonistas 

 y 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 prostáticos presentan una mayor densidad nerviosa con 

respecto a una glándula no cancerosa (Ayala et al., 2008); y que el receptor -

adrenérgico se encuentra incrementado en pacientes con cáncer de próstata 

quimiorresistentes (Ramberg et al., 2008).  

 

A nivel experimental (in vivo) se ha observado que el tono simpático participa en 

la implantación tumoral y en la progresión del cáncer prostático. La falta de un aporte 

adrenérgico (simpatectomía), o bien la nula expresión de los receptores -

adrenérgicos (Adrβ2-/-Adrβ3-/-) 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 número de metástasis a 

nódulo linfático, y que dicho efecto se inhibe en los animales tratados con antagonistas 

-adrenérgicos (Palm et al., 2006).  

 

En células de cáncer prostático se ha reportado que el tratamiento con 

adrenalina o con agonistas β-adrenérgicos, favorece la sobrevivencia celular, la 

adquisición de un fenotipo neuroendócrino, 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 simpático en la 

progresión del cáncer.  
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2.3 Mecanismos de diferenciación neuroendócrina  

 

Como se mencionó anteriormente, existen estudios que muestran que la 

estimulación β-adrenérgica favorece la adquisición del fenotipo neuroendócrino. Estas 

células, al ser independientes de la regulación por andrógenos, se cree que podrían 

participar en la progresión del cáncer prostático independiente de andrógenos, y por lo 

tanto, tener un bajo pronóstico desde un punto de vista clínico (Komiya et al., 2009).  

 

En tumores de pacientes con cáncer de próstata, se han identificado algunos 

marcadores neuroendócrinos, como CgA y NSE, y su presencia correlaciona con 

metástasis y baja sobrevivencia (McWilliam et al., 1997).  

 

La estimulación β-adrenérgica es uno de los factores más estudiados como 

inductor de diferenciación neuroendócrina (Braadland et al., 2015), y se ha reportado 

que la fosforilación de CREB (vía cAMP/PKA), podría ser uno de los efectores 

involucrados en el arresto celular (vía proteína de intercambio activada por cAMP 

[EPAC]/p38) y en la adquisición de procesos tipo neurita (vía factor de intercambio de 

nucleótidos de guanina Rap 2 /proteína relacionada con Ras/proteína cinasa activada 

por mitógenos/cinasa regulada por señales extracelulares (Rapgef2/Rap1/MEK/ERK) 

(Bang et al., 1994; Cox et al., 1999; 2000; Deeble et al., 2001; Emery et al., 2014). 

 

Además de la estimulación β-adrenérgica, existen otros factores que promueven 

la diferenciación neuroendócrina, como son la falta de andrógenos, la transición 

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 administración de antagonistas del receptor de 

andrógenos, o la depleción hormonal del medio de cultivo, activa al receptor de 

tirosina-cinasa RPTPα y favorece la diferenciación neuronal (morfología y expresión de 

marcadores neuroendócrinos), a través de la activación de la vía MEK/ERK (Zhang et 

al., 2003).  

 

 Existe la evidencia de que la sobreexpresión del factor de transcripción Snail en 

células LNCaP (cáncer prostático) induce la transición epitelio-mesénquima y la 
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adquisición de un fenotipo neuroendócrino. Además, se ha observado que los péptidos 

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

 

Se ha observado que interleucina-6 (IL-6), sola o combinada con la activación β-

adrenérgica favorece la transdiferenciación neuroendócrina en el cáncer de próstata, a 

través de inhibir al factor de transcripción RE-1 silencing factor (REST), el cual inhibe 

la expresión de genes neuronales (Zhu et al., 2014). En combinación con epinefrina, la 

IL-6 tiene efectos potenciadores en la adquisición de características morfológicas y 

expresión de péptidos neuroendócrinos, sin alterar su propia vía de señalización, y 

convergiendo en la activación de la vía de proteínas cinasas activadas por mitógenos 

MAPK (Deeble et al., 2001). 
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3. HORMONAS TIROIDEAS 

3.1 Generalidades 

 

Las HT participan en el crecimiento, diferenciación y metabolismo de los tejidos, 

a través de su unión a receptores nucleares (TR)  y  (Mullur et al., 2014). Éstos 

pueden formar homo o heterodímeros con el receptor de ácido 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 unión activa el 

reclutamiento de co-activadores o co-represores que regulan la expresión génica 

(Mondal et al., 2016).  

 

Las HT también pueden actuar activando vías de segundos mensajeros, ya sea 

a través de los propios TRs, o a través de la integrina , que funciona como 

receptor de membrana, de manera que se activan vías de señalización como las 

MAPK, fosfoinositol 3-cinasa (PI3-K), así como la actividad de bombas de iones de 

membrana, como la ATPasa de sodio/potasio, modulación de cambios en el gradiente 

de protones y señalización por calcio en la mitocondria, polimerización de filamentos 

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

 

Las HT están representadas principalmente por la T4, y la T3. La conversión 

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 conversión de la T4 a su metabolito inactivo, la T3 reversa (rT3). Este 

mecanismo de desyodación opera en todos los órganos, regulando la disponibilidad de 

T3, durante los períodos críticos del desarrollo y funcionalidad (Gereben et al., 2008). 

 

3.2 Cáncer  

 

Los efectos y mecanismos de las HT en el cáncer no están completamente 

entendidos. A continuación se mencionan algunos ejemplos de cómo las HT inducen 

efectos pro- o antitumorales, dependiendo del tipo celular y contexto fisiológico.  
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No es muy claro si existe una relación entre el estado tiroideo (hipo- o 

hipertiroidismo) y el riesgo a desarrollar algún tipo de cáncer. Reportes 

epidemiológicos asocian al estado hipotiroideo con un mayor riesgo de desarrollar 

cáncer hepático, pero menor riesgo de desarrollar cáncer de colon, pulmón, mamario o 

prostático (Hassan et al., 2009; Moeller y Führer, 2013). Sin embargo, la evidencia 

epidemiológica no siempre concuerda con los hallazgos experimentales.  

 

En modelos de carcinoma hepático, renal, ovárico, glioma y pulmón, existe la 

evidencia que la administración de T4 y la T3 ejercen efectos pro-tumorales, 

estimulando la proliferación celular, angiogénesis, sobrevivencia e invasión, por 

mecanismos nucleares (receptores nucleares TR-α y β) y/o no nucleares (integrina 

αvβ3/activación de las vías MAPK y PI3-K). En términos generales, se considera que 

los efectos pro-tumorales de la T4 están mediados por su interacción con el receptor 

de integrina αvβ3, mientras que los efectos antitumorales de la T3 están 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 (disminución en niveles séricos), podría estar 

involucrado en la progresión del cáncer. Un estudio asociativo muestra que la 

progresión del cáncer de piel, estómago y hemangioma cursa con una disminución en 

los niveles tumorales de T3 (hipotiroidismo local) (Ciavardelli et al., 2014). Más aún, el 

hipotiroidismo sistémico inducido en ratones inmunosuprimidos, retrasa la aparición y 

el crecimiento tumoral de xenotransplantes (hepáticos y mamarios), pero favorece la 

adquisición de un fenotipo más agresivo (transición epitelio-mesénquima), invasividad 

y metástasis (Martínez-Iglesias et al., 2009), sugiriendo que la falta de HT podría 

favorecer en la progresión tumoral. En concordancia, estudios en neuroblastoma, 

cáncer mamario y/o tiroideo, han mostrado que la administración de T3 induce arresto 

celular (disminución de Ras y aumento en p27kip), apoptosis (disminución en la 

proteína de senescencia SMP30), reduce el potencial invasivo y/o induce 

rediferenciación 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 Próstata normal y tumoral 

 

Existen pocos estudios sobre la participación de las hormonas tiroideas en el 

desarrollo y función de la próstata. Se conoce que el hipotiroidismo neonatal y durante 

la gestación, reduce el tamaño de la próstata, y que la deficiencia de estas hormonas, 

antes de la pubertad, reduce de manera lóbulo-específica 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 participación en el 

desarrollo y función de esta glándula (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 próstata de rata (Anguiano et al., 2006). Como ya se mencionó, la D1 participa en la 

generación de tironinas inactivas o activas (T3), y se ha mostrado una asociación entre 

la actividad enzimática y los niveles prostáticos de T3 (López-Juárez et al., 2009). En 

la próstata, esta enzima se expresa a partir de la pre-pubertad, alcanza los valores 

más altos en la pubertad-madurez sexual, y declina gradualmente con la edad. Sin 

embargo, la actividad sexual continua evita el decline de la actividad enzimática 

asociado a la edad (López-Juárez et al., 2009). Se ha mostrado que la inervación 

simpática (nervio hipogástrico) regula positivamente la actividad D1 y 

consecuentemente la generación prostática de T3 (Delgado González, et al., 2011).  

 

Existen pocos estudios clínicos que relacionen las HT y al cáncer prostático. Un 

estudio retrospectivo en pacientes con cáncer de próstata mostró que el hipotiroidismo 

reduce el riesgo de desarrollarlo (Mondul et al., 2012); pero en otro estudio, pacientes 

con cáncer cursan con altos niveles de T3 (Lehrer et al., 2002).  

 

En un modelo de carcinogénesis en un ratón transgénico, se encontró que la 

progresión del tumor hacia un estado más indiferenciado, se acompañó de una 

disminución en los niveles tumorales de T3 (Angulo-Barbosa, 2014). Por otra parte, en 

la línea celular LNCaP (cáncer prostático poco invasivo), se encontró que el 

tratamiento con T3 estimula la proliferación celular (reduce la expresión del gen de 

translocación celular B [BTG-2]), y promueve la expresión de algunas proteínas 
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distintivas de epitelio prostático. Sin embargo, la T3 no tuvo ningún efecto en la línea 

celular PC-3 (cáncer prostático 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 β-ADRENÉRGICA 

 

Las HT y la activación β-adrenérgica regulan procesos fisiológicos y patológicos. 

Esta interacción opera de manera independiente y/o coordinada, estimulando o 

inhibiendo a diferentes niveles de sus vías de señalización. Uno de los ejemplos más 

estudiados es la respuesta a la exposición al frío: este estímulo activa al sistema 

nervioso simpático (locus coeruleus y núcleo del tracto solitario) y al eje hipotálamo-

hipófisis-tiroides a través del núcleo paraventricular e inervación directa de la tiroides 

(ganglio cervical superior). La estimulación simpática del tejido adiposo activa a los 

receptores β adrenérgicos, y se induce la expresión del gen de la proteína 

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 estimulación 

simpática induce la generación local de T3 (activación de la D2), y esta hormona, por 

mecanismos nucleares (a través de TREs), induce la expresión de esta proteína. El 

incremento en la expresión de este gen no sólo se lleva a cabo por separado por 

ambos sistemas (adrenérgico y tiroideo), sino que hay un sinergismo, en el que la T3 

activa una región “enhancer” que amplifica la expresión de este gen en respuesta a la 

estimulación simpática (Rabelo et al., 1995). Aunado a esto, las HT amplifican la 

respuesta β-adrenérgica a nivel de incremento en el número de receptores y 

acumulación de cAMP (Silva y Bianco, 2008). En el caso contrario, como es el caso 

del ayuno, ambos sistemas disminuyen su actividad: disminución del tono simpático y 

recambio de noradrenalina, y e inhibición del metabolismo periférico de las HT por la 

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

 

Por otro lado, esta interacción cambia cuando uno de estos dos sistemas se 

encuentra desajustado. Por ejemplo, en condiciones de hipotiroidismo, se ha visto que 

el tono simpático está incrementado (aumento en niveles de catecolaminas), pero las 

respuestas adrenérgicas están disminuidas. Esto puede ser explicado por una menor 

cantidad de receptores β-adrenérgicos, pero una mayor cantidad de receptores α1 -

adrenérgicos, los cuales inducen respuestas inhibitorias (a través de las subunidades 

de las proteínas Gαi, o Gαq) a adenosina, probablemente hay una actividad 

incrementada de la fosfodiesterasa, y la falta de acumulación del cAMP asociado a la 

falta de T3, afecta la expresión génica dependiente de esta vía de señalización (Silva, 

2000). 
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En el caso del hipertiroidismo, ocurre lo contrario: el tono simpático se 

encuentra disminuido; sin embargo, aunque los niveles plasmáticos o el recambio de 

catecolaminas no se ven afectados, ocurren hiper-respuestas, las cuales se explican a 

continuación. 

 

La T3, además de regular directamente la expresión del receptor β2-adrenérgico 

a través de un elemento TRE (Jiang y Kunos, 1995), también puede modular su 

señalización a diferentes niveles. Por un lado, aumenta la actividad de la subunidad 

estimuladora de las proteínas G (Gs); y por otro, disminuye la expresión y actividad de 

las subunidades inhibidoras (Gαi, Gi2α y Gβ) (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 producción 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 sí, al reclutar cada complejo su maquinaria transcripcional, y en 

conjunto al activar regiones “enhancer” para amplificar la expresión de genes en 

respuesta a cAMP, como se explicó anteriormente. Esto se ha reportado en genes 

relacionados a gluconeogénesis (fosfoenolpiruvato carboxi-cinasa, PEPCK), o a 

termogénesis (proteína 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 señalización β-adrenérgica. Existe la evidencia de que el complejo T3-receptor 

puede interactuar con CREB (proteína-proteína), inhibir la fosforilación de CREB por 

PKA y consecuentemente reprimir la expresión de genes dependientes de CRE 

(Sánchez-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, está bien establecido que la próstata tumoral responde a 

señales adrenérgicas y tiroideas. La activación sostenida de los receptores β-

adrenérgicos favorece la progresión del cáncer (adquisición del fenotipo 

neuroendócrino 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 proliferación de las células 

de cáncer prostático; y que en otros tipos de cáncer, la T4 promueve la progresión 

tumoral a través de incrementar la angiogénesis, sobrevivencia celular e invasión. 

Específicamente, en la próstata se ha observado que un aumento en la generación 

prostática de T3 está asociado con un menor índice de lesiones cancerosas. Aunque 

en varios modelos, se ha mostrado que la T3 puede potenciar o inhibir la respuesta β-

adrenérgica; en el cáncer prostático, los efectos de esta interacción no han sido 

explorados. Así, el propósito de este estudio fue evaluar la participación de las HT y de 

los receptores β-adrenérgicos, en la iniciación y progresión tumoral.  
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HIPÓTESIS 

 

La estimulación β-adrenérgica y la T4 favorecerán, y la T3 atenuará la progresión 

prostática tumoral. 

 

OBJETIVOS 

 

1. Objetivo general 

 

Analizar en modelo in vivo e in vitro los efectos de la estimulación β-adrenérgica y 

hormonas tiroideas en la progresión del cáncer de próstata.  

 

2. Objetivos particulares 

 

2.1 Analizar la participación de los receptores β-adrenérgicos y T3 sobre la 

incidencia, crecimiento y progresión tumoral en un modelo de ratón inmunosuprimido. 

 

2.2 Analizar la participación de los receptores β-adrenérgicos, T4, y T3 en la 

adquisición de fenotipo neuroendócrino, secreción de VEGF y capacidad invasiva, en 

células humanas de cáncer prostático poco invasivas (LNCaP) e invasivas (DU145).  
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MATERIAL Y MÉTODOS 

1.  REACTIVOS 
 
T4, T3, anticuerpo anti T3 e Isoproterenol (sal bitartrato) fueron obtenidos de Sigma 

(St. Louis MO, USA). 125I-T3 (1200 μCi/μg) fue obtenida de Perkin Elmer Life Sciences 

(Boston, MA, USA). El kit de inmunoensayo enzimático (EIA) para la detección total de 

T3 fue comprado en Immuno-Diagnostics (Foster City, CA, USA). Los pellets de ISO 

fueron obtenidos en Innovative Research of America (Sarasota FL, USA). El matrigel y 

las cámaras de invasión 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 ratón acoplados a IgG-HRP (fueron 

obtenidos de Santa Cruz (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). La solución 

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 detección 

quimioluminiscente ECL fue de Amersham (GE Healthcare, RU). El kit de ensayo por 

inmunoadsorción ligado a enzimas (ELISA) para VEGF humano se adquirió de Abcam 

(Cambridge, MA, EUA). Los demás reactivos utilizados en este estudio fueron 

obtenidos de la mayor pureza disponible comercialmente. Las líneas celulares 

humanas de cáncer de próstata fueron obtenidas directamente de ATCC (Manassas, 

VA, EUA). 

 

 

2. MODELOS BIOLÓGICOS 

 Se utilizaron ratones machos C57-BL y ratones inmunosuprimidos de la cepa 

nu/nu, los cuales presentan una mutación en el gen Foxn1, que les causa distrofia 

atímica y alopecia (Pantelouris, 1968). Los ratones se mantuvieron en cajas de acrílico 

con filtro, a temperatura constante (22 ±1 °C) e iluminación controlada (oscuridad 

18:00 – luz 06:00). Tuvieron acceso ad libitum al agua y alimento. Los animales fueron 

sacrificados por decapitación (este protocolo fue aprobado por el Comité de Bioética 

del INB-UNAM, bajo los lineamientos de la edición mexicana de la Guía 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 líneas celulares de cáncer prostático: LNCaP y DU 145 de 

origen humano. Las células LNCaP provienen de una metástasis de carcinoma 

prostático a nódulo linfático, son responsivas a los andrógenos, expresan marcadores 

de diferenciación y son poco invasivas (Horoszewicz et al. 1983). Las células DU145 

provienen de una metástasis a cerebro, no responden a los andrógenos y son 

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

 
3.1 Efecto de la estimulación β-adrenérgica y/o T3 en tumores prostáticos de 

origen humano (LNCaP), generados en ratones inmunosuprimidos. Incidencia, 

crecimiento y progresión tumoral  

 

Se cultivaron células LNCaP y se inocularon de manera subcutánea (5.5 

millones suspendidas en 100 l de medio y 100l de matrigel) en ratones 

inmunosuprimidos (nu/nu) de 8 semanas de edad. A un grupo se le administró el 

agonista β-adrenérgico ISO (200 g/día), mediante un pellet de liberación controlada. 

(Thaker et al., 2006). Otro grupo fue tratado con T3 en el agua de beber (2.5 µg por 

día), 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 cardíaca pero no la presión 

arterial, mientras que la dosis de T3 induce un hipertiroidismo subclínico, pero no 

franco (Berthonneche et al., 2009; Henderson et al., 2009). Los tratamientos tuvieron 

una duración de 6 semanas, durante las cuales se registró el peso corporal y el 

tamaño tumoral. El volumen tumoral se calculó a partir de la fórmula de la elipsoide 

(Thompson, 2000). En el momento del sacrificio, se colectó la sangre para obtener el 

suero y se registró el peso del tumor; se midieron los niveles séricos y tumorales de 

T3. Parte de los tumores se procesaron para el análisis histológico 

(inmunohistoquímica) y molecular (expresión génica).   

 

 

3.2 Efecto de la estimulación β-adrenérgica, T3 y/o T4 sobre la formación de 

procesos tipo neurita, secreción de VEGF y capacidad invasiva, en células 

humanas de cáncer prostático 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 carbón (bajo en hormonas), penicilina (100 U/ml) y estreptomicina 

(100 g/ml) a 37°C y atmósfera de 5% de CO2. Se cultivaron 20 000 células, y al día 

siguiente de su siembra se cambió el medio con su respectivo tratamiento disuelto en 
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su medio correspondiente. Los tratamientos fueron ISO 50 M, T3 10 nM, T4 100 nM y 

la respectiva combinación de ambos por 6 días para las células LNCaP y 4 días para 

las células DU145. Se cuantificó el número y longitud de procesos tipo neurita 

(microscopía de contraste de fases), la secreción de VEGF (ELISA) y la capacidad 

invasiva de las células (ensayo transwell). En algunos experimentos se evaluó los 

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

 

4.1 Cuantificación de niveles séricos y tumorales de T3 

 Los niveles séricos de T3 se midieron por radioinmunoensayo homólogo. Esta 

técnica se basa en la ley de acción de masas de la reacción antígeno-anticuerpo, y 

consiste en poner a competir el antígeno marcado (125I-T3) con la hormona no 

marcada (T3), contenida en los estándares o en la muestra problema. Se incubaron 50 

µl de suero. El anticuerpo a T3 se utilizó a una dilución 1:2000 y se incubó a 4°C 

durante 24 horas. La separación del antígeno unido del libre se llevó a cabo 

agregando una solución de carbón activado – dextran (0.5%). La solución se 

centrifugó a 2500 rpm, durante 30 minutos (4°C). Se cuantificó la radioactividad 

obtenida en la fracción unida (sobrenadante) y libre (botón). La curva estándar se 

construyó en un intervalo de 4 a 500 pmol T3 / 100 µl. Los resultados se expresan 

como ng de T3/dl de suero. 

 

Los niveles tumorales de T3 se midieron mediante inmunoensayo enzimático 

(EIA). La extracción de T3 de los tejidos se realizó de la siguiente manera: Las 

próstatas se pesaron y se homogenizaron en metanol y PTU (1mM) en una proporción 

1:4 (p/v). El homogenizado se centrifugó a 3,000 rpm, durante 10 minutos (4°C) y el 

sobrenadante se evaporó a 65°C. El precipitado se resuspendió en 200 µl suero 

hipotiroideo. El coeficiente de recuperación de la extracción de T3 fue de 75%. El 

ensayo contenía la muestra o estándares (0.75 to 10 ng T3/ml) y anticuerpo anti T3 

conjugado a peroxidasa de rábano en un volumen final de 200 µl. Se incubó esta 

mezcla 1 hora a temperatura ambiente. Se agregó tetrametilbenzidina y 20 minutos 

después la reacción se detuvo con ácido clorhídrico. Se midió la absorbancia a 450 

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

 

4.2 Análisis de la expresión génica  

La extracción, precipitación y purificación de RNA se realizó homogenizando el 

tejido prostático en trizol en una proporción 1:10 p/v. El tejido homogenizado se incubó 

5 minutos a temperatura ambiente. La extracción del RNA se realizó con 200 μl de 

cloroformo. La mezcla se centrifugó (12000 rpm a 4°C) durante 20 minutos, y la fase 

acuosa se mezcló con 500 μl de isopropanol para precipitar el RNA. El RNA se lavó 

con 1 ml de etanol (75%), se resuspendió en 100 μl de agua estéril, y se almacenó a -
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70°C. La cuantificación de RNA, se realizó en un espectrofotómetro UV a 260 nm y la 

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

 

 La síntesis del cDNA se realizó a partir de la retrotranscripción de 2 μg de RNA. 

El RNA se incubó con oligo dT (50 μM), durante 5 minutos a 65°C. Posteriormente se 

incubó a 42°C (1 hora), con buffer (Tris HCl 200 mM a pH 8.4 y KCl 500 mM), DTT (0.1 

M), inhibidor de RNasas RNasin (40 u/μl), dNPTs (10 pmoles) y enzima Superscript II. 

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

 

La temperatura óptima de amplificación de los oligonucleótidos se determinó 

mediante un gradiente de 55-65°C. Posteriormente, se corroboró el tamaño y 

especificidad del producto de amplificación, observando una sola banda del tamaño 

esperado en un gel de agarosa al 3%. En la Tabla 1 se resumen las secuencias, 

tamaño y temperatura de alineación de los oligonucleótidos utilizados. La expresión 

génica se analizó a partir de 2 µg de RNA total mediante PCR (tiempo real), utilizando 

Máxima SYBR Green y los oligos específicos (10 pM). El perfil de amplificación se 

llevó a cabo de la siguiente manera: Hold a 95°C 2 min. Ciclos (35 a 40) que 

incluyeron desnaturalización (95°C por 15 seg), alineación (55-64°C 15 segundos) y 

extensión (72°C 15 seg). Finalmente, se analizó la curva de disociación (rampa de 72-

95°C durante 3 minutos). La expresión génica relativa se calculó usando una curva 

estándar y normalizada con la expresión de β-actina. 
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Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados en la PCR en tiempo real 

Gene 

No. 

GenBank 

(NM_) 

Sentido Antisentido 
Tamaño 

(bp) 

Temperatura 

de 

alineamiento 

(°C) 

Constitu

tivo 
-Actina 001101 

ACAGAGTACTTGC

GCTCAGGA 

CCATCATGAAGTG

TGACGTTG 
185 60 

B
io

d
is

p
o

n
ib

il
id

a
d

 y
 a

c
c
ió

n
 d

e
 

H
T

 

MCT-8 006517 
GCGCTACTTCACC

TACGGGA 

CAGACACCACACC

ATTGGC 
125 60 

D1 000792.5 
TTGGGAGTTTATC

GAAGGTAATAGG 

TGGAACTAAAGTC

TTCAATAAGCCTC

TT 

165 60 

D3 001362.3 
TGAGACTCCTGGG

GAATGAC 

CAGCAGCTCGCCT

AGGACT 
110 60 

TR-1 001128177 
ATGACTCCCAACA

GTATGACAG 

TCCAGTCGTGTTC

TCGGTCT 
65 60 

ARA 70- 01145260 
TGCCATTGGTCTT

CAGGCTCCT 

CAGGCATCGCTGA

AGAAACTGC 
124 60 

E
p

it
e
li
o

 

p
ro

s
tá

ti
c
o

 

RA 001011645 
GGAATTCCTGTGC

ATGAAA 

CGAAGTTCATCAA

AGAATT 
84 55 

ADR-β2 000024.5 
GGCAGCTCCAGAA

GATTGAC 

GTCTTGAGGGCTT

TGTGCTT 
139 60 

F
e
n

o
ti

p
o

 n
e
u

ro
e
n

d
ó

c
ri

n
o

, 
a
n

g
io

g
é

n
e
s

is
 e

 

in
v
a
s
ió

n
  

p27 
kip

 004064.3 
ATGTCAAACGTGC

GAGTGTC 

TCTGTAGTAGAAC

TCGGGCAA 
262 60 

Survivina 01012270.1 
GATTTGAATCGCG

GGACCC 

GATTTGAATCGCG

GGACCC 
64 55 

CgA 001275.3 
TGAACAGCCCTAT

GAATAAA 

GATGAACTCTCAG

AGGTTCTTGAG 
260 60 

NSE 001975.2 
TGTGGTGGAGCAA

GAGAAACTGGA 

TTGGTGGCATCCT

TGCCGTATTTG 
345 60 

VEGF 001025368 

GGCCTCCGAAACC

ATGAACTTTCTGC

T 

CCTCCTGCCCGG

CTCACCCGC 
165 60 

uPA 01145031.1 
GTGGCCAAAAGAC

TCTGAGG 

CAAGCGTGTCAGC

GCTGTAG 
267 64 

MMP-9 04994.2 
TGG TCC TGG 

TGC TCC TGG TG 

GCTGCCTGTCGGT

GAGATTGG 
111 60 

MCT8 = Transportador de monocarboxilatos-8; D1 = Desyodasa 1; D3 = Desyodasa 3; TR-1 = 

Receptor de TH β1; ARA 70- = Coactivador del receptor de andrógenos 70-α; RA = Receptor de 
andrógenos; ADR-β2 = Receptor adrenérgico β2; p27

kip
 = Inhibidor dependiente de ciclina, CgA= 

Cromogranina A; NSE = Enolasa neuronal específica VEGF = Factor de crecimiento endotelial vascular; 
uPA = Urokinasa activadora de plasminógeno; MMP-9 = Metaloproteinasa-9.   

 

4.3 Inmunohistoquímica para detectar la presencia de SYP y VEGF 

 Los tejidos fueron fijados con formalina (10%) en buffer de fosfatos, y fueron 

procesados para inclusión en parafina. Secciones de tumores fueron desparafinizadas 
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y rehidratadas. La exposición del antígeno fue realizada usando una solución de 

anhídrido citracónico 0.05% a pH 7.4 colocado en olla de presión por 25 minutos. Los 

cortes se bloquearon con solución de bloqueo de peroxidasas, y se incubaron a 4°C 

toda la noche con anticuerpo anti-sinaptofisina o anti-VEGF, ambos a una dilución de 

1:100. Se incubaron posteriormente con anticuerpo secundario (anti-conejo IgG-HRP o 

anti ratón-IgG-HRP) a una dilución de 1:1000 a 37°C por una hora. La visualización de 

SYP y VEGF fue realizada con diaminobencidina (DAB). Los cortes se contratiñeron 

con hematoxilina, se deshidrataron y se montaron con Entellan. Cortes de médula 

adrenal se procesaron y se usaron como control positivo. Cortes histológicos 

incubados sin anticuerpo primario fueron usados como control negativo. Las imágenes 

se adquirieron y analizaron por microscopía de luz a una magnificación de 100X. Este 

análisis fue realizado en colaboración con la Dra. Ana Alicia Sánchez Tusie.  

 

4.4 Morfología de tipo neuroendócrino  

Se analizó la longitud y número de proyecciones tipo neurita, características de 

las células neuroendócrinas, por microscopía de contraste de fases a 20X, en cuatro 

campos aleatorios. Las imágenes se analizaron con el software Infinity Capture e 

Infinity Analyze. 

 

4.5 Niveles y secreción de VEGF 

La secreción de VEGF al medio de cultivo fue cuantificada por el método de 

ELISA. Se utilizó 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 calibración de VEGF (8 a 6000 pg/ml). El contenido de 

proteína total en el medio fue medido por el método de Bradford. Los datos se 

expresaron como pg de VEGF / mg de proteína.  

 

4.6 Invasión celular  

Se analizó mediante el uso de cámaras de invasión, 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 ó 4 días respectivamente, con ISO (50 µM), 

T3 (10 nM), T4 (100nM), ISO+T3 e ISO+T4. La cámara inferior contenía medio 

completo como quimioatrayente. Después de 36 horas de incubación, la base de cada 
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pozo se limpió con un hisopo, se fijó con metanol y se tiñó con azul de toluidina 1% en 

borax 1%. El número de células invasivas se contó 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. 

 

Figura 5. Representación de un ensayo de invasión (A). Análisis del número de células que migraron 
por la matriz de matrigel (B). 
 

4.7 Expresión de CREB total y fosforilado 

Las células se homogenizaron con buffer RIPA (Tris HCl 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 separó el sobrenadante y se determinó la 

cantidad de proteína por el método de Bradford. La detección de CREB y pCREB se 

llevó a cabo por Western Blot usando tejido adiposo café como control positivo. Los 

extractos proteicos (25 ó 50 µg de proteína) 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 dilución 

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 dilución 1:5000. La detección de las proteínas se llevó a cabo usando el sistema 

ECL de quimioluminiscencia. El análisis densitométrico se realizó mediante el 

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

 

 

 

A B 
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4.8 Estadística  

Todos los datos representan la media ± error estándar (X ± E.E). La incidencia 

tumoral fue analizada mediante chi-cuadrada (Χ2). La homogeneidad de varianzas fue 

determinada por la prueba de Bartlett y Brown-Forsythe. Los datos con distribución 

normal fueron analizados por análisis de varianza (ANOVA) de una o dos vías y 

prueba post-hoc de Tukey. Los datos con distribución 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 análisis estadísticos fueron realizados con el 

programa Graph Pad Prism 6.  
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RESULTADOS  

1.  Efecto de la estimulación β-adrenérgica y/o T3 sobre la progresión de 

tumores prostáticos 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 afectó 

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 aparición 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 rápido crecimiento tumoral entre la cuarta y sexta semana del grupo 

control. En contraste, el ISO, T3 e ISO+T3 mostraron un crecimiento tumoral más 

lento, mostrando un tamaño tumoral reducido después de 6 semanas de tratamiento. 

El crecimiento más lento fue observado en ambos grupos de ISO. 

 

Figura 6.  Efecto de la administración de ISO, 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 vías, 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 expresión génica asociada a la respuesta tiroidea  

 

1.2.1 Cuantificación de los niveles séricos y tumorales de T3  

En la Figura 7 se muestra que la administración de ISO no modificó los niveles 

séricos (A) y tumorales (B) de T3, pero la suplementación con T3 incrementó ambos 

parámetros entre un 20 y 30%, comparados con el grupo control. 



 

42 

 

 
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 Expresión génica asociada a la respuesta tiroidea 

La Figura 8 muestra los efectos de los tratamientos en la expresión 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-β1 (D) y un gen de epitelio prostático 

responsivo a T3 (proteína asociada al receptor de andrógenos 70, ARA70 α). En 

comparación con el grupo control, el ISO redujo significativamente la expresión de D3 

en un 60 %, pero no tuvo efecto en el resto de los genes. El tratamiento con T3 

incrementó la expresión de D1 y ARA70 α de un 40 a un 50 %, pero no tuvo ningún 

efecto en la expresión de MCT-8 o D3. Comparado con el grupo control, una 

disminución evidente pero no significativa del receptor TR-β1 (60 %) fue observada en 

respuesta a T3. En el grupo combinado (ISO+T3), la baja expresión de D3 fue 

consistente con la reducción mediada por ISO. Por otro lado, el ISO antagonizó la 

disminución observada en el receptor TR-β1 asociada con T3, pero no ejerció este 

efecto antagónico en la expresión de ARA70 α. 
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Figura 8. Expresión 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 Expresión génica asociada a fenotipo neuroendócrino e invasión 

 

1.3.1 Genes de epitelio prostático  

En la Figura 9A y 9B se muestra la expresión de genes característicos de 

epitelio prostático: el receptor de andrógenos (RA), y el receptor β adrenérgico tipo 2 

(ADR-β2). Se observó que el ISO incrementó la expresión del RA y disminuyó la del 

receptor ADR-β2. La T3 por sí sola no tuvo efecto en la expresión de ninguno de estos 

dos genes, pero en el grupo combinado, la T3 previno el incremento y disminución de 

la expresión del RA y del receptor ADR-β2 respectivamente, asociado al ISO. 
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Figura 9.  Expresión de genes de epitelio prostático: el receptor de andrógenos (A) y el receptor β-
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 neuroendócrino 

La Figura 10 muestra la expresión de genes asociados a fenotipo neuroendócrino. 

Se evaluó la expresión de p27kip (A), survivina (B) y dos péptidos secretados por 

células neuroendócrinas, CgA y NSE (C). Se puede observar que el ISO incrementó al 

doble o triple la expresión de survivina, CgA y NSE comparados con el grupo control. 

El increment en p27kip no fue significativo. La T3 por sí sola no modificó la expresión 

de estos genes, pero previno los incrementos inducidos por el ISO. 

 

Figura 10.  Expresión de genes asociados al fenotipo neuroendócrino: 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 Expresión de SYP como marcador de fenotipo neuroendócrino 

En la Figura 11 se muestran imágenes representativas de la inmunodetección 

de SYP en cortes histológicos de xenotransplantes. Un número 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 afectó los niveles de esta 

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

adrenal), y ausencia de señal fue observada en los controles negativos. 

 

Figura 11.  Expresión de SYP en tumores de xenotransplantes. Imágenes de microscopías de luz 
representativas que muestran la inmunodetección de SYP a una magnificación de 100X. Los núcleos 
fueron contrateñidos 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 invasión 

En la Figura 12 se muestra la expresión de genes asociados a progresión tumoral, 

que incluyen genes de angiogénesis e invasión, tales como uroquinasa activadora de 

plasminógeno (uPA) (A), VEGF (B) y MMP-9 (C). De manera similar a los genes 

asociados a fenotipo neuroendócrino, el ISO incrementó entre 2 y 3 veces su 

expresión, mientras que la T3 sola no tuvo ningún efecto. Nuevamente, se puede 

observar que la T3 previno el incremento mediado por el ISO en la expresión de estos 

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

 
1.3.5 Expresión de VEGF como marcador de progresión tumoral 

En la Figura 13 se muestran imágenes representativas de la inmunodetección 

de VEGF en cortes histológicos de xenotransplantes. De manera similar a SYP (Figura 

10), un número 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 afectó los niveles de esta proteína, pero previno el incremento mediado por el 

ISO. Una evidente inmunodetección de ambos marcadores fue observada en el control 

positivo (médula adrenal), y ausencia de señal fue observada en los controles 

negativos. 

 

2.  Efecto de la estimulación β-adrenérgica, T3 y/o T4 sobre la formación de 

procesos tipo neurita, secreción de VEGF y capacidad invasiva, en células 

humanas de cáncer prostático LNCaP (poco invasivas) y DU145 (invasivas) 

 

Con el propósito de determinar si los incrementos en expresión génica y 

proteica en xenotransplantes en respuesta a la estimulación β-adrenérgica están 

asociados a la adquisición proyecciones tipo neurita y capacidad invasiva, se llevaron 

a cabo experimentos en las líneas celulares de cáncer prostático LNCaP (poco 

invasivas) y DU145 (invasivas). Asimismo, se incluyó un grupo tratado con T4, para 

discernir los efectos de ambas tironinas en estos procesos. 
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Figura 13.  Expresión de VEGF en tumores de xenotransplantes. Imágenes de microscopías de luz 
representativas que muestran la inmunodetección de VEGF a una magnificación de 100X. Los núcleos 
fueron contrateñidos 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 Morfología de tipo neuroendócrino 

 

2.1.1 Células LNCaP 

En la Figura 14 se muestran imágenes de microscopía por contraste de fases 

(A) con los respectivos tratamientos, así 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 número de procesos neuríticos. A diferencia de la T4, la T3 no 

modificó por sí sola estos parámetros, pero previno el incremento inducido por la 

administración del ISO. 
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Figura 14.  Fotomicrografías representativas de las proyecciones tipo neurita (A), longitud (B) y número 
de procesos (C) en células LNCaP. Las células fueron tratadas por 6 días con ISO 50 µM, T3 10 nM o 
T4 100 nM y su respectiva combinación con ISO. Imágenes 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 imágenes de microscopía por contraste de fases 

(A) con los respectivos tratamientos, así 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 número de procesos tipo neurita. 
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Figura 15.  Fotomicrografías de las proyecciones tipo neurita (A), longitud (B) y número de procesos (C) 
en células DU145. Las células fueron tratadas por 4 días con ISO 50 µM, T3 10 nM o T4 100 nM y su 
respectiva combinación con ISO. Imágenes 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 Secreción de VEGF y capacidad invasiva  

 

2.2.1 Células LNCaP 

En la Figura 16 se muestra el efecto de la estimulación β-adrenérgica y las HT en 

ensayos funcionales de secreción de VEGF (A) y capacidad invasiva (B) en las células 

LNCaP. De manera similar a la adquisición de proyecciones tipo neurita, se encontró 

que tanto el ISO como la T4 incrementaron la secreción de VEGF y la invasión de las 

células LNCaP.  
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Figura 16. Secreción de VEGF (A) y capacidad invasiva (B) de las células LNCaP. Las células fueron 
tratadas por 6 días con ISO 50 µM, T3 10 nM o T4 100 nM y su respectiva combinación 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 β-adrenérgica y las 

HT en la secreción de VEGF (A) o en la capacidad invasiva (B) de las células DU145. 

 

Figura 17. Secreción de VEGF (A) y capacidad invasiva (B) de las células DU145. Lás células fueron 
tratadas por 4 días con ISO 50 µM, T3 10 nM o T4 100 nM y su respectiva combinación 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 Fosforilación de CREB en las células LNCaP 

Dado que en las células DU145 no se encontró respuesta a ninguno de los 

tratamientos, y en los xenotransplantes la T3 previene la expresión de genes 

asociados a progresión tumoral, se analizó en las células LNCaP la inmunodetección 

de CREB y pCREB como una primera aproximación para analizar el mecanismo por el 

cual la T3 reduce la capacidad invasiva de las células LNCaP. La figura 18 muestra 

que se encontró un incremento evidente pero no significativo en la relación 

pCREB/CREB en las células tratadas con ISO e ISO+T3, comparadas con el grupo 

control o T3.  
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Figura 18. Fosforilación de CREB en células LNCaP. Inmunoblot representativo de la expresión 
proteica de pCREB y CREB (A), y su análisis densitométrico (B) en células LNCaP. Se usó como control 
positivo a pCREB tejido adiposo café (BAT) de ratas expuestas a frío. Los datos representan la media ± 
EEM. No se encontraron diferencias significativas. n=3 experimentos independientes. 
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DISCUSIÓN 

 

 Este estudio apoya la noción de que la activación β-adrenérgica sostenida 

promueve la progresión tumoral y la adquisición de procesos tipo neurita 

(neuroendócrino) e invasión 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 epidemiológicos como experimentales que asocian 

que la activación del sistema nervioso simpático por factores factores psicológicos-

emocionales (estrés, la depresión crónica) y patológicos (hipetensión no tratada, 

síndrome metabólico) con la progresión de muchos tipos de cáncer, entre ellos el de 

próstata (Thaker et al., 2006; Armaiz-Pena et al., 2009; Hassan et al., 2013).  

 

  En ratones inmunosuprimidos xenotransplantados con células LNCaP, la 

activación β-adrenérgica inducida por el ISO redujo el crecimiento tumoral, pero 

aceleró la latencia e incidencia de tumores. Estos datos coinciden con datos de la 

literatura, donde muestran que el aporte simpático (vía receptores β-adrenérgicos) es 

crucial en la iniciación y progresión de cáncer prostático y hepático (Magnon et al., 

2013; Uehara et al., 1993; Braadland et al., 2015). La disminución en el crecimiento 

tumoral por el ISO fue asociada con un incremento en la expresión génica asociada 

con arresto celular (p27kip), diferenciación neuroendócrina (survivina, CgA y NSE) e 

invasión 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; Guo et al., 2009). 

Con excepción de VEGF y survivina, todos estos genes contienen sitios CRE (Canaff 

et al., 1998; Yang et al., 2006; Kwon et al., 1996; von der Ahe et al., 1990), sugiriendo 

una relación directa con el factor de transcripción pCREB.  

 

Además de la expresión génica, nuestros datos mostraron una alta expresión 

proteica de SYP (otro marcador de diferenciación neuroendócrina) y VEGF en tumores 

prostáticos estimulados con ISO. Estos hallazgos correlacionan con nuestros datos in 

vitro. Un incremento en la adquisición de proyecciones tipo neurita, secreción de 

VEGF y potencial invasivo fueron encontrados consistentemente en las células 

LNCaP. Efectos duales del ISO: crecimiento tumoral disminuido e incrementada 

capacidad invasiva son evidencia de que los tratamientos con adrenalina o 

noradrenalina (por mecanismos β-adrenérgicos) reducen la proliferación, pero 
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promueven la adquisición de fenotipo neuroendócrino y/o invasividad en células de 

cáncer de próstata (Cox et al., 1999; Palm et al., 2005). En conjunto, estos hallazgos 

apoyan la noción de que la activación β-adrenérgica promueve la progresión del 

cáncer prostático incrementando la diferenciación neuroendócrina y el potencial 

invasivo. A nivel de mecanismos, se ha establecido que la activación de PKA y/o 

EPAC son procesos cruciales para la diferenciación neuroendócrina (Emery et al., 

2014). PKA induce directamente la inactivación del factor apoptótico BAD (Sastry et 

al., 2007), y por mecanismos indirectos, PKA estimula la secreción de VEGF (vía 

PI3K/proteína cinasa B [Akt]/factor inducido por hipoxia 1-α [HIF1-α]) (Park, et al., 

2011) y el crecimiento de neuritas por rearreglos del citoesqueleto (inhibición de 

RhoA/proteína cinasa asociada a Rho [ROCK]) (Jones y Palmer, 2012). La PKA 

también induce la fosforilación de CREB, e induce la expresión de factores de 

sobrevivencia como la proteína linfoma de células B-2 (Bcl-2), metaloproteasas y 

péptidos neuroendócrinos como NSE, CgA, SYP, neurotensina, etc. (Cox et al., 1999; 

Sastry et al., 2007; Braadland et al., 2015). En esta línea, los datos obtenidos 

confirman una asociación entre la adquisición del fenotipo neuroendócrino y los altos 

niveles de pCREB en las células LNCaP tratadas con ISO. No se analizó la activación 

de EPAC/p38-MAPK, pero es conocido que este efector intermedio está relacionado 

con arresto celular en células de feocromocitoma (Emery et al., 2014). 

 

 Los hallazgos obtenidos mostraron que la responsividad a la estimulación β-

adrenérgica parece ser dependiente del estado de diferenciación y/o potencial invasivo 

de las células de cáncer prostático. En comparación con las células LNCaP, las 

células altamente invasivas DU145 fueron menos sensibles a la estimulación β-

adrenérgica. El ISO incrementó la secreción de VEGF, pero no el crecimiento de 

neuritas o capacidad invasiva. Un estudio mostró que la estimulación con dibutiril-

cAMP (db-cAMP), o activadores de PKA, no promueven por sí solos la diferenciación 

neuroendócrina, pero incrementan la eficiencia de EGF en la inducción de este 

fenotipo (Humez et al., 2006). Sin embargo, esta baja responsividad contrasta con 

otros estudios que muestran que la activación β-adrenérgica puede incrementar o 

reducir la capacidad invasiva en las células DU145. Se ha reportado que el tratamiento 

con noradrenalina 10 μM (en presencia de propranolol 10 μM) estimula la migración y 

transición del epitelio mesenquimatoso (Barbieri et al., 2015), mientras que en otro 

estudio, la estimulación con ISO 100 µM redujo la motilidad celular en un 50% (Yu et 
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al., 2007). Estas diferencias podrían en muy baja medida ser explicadas por la dosis 

y/o tiempo de exposición a los β-agonistas, y es evidente que más estudios se 

requieren realizar para comprender el rol de los receptores β-adrenérgicos en la 

invasividad de las células DU 145. No obstante, es interesante notar que a diferencia 

de la señalización β-adrenérgica, otras señales, como la privación de andrógenos 

(PI3K/AktT/MAPK) (Murillo et al., 2001), citosinas (PI3K/activadores transcripcionales 

de transductores de señal [STAT]) (Deeble et al., 2001), y factores de crecimiento 

inducen diferenciación neuroendócrina no sólo en células de cáncer de próstata de 

bajo potencial invasivo, sino también en las de alto (Marchiani et al., 2010; Mori et al., 

2009). 

 

 Con respecto a la T3, los modelos utilizados muestran que la suplementación 

con esta hormona reguló positiva o negativamente la expresión de genes asociados a 

respuesta tiroidea, redujo el crecimiento tumoral, pero no modificó la incidencia 

tumoral, o la expresión basal de los genes dependientes de CRE, ni la adquisición del 

fenotipo neuroendócrino o capacidad invasiva. La T3 incrementó los niveles de RNA 

mensajero (RNAm) de D1 y ARA70, y disminuyó los de TR-β1. Este dato no es de 

sorprenderse, dado que estos genes contienen secuencias TRE en sus regiones 

promotoras (Zhang et al., 1998; Tai et al., 2007; Suzuki et al., 1994). La actividad 

tumoral de la D1 no se midió, pero estudios previos han mostrado una relación directa 

entre la actividad enzimática (desyodación), y la generación local de T3 en la próstata 

(Delgado-González et al., 2011). Además, la suplementación con T3 incrementó la 

expresión de un gen responsivo a esta hormona (ARA70-α), el cual se encuentra 

reducido en células de cáncer prostático, y su sobre-expresión induce apoptosis y 

reduce la capacidad invasiva (Ligr et al., 2010). Los datos no nos permiten identificar 

un rol de la T3 en la función de ARA70, pero hay evidencia de que ARA70 podría 

inhibir la señalización por T3 (Tai et al., 2007). No obstante, independientemente de la 

regulación a la baja del gen TR-β1, esta respuesta inhibitoria no fue observada en la 

expresión de la D1. Se requieren hacer estudios adicionales para entender los efectos 

bidireccionales de la T3 y ARA70.  El crecimiento tumoral reducido asociado con T3 

podría ser explicado por mecanismos indirectos, dado que estudios in vitro muestran 

que la T3 incrementa directamente la proliferación por la disminución en la expresión 

de un blanco de p53, la proteína BTG-2 (Zhang et al., 1999; Esquenet et al., 1995). 

Estudios adicionales son requeridos para entender los efectos directos o indirectos de 
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la T3 en el crecimiento tumoral prostático, o bien para evaluar si esta hormona 

previene la adquisición del fenotipo neuroendócrino inducido por otros estímulos, tales 

como IL-6 e IL-8 y vías de señalización activadas por estas citocinas (PI3K, cinasa 

Aurora A [AURKA], REST) (Santoni et al., 2014), o en genes maestros de 

diferenciación neuroendócrina. 

 

 En contraste a los nulos efectos de la T3, la T4 promovió el crecimiento 

neurítico, la secreción de VEGF y la capacidad invasiva de las células LNCaP. Estos 

hallazgos revelaron una falta de paralelismo entre ambas tironinas. Aunque los 

mecanismos moleculares de la T4 no fueron analizados en este estudio, es probable 

que la activación de la integrina ανβ3 y la vía MAP cinasas median la extensión y 

proliferación de procesos tipo neurita, basados en las siguientes evidencias: 1) la T4 

activa esta vía de señalización por interacción con el receptor de integrina ανβ3 (Lin et 

al., 1999); 2) T4 100 nM, y no la T3 10 nM, induce la elongación de neuritas en 

neuronas cerebelares por la activación del receptor de integrina (Farwell et al., 2005); 

y 3) la activación de MAP cinasas es fundamental en el crecimiento de neuritas en 

células de feocromocitoma (Fukuda et al., 1995). Además, el incremento en la 

secreción de VEGF e invasividad fue observada en las células DU145 tratadas con T4. 

Un estudio en células de glioma tratadas con T4 100 nM incrementan los niveles de 

RNAm de HIF-1α (inductor de VEGF) a través de la interacción con la vía 

αvβ3/Src/PI3K (Lin et al., 2009). Los presentes datos concuerdan con este hallazgo y 

sugieren que mecanismos no genómicos podrían estar involucrados en estas 

respuestas. 

 

 Con relación a las células DU145, los datos mostraron que la T4 ni la T3 

tuvieron efectos en el crecimiento de procesos tipo neurita, secreción de VEGF o en la 

capacidad invasiva; no obstante, estas células también expresan las subunidades αv y 

β3 del receptor de integrina (Witkowski et al., 1993). Se requieren realizar estudios 

detallados para analizar la funcionalidad del receptor αvβ3 y su vía de señalización en 

estas células. Por ejemplo, se ha reportado que el reciclaje de esta integrina (mediado 

por proteína cinasa D) es crucial para la migración celular endotelial (di Blasio et al., 

2010), y una alteración a este nivel podría explicar la falta de respuesta en las células 

DU145. En conjunto los datos indican que hay efectos diferenciales de las tironinas, y 
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que parecen depender del estado de diferenciación o de la capacidad invasiva de 

estas células cancerosas. 

 

 Uno de los hallazgos más importantes de este trabajo fue que la T3, mas no la 

T4, previno la progresión tumorogénica mediada por la estimulación β-adrenérgica en 

modelos con células LNCaP. Como se mencionó antes, el tratamiento con T3 no 

modificó la expresión basal de genes dependientes de CRE, pero previno la regulación 

estimulada por el ISO. En el grupo combinado, la T3 impidió el incremento en los 

niveles de proteínas tumorales como SYP y VEGF; e in vitro, previno el crecimiento de 

procesos tipo neurita, la secreción de VEGF y la capacidad invasiva. En varios 

estudios está bien establecido que la T3 actúa sinérgicamente con la vía β-adrenérgica 

para estimular la expresión de genes que contienen sitios CRE y TRE (Silva y Bianco, 

2008; Dorsa et al., 2010), pero también hay evidencia de que la T3 reprime la 

expresión de genes que sólo contienen sitios CRE (Fukuyama et al., 2006; Méndez-

Pertuz et al., 2003; Chen et al., 2011). La falta de sitios TRE en genes asociados con 

fenotipo neuroendócrino e invasión celular permite explicar el nulo efecto de la T3 en 

la expresión basal de estos genes, sugiriendo una respuesta indirecta de esta 

hormona en la respuesta al ISO.  

 

Hay estudios que demuestran una interacción proteína-proteína entre los 

receptores de hormonas tiroideas y CREB en presencia de T3 (complejo TR-T3-

CREB), reduciendo la habilidad de PKA para fosforilar a CREB (Fukuyama et al., 

2006; Méndez-Pertuz et al., 2003). En este estudio, la T3 no previno totalmente la 

fosforilación de CREB, sugiriendo que el efecto antagónico de T3 en la vía β-

adrenérgica no ocurre primordialmente a este nivel. Por ejemplo, en miocitos, la T3 

inhibe la expresión del gen del canal de calcio tipo L inhibiendo la translocación 

nuclear de pCREB (Chen et al., 2011). Otra posibilidad es que la T3 podría inhibir 

otros efectores río abajo de la vía β-adrenérgica asociada con progresión tumoral, 

como EPAC, factor de transcripción de globina (GATA-1) o proteína activadora 1 (AP-

1) (Cole y Sood, 2012).  

 

Estudios en curso de nuestro grupo están analizando el efecto antagónico de la 

T3 en la vía β-adrenérgica. Por otro lado, la T3 sola ni combinada con ISO tuvo efecto 

en la respuesta tumorogénica de las células DU145. Como se mencionó antes, esta 
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falta de respuesta podría estar relacionada con el estado de desdiferenciación y/o 

capacidad invasiva de estas células. El receptor nuclear tiroideo TR-β1 ha sido 

identificado tanto en las células LNCaP como en las DU145 (Zhang et al., 1999); pero 

sólo en las células LNCaP la T3 tiene efectos proliferadores (Hsieh y Juang 2005; 

Esquenet et al., 1995). En resumen, nuestros datos in vivo e in vitro indican que la T3 

detiene la progresión del cáncer mediada por los receptores β-adrenérgicos en un 

modelo de cáncer diferenciado. La T4 exacerbó los efectos tumorogénicos del ISO 

(secreción de VEGF) en las células LNCaP, pero no tuvo efecto en las células DU145. 

Una posible comunicación cruzada entre la señalización β-adrenérgica y la activación 

de MAPK inducida por T4 podría explicar esta sobre-respuesta en las células LNCaP; 

sin embargo, esta relación parece ser compleja y poco clara. Estudios clínicos y 

experimentales han mostrado que la hipertensión sistólica y/o diastólica crónica está 

asociada con un alto riesgo de mortalidad por cáncer prostático, así como la 

disminución de T4 y T3 libres (Iida et al., 2012; Weltman et al., 2015). Mientras que los 

efectos antagónicos de la T3 en la vía β-adrenérgica son consistentes con la noción de 

que este sinergismo se pierde cuando uno de estos sistemas está sobre estimulado o 

disminuido, estudios más meticulosos son necesarios para entender si los cambios en 

la relación T4/T3 libres podría ser relevante en la progresión del cáncer de próstata. 

Aunque datos epidemiológicos sugieren que altos niveles de T4 incrementan el riesgo 

de cáncer de próstata (Mondul et al., 2012), este estudio muestra que una dosis 

moderada y continua de T3 podría prevenir o retrasar la progresión tumoral en una 

condición de hiperactividad adrenérgica. Estudios clínicos y de investigación básica 

apoyan la propuesta de que el estrés emocional (depresión, conductual y quirúrgico 

aceleran la progresión del cáncer de próstata (Wade et al., 2013; Hassan et al., 2013). 

Este hecho debería ser considerado por los oncólogos, dado que el fracaso de 

algunas terapias podría estar relacionado con los altos niveles de ansiedad de los 

pacientes con cáncer. Sería interesante analizar si esta dosis de T3 administrada a 

pacientes con cáncer prostático pudiera contrarrestar el input simpático central 

incrementado asociado con el hipotiroidismo o la respuesta al estrés, y si esta dosis 

podría mejorar la eficacia de tratamientos antineoplásicos. Un estudio reciente mostró 

que la T3 potencia la efectividad de la quimioterapia en pacientes con cáncer mamario 

(Huang et al., 2013). 
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 En resumen, el presente estudio mostró hallazgos consistentes y 

complementarios tanto en los tumores inducidos con células LNCaP como en cultivo. 

Se mostró que las hormonas tiroideas ejercen importantes efectos moduladores, 

estimulando o inhibiendo la progresión del cáncer prostático. Los efectos protectores 

de T3 en la adquisición del fenotipo NE e invasión celular inducida por la estimulación 

β-adrenérgica están asociados a un mecanismo independiente de pCREB. Se 

requieren hacer más estudios para evaluar los mecanismos moleculares de la relación 

T4/T3 libres en estos procesos. En la Figura 19 se muestra el mecanismo que se 

propone para la posible interacción de las hormonas tiroideas con la vía β-adrenérgica. 

 

 

Figura 19. Propuesta del mecanismo a través del cual la estimulación β-adrenérgica y la T4 
podrían favorecer la progresión del cáncer prostático, y cómo la T3 podría antagonizar esta 
respuesta adrenérgica. En algunos tipos de cáncer se ha mostrado que el ISO y la T4 favorecen la 
adquisición de un fenotipo neuroendócrino (proyecciones tipo neurita) y la invasión celular, a través de 
activar la vía β-adrenérgica (cAMP/PKA/pCREB) o la vía T4-integrina αvβ3 (Akt/HIF-1α, MAPK). En este 

estudio (1), el efecto sinérgico entre ISO y T4 sobre la secreción de VEGF observado podría ser 

explicado a través de activar un efector común Akt/HIF-1α (vía PKA o Src/PI3K). Aunque en este estudio 

no se observó, en otros modelos se ha reportado que el complejo T3-receptor (TR) puede interactuar 
con CREB e inhibir su fosforilación vía PKA o MAPK. En este estudio, se mostró que la T3 previene la 
progresión mediada por la estimulación β-adrenérgica por mecanismos independientes de pCREB. Es 
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probable que la T3 antagonice la fosforilación de otros efectores río abajo de la vía β-adrenérgica como 
MAPK (2) o RhoA (3) favoreciendo la inhibición del fenotipo neuroendócrino. 
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CONCLUSIONES 

 

1.- La activación de los receptores β-adrenérgicos y el tratamiento con T4 favoreció la 

progresión tumoral, a través de promover la adquisición de un fenotipo neuroendócrino 

y la invasión celular.  

 

2.- La T3 redujo el crecimiento tumoral y previno la progresión tumoral inducida por la 

estimulación β-adrenérgica por un mecanismo independiente de CREB. 

 

Los hallazgos sugieren que la relación T4/T3 en el tumor, podría ser relevante en la 

progresión del proceso carcinogénico. 
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PERSPECTIVAS 

 

En este trabajo se mostró que las hormonas tiroideas regulan de manera 

diferencial la respuesta tumorogénica. La T4 y la estimulación β-adrenérgica 

incrementan la progresión tumoral, mientras que la T3 la atenúa. Estos resultados 

ponen en evidencia la importancia que la relación T4/T3 puede tener en el desarrollo 

del cáncer prostático, y permiten plantear a futuro las siguientes propuestas: 

 

1.-  Los datos sugieren que en una condición de hypertiroxinemia (sistémica y/o 

local) se podría favorecer la tumorogénesis, por lo que una propuesta a futuro sería 

analizar si en estas condiciones, una dosis moderada de T3 podría inhibir la secreción 

de T4 (retroalimentación negativa del eje tiroideo) y mantener sus efectos anti-

tumorogénicos.  

 

2.- Por otro lado, también se podría explorar el efecto coadyuvante de la T3 con 

algunos fármacos de elección contra el cáncer prostático (anti-andrógenos, 

quimioterapéuticos, anti-adrenérgicos), pues se ha visto que en cáncer mamario, el 

tratamiento con T3 a dosis fisiológicas, sensibiliza a las células tumorales al 

tratamiento con quimioterapéuticos (Huang et al., 2013). 

 

 3.- Finalmente, se podría evaluar la co-administración de T3 con antagonistas β-

adrenérgicos. El uso de antagonistas β-adrenérgicos está asociado a una mayor 

sobrevivencia de pacientes con cáncer prostático (Grytli et al., 2013). Sin embargo, se 

tendría que evaluar el impacto que una dosis maderada de T3 tendría en la fisiología 

cardiovascular. 
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and cell migration (activates MAPK) 
(8–10). In agreement with this, studies in 
BALB/c nude mice grafted with highly 
invasive PC-3 prostate cancer cells show 
that β-adrenergic stimulation increases 
the number of metastases to lymph nodes, 
whereas sympathectomy has the opposite 
effect (11,12). A reduction in the time of 
tumor onset has also been observed in 
mice deficient in β-adrenergic receptors 
(Adrb2–/– and Adrb3–/–) (12). In low inva-
sive LNCaP cells, β-adrenergic stimulation 
induces the acquisition of a highly ma-
lignant  neuroendocrine (NE) phenotype. 
NE prostate tumors exhibit neurite-like 
(NE-like) projections; they synthesize and 
 secrete amines and peptides, are androgen- 
receptor negative and apoptosis resistant 
(8,9,13,14). In  humans, β2- adrenergic 
receptors (ADR-β2) are highly ex-
pressed in androgen- refractory  metastatic 
 tumors and are strongly  associated with 

for 3–5 years with adrenergic antagonists 
(2–7). Studies in human prostate cancer 
cells show that β-adrenergic/protein 
kinase A (PKA) activation promotes 
prostate cancer progression: it re-
duces cell proliferation (by decreasing 
p42-mitogen activated protein kinase 
[MAPK] and β-arrestin2/proto-oncogene 
tyrosine-protein kinase [c-Src]), and it 
activates survival pathways (induces 
phosphorylation of Bcl-2–associated death 
promoter [Bad] and inhibits caspases) 

InTRODUCTIOn
Prostate cancer is the second leading 

cause of cancer death in men (1).  Studies 
over the last two decades support the 
notion that long-term, sympathetic 
activation promotes the risk of prostate 
cancer through multiple mechanisms. 
Hypertensive patients have a two-fold 
higher risk of developing prostate cancer 
than nonhypertensive patients; consistent 
with this observation, the risk and mor-
tality rate  decrease in patients treated 

Triiodothyronine attenuates Prostate Cancer Progression 
Mediated by a-adrenergic Stimulation

Evangelina Delgado-González, Ana Alicia Sánchez-Tusie, Giapsy Morales, Carmen Aceves, 
and Brenda Anguiano

Departamento de Neurobiología Celular y Molecular, Instituto de Neurobiología, Universidad Nacional Autónoma de México, 
Campus Juriquilla, Querétaro, México

Prostate cancer cells are responsive to adrenergic and thyroid stimuli. It is well established that β-adrenergic activation (protein 
kinase A [PKA]/cAMP response element binding protein [CREB]) promotes cancer progression, but the role of thyroid hormones 
is poorly understood. We analyzed the effects of β-adrenergic stimulation (isoproterenol [ISO]) and/or thyroid hormone on 
 neuroendocrine (NE) differentiation and cell invasion, using in vivo (LNCaP tumor) and in vitro models (LNCaP and DU145 human 
cells). Nude mice were inoculated with LNCaP cells and were treated for 6 wks with ISO (200 μg/d), triiodothyronine (T3, 2.5 μg/d) 
or both. ISO alone reduced tumor growth but increased tumor expression of cAMP response element (CRE)-dependent genes 
(real-time polymerase chain reaction, chromogranin A, neuron-specific enolase, survivin, vascular endothelial growth factor 
[VEGF], urokinase plasmin activator [uPA] and metalloproteinase-9 [MMP-9]) and some proteins related to NE differentiation 
and/or invasiveness (synaptophysin, VEGF, pCREB). T3 reduced tumor growth and prevented the overexpression of ISO-stimulated 
factors through a pCREB-independent mechanism. In low invasive LNCaP cells, 50 μmol/L ISO or 100 nmol/L thyroxine (T4) induced 
the acquisition of NE-like morphology (phase-contrast microscopy), increased VEGF secretion (ELISA) and invasive capacity 
(Transwell assay), but no synergistic effects were observed after the coadministration of ISO + T4. In contrast, 10 nmol/L T3 alone 
had no effect, but it prevented the NE-like morphology and invasiveness stimulated by ISO. None of these treatments had any 
effect on highly invasive DU145 cells. In summary, this study showed that ISO and T4 increase cancer progression, and T3 
attenuates ISO-stimulated progression. Further studies are required to determine if changes in the ratio of T4/T3 could be relevant 
for prostate cancer progression.
Online address: http://www.molmed.org
doi: 10.2119/molmed.2015.00047

Address correspondence to Brenda Anguiano, Instituto de Neurobiología, UNAM Campus 
Juriquilla, Boulevard Juriquilla, #3001, Querétaro, 76230, México. Phone and Fax: +52-442-
2381067; E-mail: anguianoo@unam.mx.
Submitted March 5, 2015; Accepted for publication February 19, 2016; Published Online 
(www.molmed.org) February 26, 2016.



T H Y R O I D  H O R M O N E S  A N D  P R O S T A T E  C A N C E R  P R O G R E S S I O N

2  |  D E L g a D O - g O n z á L E z  E T  a L .  |  M O L  M E D  2 2 : 1 - 1 1 ,  2 0 1 6

 injected in 100 μL Matrigel into the 
back of 8-wk-old male nude mice. 
 Procedures for handling and euthanasia 
of mice were reviewed and approved 
by the Comite de Etica en  Investigación 
from Instituto de Neurobiología, 
UNAM-Juriquilla (protocol #014), and 
complied with guidelines from the 
Institute of Laboratory Animal Resources 
Commission on Life Sciences National 
Research Council, USA (30).

Experimental Design
Effect of treatments on tumor 

 induction, gene expression and NE 
 differentiation. Two days after xe-
nograft injection, a subset of mice 
were anesthetized with a mixture of 
 ketamine and xylazine (15 mg and 
3 mg/kg of body weight, respectively) 
and implanted in the back with a con-
trolled-release  pellet of ISO (200 μg/d). 
Another group received T3 in the 
drinking water (2.5 μg/d), and a third 
group was cotreated with ISO and T3. 
All treatments were maintained for  
6 wks, and five to six animals per 
group were analyzed. The doses of 
ISO and the T3 used in this study were 
based on prior experience showing 
that they do not compromise the health 
of the animals (31,32). Body weight, 
tumor incidence and tumor size were 
registered every week. Length and 
width of tumors were measured with 
a caliper, and the volume was calcu-
lated using the ellipsoid  formula (33). 
Mice were sacrificed by decapitation, 
and blood serum was separated and 
frozen at –20°C for measurement of cir-
culating T3 levels ( radioimmunoassay 
[RIA]). Prostate tumors were pro-
cessed for  immunohistochemistry and 
 molecular  biology (EIA or polymerase 
chain  reaction [PCR]). Tumors were 
fixed in 10% neutral buffered formalin 
to  analyze for the presence of proteins 
related to NE differentiation (SYP) and 
invasiveness (VEGF). Tumor T3 lev-
els were quantified by EIA, and gene 
 expression was analyzed by real-time 
PCR. Table 1 shows the oligonucle-
otides used to  analyze genes of the 

The enzyme immunoassay (EIA) kit 
for  detection of total T3 was purchased 
from International Immuno-Diagnostics. 
ISO pellets were obtained from Inno-
vative Research of America. Matrigel 
and Biocoat Matrigel invasion chambers 
were from BD Biosciences. Antibodies 
against vascular endothelial growth fac-
tor (VEGF) (SPM 225), synaptophysin 
(SYP) (H-03), cAMP response element 
binding protein (CREB-1) (240), pCREB-1 
(Ser 133), goat anti-rabbit IgG–horseradish 
peroxidase (HRP) and goat anti-mouse 
IgG-HRP were from Santa Cruz Biotech-
nology. Peroxidase block solution and 
3,3′-diaminobenzidine tetrahydrochloride 
(DAB) were from Dako. Nitrocellulose 
membranes were from Bio-Rad, and the 
electrochemiluminescent (ECL) detection 
system was from GE Healthcare Life 
 Sciences. The VEGF human sandwich–
enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) kit was from Abcam. All other 
reagents used in this study were of the 
highest purity  commercially available.

Prostate Cancer Cell Lines
Cancerous human prostate cells were 

obtained directly from ATCC. LNCaP cells 
(CRL-1740, low invasive potential) were 
derived from a metastasis to lymph node 
and grown in RPMI-1640 medium supple-
mented with 10% (v/v) fetal bovine serum 
(FBS). DU145 cells (HTB-81, high invasive 
potential) were derived from a metas-
tasis to brain and grown in Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium (DMEM) with 
10% FBS. Both media were supplemented 
with 100 U/mL penicillin and 100 μg/mL 
streptomycin, and cultures were main-
tained at 37°C in a 5% CO2 atmosphere.

BaLB/c nude Mice and LnCaP Tumor 
Induction

Male nude BALB/c mice (Foxn1nu) 
were obtained from The Jackson 
Laboratory and housed in acrylic cages 
with filtered, pathogen-free air under a 
controlled temperature (22 ± 1°C) and 
a 12/12-h day–night cycle (lights off at 
1800). The animals had free access to rat 
chow (Purina) and tap water. LNCaP 
cells (5 × 106) were  subcutaneously 

 malignancy (15). A pilot study in pros-
tate biopsies showed an association be-
tween high levels of circulating epineph-
rine (>1 nmol/L) and phosphorylation 
of a target of PKA, the cAMP response 
element binding protein (pCREB) (16). 
NE-like cells can be present in either 
primary tumors or metastases of patients 
with prostate cancer, and these are no-
torious for being highly aggressive and 
resistant to hormonal therapy and cyto-
toxic agents (17,18).

 Thyroid hormone effects in cancer 
 remain poorly understood. In some 
 carcinomas, thyroxine (T4) and triiodo-
thyronine (T3) exert protumoral effects, 
 stimulating cell proliferation and angio-
genesis by nuclear (thyroid hormone 
receptors TRα and TRβ1) and/or non-
nuclear mechanisms (αvβ3 integrin 
receptor/activation of MAPK and phos-
phoinositide 3-kinase [PI3K] pathways) 
(19–22). In  contrast, in other types of 
cancer, T3  induces cell arrest  (decreased 
Ras/increased cyclin- dependent  kinase 
 inhibitor [p27kip]) and apoptosis (de-
creased  senescence marker protein 
[SMP30]), and it promotes cell differen-
tiation (23–25). Studies in LNCaP cells 
show that T3 increases cell proliferation 
and secretion of proteins of the prostate 
epithelium (26–28), but their involvement 
in cancer has not yet been demonstrated. 
Catecholamines and thyroid hormones 
act synergistically to regulate metabolism, 
but how they interact in cancer has not 
been analyzed. In any case, prostate gland 
is  responsive to adrenergic and thyroid 
stimuli; on the other hand, T3 decreases 
activity of pCREB (29). Thus, the aim 
of the present study was to analyze the 
effects of β-adrenergic stimulation (iso-
proterenol [ISO]) and thyroid hormone, 
alone and combined, on cancer progres-
sion using in vivo and in vitro approaches.

MaTERIaLS anD METHODS

Reagents
T4, T3 and T3 antibody and ISO 

 bitartrate salt were obtained from 
Sigma. 125I-T3 (1,200 μCi/μg) was ob-
tained from Perkin Elmer Life Sciences. 
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 charcoal-dextran and centrifuging at 
1,000g for 30 min at 4°C. Both fractions 
were measured in a γ radiation counter. 
All samples were measured in duplicate 
in the same assay. Results are expressed 
as ng/dL.

EIA. Tumor T3 levels were measured 
by EIA. The tumors were homoge-
nized in cold methanol containing 
1 mmol/L propylthiouracil for thy-
ronine  extraction. Homogenates were 
centrifuged at 1,500g for 10 min at 4°C, 
and supernatants were evaporated at 
65°C. Precipitates were resuspended in 
200 μL hypothyroid serum and stored 
at –20°C. The assay contained sample 
or standards (0.75 to 10 ng T3/mL) and 
anti-T3 antibody conjugated to HRP in 
a final volume of 200 μL. The incuba-
tion time was 1 h at room temperature. 
Tetramethylbenzidine was added and, 
20 min later, the reaction was stopped 
with HCl. Absorbance was measured 
at 450 nm. The results are  expressed as 
ng T3/g tissue.

ELISA. Human VEGF secretion was 
quantified in cell culture supernatants 
by ELISA. Biotinylated monoclonal mouse 
antibody detects the human secreted 
isoforms VEGF 121 and VEGF 165. The 
assay contained sample or standards 
from 8.0 to 6,000 pg/mL and anti-VEGF 
antibody conjugated to HRP-streptavidin. 
Total protein in the culture medium 

by using chambers coated with Matrigel 
matrix. In brief, 2.5 × 104 LNCaP or 
DU145 cells were added to the upper 
chamber of the Transwell with their 
respective treatment. The lower cham-
ber was filled with RPMI or DMEM + 
10% FBS as chemoattractant. After 36 h 
of incubation, the upper surfaces of the 
Transwells were wiped, and the inserts 
were fixed with methanol and stained 
with 1% toluidine blue in 1% borax 
solution. The number of invading cells 
was counted by light microscopy (Leica 
DM 2500, Leica  Application Suite, ver-
sion 2.8.1) in four fields per Transwell 
assay, by using ImageJ 1.43u software 
(National Institutes of Health [NIH]). 
The effects of treatments on total CREB 
and pCREB in LNCaP cells were ana-
lyzed by  immunoblotting. To extract 
total protein, cells were incubated for 
6 d and then lysed in RIPA buffer and 
centrifuged at 12,000g for 10 min at 4°C.

analytical Methods
RIA. Circulating levels of T3 were 

measured by homologous RIA as previ-
ously described (35). The assay contained 
serum or standards (0.1–4.0 ng T3/mL), 
hypothyroid serum, anti-T3 antibody 
(1:2,000) and 125I-T3 (0.05 ng/mL) in 
a final volume of 350 μL. The incuba-
tion time was 24 h at 4°C. Bound and 
free T3 was separated by adding 0.5% 

T3 response, NE differentiation and 
cell invasion. Most of the T3  response 
genes contain thyroid response element 
(TRE) sites, whereas the NE and inva-
siveness genes contain cAMP  response 
element (CRE) sites.

Effect of treatments on NE 
 differentiation and cell invasion in 
LNCaP and DU145 cells. LNCaP or 
DU145 cells (2 × 104) were seeded on 
12-well plates in RPMI phenol red-free 
medium or DMEM, respectively, and 
both media were supplemented with 
5% charcoal-stripped FBS. LNCaP and 
DU145 cells were treated for 6 and 4 d, 
respectively, with ISO (50 μmol/L), 
T3 (10 nmol/L), T4 (100 nmol/L), 
ISO + T3 or ISO + T4. The selected 
doses and times were based on previ-
ous assays (8,28,34). In both cell types, 
the number and length of neurite-like 
projections were measured in four ran-
dom fields of non-clustered cells. The 
NE-like morphology of the cells was 
analyzed by phase-contrast microscopy 
(Olympus IX 50) at 20× magnifica-
tion. Image analysis was performed 
using Infinity Capture and Infinity 
 Analyze software, version 6.0 (Lumenera 
 Corporation). VEGF secretion and cell 
invasion were analyzed as indicators of 
cancer progression. VEGF was quantified 
in the culture media by ELISA. Cell in-
vasion was analyzed by Transwell assay 

Table 1. Oligonucleotides used for real-time PCR.

Gene GenBank ID Sense Antisense
Size 

(base pairs)

b-Actin 001101 ACAGAGTACTTGCGCTCAGGA CCATCATGAAGTGTGACGTTG 185
Thyroid hormone 
availability and 
action

MCT-8 006517 GCGCTACTTCACCTACGGGA CAGACACCACACCATTGGC 125
D1 000792.5 TTGGGAGTTTATCGAAGGTAATAGG TGGAACTAAAGTCTTCAATAAGCCTCTT 165
D3 001362.3 TGAGACTCCTGGGGAATGAC CAGCAGCTCGCCTAGGACT 110
TR-b1 001128177 ATGACTCCCAACAGTATGACAG TCCAGTCGTGTTCTCGGTCT 65
ARA70 01145260 TGCCATTGGTCTTCAGGCTCCT CAGGCATCGCTGAAGAAACTGC 124
AR 001011645 GGAATTCCTGTGCATGAAA CGAAGTTCATCAAAGAATT 84

NE differentiation 
and cell invasion

ADR-b2 000024.5 GGCAGCTCCAGAAGATTGAC GTCTTGAGGGCTTTGTGCTT 139
VEGF 001025368 GGCCTCCGAAACCATGAACTTTCTGCT CCTCCTGCCCGGCTCACCCGC 165
uPA 01145031.1 GTGGCCAAAAGACTCTGAGG CAAGCGTGTCAGCGCTGTAG 267
MMP-9 04994.2 TGG TCC TGG TGC TCC TGG TG GCTGCCTGTCGGTGAGATTGG 111
p27kip 004064.3 ATGTCAAACGTGCGAGTGTC TCTGTAGTAGAACTCGGGCAA 262
Survivin 01012270.1 GATTTGAATCGCGGGACCC GATTTGAATCGCGGGACCC 64
CgA 001275.3 TGAACAGCCCTATGAATAAA GATGAACTCTCAGAGGTTCTTGAG 260
NSE 001975.2 TGTGGTGGAGCAAGAGAAACTGGA TTGGTGGCATCCTTGCCGTATTTG 345
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100% of the control mice treated with 
ISO or ISO + T3 developed tumors, 
whereas only 85% of the T3-treated 
mice developed them. ISO and 
ISO + T3 groups showed a tumor la-
tency of 2 wks, whereas in control and 
T3 groups, the tumors appeared by 
wk 3. Rapid tumor growth occurred 
between the fourth and sixth week 
in the control group (Figure 1C). In 
contrast, tumors in the T3, ISO and T3 
+ ISO groups grew more slowly and 
were smaller at 6 wks of treatment. The 
lowest growth was observed in the ISO 
groups (ISO and ISO + T3).

under light microscopy (Leica DM 2500) 
at 100×.

Immunoblotting of CREB and 
pCREB. Protein extracts (25 or 50 μg per 
lane) were resolved through 15% sodium 
dodecyl sulfate–polyacrylamide gel elec-
trophoresis (SDS-PAGE) and transferred 
to nitrocellulose membranes by electrob-
lotting. Membranes were washed with 
Tris-buffered saline (TBS) (pH 7.5) and 
blocked with 5% nonfat milk in TBS + 
0.05% Tween 20 (TBST) for 2 h at room 
temperature. Membranes were washed 
three times with TBST (10 min) and in-
cubated overnight at 4°C with specific 
antibodies against CREB or pCREB (both 
1:1,000). Membranes were washed three 
times with TBST (10 min) and then incu-
bated with the goat anti-rabbit IgG-HRP 
(1:5,000) for 2 h at room temperature. 
Detection was performed using an ECL 
system. The membranes were analyzed 
by  densitometry using ImageJ 1.43u soft-
ware. pCREB levels were normalized to 
total CREB.

Statistical analysis
Data are reported as mean ± standard 

error of the mean (SEM). Tumor inci-
dence was analyzed by using a χ2 test. 
Homogeneity of variances was deter-
mined by Bartlett and Brown-Forsythe 
tests. Data with normal distribution 
were analyzed using one- or two-way 
analysis of variance (ANOVA), followed 
by a Tukey post hoc test. Data with non-
parametric distribution were analyzed 
with a Kruskal-Wallis test followed by a 
Dunn post hoc test. Values with p < 0.05 
were considered statistically significant. 
The statistical analysis was performed 
with  GraphPad Prism 6 software 
(GraphPad Software).

RESULTS

Body Weight, Incidence and LnCaP 
Tumor growth

Treatments with ISO, T3 or ISO + T3 
did not significantly affect the body 
weight (Figure 1A), but they modified 
the incidence and growth of tumors 
(Figures 1B, C). The data show that 

was estimated by the Bradford protein 
assay. Data are expressed as picograms 
VEGF/mg  protein.

Real-time PCR. Gene expression was 
analyzed by real-time PCR. Total RNA 
was isolated from the tumors by using 
TRIzol Reagent (Life Technologies). 
Synthesis of cDNA was performed with 
2 μg total RNA using the Superscript 
II system. PCR was performed on the 
sequence detector system Rotor-Gene 
3000 (Corbett Research) using Maxima 
SYBR green/Rox PCR mix as an indica-
tor for DNA amplification. The reaction 
was performed with 1 μL cDNA tem-
plate by using 40 cycles of three-step 
amplification and the gene-specific 
primers (Table 1). PCR generated only 
the expected amplicon, which was 
demonstrated in each case by electro-
phoresis of the PCR product through 
a 3% agarose gel containing ethidium 
bromide in Tris-acetic acid–EDTA buf-
fer. No PCR products were observed 
in the absence of template. Relative ex-
pression of the genes was calculated by 
using a standard curve and normalized 
to b-actin expression. The coefficient 
of variation for b-actin was <12% in all 
conditions.

Immunohistochemistry for SYP and 
VEGF proteins. Briefly, paraffin tissue 
sections were deparaffinized and rehy-
drated. Antigen retrieval was done by 
adding 0.05% citraconic anhydride solu-
tion, pH 7.4, and heating in a pressure 
cooker for 25 min. Sections were blocked 
with peroxidase block solution and 
then incubated overnight at 4°C with 
anti-SYP or anti-VEGF antibodies (both, 
1:100). Slides were then incubated with 
the secondary antibody (goat anti-rabbit 
IgG-HRP or goat anti-mouse IgG-HRP 
[both, 1:1,000]) at 37°C for 1 h. SYP and 
VEGF proteins were visualized with 
DAB. Sections were counterstained with 
hematoxylin, dehydrated and mounted 
in Entellan® solution. Adrenal tissue 
was processed and used as positive 
control. Tissues incubated without pri-
mary antibodies were used as negative 
controls. Images were acquired with a 
camera (Leica DFC 420) and analyzed 

Figure 1. Body weight, tumor incidence 
and growth. Mice were treated with ISO 
(200 μg/d), T3 (2.5 μg/d) or both for 6 wks. 
Body weight (A) and tumor growth (C) 
are reported as percent change relative 
to initial weights. Tumor incidence (B) and 
tumor growth were registered every week. 
Data are reported as mean ± SEM. Body 
weight and tumor growth were analyzed 
by two-way ANOVA and post hoc Tukey 
tests. Tumor incidence was analyzed by 
a χ2 test. Different letters show differences 
with p < 0.05. There were no significant dif-
ferences in body weight. n = 6 mice/group. 
ND, not detectable.
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numbers of SYP- and VEGF-positive 
cells were observed on tumors of the ISO 
group compared with those of the control 
or T3 groups. T3 alone did not affect the 
 levels of these proteins, but it prevented 
the increases mediated by ISO. Both 
 markers were evident in the positive 

significant. T3 alone did not modify the 
basal expression of these genes, but it 
prevented the up- or downregulation 
induced by ISO.

 Representative images of SYP and 
VEGF proteins immunodetected in LNCaP 
tumors are shown in  Figure 4. Higher 

T3 Levels and gene Expression 
associated with Thyroid Response in 
LnCaP Tumors

ISO administration did not modify 
serum and tumor levels of T3, but 
T3 supplementation increased both 
 parameters by 20–30%, compared 
with the control group (Figure 2A). 
Figure 2B shows the effects of treat-
ments on the expression of genes 
associated with the availability and 
response to T3: monocarboxylate 
 transporter 8 (MCT-8), type 1 deio-
dinase (D1), type 3 deiodinase (D3), 
thyroid nuclear receptor (TR-b1) 
and a T3-responsive gene of prostate 
 epithelium, the α-spliced isoform of 
androgen receptor associated protein 
70 (ARA70a). In comparison with the 
control group, ISO significantly  reduced 
D3 expression by 60%, but it did not 
affect the other genes. T3 treatment 
increased D1 and ARA70a  expression 
by 40 or 50%, but had no effect on the 
MCT-8 transporter or D3 expression. 
Compared with the control group, an 
evident but nonsignificant decrease in 
TR-b1 (60%) was observed in response 
to T3. In the combined group (ISO + 
T3), the low  expression of D3 is con-
sistent with the reduction mediated 
by ISO. On the other hand, ISO antag-
onized the decrease in TR-b1 expres-
sion associated with T3, but it did not 
antagonize the T3-induced increase of 
ARA70a .

gene Expression associated with nE 
Differentiation and Cell Invasion in 
LnCaP Tumors

Figure 3 shows the expression of 
 typical genes of prostate  epithelium  
(A), NE differentiation (B) and cell 
invasion (C). ISO doubled or tripled 
expression of the  androgen receptor 
(AR), survivin, chromogranin A (CgA), 
 neuron-specific enolase (NSE),  urokinase 
plasmin activator (uPA), VEGF and 
metalloproteinase-9 (MMP-9) genes, and 
it reduced by three-fold the expression 
of the β2- adrenergic receptor (ADR-b2) 
compared with the control group.  
The increase of p27kip by ISO was not 

Figure 2. T3 levels and gene expression related to the thyroid response in LNCaP tumors. 
(A) Serum and tumor levels of T3 were measured by RIA and EIA, respectively. (B) mRNA 
levels were quantified by real-time PCR. Data are reported as mean ± SEM. Serum and 
tumor T3 levels were analyzed by Kruskal-Wallis and post hoc Dunn tests. Gene expression 
data were analyzed by one-way ANOVA and Tukey post hoc tests. Different letters show 
differences with p < 0.05. There were no significant differences in the MCT-8 transporter. 
n = 5–6 samples/group, each analyzed in duplicate.
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did not modify any of these parameters,  
but it prevented the morphological 
changes and invasive capacity induced 
by ISO. Similar to ISO, T4 also increased 
the length and number of neurite-like 
 projections, VEGF secretion, as well as 
cell invasion. The coadministration of ISO 
and T4 did not stimulate the acquisition 
of neurite-like projections or the invasive 
capacity, but additively stimulated VEGF 
secretion. In relation to DU145 cells, 
Figure 5B shows that ISO did not induce 
the acquisition of neurite-like projections 
or the  invasive  capacity, and the appar-
ent increase in VEGF secretion was not 
 significant. None of these parameters 
were modified by T3 or T4, but a nonsig-
nificant decrease in VEGF secretion was 
observed in the ISO + T4 group com-
pared with the ISO group.

 Levels of total and phosphorylated 
CREB proteins were evaluated as a first 
approach to analyze the mechanism 
by which T3 reduces ISO-stimulated 
invasiveness in LNCaP cells. Figure 5C 
shows an evident but nonsignificant in-
crease in the pCREB/CREB ratio by ISO 
and ISO + T3, in comparison with the 
control or T3 group.

DISCUSSIOn
This study supports the notion that 

sustained β-adrenergic activation pro-
motes the tumorigenic process (induction 
of NE differentiation and cell invasion), 
and it shows that T3 but not T4 attenu-
ates prostate cancer progression.

 In nude mice engrafted with LNCaP 
cells, ISO-induced β-adrenergic activa-
tion reduced tumor growth but acceler-
ated the latency and incidence of tumors. 
These data were not surprising, since ro-
bust studies show that sympathetic input 
(via β-adrenergic receptors) is crucial for 
the initiation and progression of pros-
tate and hepatic cancer (12,36,37). The 
decrease in tumor growth by ISO was 
associated with an increased expression 
of genes related to cell arrest (p27kip), NE 
differentiation (survivin, CgA and NSE) 
and cell invasion (VEGF, uPA and MMP-
9) (8,38–43). With the exception of VEGF 
and survivin, all these genes contain 

acquisition of neurite-like projections and 
invasive properties. We also included 
a T4-treated group to test the effects 
of both thyronines on these processes. 
 Figure 5A shows that compared with the 
control group, ISO consistently increased, 
by 30–40%, the length and number of 
neurite-like processes, VEGF secretion 
and cell invasion in LNCaP cells. T3 itself  

control (adrenal medulla), and no signal 
was observed in the negative controls.

nE Differentiation and Cell Invasion in 
Human Prostate Cancer Cell Lines

Studies in LNCaP and DU145 cells 
were carried out to determine if the 
 increases of gene expression and 
tumor proteins are associated with the 

Figure 3. Expression of prostate epithelium (A), NE differentiation (B) and cell invasion 
(C) in LNCaP tumors. mRNA levels were analyzed by real-time PCR. Data are reported 
as mean ± SEM. p27kip was analyzed by Kruskal-Wallis and post hoc Dunn tests, and the 
rest of the genes were analyzed by one-way ANOVA and post hoc Tukey tests.  Different 
 letters show differences with p < 0.05. There were no significant differences in p27kip. 
n = 5–6 samples/group, each analyzed in duplicate.
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highly invasive DU145 cells were less 
sensitive to β-adrenergic stimulation; 
ISO increased VEGF secretion but not 
the outgrowth of neurites or the invasive 
capacity. In agreement, a study showed 
that stimulation with dibutyryl-cAMP 
or activators of PKA does not, by itself, 
promotes NE differentiation; instead, 
it increases the efficiency of epidermal 
growth factor in inducing the NE phe-
notype (50). However, this low respon-
siveness contrasts with other studies 
showing that β-adrenergic activation 
increases or reduces the invasive capac-
ity in DU145 cells. It has been reported 
that treatment with 10 μmol/L norepi-
nephrine (in the presence of 10 μmol/L 
propanolol) stimulates cell migration and 
epithelial–mesenchymal transition (51), 
whereas in another study, stimulation 
with 100 μmol/L ISO reduced cell mo-
tility by 50% (52). These differences 
could not be explained by the dose 
and/or time of exposure to β-agonists, 
and it is evident that more studies are 
required to understand the effect of 
 β-adrenergic receptors on the invasive-
ness of DU145 cells. It is interesting to 
note that, unlike β-adrenergic signaling, 
other signals such as androgen depriva-
tion (PI3K/AKT/MAPK) (53), cytokines 
(PI3K/signal transducer and activation 
of transcription [STAT]) (54) and growth 
factors induce NE differentiation, not 
only in prostate cancer cells with low 
invasive potential, but also with high 
 invasive potential (55,56).

 In relation to T3, our models showed 
that T3 supplementation reduced tumor 
growth and either up- or downregu-
lated the expression of genes associated 
with the thyroid response. In contrast, 
T3 had no effect on tumor incidence, 
basal expression of CRE-dependent 
genes, acquisition of NE phenotype or 
invasiveness. T3 supplementation in-
creased D1 and ARA70a  mRNA levels 
and decreased TR-b1 mRNA levels. This 
result is not surprising, since these genes 
contain TRE sequences in their regulatory 
regions (57–59). The high levels of D1 
expression induced by T3 are consistent 
with the positive feedback loop of the 

processes for NE differentiation (47). 
PKA directly induces the inactivation 
of an apoptotic factor (phosphorylation 
of BAD) (9), and it indirectly stimulates 
VEGF secretion (PI3K/AKT/hypoxia 
inducible factor-1α [HIF-1α]) (48) and 
neurite outgrowth by cytoskeleton rear-
rangements (inhibition of Ras homolog 
gene family A [RhoA]/Rho-associated 
protein kinase [ROCK]) (49). PKA also 
induces the phosphorylation of CREB 
and the expression of cell survival factors 
(Bcl-2), metalloproteases and NE pep-
tides (NSE, CgA, SYP, neurotensin and 
so on) (8,9,36). Along this line, our data 
confirm an association between acquisi-
tion of the NE phenotype and high levels 
of pCREB in ISO-treated LNCaP cells. 
We did not analyze EPAC/p38-MAP 
kinase activation, but it is known that 
this intermediate effector is related to cell 
arrest in  pheochromocytoma cells (47).

 Our data indicate that responsiveness 
to β-adrenergic stimulation may depend 
on the state of differentiation and/or 
invasive potential of the prostate cancer 
cells. Compared to LNCaP cells, the 

CRE sites (40,42,44–46), suggesting a 
direct regulation by the transcription factor 
pCREB. In addition to gene expression, 
our data indicated high protein levels 
of SYP (another marker of NE differ-
entiation) and VEGF in ISO-stimulated 
prostate tumors. These findings correlate 
with our in vitro data. Acquisition of 
neurite-like projections, VEGF secretion 
and invasive potential were consistently 
increased in ISO-treated LNCaP cultures. 
The dual effects of ISO are decreased 
tumor growth and increased invasive 
capacity; these effects are consistent 
with the evidence that adrenaline or 
noradrenaline act by β-adrenergic mech-
anisms to reduce cell proliferation but 
promote acquisition of the NE phenotype 
and/or invasiveness in prostate cancer 
cells (8,11). Together, our data support 
the notion that β- adrenergic activation 
promotes prostate cancer progression 
through increasing NE differentiation 
and invasive potential (8,11). Mecha-
nistically, it has been established that 
PKA activation and/or exchange protein 
activated by cAMP (EPAC) are crucial 

Figure 4. Immunodetection of SYP and VEGF proteins in LNCaP tumors. Representative 
light microscopy micrographs show immunostaining for SYP (A) and VEGF (B) at 100× 
magnification. Cell nuclei were counterstained with hematoxylin. Adrenal medulla was 
used as a positive control for both markers, and a tumor xenograft incubated with PBS in-
stead of primary antibody was used as negative control. Insets, 20× magnification. Scale 
bars, 20 μm.
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thyroid response (60). Tumor D1 activity 
was not measured, but previous studies 
have shown a direct correlation between 
enzyme activity (deiodination) and T3 
 generation in normal prostate tissue (35). 
T3 supplements also increased the expres-
sion of ARA70a, a prostate epithelium 
T3- responsive gene; ARA70 is reduced 
in prostate cancer cells, but its overex-
pression induces apoptosis and reduces 
the cell-invasive capacity (61). Our data 
do not allow us to identify a potential 
role for T3 in the function of ARA70, but 
there is evidence that ARA70α might 
inhibit T3 signaling (58). D1, the other 
TRE- dependent gene, was not inhibited 
by ARA70. Studies are necessary to un-
derstand the bidirectional effects of T3 
and ARA70. The reduced tumor growth 
associated with T3 could be explained 
by indirect mechanisms, because in 
vitro studies show that T3 directly in-
creases cell proliferation by decreasing 
the expression of a p53 target, the B-cell 
 translocation protein (28,62). Additional 
studies are required to understand the 
direct or indirect effects of T3 on tumor 
prostate growth.

 In contrast to the lack of T3 effects 
on invasiveness, T4 promoted neurite 
outgrowth, VEGF secretion and the inva-
sive capacity of LNCaP cells. Although 
the signaling pathways of T4 were not 
analyzed in this study, it is highly prob-
able that activation of the ανβ3 integrin/
MAPK pathway mediates the extension  
and proliferation of neurites, on the basis 
of the following evidence: (a) T4  activates 
the MAPK pathway by interacting with  
the ανβ3-integrin receptor (63); 
(b) 10 nmol/L T4, but not 10 nmol/L T3,  
induces the elongation of neurites in  
cerebellar neurons by activating integrin  
receptors (64); and (c) MAPK activation 
is required for neurite outgrowth in   
pheochromocytoma cells (65). In  addition, 
increased VEGF secretion and invasive-
ness was observed in T4-treated LNCaP 
cells. A study in glioma cells showed that 
100 nmol/L T4 increased mRNA HIF-a1 
levels (inductor of VEGF) by an interac-
tion with the ανβ3/Src/PI3K pathway 
(20). Our data agree with this finding and 

Figure 5. NE phenotype, VEGF secretion and invasive capacity of LNCaP (A) and DU145 
cells (B). Cells were treated for 6 d (LNCaP) or 4 d (DU145), with 50 μmol/L ISO, 10 nmol/L 
T3 or 100 nmol/L T4 and their respective combination with ISO. (A) Representative images 
by phase contrast microscope at 20× showing the presence of neurite-like projections 
(see arrows). Scale bar, 50 μm. (C) Representative immunoblot of pCREB and CREB and 
densitometric quantification in LNCaP cells. Brown adipose tissue (BAT) of cold-exposed 
rats was used as a positive control for pCREB. All data represent mean ± SEM and were 
analyzed by one-way ANOVA and post hoc Tukey tests. Different letters indicate 
differences with p < 0.05. n = 3–5 independent experiments.
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suggest that non-genomic mechanisms 
could be involved in these T4 responses.

 Our data show that neither T4 nor 
T3 had effects on neurite outgrowth, 
VEGF secretion or the invasiveness of 
DU145 cells; nevertheless, these cells 
also express the integrin receptor sub-
units αν and β3 (66). Detailed studies 
are required to analyze the functionality 
of the ανβ3 receptor/signaling pathway 
in these cells. For instance, it has been 
reported that integrin ανβ3 recycling 
(mediated by protein kinase D) is crucial 
for  endothelial cell migration (67), and 
an alteration at this level could explain 
the unresponsiveness in DU145 cells. 
Together, our data indicate that the dif-
ferential effects of thyronines seem to 
depend on the state of differentiation 
and/or the invasiveness of cancer cells.

 One of the most important findings 
of this work is that T3, but not T4, pre-
vented the tumorigenic progression 
mediated by β-adrenergic stimulation 
in LNCaP cells. As mentioned before, 
T3 treatment did not modify the basal 
expression of CRE-dependent genes, 
but it prevented the upregulation stim-
ulated by ISO. In the combined group, 
T3 impeded the increases of tumor 
proteins SYP and VEGF; and in vitro, T3 
prevented VEGF secretion, neurite-like 
outgrowth and invasive capacity. It is 
well established that T3 acts synergis-
tically with β-adrenergic pathways to 
upregulate genes that contain both CRE 
and TRE sites (68,69), but there is also 
evidence that T3 represses the expres-
sion of genes that have only CRE sites 
(29,70,71). The lack of TRE sites on genes 
associated with NE differentiation and 
cell invasion can explain the null effect 
of T3 on the basal expression of these 
genes, suggesting that T3 acts indi-
rectly in the ISO response. Studies have 
demonstrated a protein–protein interac-
tion between nuclear thyroid hormone 
receptors and CREB in the presence of 
T3 (a T3-TR-CREB complex), reducing 
the ability of PKA to phosphorylate 
CREB (29,70). In our study, T3 did not 
fully prevent the phosphorylation of 
CREB, suggesting that the antagonistic 

effect of T3 on the β-adrenergic pathway 
does not necessarily occur primordially 
at this level. For instance, in myocytes, 
T3 inhibits the expression of the L-type 
calcium  channel gene, thereby inhibit-
ing the nuclear translocation of pCREB 
(71). Another possibility is that T3 in-
hibits other downstream effectors of the 
β-adrenergic pathway associated with 
tumor progression, such as EPAC, eryth-
roid transcription factor (GATA1) or 
activator-protein 1 (AP1) (72). Ongoing 
studies by our group are analyzing the 
antagonist effect of T3 on the β-adren-
ergic pathway. Neither T3 alone nor T3 
combined with ISO had any effect on the 
tumorogenic response of DU145 cells. As 
mentioned before, this unresponsiveness 
could be related to the dedifferentiated 
state and/or the invasive capacity of 
these cells. TRβ1, the nuclear thyroid 
receptor, has been identified in both 
LNCaP and DU145 cells (29); however, 
T3 exerts proliferative effects only in 
LNCaP cells (27,62). Overall, our data 
in vitro and in vivo indicate that T3 re-
strains cancer progression mediated by 
β-adrenergic receptors in a model of 
differentiated cancer. T4 exacerbated the 
protumorogenic effects of ISO (VEGF se-
cretion) in LNCaP cells, but did not have 
any effect on DU145 cells. Possible cross-
talk between β-adrenergic signaling and 
T4-induced activation of MAPK could 
explain this overresponse in LNCaP 
cells; however, this relationship seems to 
be complex and is not yet clear. Clinical 
and  experimental studies have shown 
that chronic systolic and/or diastolic 
hypertension, which are associated with 
a high mortality risk in prostate cancer, 
are also accompanied by lower levels 
of free T4 and T3 (2,73,74). Antagonistic 
T3 effects on β-adrenergic signaling are 
consistent with the notion that syner-
gism is lost when one of these systems 
is enhanced or depressed; nevertheless, 
meticulous studies are needed to analyze 
if changes in the ratio of T4/T3 could be 
relevant for prostate cancer progression. 
Indeed, epidemiological data suggest 
that higher T4 levels increase the risk 
of prostate cancer (75), and our study 

shows that a moderate and continuous 
dose of T3, but not T4, might prevent or 
delay tumor progression in a condition 
of adrenergic hyperactivity. Moreover, 
basic and clinical studies support the 
proposal that emotional, behavioral 
and surgical stresses, which depress the 
thyroid axes, accelerate prostate cancer 
progression (76,77). Oncologists should 
consider this fact, because the failure of 
some therapies could be related to the 
high anxiety levels of cancer patients. 
It would be interesting to analyze if a 
moderate dose of T3 given to prostate 
cancer patients could counteract the high 
central sympathetic input associated 
with hypothyroidism and whether this 
supplement might improve the efficacy 
of antineoplastic treatments. Indeed, a 
study found that pretreatment with sup-
raphysiological doses of T3 enhances the 
effectiveness of chemotherapy in breast 
cancer cells (78).

COnCLUSIOn
Our study made consistent and 

complementary findings in LNCaP tu-
mors and LNCaP cultures. We showed 
that the β-adrenergic pathway and 
thyroid hormones exert differential ef-
fects, stimulating or inhibiting prostate 
cancer progression. The protective ef-
fects of T3 against acquisition of the NE 
phenotype and cell invasion induced by 
β-adrenergic activation are associated 
with a pCREB-independent  mechanism. 
Further studies are required to analyze 
the possible significance of the T4/T3 
ratio for predicting prostatic cancer  
development.
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