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RESUMEN
La hormona triiodotironina (T3) desempeña un papel fundamental en procesos de desarrollo,

proliferación y metabolismo. En esta tesis hemos analizado los efectos de la expresión de TR sobre la

transformación celular, tumorigénesis y formación de metástasis. En presencia de T3, el TR inhibe la

activación del promotor de ciclina D1 por el oncogén ras en células de hepatocarcinoma, a través de los

factores de transcripción ATF-2 y de la quinasa MSK. La T3 también reprime la transformación de

fibroblastos NIH3T3 por Ras. Tanto la transrepresión del promotor de ciclina D1 como la inhibición de

la transformación requiere la integridad del DBD y de la hélice 1 del LBD, mientras que es independiente

del dominio AF-2, responsable de la unión de coactivadores. La expresión estable de TR también

disminuye la formación de tumores in vivo, en ratones atímicos desnudos, por células de hepatocarcinoma

SK-hep1 o de adenocarcinoma de mama MDA MB 468 PM1. La expresión de TR disminuye la

angiogénesis de los tumores y aumenta el grado de diferenciación de los mismos, produciendo una

reversión parcial de la EMT. El receptor tiene un efecto aún más drástico sobre la invasividad y formación

de metástasis, impidiendo totalmente la formación de nódulos metastáticos pulmonares cuando las células

se inoculan en la vena de la cola de ratones inmunosuprimidos. La expresión de TR en ambos modelos

celulares bloquea por completo la respuesta al tratamiento con distintos factores de crecimiento,

importantes para el fenotipo invasivo de las células tumorales e inhibe de manera drástica la expresión de

genes que codifican moléculas importantes para el desarrollo metastático. Todos estos resultados

muestran que TR actúa como un potente supresor tumoral y de la formación de metástasis.

SUMMARY
The thyroid hormone (T3) plays an important role in development, proliferation and metabolism.

In this work we have analyzed the effect of TR expression on tumor formation and metastasis

development. In hepatocarcinoma cells that have been transfected whith TR, T3 blocks ras-dependent

activation of the cyclin D1 promoter. This inhibition occurs through ATF-2 transcription factors and

MSK kinase activity. T3 also blocks transformation of NIH3T3 fibroblasts when the ras oncogene is

cotransfected with TR. Transrepression of cyclin D1 promoter activity, as well as the anti-transforming

effects of T3 depend on the integrity of the DBD and the LBD helix 1, whereas it is independent of the

AF-2 domain required for coactivators recruitment. Stable TR expression also blocks tumorigenesis in

immunodeficient mice inoculated with SK-hep1 hepatocarcinoma or MDA MB 468 PM1 breast

adenocarcinoma cells. TRexpression reduces tumor angiogenesis and produces an increase in tumor

differentiation, with a partial reversion of EMT. Indeed, TR expression causes an even more drastic

effect on invasiveness and metastasis development, blocking totally formation of lung nodular metastasis

upon inoculation of cells into the tail vein of immunodeficient mice. We have shown that SK-hep1-TR

and MDA MB 468 TR cells are refractory to treatmnet with growth factors important for the invasive

phenotype of tumoral cells. Indeed, TR reduces expression of genes encoding proteins that are required

for metastatic growth. In conclusion, our results show that TR acts as a potent suppressor of tumor

growth and blocks metastasis development.
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ABREVIATURAS
ACTR: activador de los receptores de hormonas tiroideas y ácido retinoico

ADNc: ADN codificante

AMPc: adenosina 3´5´monofosfato cíclico

AP-1: proteina activadora 1

ARN : ácido ribonucleico

ATCC: colección de cultivos celulares tipo americana
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BrdU: bromo- deoxi- uridina
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BSA: albúmina de suero bovina
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CCR6: receptor de quimoquinas 6 (motivo C-C)
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DCS: suero de ternero donante

dCTP: deoxi- citosin trifosfato

DMEM: medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco

DMSO: dimetilsulfóxido

DR: repetición directa.

DTT: ditiotreitol

ECL: quimioluminiscencia mejorada.

ECM: matriz extracelular

EDTA: ácido etilen-diamino-tetracético

EERs: receptores relacionados con los receptores de estrógenos.

EGF: factor de crecimiento epidérmico

EGFR1: receptor del factor de crecimiento epidérmico 1

EGTA: ácido etilenglicol-bis-(-aminoetiléter)N,N,N´, N´-tetracético



EMSA: ensayo de retraso de la movilidad electroforética

EMT: transición epitelio-mesénquima

ERs: receptores de extrógenos.

ERBB2: receptor del factor de crecimiento epidérmico 2

ERBB3: receptor del factor de crecimiento epidérmico 3

ERK: quinasa regulada por señales extracelulares

GAPs: proteínas GTPasa activadoras

GDP: dinucleotidos de guanina.

GES: factor de intercambio de guanidin nucleótidos

GRs: receptores de glucocorticoides.

GRE: elemento de respuesta a glucocorticoides

GSK3: quinasa 3 de la glucógeno sintasa

GST: glutation S-transferasa

GTP: trinucleotidos de guanina.

h: horas
3H: isótopo de tritio.

HAT: acetiltransferasa de histonas

HBS: tampón hepes salino

HBSS: tampón salino Hanks

HCl: ácido clorhídrico

HDACs: deacetilasas de histonas

Hepes: N-2-hidroxietilpiperazina-N´-ácido 2-etanosulfónico

HGF: factor de crecimiento de hepatocitos

HMT: metiltransferasa de histonas

HNF-4: factor nuclear hepático 4.

HREs: elementos de respuesta a hormonas

Hsp: proteínas de choque térmico.

IGF-1: factor de crecimiento similar a insulina

IGFBP3: proteína de unión al factor de crecimiento similar a insulina

IGFR1: receptor del factor de crecimineto similar a insulina 1

IL-8: interleuquina 8

IP: palíndrome invertido.

IPTG: isopropil--D- tiogalactopiranósido
125IrdU: 5 - [125] Iodo-2´- deoxi-uridina.

IRS: sustrato del receptor de insulina

Kb: kilobases

KCl: Cloruro de potasio.

KDa: kilodalton.

KOH: hidróxido de potasio.



KRT: queratina

LBD: dominio de unión a ligando

M: molar

MAPK: proteína quinasa activada por mitógenos

MEM: medio esencial mínimo Eagle´s

MgCl2: cloruro de magnesio.

Min: minutos

MMP: metaloproteasa

MMTV: virus del tumor mamario de ratón.

MSK: quinasa regulado por mitógenos y estrés

MTT: (3-(4, 5-dimetiltiazol-z-y))-2, 5-difeniltetrazolio bromidio

NaCl: cloruro sódico

NaOH: hidróxido de sodio

NCoR: correpresor nuclear.

NP-40: Nonidet P-40 (SIGMA)

NRG: neuregulina

NRs: receptores nucleares
32P: isótopo de fósforo 32

p300: proteína asociada a la proteína de adenovirus E19

PAI-1 : inhibidor del activador del plaminógeno 1

Pal: palíndrome

pb: pares de bases

PBS: tampón fosfato salino pH 7,5

PCR: reacción en cadena de la polimerasa

PI3K: quinasa del fosfatidil 3-OH-inositol

PKA: proteína quinasa A

PKC: proteína quinasa C

PMSF: fenil-metil-sulfonil-fluoruro

PPARs: receptores de actividades de la proliferación de peroxisomas.

PRs: receptores de progesterona.

PVDF: difluoruro de polivinilideno

r.p.m: revoluciones por minuto

RA: ácido retinoico

RARs: receptores del ácido retinoico

RARE: elemento de respuesta a ácido retinoico.

Rb: retinoblastoma.

RSK: quinasa de la subunidad ribosomal S6

RXR: receptor X de retinoides

s: segundos



35S: isótopo de azufre 35

SDS: dodecil sulfato sódico

SDS-PAGE: electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sódico

SFB : suero fetal bovino

SMRT: modulador de silenciamiento por RAR y TR.

T3: hormona triiodotironina

T4: hormona tiroxina

TBE: tampón tris-borato-EDTA

TR-I: receptor de TGF I

TR-II: receptor de TGF II

TBS: tampón Tris sallino pH 7,5

TGF: factor de crecimiento transformante

TK: promotor basal del gen de la timidina quinasa del virus Herpes simple.

TPA: 12-O-tetraforbol-13-acetato.

TREs: elemento de respuesta a hormona tiroidea

TRH: gen de la hormona liberadora de tirotropina.

Tris: Tris(hidroximetil)aminometano

TRs: receptores de hormonas tiroideas

TSH: genes de la tirotropina.

uPA: activador del plasminógeno tipo uroquinasa

VDR: receptor de vitamina D

VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial

v-erbA: oncogen del virus de la eritroblastosis aviar

Vim: vimentina





INTRODUCCIÓN

1.- LA SUPERFAMILIA DE RECEPTORES NUCLEARES

Moléculas lipofílicas pequeñas tales como esteroides, hormonas tiroideas o las formas activas de la

vitamina A (retinoides) y vitamina D, desempeñan un papel fundamental en el crecimiento, diferenciación,

metabolismo, reproducción y morfogénesis de organismos superiores y humanos (Aranda y Pascual,

2001). La mayoría de las acciones de estas moléculas están mediadas por la unión a receptores localizados

en el núcleo celular, que actúan como factores de transcripción dependientes de ligando. Estos receptores

forman parte de una extensa familia de proteínas denominada la superfamilia de receptores nucleares

(NRs) (Escriva y cols., 1997)

1.1.- Clasificación

El análisis evolutivo de estos receptores ha conducido a una subdivisión de los mismos en seis

subfamilias (Laudet, 1997). La primera gran subfamilia estaría compuesta por los receptores de hormonas

tiroideas (TRs), de ácido retinoico (RARs), de vitamina D (VDR), los receptores de activadores de la

proliferación de peroxisomas (PPARs) y algunos de los receptores para los que se desconoce su ligando

(receptores huérfanos). Una segunda subfamilia incluiría los receptores X de retinoides (RXR), los COUPs

(chicken ovalbumin upstream stimulators) y el factor nuclear hepático 4 (HNF-4), entre otros. La tercera

familia de receptores nucleares estaría constituida por los receptores de hormonas esteroideas como los

glucocorticoides (GRs), los estrógenos (ERs) o la progesterona (PRs) y por los receptores relacionados

con los receptores de estrógenos (ERRs). La cuarta, quinta y sexta subfamilia de receptores nucleares

contienen respectivamente los receptores huérfanos NGFI-B, FTZ-1/SF-1 y GCNF (Giguere, 1999;

Aranda y Pascual., 2001).

1.2.- Estructura

Los NRs presentan una estructura modular compuesta por varios dominios funcionalmente

autónomos. La estructura típica de un receptor nuclear consiste en una región amino-terminal A/B

variable, un dominio conservado de unión al ADN (DBD) o región C, un dominio bisagra o región D y

una región E conservada que incluye el dominio de unión al ligando (LBD). Algunos receptores nucleares

contienen una región carboxi-terminal F cuya función es actualmente desconocida (Fig1).
Figura 1.- Estructura modular de los
receptores nucleares. Los receptores nucleares
presentan varios dominios funcionales: la región
A/B que incluye el dominio de transactivación
independiente de ligando AF-1, la región C que
contiene el dominio de unión a ADN (DBD), la
región D o bisagra y la región E que incluye los
dominios de unión al ligando (LBD), de
dimerización y de transactivación dependiente de

ligando (AF-2).



La región A/B está localizada en el extremo N-terminal del receptor. Presenta variabilidad de

longitud y secuencia y contiene el dominio AF-1, involucrado en la activación transcripcional

independiente de ligando. Este dominio es diana de fosforilación de diversas vías de señalización que, de

este modo, modulan la actividad transcripcional del receptor (Rochette-Egly, 2003).

La región C o DBD constituye el dominio más conservado entre los receptores nucleares y su

función es reconocer secuencias específicas en las regiones reguladoras de los genes diana (Rastinejad y

cols., 1995). El DBD comprende dos motivos de dedos de zinc que abarcan aproximadamente 60-70

residuos y una extensión carboxi-terminal (CTE) que contiene las denominadas cajas T y A. En cada dedo

de zinc están presentes cuatro cisteinas conservadas en todos los miembros de la superfamilia (Schwabe y

cols., 1993). En la base del primer dedo de zinc se localizan los residuos responsables del reconocimiento

de la secuencia del ADN (caja P). Otros residuos de la base del segundo dedo de zinc están implicados en

la dimerización de los receptores (caja D).

El núcleo del DBD está formado por dos hélices. La primera de ellas es la hélice de

reconocimiento y establece contactos con bases específicas del surco mayor del ADN. La segunda hélice

se sitúa perpendicularmente respecto a la hélice de reconocimiento (Glass, 1994).

La region D o región bisagra es un dominio que difiere de unos receptores a otros y actúa

como un puente flexible entre el DBD y el LBD. Frecuentemente contiene señales de localización nuclear.

Esta región en su extremo C-terminal incluye la hélice 1 del LBD y contiene residuos cuya mutación anula

la interacción de los receptores nucleares con correpresores (Horlein y cols., 1995; Chen y Evans, 1995;

Perissi y cols., 1999; Pissios y cols., 2000).

La región E o LBD presenta múltiples funciones. Es responsable de la unión al ligando y de la

transactivación dependiente de ligando, siendo mediada esta última por el dominio AF-2 (Webster y cols.,

1988; Danielian y cols., 1992; Durand y cols., 1994). Además, el LBD media también la homo- y hetero-

dimerización de los receptores (Forman y Samuels, 1989), la interacción con proteínas hsp (heat-shock

proteins) (Bresnick y cols., 1989) y, en algunos casos, la represión transcripcional reversible por el ligando

(Tomic-Canic y cols., 1996).

El dominio LBD está constituido por 12 -hélices conservadas que se numeran desde H1 hasta

H12. Entre las hélices H5 y H6 existe un giro  igualmente conservado. Las hélices se organizan para

configurar una cavidad hidrofóbica que acoge al ligando (Moras y Gronemeyer, 1998). La unión del

ligando implica diversos elementos estructurales a lo largo del LBD y conlleva un importante cambio

conformacional de la estructura del receptor. De este modo, se genera una estructura más compacta en la

que destaca la recolocación de la hélice 12 hacia una posición que cierra la cavidad en la que se encuentra

el ligando.

1.3.- Elementos de respuesta a hormona

Las secuencias de ADN a las que se unen los receptores nucleares para regular la transcripción de

sus genes diana se denominan elementos de respuesta a hormonas (HREs).

El análisis de las secuencias de múltiples HREs ha revelado la importancia de un hexámero de

bases que constituye el motivo central de reconocimiento por los receptores nucleares y que se define



como hemisitio. Existen dos secuencias consenso para dichos hemisitios. Una de ellas, AGAACA, es

reconocida principalmente por los receptores de esteroides. La otra secuencia, AGGTCA, sirve de motivo

de reconocimiento para el resto de miembros de la superfamilia de NRs (Beato y cols., 1995).

A pesar de que algunos receptores monoméricos pueden unirse a motivos hexaméricos

individuales, la inmensa mayoría de receptores se unen como homo- o heterodímeros a HREs

compuestos de dos dominios hexaméricos (Aranda y Pascual, 2001). En estos HREs, los hemisitios se

configuran a modo de palíndromes (Pal), palíndromes invertidos (IPs) o repeticiones directas (DRs)

separados entre sí un número de bases variable, siendo la longitud de la región espaciadora un importante

determinante de la especificidad de la respuesta hormonal.

1.4.- Mecanismos de regulación de la expresión génica

Los receptores nucleares regulan la expresión de genes diana mediante diferentes mecanismos que

conducen a la activación o represión de dichos genes.

1.4.1.- Activación y represión transcripcional mediada por HREs positivos

Algunos receptores como TR o RAR en ausencia del ligando reprimen la transcripción de genes

que contienen HREs (Casanova y cols., 1994; Banhiamad y cols., 1995). La unión del ligando al receptor

revierte este silenciamiento transcripcional y conduce a la activación del gen (fig 2).
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Fig 2.- Activación y represión transcripcional
mediada por HREs positivos En ausencia del
ligando se reclutan correpresores que producen la
represión de la transcripción. La unión del
ligando produce la liberación de los complejos
correpresores, el reclutamiento de coactivadores,
y la consecuente activación de la transcripción
génica.
encia del ligando, el LBD de muchos receptores nucleares se encuentra unido a una serie

s transcripcionales, como por ejemplo NcoR (co-Represor Nuclear) y SMRT (Modulador

nto por RAR y TR) (Horlein y cols., 1995; Chen y Evans., 1995; Hu y Lazar, 2000; Sachs,

clutan complejos transcripcionales con actividad deacetilasa de histonas (HDAC)

cols., 2004). Estas HDACs generan una estructura compactada de la cromatina sobre el

ue provoca la represión transcripcional. En la unión de los correpresores a los NRs está

lice 1 del LBD contenida en la región D, región que se conoce como caja CoR (Chen y

orlein y cols., 1995; Pissios y cols., 2000). Estudios más recientes sugieren que existe un
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gner y cols., 1995). De este modo, se produce la liberación de los complejos correpresores

la superficie de interacción para la unión de proteínas activadoras que permiten el
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ensamblaje de otras proteínas y complejos cuyo resultado final es la activación transcripcional del gen

diana (Moras y Gronemeyer, 1998). Otro elemento esencial para esta activación transcripcional está

constituido por residuos de la mitad carboxi-terminal de las hélices 3 y 4 y del lazo que las une (Wurtz y

cols., 1996; Henttu y cols., 1997).

El número de coactivadores identificados hasta el momento es considerable. La familia de

coactivadores p160 consta de 3 miembros: SRC-1, GRIP-1/TIF-2 y ACTR que presentan una homología

de secuencia del 40% (Aranda y Pascual, 2001). Estos coactivadores interaccionan específicamente con

diversos receptores nucleares, incrementan las respuestas transcripcionales dependientes de ligando y son,

generalmente, factores limitantes reclutados por los receptores.

Los coactivadores p160 son coactivadores primarios que interaccionan con CBP/p300 y p/CAF

que tienen actividad histona acetiltransferasa (HAT) y se asocian además a proteínas con actividad histona

arginina metiltransferasa (HMT) como CARM1 o PRMT, de forma que la interacción del ligando con el

receptor causaría diferentes modificaciones en el “código de histonas”. El CBP/p300 es una proteína

esencial para la transactivación mediada por los receptores nucleares que como se ha mencionado tiene

actividad acetiltransferasa de histonas intrínseca, capaz de remodelar la cromatina para la transcripción

(Kalkhoven, 2004; Moore y Guy, 2005). Esta proteína además actúa como cointegrador de otras rutas de

señalización intracelular y extracelular (Shikama y cols., 1998), ya que interacciona con numerosos factores

de transcripción como CREB, AP-1, Jun, Fos, myoD, NF-B, Pit-1, STATs y factores Ets (Voegel y cols,

1996; Chakravarti y cols., 1996; Yang y cols., 1996). Por otro lado, también interacciona con coactivadores

de la familia p160 y con componentes de la maquinaria basal de transcripción como TBP y TFIIB.

Los receptores también reclutan complejos remodeladores de cromatina con actividad ATPasa

como SWI/SNF o WINAC a través de su interacción con componentes de estos complejos (Aranda y

Pascual, 2001; Gronemeyer y cols., 2004). Estos complejos utilizan la energía liberada por la hidrólisis del

ATP para movilizar los nucleosomas. El reclutamiento de los complejos que causan modificaciones post-

traduccionales de las histonas y de los complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP

producen una modificación de la cromatina hacia un estado menos compacto y más accesible a la

maquinaria de transcripción que permite la activación transcripcional.

La compleja coordinación de las interacciones entre el receptor unido a su ligando y los

coactivadores y cointegradores conduce al reclutamiento de la maquinara basal de la transcripción (Majan

y Samuels, 2004). De hecho, algunos de los componentes de la maquinaria basal interaccionan

directamente o mediante correguladores con los NRs. Por otro lado, se ha descrito la asociación

dependiente de ligando de complejos multiproteicos como DRIP/TRAP a los NRs. El complejo

DRIP/TRAP intensifica la actividad dependiente de ligando de TR (Fondell y cols., 1996) y VDR (Rachez

y cols., 1999) en un sistema de transcripción in vitro con moldes de cromatina y es reclutado a los

receptores nucleares a través de la interacción directa de éstos con uno de los componentes de este

complejo, el DRIP205/TRAP220. DRIP/TRAP es homólogo al Mediator de levaduras (Rachez y cols.,

1998), un complejo que junto con las proteínas SRB se asocia a la subunidad grande de la ARN polimerasa

II. Por tanto este complejo no contiene ninguna actividad enzimática, pero sería el encargado de reclutar la

holoenzima de RNA polimerasa II al promotor diana.



El reclutamiento de todos estos tipos de complejos de coactivadores, posiblemente de una forma

secuencial, produciría la descompactación de la cromatina, la unión de la polimerasa al promotor que

contiene el HRE y la activación de la transcripción del gen diana.

1.4.2.- Represión transcripcional mediada por HREs negativos

Los receptores nucleares también pueden mediar la regulación negativa de genes de un modo

dependiente de ligando. En algunos casos, esta represión se debe a una inhibición pasiva debido a la

competición con otros transactivadores por los sitios de unión del ADN o bien por la formación de

heterodímeros transcripcionalmente inactivos. Sin embargo, existen HREs negativos que unen receptores

y median una represión activa en presencia del ligando. Se han identificado este tipo de elementos en el

gen de la propiomelanocortina, los genes de la tirotropina (TSH) y los de la hormona liberadora de

tirotropina (TRH), indicando la relevancia de estos elementos en los mecanismos de retro-alimentación en

la hipófisis (Drouin y cols., 1989; Bodenner y cols., 1991; Hollenberg y cols., 1995). En estos elementos

negativos, generalmente, el receptor vacío estimula la transcripción y la unión del ligando revierte dicha

activación (Eckey y cols., 2003). La posición de estos elementos de respuesta en el gen parece importante.

Generalmente se localizan próximos al sitio de inicio de la transcripción y algunos han sido encontrados

también debajo de la caja TATA (Saatcioglu y cols., 1993; Belandia y cols, 1998; Perez-Juste y cols., 2000).

1.4.3.- Mecanismos independientes de la unión a HREs

Los receptores nucleares pueden modular la expresión de genes que no contiene HREs mediante

la interferencia o “cross-talk” con otros factores de transcripción o rutas de señalización.

Los receptores pueden regular negativamente la actividad de promotores que contienen elementos

de unión para AP-1, NF-B o CREB sin unirse directamente a dichos elementos (Pfahl, 1993; Sánchez-

Pacheco y cols., 1995; Gottlicher y cols., 1998; Mendez-Pertuz y cols., 2003; García-Silva y cols., 2004).

Uno de los ejemplos mejor conocidos es la transrepresión dependiente de ligando ejercida por GR, RAR o

TR sobre la actividad de AP-1 (Jun/Fos) (Pfahl, 1993). Recíprocamente, AP-1 inhibe la transactivación

mediada por estos receptores nucleares. Esta actividad anti-AP-1 podría explicar parte de los efectos

antiproliferativos de algunos ligandos de receptores nucleares. De un modo similar, GR puede interferir

con la actividad NF-B. Este mecanismo podría estar implicado en los efectos anti-inflamatorios e

inmunosupresores de los glucocorticoides.

Otra importante conexión entre los receptores nucleares y otras rutas de señalización viene

mediada por la fosforilación del propio receptor o de sus co-reguladores. De este modo, múltiples

quinasas activadas por señales extracelulares como las MAPKs, protein quinasa A (PKA), casein quinasas

o quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) afectan la actividad de ciertos receptores nucleares (Shao y

Lazar., 1999).

Dependiendo del receptor y del residuo implicado, la fosforilación puede ejercer diversos efectos.

En ocasiones, la fosforilación del receptor conduce a la inhibición de la activación dependiente de ligando.

En otros casos, los receptores pueden ser activados por fosforilación en ausencia de su ligando. Un

ejemplo de ello es la modificación de la transactivación dependiente e independiente de ligando de los

RARs originada por la fosforilación mediada por CDK7 (Rochette-Egly y cols., 1997).



También los coactivadores y los correpresores son dianas de distintas quinasas y vías de

transducción de señales que, de esta forma, también pueden modular las respuestas transcripcionales de

los receptores nucleares. Por ejemplo, la señalización a través de tirosina quinasas ejerce importantes

efectos reguladores sobre el silenciamiento transcripcional mediado por diversos factores de transcripción

como TR o RAR que requieren el correpresor SMRT (Hong y cols., 1998).

Las hormonas también ejercen acciones no genómicas mediadas por sus receptores. Estas

acciones ocurren en pocos minutos después de la adición de la hormona y se han descrito para diversos

esteroides, la vitamina D y la hormona tiroidea (Wehling, 1997). Principalmente, estas acciones no

genómicas implican la modulación positiva de cascadas de transducción de señales. Este es el caso de los

efectos de los esteroides, principalmente estrógenos, en diversos tejidos y líneas celulares.

La unión de la hormona tiroidea a la integrina V3, localizada en la membrana plasmática, sin

entrar en la célula, activa la vía de las MAPK. Este mecanismo de activación afecta a los procesos de

angiogénesis y promueve el crecimiento celular (Tang y cols., 2004; Bergh y cols., 2005). Además, se ha

descrito un mecanismo de acción de las hormonas tiroideas que consiste en la asociación de TR unido a

T3 con la subunidad p85 de PI3K en el citosol, con la consecuente activación de esta ruta de señalización

(Cao y cols., 2005; Moeller y cols., 2006).

La interacción proteína-proteína entre ciclina D1 y algunos receptores como el de estrógenos o el

de hormonas tiroideas modula la actividad de estos últimos de un modo independiente de la actividad

CDK (Zwijsen y cols., 1997; Lin y cols., 2002).

Otro mecanismo diferente es el “cross-talk” entre VDR y TGF- (factor de crecimiento

transformante beta). Smad3, una de las proteínas componentes de la ruta de señalización de TGF- actúa

como un coactivador para VDR mediante la formación de un complejo con una proteína coactivadora del

propio receptor (Yanagisawa y cols., 1999). Estas interacciones son potencialmente relevantes para el

control de la proliferación y diferenciación llevado a cabo por la vitamina D y TGF-.

Los numerosos mecanismos expuestos ilustran la enorme versatilidad con que los receptores

nucleares regulan funciones celulares. La visión clásica de las acciones de las hormonas se amplía

progresivamente con la descripción de nuevas relaciones entre los receptores y otras rutas de señalización

que reflejan la emergente complejidad existente en la regulación de los procesos celulares.

2.- EL RECEPTOR DE HORMONAS TIROIDEAS

Los receptores de hormonas tiroideas están codificados por los genes c-erbA-1 y c-erbA-2,

localizados en los cromosomas 17 y 3, cuyos productos son TR y TR (Lazar, 1993). El gen c-erbA-1 es

el homólogo celular del oncogén v-erbA del virus de la eritroblastosis aviar. Este oncogén codifica una

proteína de fusión entre c-erbA-1 y el gen retroviral gag incapaz de unir hormona y transcripcionalmente

inactivo (Sap y cols., 1986; Damm y cols., 1989).

El gen c-erbA-1 codifica varias isoformas del receptor, siendo las principales TR1 y TR2. La

última es una variante que no une hormona y se comporta como un dominante negativo del producto

génico TR1 (Lazar, 1993).



Por su parte, c-erbA-2 también codifica varias isoformas del receptor. TR1 y TR2 unen T3 y

TREs con alta afinidad y especificidad y median la transcripción dependiente de hormona (Hodin y cols.,

1989; Lazar, 1993). Recientemente se han identificado dos nuevas isoformas del receptor generadas por

“splicing” alternativo, TR3 y TR3; esta última es un potente dominante negativo que une hormona

con alta afinidad (Williams, 2000).

Las variaciones tejido-específicas de expresión de estas isoformas constituyen un nivel adicional

de regulación de las acciones de la hormona tiroidea en los diferentes tejidos.

2.1.- Funciones del receptor de hormonas tiroideas

Se ha empleado la expresión de transgenes que codifican mutantes de TR dominantes negativos,

así como la inactivación génica o “knock-out” de isoformas del receptor, para el estudio de los efectos

fisiológicos de estos receptores.

El ratón transgénico para v-erbA presenta hipotiroidismo, respuesta a TSH alterada, hepatomas,

fertilidad disminuída y una reducción del tejido adiposo (Barlow y cols., 1994). Es posible que estos

efectos no sean debidos enteramente al bloqueo de la transcripción mediada por T3, puesto que se ha

observado una actividad dominante negativa de v-erbA sobre la transcripción mediada por ácido retinoico

(Desbois y cols., 1991, Chen y Privalsky, 1993).

Los ratones “knock-out” para TR1 presentan una disminución de la temperatura corporal y

alteraciones en la función cardiaca (Wikstrom y cols., 1998). Los ratones “knock- out” para TR2 no

tienen problemas de supervivencia y presentan ligeras anomalías (Forrest y Vennström, 2000). Los ratones

transgénicos en los que se han inactivado tanto TR1 como TR2 presentan hipotiroidismo severo,

malformaciones intestinales, retraso del crecimiento y mueren poco tiempo después del periodo de la

lactancia (Fraichard y cols., 1997). Esta muerte prematura puede evitarse parcialmente inyectando T3 a las

crías.

Los estudios con ratones “knock-out” para TR indican que este receptor tiene un papel

importante en el desarrollo del oído y la retina y en el metabolismo del colesterol (Forrest y cols., 1996;

Gullberg y cols., 2000; Ng y cols., 2001).

Los ratones doble “knock-out” para TR y TR presentan un fenotipo similar a los ratones

“knock-out” para TR. Además, las hembras son estériles y los machos presentan una menor fertilidad

(Gothe y cols., 1999).

Estos estudios indican que la ausencia de TRs no es incompatible con la vida y que ratones que

carecen de TRs sobreviven sorprendentemente bien. Algunos de los efectos sobre tejidos periféricos son

más suaves en los ratones doble “knock-out” que en ratones con hipotiroidismo congénito. Una posible

explicación es que la falta de TRs es menos deletérea que la presencia de los mismos durante el

hipotiroidismo dado el papel que el receptor vacío y los correpresores tienen en la represión de la

transcripción basal.



2.2.- El receptor de hormonas tiroideas en cáncer

Las primeras evidencias de que los TRs podrían tener un papel importante en los procesos de

carcinogénesis provienen del descubrimiento de que TR1 es el homólogo celular de v-erbA, implicado

en la transformación neoplásica en eritroleucemias y sarcomas en aves (Sap y cols., 1986; Thormeyer y

Baniahmad, 1999). Además, ratones transgénicos para v-erbA desarrollan hepatocarcinomas (Barloe y

cols., 1994).

Otra evidencia sobre el papel de los TRs en procesos neoplásicos proviene de la identificación de

la existencia de una interacción directa entre las proteínas ciclina D1 o p53 y el receptor nuclear TR

(Yap y cols., 1996; Bhat y cols., 1997, Barrera-Hernandez y cols., 1998; Lin y cols., 2002). Además, los

receptores de hormonas tiroideas suprimen la transformación y tumorigénesis mediada por el oncogén ras

(Garcia-Silva y cols., 2004).

Recientemente, se han encontrado evidencias que sugieren una expresión aberrante y mutaciones

en los genes de los TRs en neoplasias humanas. En pacientes con hepatocarcinoma se han detectado

mutaciones en el gen TR1 y TR1 en el 65% y 76% de los pacientes, respectivamente (Lin y cols., 1999).

También se han detectado mutaciones en los TRs en otros tipos de tumores como el cáncer renal, de

mama, de tiroides y gástrico (Lin y cols., 1997, 1999, 2001; Kamiya y cols., 2002; Puzianowska-Kuznicka y

cols., 2002; Wang y cols., 2002; Silva y cols., 2002; Gonzalez-Sancho y cols., 2003). Recientemente, se ha

descrito que distintos mutantes del TR detectados en pacientes con hepatocarcinomas presentan

defectos en la capacidad de unión de la hormona T3 de modo que no se produce la liberación de

correpresores y el reclutamiento de coactivadores, lo que imposibilita la activación de la transcripción

(Chan y Privalsky., 2006). Estos mutantes tampoco son capaces de inhibir la función de AP-1 dependiente

de T3, además de actuar como dominantes negativos que imposibilitan la actividad de los receptores TR

silvestres.

Por otra parte, se ha observado un variable grado de metilación y el silenciamiento de TR por

hipermetilación del promotor en tumores y distintas líneas celulares de cáncer de mama (Li y cols., 2002).

En pacientes con cáncer de pulmón de células pequeñas, mama, cabeza y cuello, renal, cérvix

uterino, ovarios, testicular y melanoma uveal son frecuentes las deleciones en el cromosoma 3p, en el área

donde se encuentra TR. Algunos estudios proponen la inclusión de TR en el área de deleción (Leduc y

cols., 1989; Sisley y cols., 1993; Chen y cols., 1994). Además se ha descrito la pérdida de heterozigosidad

en el cromosoma 3p en pacientes con cáncer de mama (Ali y cols., 1989). El locus de TR1 se encuentra

también en un área con frecuentes pérdidas de heterozigosidad en cáncer de mana (Futreal y cols., 1992;

Futreal y cols., 1994).

Los niveles de ARNm de TR también se encuentran disminuidos en neoplasias humanas de

tiroides (Tallin y cols., 1992; Bronnegard y cols., 1994). Los niveles de ARNm de TR son

significativamente menores en carcinomas papilares y foliculares que en tejido sano del tiroides. También

se ha detectado una alta incidencia de mutaciones en los genes TR1 y TR1 en pacientes con carcinomas

papilares de tiroides. De un modo similar a lo que sucede con las mutaciones en los TRs en otros cánceres



humanos, la presencia de estas mutaciones impide la transactivación y muestran actividad dominante

negativa (Puzianowska-Kuznick y cols., 2002).

Recientemente se han realizado ratones “knock- in” para una forma mutada de TR1 (TRPV),

que corresponde con una mutación detectada en pacientes con síndrome de resistencia a hormona tiroidea

(Kaneshige y cols., 2000) En ratones homocigotos para esta mutación se desarrollan carcinomas de

tiroides de manera espontánea, presentando invasión capsular, invasión vascular, anaplasia y metástasis en

pulmón y corazón pero no en los nódulos linfáticos (Suzuki y cols., 2002).

3.- LAS RUTAS DE SEÑALIZACIÓN

Una fracción importante de las señales extracelulares que llegan a la célula es recibida por

receptores de membrana que a su vez presentan actividad tirosina quinasa o están acoplados a proteínas

G. La transducción de estas señales al interior de la célula produce la modificación de proteínas,

principalmente factores de transcripción, que conducen a cambios en el fenotipo celular.

3.1.- Estructura y función de los genes y proteínas Ras

En mamíferos, los genes ras son tres, H-ras, K-ras y N-ras y se expresan en todos los tejidos y

tipos celulares, a pesar de que su patrón de expresión varía dependiendo del órgano y del estado de

desarrollo (Leon y cols., 1997). El dominio efector, por el cual interacciona con diferentes proteínas

efectoras, se localiza en la región amino-terminal (Wittinghofer y Pai, 1991). Sin embargo, otros segmentos

de la proteína, incluyendo la caja CAAX terminal son esenciales para la función de Ras (Lowy y

Willumsem, 1993; Malumbres y Pellicer, 1998).

En estado inactivo, Ras está unido a dinucleótidos de guanina (GDP) y en su estado activo, se

encuentra unido a trinucleótidos de guanina (GTP). El paso cíclico entre los dos estados está

estrechamente controlado por, al menos, dos tipos de proteínas reguladoras (Crespo y Leon, 2000). Los

factores de intercambio de guanidin nucleótidos (GES) catalizan el intercambio GDP/GTP y las proteínas

GTPasa activadoras (GAPs) promueven la hidrólisis de GTP por Ras (Barbacid, 1987; Lowy y

Willumsem, 1993).

Las proteínas Ras necesitan asociarse con el lado interior de la membrana plasmática para ser

funcionales. Esta asociación se obtiene principalmente mediante la farnesilación de la cisteina 186

localizada en el motivo CAAX y la posterior eliminación proteolítica del péptido AAX (Lowy y

Willumsem, 1993). Esta modificación confiere un carácter más hidrófobo a la proteína y le otorga mayor

afinidad por la membrana.

Se han detectado mutaciones en el gen ras en el 30% de los tumores humanos, aunque este

porcentaje aumenta en cánceres con poca supervivencia como el cáncer de pulmón y páncreas (30-90%)

(Bos, 1989). Ras también se activa por otros mecanismos, incluyendo cambios en otros componentes de

rutas de señalización, como por ejemplo receptores tirosina quinasa (Shields y cols., 2000). Además, la

activación aberrante de las proteínas Ras se ha relacionado con distintos aspectos del fenotipo maligno de

las células tumorales, incluyendo la proliferación, transformación, invasión y metástasis (Malumbres y

Barbacid, 2001; Campbell y Der, 2004).



3.2.- Estructura y función de los receptores del factor de crecimiento epidérmico

El receptor del factor de crecimiento epidérmico pertenece a una familia de receptores tirosina

quinasa que consta de cuatro receptores humanos (EGFR (ERBB1), ERBB2 (HER2/neu), ERBB3

(HER3) y ERBB4 (HER4)) (Ullrich y cols., 1984; Bargmann y cols., 1986; Plowman y cols., 1993). Son

proteínas de 170 KDa., ancladas en la membrana plasmática, que comparten una estructura similar.

Constan de un dominio extracelular de unión al ligando, un dominio transmembrana hidrofóbico y un

dominio intracelular con actividad tirosina quinasa (Wells, 1999; Yarden y Sliwkowski, 2001; Burgess y

cols., 2003; Hynes y Lane, 2005; Singh y cols., 2005; Scaltriti y Baselga, 2006;). Estos receptores forman

heterodímeros con ERBB2. Únicamente los receptores EGFR y ERBB4 son completamente funcionales

en términos de unión al ligando. ERBB3 presenta una incompleta actividad quinasa (Guy y cols., 1994) y

requiere de la heterodimerización para su total activación (Kim y cols., 1998). ERBB2 es incapaz de unir

ligando pero potencia la actividad quinasa de los heterodímeros.

La activación de EGFR se produce tanto por sobreexpresión del receptor como por mecanismos

dependientes e independientes del ligando. La unión del ligando produce un cambio conformacional que

permite la dimerización y autofosforilación de distintos residuos de la cola COOH-terminal del receptor

(Burgess y cols., 2003; Hubbard, 2005). La activación independiente de ligando ocurre en algunos tipos de

tumores que presentan formas mutadas de EGFR. Estas mutaciones consisten en deleciones en el

dominio extracelular que provocan una activación constitutiva del receptor (Frederick y cols., 2000; Anido

y cols., 2006). La activación independiente de ligando también ocurre en respuesta a estrés celular (Fischer

y cols., 2003). La activación de estos receptores provoca la fosforilación de distintos residuos del extremo

COOH terminal y, de este modo proporciona sitios de anclaje para proteínas citoplasmáticas que

contengan dominios Src2 y de unión a fosfotirosina (Yarden y sliwkowski, 2001). Estas proteínas se unen

a residuos específicos e inician la señalización intracelular por distintas vías. Estas vías incluyen aquellas

que implican PLC(Piiper y cols., 1997; Thomas y cols., 2003), la activación de Ras (Alroy y cols., 1997)

otras pequeñas GTPasa como Rho y Rac, múltiples STATs (David y cols., 1996), proteínas

heterotriméricas G, así como otras vías que incluyen la PI3K y PLD (fosfolipasa D) y el protooncogen src

(Fig 3) (Hackel y cols., 1999).

Los ligandos de estos receptores comparten un dominio de 60 aminoácidos que es necesario y

suficiente para la activación (Barbacci y cols., 1995). Los ligandos se clasifican según los receptores a los

que se unen específicamente. EGF, epirregulina, anfirregulina y TGF son ligandos de EGFR, mientras

que las neurregulinas (NRG) son los ligandos de ERBB3 y ERBB4 (Stove y cols., 2004).

Los receptores ERBB se encuentran en distintos tejidos epiteliales, mesenquimales y de origen

neural, donde tienen un papel muy importante en desarrollo, diferenciación y proliferación. Además la

expresión anómala (sobreexpresión, activación constitutiva o mutaciones) de estos receptores,

especialmente EGFR y ERBB2, está implicada en el desarrollo y malignidad de numerosos tipos de cáncer

(Thompson y cols., 1985; Slamon y cols., 1987; Slamon y cols., 1989; Salomon y cols., 1995; Kondapaka y

cols., 1997; Ross y cols., 1999; Herbst y cols., 2002; Arteaga, 2003). La expresión de TGF y EGF

también se encuentra aumentada en pacientes con cáncer de mama (Lacroix y cols., 1989; Graus y cols.,

1989; Plowman y cols., 1993).



3.3.- Estructura y función de los receptores del factor de crecimiento similar a insulina

El factor de crecimiento IGF-1 interacciona con el receptor de membrana IGF-IR, receptor

transmembrana con actividad tirosina quinasa. Cuando IGF-1 se une a la subunidad extracelular de IGF-

IR, se produce un cambio conformacional en el dominio transmembrana que produce la autofosforilación

del dominio citoplasmático tirosina quinasa. Estos residuos fosforilados actúan como sitios de anclaje para

el sustrato del receptor de insulina (IRS-1 y IRS-2). Los miembros de esta familia de proteínas IRS

comparten una gran homología aunque cada uno de ellas presenta una estructura única (White y cols.,

1994). La fosforilación de estas proteínas permite a las proteínas IRS y Shc reclutar otros factores como

Grb2/SOS y la subunidad p85 de PI3K (Fig 3) (LeRoith y Roberts, 2003).

La actividad biológica de IGF-1 está modulada por la familia IGFBP-1-6 que se encuentran en la

circulación y en los fluidos extracelulares. Actúan uniéndose a IGF-1, afectando a su vida media e

impidiendo de este modo su unión a los receptores de membrana. Se ha descrito que los IGFBP también

tienen funciones independientes de la unión a IGF-1. Por ejemplo, IGFBP3 y 5 tienen efectos

importantes en proliferación, invasión y apoptosis que son independientes de la señalización por IGF-1.

IGF-1 desempeña un papel clave en el crecimiento normal y desarrollo, así como en una gran

variedad de patologías, en especial en procesos tumorales (Khandwala y cols., 2000; LeRoith y Roberts,

2003). Unos altos niveles de IGF-1 circulante constituyen un factor de riesgo para el desarrollo de cáncer

de mama, próstata, colon y pulmón. Además, los altos niveles de expresión de los receptores IGF-IR y

IGF-IIR son un marcador predictivo de cáncer de mama.

3.4.- Estructura y función de los receptores del factor de crecimiento transformante beta

La citoquina TGF se une al receptor tipo II (TRII), que permite la interacción con el receptor

tipo I (TRI), formando un complejo ligando-receptor que implica a un dímero de ligando y cuatro

moléculas de receptor (Massague, 1998). TRI requiere ser activado por fosforilación por TRII para ser

funcional y ser capaz de unir ligando por si mismo (Wrana y cols., 1994). Esta fosforilación produce una

serie de cambios conformacionales y la activación de los dominios quinasa de estos receptores (Shi y

Massague, 2003). Tras esta activación se produce la fosforilación de las proteínas citoplasmáticas Smad

2/3 por el receptor TRI. Posteriormente estas proteínas se asocian con la proteína Smad 4 (Nakao y

cols., 1997, Souchel-nytskyi y cols., 1997; Piek y cols., 1999; Attisano y Wrana, 2002; Shi y Massague,

2003) para formar un complejo que se transloca al núcleo (Massague y Chen, 2000). A continuación, este

Fig 3.- Activación de
receptores tirosina
quinas. La unión del
ligando produce la
activación de los
receptores, el
reclutamiento de
proteínas
citoplasmáticas y la
activación de rutas de
señalización.



complejo se une a secuencias específicas de ADN en los promotores de genes diana para regular la

transcripción (Fig 4). La señalización por las Smads está regulada negativamente por las Smads inhibitorias

Smad 6 y 7 (Hayashi y cols., 1997; Nakao y cols., 1997).

Otras vías de señalización son también activadas por TGF. Por ejemplo, se ha descrito la

activación de Ras, ERK1/2 y JNK por TGF en células epiteliales intestinales y células de cáncer de

mama (Mulder y cols., 2000; Derynck y cols., 2001; Wakefield y cols., 2002).

TGF es una citoquina multifuncional que regula la proliferación celular, diferenciación y

producción de la matriz extracelular (ECM) (Massague, 1998; Jennings y Pietenpol, 1998; Verrecchia y

Nauviel, 2002). La desregulación de la expresión o señalización por TGF está implicada en la patogénesis

de una gran variedad de enfermedades, incluyendo el cáncer y la fibrosis. TGF induce la apoptosis e

inhibe la proliferación en células no transformadas (Pierce y cols; 1995), pero pierde su potencial como

inhibidor de la proliferación cuando las células avanzan a estadíos más malignos (Rebecca y cols., 2005).

En estadíos avanzados del proceso tumoral las células del tumor y del microentorno secretan activamente

TGF, que contribuye a la proliferación, invasión y metástasis y disminuye la respuesta inmune del

huésped (Jennings y Pietenpol, 1998; Dumont y cols., 2000; Seton-Rogers y cols., 2004).

3.5.- La ruta Raf/MEK/ERK

Raf-1 fue el primer efector de Ras identificado. La interacción de Ras con Raf permite la

translocación de éste último a la membrana y su activación (Leevers y cols., 1994; Stokoe y cols., 1994).

Raf activado fosforila en varios residuos a MEK1 y MEK2 (Kyriakis y cols., 1992). La activación de MEK

produce la fosforilación de los residuos de serina y treonina de p44MAPK y p42MAPK (ERK1 y ERK2,

respectivamente) (Gómez y Cohen, 1991). Las ERKs tienen un amplio espectro de sustratos con

diferentes localizaciones subcelulares. Estas quinasas fosforilan proteínas citoplasmáticas como SOS,

Fig4.- Ruta de
transducción de señales
por TGF. La unión de
TGF al receptor TRII
produce la interacción y
activación del receptor TRI.
La fosforilación de TRI
permite la fosforilación de
Smad2/3 por este receptor.
La Smad2/3 fosforilada se
une a Smad4 y este complejo
se transloca al núcleo.
La fosforilación de los
receptores también activa las
rutas de Ras y PI3K.



MEK, fosfolipasa A o PHAS-1. La translocación de las ERKs al núcleo (Seth y cols., 1992) les permite

fosforilar otras proteínas, principalmente factores de transcripción como Elk-1, Ets-2, C/EBP o SMADs

(Treisman, 1996; Robinson y Cobb, 1997; Yordy y Muise-Helmericks, 2000) (fig 5).

Unos sustratos de las ERKs que merecen especial atención son la quinasa de 90 KDa de la

proteína ribosomal S6 (RSK) (Zhao y cols., 1996) y la quinasa activada por mitosis y estrés (MSK), ambas

pertenecientes a la subfamilia de quinasas AGC (Frodin y cols., 2002). RSK es activada por la vía de

Raf/MEK, mientras que MSK es activada tanto por esta vía como por la vía de la quinasa de estrés p38

(Soloaga y cols., 2003). MSK es una proteína predominantemente nuclear, aunque también se puede

localizar en el citosol (Deak y cols., 1998). En el núcleo, MSK fosforila a distintos factores de

transcripción como CREB y ATF y a la histona H3. La translocación de Rsk al núcleo le permite fosforilar

distintos sustratos como los factores de transcripción CREB (Xing y cols., 1996; Frödin y Gammeltoft,

1999) y c-fos (Bjorbaek y cols., 1995). Además RSK se asocia con el coactivador transcripcional

CBP/p300 (Nakajima y cols., 1996; Buck y cols., 1999). RSK también fosforila a las proteínas GSK3, L1

CAM, Sos y Myt1 (Sutherland y cols., 1993; Wong y cols., 1996; Douville y Downward, 1997; Palmer y

cols, 1998).

3.6.- La ruta de PI3K

PI3K es una quinasa que, en repuesta a diversos estímulos, cataliza la fosforilación de

fosfoinosítidos en posición 3´ del anillo de inositol. Consta de una subunidad reguladora p85 y de una

subunidad catalítica p110, ambas con varias isoformas descritas (Fruman y cols., 1998). La subunidad p110

se une a Ras-GTP por su dominio efector y es responsable de algunos de los efectos biológicos de Ras

Fig 5.- Ruta de
Raf/MEK/ERK. La
activación de Raf
produce la fosforilación
de la quinas MEK que a
su vez, una vez
activada, fosforila a la
quinasa ERK. La
traslocación de ERK al
núcleo de la célula
permite la activación de
distintos factores de
transcripción (Elk-1,
Ets, etc.). Además
también produce la
activación de la quinasa
MSK que activa a los
factores de
transcripción CREB y
ATF. En el
citoplasama, la quinasa
ERK activa a la quinasa
RSK que se transloca al
núcleo donde activa a
los factores de
transcripción CREB y
SRF.



(Rodríguez-Viciana y cols., 1994; 1996). Ras sinergiza con p85 para lograr una activación completa de

PI3K, lo cual sugiere que otras señales pueden ser importantes en la activación de PI3K.

Los principales efectores de PI3K son Akt/PKB y la quinasa de la proteína ribosomal S6 p70

(p70S6K) (Downward, 1998). La activación de Akt desencadena efectos anti-apoptóticos e interviene en la

regulación de rutas metabólicas a través de la fosforilación de la quinasa 3 de la glucógeno sintasa (GSK3)

(Bos, 1998). La p70S6K es una serina/treonina quinasa que induce la traducción de ARN mensajeros

conteniendo secuencias 5´TOP y es esencial para la progresión G1/S (Templeton, 2001). Esta vía está

regulada por la fosfatasa PTEN, que convierte PIP3 en PIP2 (Myers y cols., 1998; Stambolic y cols., 1998;

Wu y cols., 1998; Maehama y Dixon, 1998) (Fig 6). Este mecanismo de control es análogo al de la

regulación de GDP y GTP unido a Ras a través de las proteínas GEFs y GAPs.

La ruta de PI3K es crucial en muchos aspectos de crecimiento celular y supervivencia. La

activación de esta ruta produce fallos en el control de estos procesos, proporcionando una ventaja en la

proliferación y en la formación de metástasis y, con frecuencia, provocando la resistencia a fármacos

(Hennessy y cols., 2005). Varios componentes de esta ruta se encuentran alterados en pacientes con cáncer

de ovario, mama, hepatocarcinoma y pulmón (Bellacosa y cols., 1995; Forgacs y cols., 1998; Shayesteh y

cols., 1999; Kawamura y cols., 1999; Philp y cols., 2001).

3.7.- La ruta de p38

p38 es un miembro de la familia de las quinasas activadas por mitógenos (MAPK), que traduce

señales extracelulares en respuestas intracelulares. Tanto JNKs como la MAPK p38 se activan

simultáneamente en respuesta a distintos tipos de estrés ambiental y/o celular (Wada y Penninger, 2004),

que incluyen cambios en la osmolaridad o metabolismo, daño en el ADN, choque térmico, respuesta

inflamatoria, radiación UV y estrés oxidativo (Han y cols., 1994; Seger y Krebs., 1995; Tibbles y Woodgett,

1999; Widmann y cols., 1999; Davis., 2000; Nebreda y Porras, 2000; Chang y Karin., 2001; Jonhson y

Lapadat, 2002; Dent y cols., 2003).

Fig 6.- Ruta de PI3K.
Distintos estímulos
intra y extracelulares
producen la activación
de esta vía de
señalización. La
activación de PI3K
produce la activación
de SGK,
RAC1/CDC42 y PKC.
Además, PI3K también
activa a la quinasa
AKT, la cual a su vez
produce la activación
de distintos factores de
transcripción. La
activación de AKT está
regulada por la
fosfatasa PTEN.



Existen cuatro isoformas conocidas de p38 () (Kyriakis y Avruch, 2001). Estas MAPKs

son fosforiladas y activadas por MKK3 y MKK6 y de este modo controlan la función de factores de

transcripción, quinasas o fosfatasas como ATF-2, MEF2, MAPKAPK, CDC25 o MSK1/2 (Seger y

Krebs., 1995; Waskiewicz y Cooper, 1995; Tibbles y Woodgett, 1999; Davis, 2000; Bulavin y cols., 2001).

La MAPK p38 se regula por la familia de la GTPasa Rho (Holbrook y cols., 1996) y es activada por

PAK1-MKK3/6 (Lee y cols., 2001). MKK3 Y 6 son activadas por las quinasas ASK1, MEKKs, y Tak1

(Ge y cols., 2002) (Fig 7).

En el núcleo celular, p38 también produce la activación de la quinasa MSK que a su vez fosforila

y activa a distintos factores de transcripción, STAT3 y a la histona H3.

Esta ruta de señalización está implicada en una gran variedad de procesos celulares. Esta

señalización promueve la apoptosis (Sarkar y cols., 2002; Porras y cols., 2004), aunque por otro lado

también se ha observado que está implicada en supervivencia (Park y cols., 2002), crecimiento celular

(Juretic y cols., 2001) y diferenciación (Yosimichi y cols., 2001). p38 se ha descrito como un potente

supresor tumoral (Rennefahrt y cols., 2004), dado que está implicada en la fosforilación y activación de

p53 (Bulavin y cols., 1999, 2002) y en la regulación de la supervivencia y señalización de muerte (Porras y

cols., 2004). Además, la actividad de p38 reprime ciclina D1 y estabiliza p21 permitiendo así la parada del

ciclo celular (Lavoie y cols., 1996; Kim y cols., 2002; Yee y cols., 2004). p38 se expresa frecuentemente en

células de cáncer de mama y en pacientes con esta enfermedad (Nebreda y Porras, 2000; Esteva y cols.,

2001; Wang y cols., 2003; Pramanik y cols., 2003).

4.- EL PROCESO DE TUMORIGÉNESIS Y FORMACIÓN DE METÁSTASIS

El proceso tumoral y la formación de metástasis implica la sucesión de varios pasos, todos ellos

limitantes y necesarios. El proceso comienza con un crecimiento desordenado que da lugar a la formación

del tumor primario. Para que un tumor primario crezca necesita que se desarrolle una red de vasos

sanguíneos y linfáticos que cubran las necesidades metabólicas de las células tumorales (angiogénesis y

linfangiogénesis). Esta nueva vasculatura permite también la diseminación de las células tumorales y su

Fig 7.- La quinasa
p38 es fosforilada y
activada, en
respuesta a
distintos tipos de
estrés, por las
quinasas MKK3 y
MKK6. De este
modo activan a
factores de
transcripción,
quinasas o
fosfatasas



entrada en el torrente sanguíneo (intravasación). Las células también pueden entrar en el torrente

circulatorio por el sistema linfático. Las células han de vivir en la circulación hasta que llegan al órgano

diana donde se produce la extravasación. Una vez en el nuevo órgano las células deben empezar y

mantener el crecimiento de micrometástasis preangiogénicas y este crecimiento se debe sostener

mediante el desarrollo de nuevos vasos sanguíneos para formar macrometástasis (Chambers y cols.,

2002; Fidler, 2003) (Fig 8).

4.1.- Angiogénesis

La supervivencia y crecimiento de las células depende de

nutrientes, así como de la eliminación de las sustancias tóxicas. El

capilares de 120-200 m (Gimbrone y cols., 1974), por lo que cuan

diámetro se requiere un proceso de neovascularización que se co

(Folkman., 1986). La formación de nuevos vasos consiste en una

Comienza con la degradación local de la lámina basal que rodea a l

estroma circundante y la migración de las células endoteliales en la d

células endoteliales proliferan y se organizan en estructuras tridime

capilar (Auerbach y Auerbach, 1994; Bergers y Benjamín, 2003) (Fig

.
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Fig 8.- Pasos en la formación de
metástasis. A) Transformación
celular y crecimiento del tumor. B) La
vascularización del tumor es necesaria
si el tamaño de éste supera los 1-2mm
de diámetro. C) Invasión local del
estroma del huésped por las células
tumorales. D) Las células penetran en
los capilares, donde han de sobrevivir.
Posteriormente se quedan ancladas en
los capilares de órganos diana. E)
Extravasación. F) Proliferación en el
parénquima del órgano diana. Para
continuar creciendo las
micrometástasis deben desarrollar una
red vascular y evadir las defensas del
un adecuado suministro de oxígeno y

oxígeno tan sólo puede difundir por

do la masa tumoral supera 1-2 mm de

noce con el nombre de angiogénesis

sucesión de pasos interdependientes.

os capilares, seguida de la invasión del

irección del estímulo angiogénico. Las

nsionales para formar un nuevo tubo

9).

huésped.

Fig 9.- Proceso de angiogénesis.
A) Capilares preexistentes. B) Los
pericitos se liberan y los vasos se
dilatan. C) Degradación de la
lámina basal de los endotelios. De
este modo las células endoteliales
migran al espacio perivascular en
respuesta a factores angiogénicos
producidos por las células
tumorales o del huésped. D)
Proliferación de células
endoteliales, situándose unas
próximas a otras. E) Las células
endoteliales se adhieren entre si
creando un tubo capilar.



La angiogénesis es inducida con frecuencia por señales transformantes que promueven la

progresión tumoral y aumentan de una manera directa los niveles de factores angiogénicos (Bergers y

Benjamín, 2003). Por ejemplo, la expresión de VEGF-A es inducida por la vía Ras-Raf-MAPK o por

hipoxia. Además, la angiogénesis y el consecuente aumento en la densidad de microcapilares, junto con la

presencia de inflamación, facilita la intravasación de las células tumorales y la diseminación a través del

torrente circulatorio (Folkman, 2002).

4.2.- Invasión local e intravasación

La invasividad incluye varios procesos: la pérdida de la adhesión intercelular, la degradación de la

lámina basal y de la matriz extracelular (ECM) y la movilidad (Liotta, 1985; 1986; 1990).

Las células de carcinomas presentan una reducida adhesividad intercelular, a diferencia de lo que

ocurre en células epiteliales de tejido normal (Cavallaro y Christofori, 2004; Gupta y Massagué, 2006). El

complejo cadherina E/ catenina es el principal sistema de adhesión responsable de los contactos célula-

célula en los tejidos epiteliales (Takeichi, 1995; Huber y cols., 1996). El dominio extracelular de la

cadherina E media la interacción célula-célula, mientras que el dominio intracelular se une a la proteína

catenina que a su vez se une a los filamentos de actina del citoesqueleto (Cavallaro y Christofori, 2004).

En muchos casos los tumores pierden la expresión de cadherina E ycatenina a medida que avanza la

malignidad de los mismos. Además, la expresión de cadherina E y  catenina se pierde como parte de un

fenómeno denominado transición epitelio-mesénquima (EMT) (Peinado y cols., 2004), que supone la

desdiferenciación de un fenotipo epitelial a otro fibroblastoide con gran capacidad invasiva y migratoria

(Behrens y cols., 1992; Christophori y Semb, 1999; Christofori, 2006) (Fig 10). Durante la EMT las células,

de manera progresiva, pierden la polaridad que permite definir la existencia de las caras apicales, basales y

laterales típicas de los epitelios. Ésto se evidencia por la reorganización de la actina y por la distribución de

las moléculas de adhesión célula-célula y célula-ECM (Thompson y cols., 2005; Negreen y Tarin, 2005).

Disminuye la expresión de las proteínas de adhesión (cadherina E y citoqueratinas) y se produce la

reexpresión de proteínas mesenquimales (vimentina y cadherina N), produciéndose de este modo una

drástica remodelación del citoesqueleto (Thiery, 2002; Grunert y cols., 2003; Huber y cols., 2005). La

EMT es inducida por distintos factores de crecimiento que son producidos tanto por las células tumorales

como por las células del estroma, y que incluyen TGF, HGF, EGF, IGF y FGF, así como por la alta

actividad proteolítica de las metaloproteasas de matriz (MMPs) (Thiery, 2002).

Las integrinas también son importantes mediadores del fenotipo maligno durante la

transformación neoplásica (Guo y Giancotti, 2004). Son receptores heterodiméricos de membrana celular

que consisten en dos subunidades transmembrana,  y , que unen distintos componentes de la matriz

extracelular (ECM), tales como fibronectina, vitronectina, laminina y colágeno, al citoesqueleto de actina

intracelular (Hood y Cheresh, 2002; Hynes, 2002). La unión a estos componentes de la ECM regula la

proliferación, supervivencia, polaridad, motilidad y diferenciación (Guo y Giancotti, 2004). En concreto, la

integrina 64, que se une a la proteína de membrana laminina, forma complejos de señalización con

receptores tirosina quinasa tales como Met, EGFR y HER2 (Guo y Giancotti, 2004).



El tumor se encuentra delimitado por la membrana o lámina basal, compuesta por distintas

glicoproteínas y proteoglicanos (colágeno tipo IV, laminina, etc.). Una lámina basal íntegra contribuye a la

estructura del fenotipo epitelial, proporcionando una barrera física a la migración e invasión del estroma

circundante. Las células tumorales capaces de degradar esta lámina basal son las que pueden desarrollar

metástasis posteriores (Friedl y Wolf, 2003). Esta degradación es consecuencia del aumento de la

expresión y secreción de proteasas y de la disminución de la producción de los inhibidores de estas

enzimas. Las proteasas no sólo facilitan la invasión sino que también generan una gran variedad de

péptidos bioactivos que regulan la migración, proliferación, supervivencia y angiogénesis. Se conocen

varios tipos de proteasas: las metaloproteasas o MMPs, que llevan unidas un metal; las serina-proteasas

como uPA (activador del plasminógeno tipo uroquinasa) y tPA, que convierten el plasminógeno inactivo

en la enzima activa plasmina; las cisteinil-proteasas como las catepsinas B, C, H y L; y las aspartil-proteasas

como la catepsina D. La transfección en una línea celular tumoral de las proteasas MMPs, plasmina, uPA

o catepsinas produce un aumento de la invasión. Además, las proteasas liberadas junto con factores de

crecimiento y quimioquinas activan proteínas latentes de la superficie celular (Folgueras y cols., 2004;

Overall y Kleifeld, 2006). Las MMPs son una familia de un mínimo de 20 miembros implicadas en la

progresión de las células transformadas a un fenotipo invasivo (Westermarck y Kahari, 1999; Freije y cols.,

2003; Folgueras y cols., 2004). Estas proteasas están implicadas en la degradación de la ECM, de la lámina

basal y de las paredes de los vasos sanguíneos y linfáticos por los que se diseminan las células tumorales.

La expresión y actividad de MMPs están reguladas por factores de crecimiento que han sido secretados

tanto por las células tumorales como por las células del entorno del tumor. Las MMPs están reguladas por

la vía de señalización de Ras (Thorgeirsson y cols., 1985; Ballin y cols., 1988; Bernhard y cols., 1994). Los

factores de transcripción AP-1 y Ets-1, efectores de la vía de señalización de Ras, pueden inducir la

expresión de MMPs (Westermarck y cols., 2001). La estimulación de NF-B por Ras aumenta la expresión

de MMP9 y disminuye la expresión del inhibidor TIMP-1 (Yang y cols., 2001). Además el activador del

plasminógeno tipo uroquinasa (uPa), es estimulado por Ras por medio de la activación de ERK (Lengye y

cols., 1995; Gum y cols., 1996).

Fig 10.- Progresión de un
carcinoma. El epitelio normal, que se
encuentra delimitado por la lámina
basal, puede sufrir un proceso de
proliferación local dando lugar a un
adenoma. Transformaciones
posteriores dan lugar a un carcinoma in
situ que aún se encuentra delimitado
por la lámina basal. Otras alteraciones
de estas células producen su
diseminación local. En este punto es
importante la EMT y la lámina basal
comienza a ser degradada. A
continuación las células intravasan en
vasos sanguíneos y/o linfáticos de
modo que son transportadas de manera
pasiva a distintos órganos. Finalmente
las células han de extravasar de la
circulación y permanecer solitarias
(micrometástasis) o dar lugar a un
nuevo carcinoma (macrometástasis)



La transición a un carcinoma invasivo es precedida u ocurre simultáneamente a la activación del

estroma del huésped (Tomakidi, 1999). El estroma está compuesto por una gran variedad de tipos

celulares: células inmunes, células inflamatorias, músculo liso, fibroblastos, adipocitos y células vasculares

(Park y cols., 2000; Pollard, 2004). Durante la progresión tumoral existe una continua interacción entre las

células del tumor y el estroma (Kopfstein y Christofori, 2006). Esta interacción está mediada por señales

paracrinas producidas por el estroma que inducen la proliferación y supervivencia de las células tumorales

(Mueller y Fusenig, 2004). Las células tumorales a su vez secretan factores de crecimiento y citoquinas que

activan a las células del microentorno.

Para los fenómenos de invasión local e intravasación es fundamental el movimiento de las células.

Este movimiento implica cambios y remodelación del citoesqueleto, cambios en la interacción célula-

ECM, proteolisis local, contracciones actina-miosina y rotura de los contactos focales (Friedl y Wolf,

2003). Primero la célula se polariza y su morfología se alarga. Se forma un pseudópodo que se ancla a la

ECM. Entonces se produce la contracción de la célula generando una fuerza de tracción que permite su

movimiento (Friedl y Wolf, 2003). La motilidad de las células se puede producir de manera espontánea o

en respuesta a quimioquinas y/o factores de crecimiento.

4.3.- Circulación

Una vez que las células tumorales han invadido el torrente circulatorio ya pueden llegar a los

distintos órganos del cuerpo. Sin embargo, en este punto han de sobrevivir a distintos tipos de estrés que

incluyen daño físico por la fuerza hemodinámica, pérdida de sustrato y respuesta inmunitaria del huésped.

Las células tumorales en circulación promueven su supervivencia formando agregados con células

sanguíneas y usándolos como protección (Nash y cols., 2002). Además, deben evitar la muerte celular

inducida por la pérdida de soporte para la adhesión (anoikis) (Frisch y Ruoslahti, 1997; Ruoslahti, 1997;

Zhan y cols., 2004).

4.4.- Extravasación y formación de micro y macrometástasis

Las células tumorales, una vez que llegan al órgano diana para la formación de metástasis deben

salir del torrente circulatorio y penetrar en el parénquima del órgano (extravasación). Este proceso se

realiza mediante la inducción de la retracción endotelial, permitiendo el anclaje de la célula tumoral a la

ECM subendotelial. Posteriormente se reconstruye el capilar. En algunos casos las células tumorales

proliferan en el espacio intravascular hasta que la lesión sale a través de la vasculatura próxima (Al-Mehdi y

cols., 2000).

La distribución de las metástasis en los órganos no es un proceso al azar. Después de analizar la

formación de metástasis en una serie de autopsias de pacientes de cáncer de mama, Stephen Paget

propuso que las células tumorales (semillas) sólo serían capaces de colonizar los microentornos de los

órganos (suelo) que fueran compatibles para el crecimiento de estas células (Paget, 1889). La observación

clínica de pacientes apoya la hipótesis de que la estructura del sistema circulatorio sólo explica

parcialmente que exista preferencia por algunos órganos a la hora de formar metástasis (Fidler, 2002). Por

ejemplo el cáncer de mama forma metástasis preferentemente en pulmones, hueso, cerebro e hígado y



algunos de estos órganos no presentan una conexión circulatoria directa con el tejido mamario. Hay, al

menos, dos determinantes para la especificidad de tropismo. Primero, debe de haber un nicho viable

premetastásico en el órgano diana para que facilite la supervivencia inicial y el proceso de extravasación.

Posteriormente las células metastásicas deben poder llevar a cabo las funciones necesarias para realmente

colonizar ese órgano.

Recientemente se ha descrito un nuevo mecanismo para el inicio de la formación de la metástasis.

Consiste en la movilización de progenitores hematopoiéticos desde la médula ósea hacia los órganos diana

como respuesta a factores hormonales secretados por los tumores (Kaplan y cols., 2005; Li y cols., 2007).

Estos progenitores favorecen la colonización metastásica preparando los órganos premetastásicos para la

invasión (Hiratsuka y cols., 2002). La expresión de MMP9 en macrófagos que están en los pulmones y en

células endoteliales promueve la invasión en pulmón. Esta inducción, en una fase premetastásica, depende

de la secreción de VEGF por el tumor primario (Hiratsuka y cols., 2002). Los tumores primarios también

inducen la expresión de los atrayentes inflamatorios S100A8 y S100A9, sustancias que atraen a células

mieloides al pulmón premetastásico. Se ha descrito que las células tumorales usan este mecanismo para

adquirir capacidad de migración (Hiratsuka y cols., 2006).

Los receptores de las quimioquinas CXCR4 y CCR7 se expresan con frecuencia en células de

cáncer de mama, y sus ligandos, CXCL12 y CCL21, respectivamente, se expresan en pulmón y nódulos

linfáticos, sitios clave de formación de metástasis por células de cáncer de mama. El bloqueo de las

interacciones entre ligando y receptor reduce la formación de metástasis en modelos animales (Muller y

cols., 2001). Este mecanismo se reconocimiento ligando-receptor se ha descrito para distintos tipos de

tumores y distintos órganos diana.

La mayoría de las células tumorales que han extravasado aún son incapaces de colonizar de una

manera efectiva el nuevo sitio. Al menos en algunos casos, la incapacidad de inducir un proceso de

angiogénesis en los sitios secundarios limita el crecimiento de las micrometástasis (Chambers y cols.,

2002). En este contexto, la adquisición de un estímulo angiogénico efectivo en este sitio secundario podría

romper el letargo de las células tumorales impuesto por la limitación de vasos sanguíneos. En otros casos,

por el contrario, las células permanecen en estado latente a pesar de no ser la angiogénesis un paso

limitante. Por mecanismos que aún no se conocen estas células son capaces de seguir vivas aunque

incapaces de entrar en el ciclo celular. Cuando se extrajeron células quiescentes de tejido hepático en un

modelo de carcinogénesis de mama en ratón y se reimplantaron en la mama de estos animales, las células

fueron capaces de desarrollar tumores (Chambers y cols., 2002). En este modelo, las células tumorales

mamarias en el hígado podrían estar en un estado de parada del ciclo celular, posiblemente inducido por

incompatibilidades entre las células tumorales y las del órgano secundario. Para salir de este estado de

latencia o colonizar un nuevo órgano, las células tumorales diseminadas deben tener la capacidad de

interaccionar con el nuevo microambiente con el objetivo de obtener ventajas para la supervivencia y

proliferación.





OBJETIVOS

En esta tesis nos hemos propuesto investigar el posible papel del receptor de hormonas tiroideas

TR como supresor tumoral así como su efecto sobre la formación de metástasis.

Los objetivos concretos de este trabajo han sido:

1.- Examinar la vía de señalización, los factores de transcripción y los elementos del promotor

implicados en la activación del promotor de ciclina D1 por el oncogén ras y en la inhibición de esta

transactivación por la hormona T3.

2.- Determinar los dominios del TR implicados en el efecto inhibidor de la T3 sobre la

transactivación y transformación mediadas por Ras.

3.- Investigar el efecto de la re-expresión de TR en la tumorigénesis por células de

hepatocarcinoma humano SK-hep1 y de adenocarcinoma de mama humano MDA MB 468 PM1. 

4.- Analizar el efecto de TR sobre el grado de diferenciación y agresividad tumoral tanto in vitro

como in vivo. Estudiar la expresión de distintas moléculas implicadas en el proceso de transición epitelio-

mesénquima (EMT) y en la invasividad tumoral.

5.- Estudiar el efecto del TR sobre la señalización mediada por factores de crecimiento en ambos

modelos celulares.

6.- Examinar el papel del TR en la formación de metástasis y en la expresión de moléculas

importantes en su desarrollo.





MATERIALES Y MÉTODOS

1.- MATERIALES

Productos generales

Reactivos generales

Los reactivos químicos de uso habitual empleados para la realización de este trabajo han sido

suministrados por las siguientes casas comerciales: Aldrich, Amersham Biosciences, Amresco, BD

Biosciences, Bio-Rad, Boehringer Mannheim Biochemica, Calbiochem, Carlo Erba, Costar, Falcon, Fluka,

Gibco-BRL, Leo, Merck, Millipore, Panreac, PeproTech, Promega, Pronadisa, Riedel de Haën, Roche,

Serva, Sigma y Zymed Laboratories INV.

Productos de biología molecular

Los enzimas de restricción y de modificación, los “kits”, y los reactivos empleados en las técnicas

de biología molecular fueron proporcionados por las casas comerciales: Amersham Biosciences, Biotools,

Boheringer Mannheim, Calbiochem, Clontech, Gibco-BRL, Invitrogen, Quiagen, PeproTech, Promega,

Schleicher&Schuell, Stratagene y USB.

Material Radioactivo

Los compuestos radioactivos [-32P] dCTP (10 mCi/ml), [35S]metionina y 3H-timidina (1 mCi/ml)

fueron suministrados por el servicio de protección radiológica del Instituto de Investigaciones Biomédicas.

El compuesto radioactivo 5-[125Iodo]2´-deoxi-uridina (125I-IdUrd) (1mCi/ml) ha sido

suministrado por la casa comercial Amersham Biosciences.

Líneas celulares

Todas las líneas celulares empleadas se cultivaron en placas y frascos de cultivo de la casa

comercial Falcon. Los experimentos se realizaron mayoritariamente en suero fetal bovino (SFB)

deplecionado de hormonas tiroideas (SFB-T3) mediante tratamiento con la resina AG-1-X8 (Bio-Rad).

Las células se incubaron a una temperatura de 37ºC y en un ambiente conteniendo un 5% de CO2 y un

95% de humedad relativa.

Células HepG2

La línea celular HepG2 (ATCC: HB 8065) proviene de un carcinoma hepático humano (Knowles

BB y cols., 1980). Estas células se cultivaron en medio MEM (Gibco-BRL) conteniendo 2mM L-glutamina

(GIBCO-BRL), 1 mM piruvato sódico (SIGMA), 1 mM aminoácidos no esenciales (GIBCO-BRL), 1,5

g/L bicarbonato sódico (Merck) y un 10% de SFB.



Células NIH3T3

Fibroblastos obtenidos a partir de ratones NIH y seleccionados para presentar una alta inhibición

por contacto del crecimiento (Jainchill y cols., 1969). ATCC: CRL-1658. Estos fibroblastos se cultivaron

en medio DMEM (pH 7,35) (Gibco-BRL) conteniendo un 10% de suero de ternera donante (DCS).

Células HEK 293T

Las células HEK 293T (ATCC: CRL-11268) provienen de la línea celular 293 (Pear WS y cols.,

1993), en las que se ha insertado el antígeno T del virus SV40. Esta línea celular ha sido cedida por el Dr.

Miguel Campanero. Se cultivaron en medio DMEM (pH 7,35), conteniendo un 10% de SFB.

Células N2a

Línea tumoral derivada de un neuroblastoma de ratón (ATCC: CCL-131). El cultivo de estas

células se llevó a cabo en medio DMEM+Hepes (pH 7,5) conteniendo un 10% de SFB.

Células N2a

 Esta línea celular procede de un clon de células N2a transfectadas de manera estable con el

receptor humano TR (Lebels y cols., 1994). El cultivo de la línea celular se llevó a cabo en medio

DMEM+Hepes (pH 7,5) conteniendo un 10% de SFB deplecionado de hormonas tiroideas (SFB-T3).

Células SK-hep1

Línea celular proveniente de un adenocarcinoma hepático humano (Fogh J, 1975). ATCC: HTB-

52. Las células SK-hep1 se cultivaron en medio DMEM (pH 7,35) conteniendo 2 mM L-glutamina

(GIBCO-BRL), 1mM piruvato sódico (SIGMA), 1 mM aminoácidos no esenciales (GIBCO-BRL ) y un

10% de SFB.

Una vez transfectadas las células SK-hep1 de manera estable con el ADNc de TR(SK-hep1-

TR) o con el vector vacío (SK-hep1- pLPCX), se cultivaron en el mismo medio pero empleando suero

deplecionado de hormonas tiroideas (SFB-T3).

Células MDA MB 468 PM1

La línea celular MDA MB 468 PM1 ha sido derivada de la línea celular MDA MB 468,

proveniente de un adenocarcinoma lobulillar de mama humano (Cailleau Y Cols., 1977) (ATCC: HTB-

132), mediante inoculación en ratones inmunosuprimidos y selección de aquellas células con una alta

eficiencia de formación de metástasis en pulmón. Esta línea celular ha sido cedida por la Dra. Angels

Fabra. Las células MDA MB 468 PM1 se cultivaron en medio DMEM (pH 7,35) y HAMS F12 (1:1),

conteniendo 2 mM de L-glutamina (GIBCO-BRL) y un 10% de SFB.

Una vez transfectadas las células MDA MB 468 PM1 de manera estable con el ADNc de TR

(MDA MB 468 PM1-TR) o con el vector vacío (MDA MB 468 PM1-pLPCX), se cultivaron en el mismo

medio pero empleando suero deplecionado de hormonas tiroideas (SFB-T3).



Animales de experimentación

Para realizar los experimentos de formación de tumores y de metástasis en ratones, se emplearon

ratones atímicos desnudos (athymic nude-nu), proporcionados por la casa comercial Harlan. Debido a la

inmunodeficiencia que presentan estos animales, el cuidado, tratamiento y seguimiento de estos animales

se llevó a cabo en condiciones de esterilidad. Por otro lado, el mantenimiento y manipulación de todos los

animales fue realizado siguiendo las recomendaciones de la Directiva del Consejo de la Comunidad

Económica Europea del 24 de Noviembre de 1986 (86/609/EEC).

Plásmidos

Plásmidos reporteros

pD1-254luc: Contiene la secuencia -254/+141 del promotor del gen de la ciclina D1 humano clonada

en el vector pXP2-luc.

pD1-254-CREmluc: Este plásmido contiene la secuencia comprendida entre -254 y +141 del promotor

del gen de la ciclina D1 presentando la mutación de 3pb en el elemento CRE localizado a -52.

pD1-254-Sp1mluc: Este plásmido contiene la secuencia comprendida entre -254 y +141 del

promotor del gen de la ciclina D1 presentando una mutación de 5pb en dos elemento Sp1 localizados a -

117.

pD1-254-CREm Sp1mluc: Este plásmido contiene la secuencia comprendida entre -254 y +141 del

promotor del gen de la ciclina D1 presentando simultáneamente las mutaciones anteriormente descritas en

los elementos CRE y Sp1. Las mutantes del promotor de la ciclina han sido descritos en García-Silva y

Aranda, 2004.

MMTV-TREpal-luc: Este plásmido contiene la secuencia de un elemento de respuesta a hormonas

tiroideas palindrómico (TREpal) clonado en el vector pMMTV en el que se han delecionado los

elementos de respuesta a glucocorticoides presentes en el promotor del virus del tumor mamario de ratón

MMTV (Umesono y cols., 1988).

pE1b-luc: Este plásmido contiene 4 sitios UAS para la unión del factor de transcripción GAL4 situados

delante del gen de la luciferasa (cedido por el Dr. Aria Baniahmad).

p3TP-lux: Este plásmido contiene una región del promotor PAI-1, inducible por TGF, delante del gen

de la luciferasa (cedido por la Dra. Pilar Santiesteban).

TK-Renila: Este plásmido contiene el promotor TK, delante del gen de la renila.

Vectores de expresión

pSG5-0: vector vacío que contiene el promotor temprano del virus SV40.

pSG5-TR: este plásmido contiene el ADN codificante del gen del receptor TR humano.

pSG5-TRC102G: este plásmido contiene el ADN codificante del gen del receptor TR humano en el

que hemos introducido la mutación C102G que impide la unión del receptor al ADN.



pSG5-TRGS120: este plásmido contiene el ADN codificante del gen del receptor TR humano en el

que mutamos la caja P (GS120), cambiando la especificidad de unión a elementos de respuesta a hormona

tiroidea por especificidad de unión a elementos de respuesta a glucocorticoides (Shibusawa y cols., 2003).

pSG5-TRAA120: este plásmido contiene el ADN codificante del gen del receptor TR humano en el

que introducimos la mutación AA120 en la caja P, eliminando la especificidad de unión a elementos de

respuesta a hormona tiroidea.

pSG5-TRAHT: este plásmido contiene el ADN codificante del gen del receptor TR humano en el

que hemos sustituido los residuos Ala223, His224 y Thr227 por Glu223, Glu224 y Ala 227 (Horlein y

cols., 1995).

pSG5-TRP214R: este plásmido contiene el ADN codificante del gen del receptor TR humano en el

que realizamos la mutación P214R en la región bisagra del receptor (Damn y Evans., 1993; Pissios y cols.,

2000).

pSG5-TR K288I: este plásmido contiene el ADN codificante del gen del receptor TR humano con la

mutación K288I en la hélice 3 del receptor (Collingwood y cols., 1998).

pSG5-TR E452Q: este plásmido contiene el ADN codificante del gen del receptor TR humano con la

mutación E452Q en la hélice 12 del LBD.

pCEFL: vector vacío que contiene el promotor de EF-1 y el ADN codificante del gen de resistencia al

antibiótico neomicina.

pCEFL-V12 H-Ras: Este plásmido contiene el DNAc del gen H-ras mutado en el residuo Val12 por lo

que origina una proteína H-Ras constitutivamente activa. (Cedido por el Dr. Piero Crespo).

pCMV500: vector vacío que contiene la secuencia del promotor de un citomegalovirus.

pCMV-A-ATF2: vector de expresión de un mutante dominante negativo de ATF-2 en el que la región

básica fusionada al extremo N-terminal del dominio de dimerización ha sido sustituida por una secuencia

de aminoácidos anfipática ácida. Esta secuencia le confiere la capacidad de formar heterodímeros inactivos

que no se unen al ADN (Ahn y cols., 1998).

pCDNA GAL4-ATF-2: Este plásmido contiene el DBD de Gal4 fusionado al fragmento 19-96 de la

proteína ATF-2 que contiene el dominio de transactivación de la proteína. (Cedido por el Dr. Alberto

Muñoz).

pCDNA GAL4-ELK1: Expresa el dominio de transactivación (residuos 307-428) del factor de

trancripción Elk-1 fusionado con el DBD de GAL4 (Janknecht y Hunter, 1997). (Cedido por el Dr. Piero

Crespo).

pEBGN: vector de expresión que codifica para una proteína GST que se emplea como control

(Petersohn D y Thiel G,. 1996). (Cedido por el Dr. Gerard Thiel)

pEBGN-SP1 : vector de expresión que codifica para una proteína de fusión que consiste en una proteína

GST fusionada al dominio de dedos de zinc de Sp1 (Petersohn D y Thiel G,. 1996). (Cedido por el Dr.

Gerard Thiel).

pLPCX: vector vacío retroviral que contiene el ADN codificante del gen de resistencia al antibiótico

puromicina.



pLPCX-TR: vector de expresión retroviral que contiene el ADNc del receptor TR humano clonado a

partir de la digestión del plásmido PSG5-TR con el enzima de restricción EcoR1 y posterior inserción en

el sitio EcoR1 del vector pLPCX.

VSV: vector de expresión para la proteína retroviral VSV (envelope) (Cedido por el Dr. Comoglio).

Gag- pol: vector de expresión para la proteína retroviral gag-pol (packing) (Cedido por el Dr . Comoglio).

pCMV-MSK1-A195: vector de expresión que codifica para la proteína quinasa MSK-1 con el dominio N-

terminal inactivo (Deak y cols., 1998). (Cedido por el Dr. Alessi)

pCMV-MSK1-D565A: vector de expresión que codifica para la proteína quinasa con el dominio C-

terminal inactivo (Deak y cols., 1998). (Cedido por el Dr. Alessi).

Vectores de expresión de proteínas de fusión

pGEX-SMRT: vector para la expresión de la proteína de fusión entre GST y el dominio de interacción

con los receptores nucleares del correpresor SMRT.

pGEX-RXR: vector para la expresión de la proteína de fusión entre GST y el receptor de rexinoides

RXR.

Anticuerpos

Anti-ciclina D1 : Anticuerpo policlonal de conejo sc-718 (Santa Cruz).

Anti-PCNA: Anticuerpo policlonal de cabra sc-9857 (Santa Cruz).

Anti-TR: Anticuerpo policlonal de ratón sc-737 (Santa Cruz).

Anti-citoqueratina 8/18: Anticuerpo policlonal de conejo NCL-5D3 (Novocastra laboratorios).

Anti- catenina: Anticuerpo 610154 (Biodiagnostic)

Anti-vimentina: Anticuerpo 61013 (Progen)

Anti-KI67: Anticuerpo M7240 (DakoCytomation)

Anti-CD31: Anticuerpo M0823 (DakoCytomation)

Anti-lamina : Anticuerpo policlonal de cabra sc-6216 (Santa Cruz)

Anti-IgG de conejo : anticuerpo policlonal de cabra acoplado a HRP, sc-2030 (Santa Cruz).

Anti-IgG de ratón: anticuerpo policlonal de cabra acoplado a HRP, sc-2005 (Santa Cruz).

Anti-IgG de cabra : anticuerpo policlonal de burro acoplado a HRP, sc 2056 (Santa Cruz).

Anticuerpo anti-BrdU: anticuerpo monoclonal de ratón clon BMC 9318 (Boheronger Mannheim

Biochemica).

Alexa Fluor 488 Goat anti-IgG de ratón: anticuerpo de cabra acoplado a fluorescencia (Molecular

Probes).

Alexa Fluor 488 Goat anti-IgG de conejo: anticuerpo de cabra acoplado a fluorescencia (Molecular

Probes).



2.- MÉTODOS

Experimentos de transfección transitoria

Estos experimentos se realizaron en placas de 24 pocillos. En cada pocillo se sembraron 8x104

células HepG2 o 4x104 células SK-hep1 o MDA MB 468 PM1. Al día siguiente, se transfectaron

empleando una mezcla de liposomas catiónicos (Rose y cols., 1991) y las cantidades indicadas en cada caso

de plásmido reportero y vectores de expresión. El medio con los liposomas se retiró 6 h después. A

continuación, las células se incubaron durante 36 h en medio con 0,1% de suero para las células HepG2 y

en ausencia de suero para las células SK-hep1 y MDA MB 468 PM1, y en presencia o ausencia de T3 y de

los distintos factores de crecimiento indicados en cada experimento. A continuación, las células se

recogieron, se lavaron con PBS y se resuspendieron en tampón de lisis pasivo de Promega. La actividad

luciferasa se determinó en 10 l de cada extracto en un luminómetro Berthold-BioLumat según las

indicaciones del sistema de ensayo de luciferasa dual de Promega. Posteriormente se determinó la

actividad renila.

Todos los tratamientos se realizaron por triplicado y cada experimento se repitió un número de

veces igual o superior a dos veces. Se emplearon como control interno los vectores de expresión de renila.

Los valores de actividad luciferasa se han referido a la actividad renila.

Experimentos de transfección estable

Se sembraron 5x106 de células empaquetadoras HEK 293T en placas de 90 mm. Al día siguiente

se transfectaron mediante la técnica del fosfato cálcico empleando 10 g del plásmido pLPCX o pLPCX-

TR3,g de VSV y 6,5 g de gag-pol. Las placas se lavaron con PBS a las 16 h de la transfección y se

añadió medio fresco para que se formasen las partículas virales. Al día siguiente se sembraron las células a

infectar (SK-hep1 y MDA MB 468 PM1) en una dilución 1/8 en placas de 90 mm. A las 48 h de añadir el

medio fresco sobre las células empaquetadoras, se recogió el medio, se filtró con un filtro de 0,45 m de

poro, se diluyó 1/2 con medio fresco y se añadió polibreno a una concentración final de 4 g/ml.

Finalmente el medio se añadió sobre las células receptoras. A las 24 h de la infección se comenzó la

selección de las células transfectadas mediante tratamiento con el antibiótico puromicina (SIGMA) a una

dosis de 2 g/ml (Trusolino y cols., 2001). Seleccionamos una mezcla de las células SK-hep1 transfectadas

con el vector vacío y otra mezcla de células a las que se transfectó el plásmido pLPCX-TR(SK-hep1-

pLPCX y SK-hep1-TR. Se realizó la misma selección para las células de adenocarcinoma de mama

(MDA MB 468 PM1-pLPCX y MDA MB 468 PM1-TR.

Mutagénesis dirigida

Para la obtención de las construcciones que presentan mutaciones en los distintos dominios del

receptor de hormonas tiroideas se realizó un proceso de mutagénesis dirigida en el que se emplearon los

siguientes oligonucleótidos:



TR-C102G: CAA GGA CGA GCT CGG TGT AGT GTG TGG TGA CAA AGC C

GGC TTT GTC ACC ACA CAC TAC ACC GAG CTC GTC CTT G

TR-GS120: CCG CTG TAT CAC GTG TGG AAG CTG CAA GGG TTT C

GAA ACC CTT GCA GCT TCC ACA CGT GAT ACA GCG G

TR-AA120: CCG CTG TAT CAC GTG TGC AGC CTG CAA GGG TTT C

GAA ACC CTT GCA GGC TGC ACA CGT GAT ACA GCG G

TR-P214R: GGG CAC AAG CCA GAG CGC ACA GAC GAG G

CCT CGT CTG TGC GCT CTG GCT TGT GCC C

TR-AHT: AAA ACT GTC ACC GAA GGC GGT GTG GCG GCC AAC GCC CAA GGC

GCC TTG GGC GTT GGC CGC CAC ACC GCC TTC GGT GAC AGT TTT

TR-E452Q: CCC CCC TTT GTT CCT GCA AGT GTT CGA GG

CCT CGA ACA CTT GCA GGA ACA AAG GGG GG

El plásmido empleado como molde para la reacción de mutagénesis fue pSG5-TR. El protocolo

utilizado fue el proporcionado por el manual de instrucciones de la Pfx platinum DNA polymerase

(Biotools). El producto de PCR se incubó durante 1 h con la endonucleasa para ADN metilado y

hemimetilado DpnI (Stratagene) y posteriormente, se transformó la cepa DH5 con el ADN resultante.

La obtención de los plásmidos con las mutaciones se confirmó mediante la secuenciación de los mismos.

Medidas de crecimiento celular

1.- Incorporación de (3H)-Timidina

Se sembraron 8x103 células por pocillo en placas de 24 pocillos. Al día siguiente se cambió el

medio de cultivo por medio sin suero y se incubaron las células durante 48 h. Posteriormente se añadió 5

nM de T3 y los factores de crecimiento indicados en cada caso y se incubaron las células durante 48h con

estos tratamientos. Durante las últimas 16 h de tratamiento se añadió 0,4 Ci de metil-3H-timidina por

pocillo.

Posteriormente, se lavaron las células con PBS y se recogieron empleando el tampón de lisis 0,01

M NaOH y 10% SDS. Una vez lisadas las células se determinó la radioactividad incorporada por los

núcleos en un contador de centelleo microbeta 1450 (Wallac)

Cada tratamiento se realizó por triplicado y cada experimento se repitió un mínimo de veces igual

o superior a dos.



2.- Ensayo MTT

Se sembraron 8x103 células por pocillo en placas de 24 pocillos. Al día siguiente se reemplazó el

medio de cultivo por medio sin suero y se incubaron las células durante 48 h. Posteriormente se trataron

las células con T3 y los factores de crecimiento indicados en cada caso. Las células se incubaron 48 h con

estos tratamientos. Al finalizar el tratamiento se incubaron las células con 0,5 mg/ml de MTT

(Calbiochem) durante 3 h. Transcurrido este tiempo se lavaron las células con PBS y se añadió 1 ml de

DMSO, dejando la placa en agitación durante 10 min. Finalmente se midió la absorbancia a 630 y 570nm.

Los resultados se expresan restando la absorbancia medida a 570 nm de la medida a 630 nm.

Se realizaron los tratamientos por triplicado y cada experimento se repitió un mínimo de 2 veces.

3.- Ensayo de marcaje con bromo-deoxi-uridina (BrdU)

Las células fueron sembradas en placas de 24 pocillos en las que previamente se han depositado

cristales para inmunofluorescencia. Una vez adheridas se realizó un pulso de 1 h con BrdU. La fijación y el

marcaje con fluorescencia se realizó siguiendo las instrucciones de la casa comercial Boheringer Mannheim

Biochemica. Las células fueron visualizadas empleando un microscopio de fluorescencia con los filtros

adecuados. Los datos representan el porcentaje de células positivas para la tinción con BrdU respecto de

un total de aproximadamente 200 células positivas para la tinción con DAPI.

Inmunodetección de proteínas

1.- Cuantificación de proteínas

De forma rutinaria, la cuantificación de proteínas se determinó por el método del ácido

bibinconínico (BCA) (Smith y cols., 1985), empleando el protocolo y los reactivos de la casa comercial

Pierce. En los casos en los que el tampón de lisis interfería con los reactivos del BCA, se recurrió a la

cuantificación por el método Bradford (1976) empleando los reactivos del “Protein Assay” de Bio-Rad.

En ambos casos, la intensidad del color resultante se midió como absorbancia a 595 nm en un lector de

ELISA (VersaMax de Molecular Devices).

2.- Western Blot

Las células se cultivaron en placas de 60mm, fueron lavadas con PBS y lisadas en 50 mM Tris-HCl

(pH 7,5), 5 mM EGTA, 1% NP-40, 10% glicerol, 150 mM NaCl, 0,1% SDS y una mezcla de inhibidores

de proteasas (PMSF, aprotinina, leupeptina y pepstatina).

Se analizaron muestras de 20 g de proteínas en geles de SDS-PAGE al 10% (Laemmli, 1970),

que posteriormente se transfirieron a membranas de PVDF (Millipore). El bloqueo de las membranas se

efectuó en TTBS (TBS y 0.5% de Tween 20) y 4% de BSA durante 2 horas. Las incubaciones con los

anticuerpos se realizaron en solución de bloqueo durante toda la noche a 4ºC. Los anticuerpos se usaron a

una dilución 1/2000, excepto el anticuerpo anti-TR que se empleó a una dilución 1/500. Posteriormente

las membranas fueron incubadas en tampón de bloqueo con el anticuerpo secundario conjugado a

peroxidasa durante 45 minutos. Después de cada incubación se realizaron 3 lavados con TTBS. Las



proteínas se visualizaron mediante quimioluminiscencia empleando el sistema de detección ECL

(Amersham).

Con el objetivo de emplear las mismas membranas para sucesivas hibridaciones con distintos

anticuerpos, se sometió a dichas membranas a una incubación durante 20 minutos a 50ºC con una

solución conteniendo 2% SDS, 50 mM Tris-HCl pH 6.8 y 100 mM -mercapto-etanol. Para eliminar

dicha solución se sometió a las membranas a sucesivos lavados con TTBS.

3.- Inmunofluorescencia

Se sembraron las células en cristales autoclavados e introducidos en placas de 60 mm. Las células

se fijaron con paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron con 0,1% Triton X-100 en PBS y se

bloquearon con 0,1 M Glicina. Finalmente se incubaron con los anticuerpos TR (Santa Cruz) y

citokeratina 8-18 (Novocastra laboratories) durante 2 horas. Los anticuerpos primarios se usaron en una

dilución 1/100 en solución de bloqueo. Los anticuerpos secundarios se emplearon en una dilución 1/500

durante 45 min. Finalmente se montaron los cristales sobre portaobjetos con Mowiol y se visualizaron las

muestras en un microscopio de fluorescencia con los filtros adecuados.

Zimograma

Los zimogramas se realizaron empleando gelatina como sustrato (Llorens y cols., 1998). Se

plaquearon 2,5x105 células en placas de 60 mm. Al día siguiente se cambió el medio por medio sin suero y

se pusieron los tratamientos correspondientes. A las 36 h se recogió el medio y se centrifugó. Se cargó el

volumen de medio correspondiente a 10 g de extractos de proteínas de las células en un gel SDS-PAGE

conteniendo un 0,05% de gelatina en condiciones no desnaturalizantes. Se lavó el gel con 2,5% Triton X-

100 y se reactivaron las metaloproteasas incubando el gel durante 36h en el tampón 40 mM Tris-HCl pH

7,5, 0,1 M benzamidina (SIGMA) y 10 mM Cl2Ca. Finalmente se tiñó el gel con Azul de Coomassie y se

fotografió. La actividad gelatinolítica se detecta como una banda clara frente al fondo oscuro.

Extracción de ARN y RT-Q-PCR en tiempo real

1.- Extracción de ARN

Para la extracción del ARN total se utilizó el reactivo TriReagent (SIGMA) basado en el método

del isotiocianato de guanidina-fenol-cloroformo. La concentración del ARN se estimó por

espectrofotometría a 260 nm y las muestras fueron conservadas a -80ºC en agua MilliQ.

2.- RT-PCR en tiempo real

El ADNc se obtuvo empleando 2 g de ARN total y oligo dT (Invitrogen) como oligonucleótido,

siguiendo las instrucciones del kit SuperScriptTM First-Strand Síntesis System (Invitrogen Life

Technologies).

Para la amplificación por PCR cuantitativa en tiempo real se usaron 2 l de ADNc y los siguientes

oligonucleótidos sintéticos:



Oligonucleótido Secuencia Tª anillamiento

TR-F CCAGAAGACATTGGACAAGCACC 55ºC

TR-R TGCCATTTCATTCAAGG 55ºC

CXCR4-F ATCTTTGCCAACGTCAGT 60ºC

CXCR4-R TCACACCCTTGCTTGATG 60ºC

c-MET-F GAGCCAAGTCCTTTCAT 60ºC

c-MET-R ATCGAATGCAATGGATGAT 60ºC

CASPASA1-F TCCGTTCCATGGGTGAAGGTACA 55ºC

CASPASA1-R GAGAGCAAGACGTGTGCGGCT 55ºC

EGFR1-F AGGACCAAGCAACATGGTCA 52ºC

EGFR1-R CCTTGCAGCTGTTTTCACCT 52ºC

ERBB2-F AGCTGGTGACACAGCTTA 52ºC

ERBB2-R TGGTTGGGACTCTTGAC 52ºC

ERBB3-F GACCTAGACCTAGACTT 52ºC

ERBB3-R TCTGATGACYCYGATGC 52ºC

IGFR1-F ACCCGGAGTACTTCAGCGCT 52ºC

IGFR1-R CACAGAAGCTTCGTTGAGAA 52ºC

IGFBP3-F AAGTTGACTACGAGTCTCAG 52ºC

IGFBP3-R AATCAGTTCACCACAAACAGA 52ºC

CCR6-F CCATTCTGGGCAGTGAGTCA 55ºC

CCR6-R AGCAGCATCCCGCAGTTAA 55ºC

MMP9-F AAGGATGGTCTACTGGCAC 52ºC

MMP9-R AAGGATGGTCTACTGGCAC 52ºC

GAPDH-F ACAGTCCATGCCATCACTGCC 55ºC

GAPDH-R GCCTGCTTCACCACCTTCTTG 55ºC

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando el sistema de detección basado en Syber Green.

Las condiciones de la PCR fueron: 30 s. a 95ºC para la desnaturalización, 30 s. para el anillamiento y 30 s.

a 72ºC para la elongación (40 ciclos).

El análisis de los resultados se realizó mediante el software del termociclador y según el método

C comparativo (C), utilizando los valores de ARNm de GAPDH como control.

Experimentos de retardo de la movilidad electroforética en gel (EMSA)

1.- Marcaje de la sonda

El oligonucleótido de cadena sencilla (100 ng) fue marcado radiactivamente en el extremo 5´ con

la enzima klenow y [-32P]dCTP. Posteriormente, el oligonucleótido fue anillado a su cadena

complementaria y fueron eliminados los nucleótidos radiactivos no incorporados mediante una columna

S-200 Sephacryl (Amersham Bioscences).



2.- Traducción in vitro

Los ADNc que codifican las proteínas TR y los mutantes en los distintos dominios están

clonados, como ya se ha indicado, en el vector pSG5-0. Dicho vector contiene el promotor de SV40 para

su expresión en eucariotas, así como el promotor T7 que permite la transcripción y la traducción in vitro.

La transcripción y traducción in vitro se llevó a cabo utilizando 1 g del plásmido en un volumen

final de 50 l, siguiendo las instrucciones del kit TNT de Promega.

3.- Incubación de las proteínas con el ADN y electroforesis

Las proteínas traducidas in vitro fueron incubadas en el tampón de unión (10 mM Hepes-KOH

pH 7,9, 80 mM KCl, 1mM DTT, 1% NP-40), conteniendo 1 g poli(dI-dC), en un volumen final de 20

l, durante 15 min en hielo. Posteriormente se incubó esta mezcla con la sonda marcada durante 30 min a

temperatura ambiente. Donde se indica, se añadió una concentración de 1µM de T3 a la reacción de

unión.

Los complejos DNA-proteína formados se analizaron en geles de poliacrilamida al 6% en TBE

0,5X. Posteriormente, los geles se secaron y se expusieron a películas autorradiográficas a -80ºC.

Ensayos de interacción proteína-proteína

1.- Purificación de proteínas fusionadas a GST

La cepa bacteriana BL-21 fue transformada con los plásmidos pGEX-SMRT y pGEX-RXR. Se

cultivaron 100 ml de estas bacterias hasta obtener una densidad óptica de 0,6 medida a 600 nm. En este

momento, la expresión de la proteína fusionada a GST se indujo con 0.4 mM de IPTG (isopropil--D-

tiogalactopiranósido). La inducción se realizó durante 2 horas. A continuación, las células se recogieron

por centrifugación y se resuspendieron en una mezcla de PBS e inhibidores de proteasas. Posteriormente

se añadió 0,5% del detergente Triton X-100. Las bacterias se sonicaron durante 4 ciclos de 15 segundos.

Después, el lisado de bacterias se centrifugó a 14.000 rpm durante 10 minutos a 4ºC y el sobrenadante se

incubó con 300 l de PBS-glutation-Sepharosa 4B (Amersham-Biosciences) durante 1 h a 4ºC. A

continuación, se realizaron 3 lavados con PBS. La elusión de la proteína de fusión se realizó mediante

sucesivas incubaciones de 15 min con 10 mM glutation.

2.- Ensayo de interacción proteína-proteína

Estos ensayos se realizaron utilizando 2 l de la traducción in vitro del vector pSG5-TR en

presencia de [35S] metionina y [35S] cisteina. Esta proteína marcada radiactivamente se incubó con 1 g de

las proteínas de fusión o las mismas cantidades de las proteínas GST como control, inmovilizadas en la

matriz de glutation sefarosa en el tampón IPAB (20 mM Hepes pH 7,9, 150 mM KCl, 5 mM MgCl2,

0,02% Triton X-100, 0,02 mg/ml BSA, 0,1 M PMSF, 10 g/ml leupeptina y 10 g/ml pepstatina). Donde

se indica se añadió una concentración de 1µM de T3 a la reacción de unión. Las proteínas unidas se

analizaron por electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida y autorradiografía.



Ensayos biológicos

1.- Ensayos de crecimiento en agar blando

Se realizaron sembrando 2x104 células resuspendidas en 1,5 ml de una mezcla de agar noble 1%

(SIGMA) y medio DMEM- Hepes 2x con un 20% de suero fetal bovino y 2% de glutamina (1:1), en

presencia o no de 100 nM T3. Las células se sembraron en placas de 60mm sobre una base de 2 ml de

esta misma mezcla. Cada 4 días se añadió medio DMEM sin suero con o sin T3 a las placas. A los 40 días

se contó al microscopio óptico el número de colonias. Se contabilizó el número de colonias en 10 campos

al azar de cada placa. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado y cada experimento se repitió un

número de veces igual o superior a dos.

2.- Crecimiento en suspensión

Se pusieron 2,5 x 105 células en 30 ml de DMEM+Hepes sin suero y se dejaron en agitación, en

presencia o ausencia de 5 nM T3. A continuación se centrifugaron las células, se sembraron en placas de

24 pocillos y se esperó durante 4 h para que las células se adhieran. Transcurrido este tiempo se añadió el

reactivo MTT y se midió la actividad. Los resultados se expresaron respecto a la medida de la actividad

MTT de células que han sido sembradas en paralelo en placas, sin ser sometidas a agitación (Fernandez Y

y cols., 2000). Todos los tratamientos se realizaron por duplicado y cada experimento se repitió un

número de veces igual o superior a dos.

3.- Ensayos de formación de focos de transformación

Los fibroblastos NIH3T3 fueron sembrados a una dilución 1/40 en placas de 90 mm. Las

transfecciones fueron realizadas por los métodos estándar de fosfato cálcico empleando como tampón

HBS. Las mezclas de ADN empleadas en cada transfección contenían 50 ng de pCEFL-V12 H-Ras y 4 g

de pSG5-TR o de los receptores de hormonas tiroideas con mutaciones en los distintos dominios, o las

cantidades correspondientes de los respectivos vectores vacíos. Después de 16 h de incubación con los

precipitados, las células fueron lavadas con PBS, el medio de incubación se cambió por medio

deplecionado de hormonas tiroideas y se inició el tratamiento con 5 nM T3. El medio de cultivo se renovó

cada 2 días. Los cultivos se recogieron 14 días después de la transfección, se lavaron las células con PBS y

finalmente se tiñeron con el colorante GIEMSA (SIGMA). El número de focos se contabilizó

visualmente.

Todos los tratamientos se realizaron por duplicado y cada experimento se repitió un número de

veces igual o superior a tres veces.

4.- Ensayos de invasión

Se hicieron en cámaras Transwell de 24 pocillos (Costar) en las que se añadieron 2 g de matrigel

(BD Biscences) en la cara superior de cada filtro (Fig 1). Las células se cultivaron en medio sin suero

durante 24 h, en presencia o ausencia de 5 nM T3, y tras este periodo se sembraron 1x105 células en cada

inserto superior y se dejaron migrar durante 16 horas hacia medio condicionado de NIH3T3. El medio

condicionado de NIH3T3 se obtuvo cultivando estos fibroblastos durante 48 h en medio sin suero; el



medio se recogió, se centrifugó y se conservó a -20ºC. El tratamiento con T3 se realizó durante las 24 h

en ausencia de suero y durante las 16 h de la migración. Como control negativo se puso en la parte inferior

del Transwell medio sin suero con un 2% de BSA. Los filtros fueron fijados con glutaraldehido y se

tiñeron con cristal violeta, de acuerdo con las instrucciones de la casa comercial COSTAR. Todos los

tratamientos se realizaron por triplicado y cada experimento se repitió un número de veces igual o

superior a dos.

Fig 1. Representación gráfica de una cámara traswell en la que se realizaron los ensayos de invasión

Ensayos de formación de tumores y metástasis en ratones inmunosuprimidos

1.- Inoculación heterotópica

Los ratones atímicos desnudos (nu/nu) se dividieron en 4 grupos de 5 ratones cada uno. En dos

de estos grupos se indujo un estado de hipotiroidismo mediante tratamiento con metimazol (Sigma) y

perclorato sódico en el agua de bebida (Sole y cols., 1996). Para la formación de tumores se inocularon

subcutáneamente 1x106 de células SK-hep1-pLPCX o SK-hep1-TR resuspendidas en 100 l de PBS.

Cada animal se pesó una vez por semana y los tumores fueron medidos 2 veces por semana mediante un

calibrador vernier. El volumen se determinó usando la fórmula: volumen de tumor: ( x longitud x

ancho2) / 6. Los ratones fueron sacrificados a los 30 días y los tumores se fijaron en paraformaldehido al

4% para su posterior inclusión en parafina y análisis histológico.

2.- Inoculación ortotópica

Los ratones atímicos desnudos (nu/nu) se dividieron en 4 grupos de 8 ratones cada uno, en dos

de los cuales se indujo un estado de hipotiroidimo. Recibieron como anestesia una mezcla de xilacina y

ketamina por vía intraperitoneal y se realizó una incisión a 1 cm de distancia de la segunda glándula

mamaria abdominal derecha. Con unas pinzas se separó la piel del músculo y se procedió a inocular dentro

de la glándula 1x106 células MDA MB 468 PM1-pLPCX o MDA MB 468 PM1-TRresuspendidas en 100

l de PBS. Las heridas fueron cerradas con grapas que se quitaron a la semana de la intervención

quirúrgica. Cada animal se pesó una vez por semana y los tumores fueron medidos 2 veces por semana

mediante un calibrador vernier. El volumen se determinó usando la fórmula: volumen de tumor = ( x

longitud x ancho2) / 6.

Cuando los tumores alcanzaron un volumen medio de 200 mm3 los animales se anestesiaron y los

tumores fueron extirpados. Los tumores se dividieron en fragmentos para la fijación en paraformaldehido



al 4% para su posterior inclusión en parafina y análisis histológico, para la generación de cultivos celulares

a partir de explantes de los tumores y para la extracción de proteínas. Las heridas fueron cerradas

mediante sutura.

Los animales fueron sacrificados 35 días después de la intervención quirúrgica. Se recogieron

distintos órganos que se fijaron en paraformaldehido al 4% para su posterior inclusión en parafina y

análisis histológico de la formación de metástasis espontáneas.

3.- Ensayo de formación de metástasis experimentales

Para el estudio de la formación de metástasis se dividieron los ratones en 4 grupos de 8 ratones.

En dos de estos grupos se indujo un estado de hipotiroidismo y posteriormente se inocularon 1x106 de

células SK-hep1-pLPCX o SK-hep1-TRen la vena de la cola. Los ratones fueron sacrificados al cabo de

30 días y se extrajeron los pulmones, que fueron fijados en paraformaldehido al 4 % para su posterior

inclusión en parafina y análisis histológico. El mismo experimento se realizó con las células MDA MB 468

PM1 y los animales fueron sacrificados a los 40 días.

4.- Experimentos de biodistribución de células tumorales por vía endovenosa en ratones

inmunosuprimidos

Se cultivaron en un frasco de 75 cm3 células procedentes de un cultivo exponencial durante 24 h

en presencia de 2,5 Ci de 125IrdU. Posteriormente se lavaron con HBSS sin Ca+2 y Mg+2 para eliminar la

radiactividad no incorporada y se levantaron con tripsina, resuspendiendo las células a la concentración de

5x106 células/ml. Se separó una alícuota de 100 l, se centrifugó y el precipitado se resuspendió en 100 l

de 0,25% Triton X-100. Tras 10 min se empapó un bastoncillo de los oídos en este líquido y se cuantificó

la radioactividad en un contador gamma. Este valor se emplea como control de radiactividad incorporada.

Los animales se dividieron en grupos de 4 ratones y se inyectaron 100 l de la suspensión celular

en la vena de la cola de cada animal. Los animales se sacrificaron por dislocación cervical a distintos

tiempos y se exanguinaron mediante punción intracardiaca en el ventrículo derecho. Esta sangre se

empleó como control negativo. Se recogieron los pulmones y se colocaron en viales con etanol al 70%. Se

reemplazó el etanol diariamente durante 3 días para eliminar la radioactividad no incorporada.

Transcurrido este tiempo se midió la radiactividad incorporada en los pulmones y se representó respecto a

la radiactividad incorporada por las células.

5.- Obtención de cultivos celulares a partir de explantes de los tumores

Para la obtención de explantes de los tumores se inocularon de manera heterototópica 6 ratones

con células SK-hep1-pLPCX y otros 6 con SK-hep1-TR. Los animales se sacrificaron 13, 25 y 35 días

después de la inoculación. Una vez sacrificados los animales se extrajeron los tumores en cámara de flujo,

se cortaron en 10 fragmentos y se colocaron en una placa de 60 mm de diámetro. Se añadió una gota de

medio DMEM:HAMS 1:1 con 10% de suero fetal bovino deplecionado de hormonas tiroideas sobre cada

fragmento y se dejó 30 minutos a temperatura ambiente. Se añadió medio hasta cubrir los tumores y se



mantuvieron en un incubador al 5% CO2, 37ºC de temperatura y 95% de humedad hasta que las células

tumorales se extienden por la placa.

Los explantes de los tumores originados por las células MDA MB 468 PM1 se realizaron

siguiendo el mismo protocolo, a partir de los tumores extirpados de la mama de los animales inoculados

según un modelo ortotópico (día 35).

6.- Análisis histopatológico

Para el estudio histopatológico se hicieron cortes seriados de 4 m de espesor con un microtomo,

tanto de los tumores como de los pulmones, así como de otros órganos con posibles metástasis distantes

al tumor primario. Se tiñeron con hematoxilina-eosina (Bancroft y Stevens., 1982), observándose los

núcleos de las células de color violeta y el citoplasma y tejido conectivo de color rosa. El protocolo

utilizado comprende seis pasos:

1. Desparafinar con xilol e hidratar las secciones.

2. Teñir con hematoxilina de Carazzi durante 5 minutos.

3. Lavado en agua durante 20 minutos.

4. Teñir en una solución de eosina durante 30 segundos.

5. Lavado en agua.

6. Deshidratar y montar las secciones.

Para el procesamiento de los cortes para inmunohistoquímica se utilizó la técnica peroxidasa-

antiperoxidasa. Se realizaron cortes de 4 m de espesor de las muestras de tumores. Los portaobjetos han

de estar recubiertos con polilisina antes de su procesamiento. Se procedió a desparafinar e hidratar el

tejido y posteriormente se sumergieron las muestras en tampón citrato y se calentaron hasta la ebullición

en el microondas. Una vez que se han enfriado los portaobjetos se bloqueó la unión no específica

incubando las secciones en suero de cabra (Zymed Laboratories INV). Los anticuerpos primarios se

emplearon diluidos en solución de bloqueo (dilución 1/100) y se incubaron toda la noche a 37ºC en

cámara húmeda. A continuación se incubaron con el complejo streptavidina biotina peroxidasa (Zymed

Laboratories INV) y se revelaron con diaminobenzidina (Sigma). Las fotografías se realizaron utilizando el

objetivo de 40x de un microscopio Leica DMLB conectado a una cámara fotográfica Leica DC200 y

equipado con el software Primal Leica DC Viewer.

Para determinar el grado de angiogénesis (nº vasos neoformados/área del campo) se utilizó un

anticuerpo frente a CD31. De cada uno de los grupos de animales se utilizaron 4 secciones y de cada

sección se realizaron 7 fotografías. El área del campo se determinó empleando el programa informático

Leica Qwin. Los resultados se muestran como la media de cada grupo.

Para determinar el índice de proliferación (nº células positivas/nº total de células) se empleó el

marcador de proliferación Ki67 (Fig 2). De cada uno de los grupos de animales se utilizaron entre 4 y 6

secciones y de cada sección se realizaron 5 fotografías. Los resultados se muestran como la media de cada

grupo.



Fig 2. Se contaron el número de células positivas (flecha azul) y se representaron frente al número total de

células

Para determinar el área necrótica de los tumores se empleó la técnica histométrica del conteo de

puntos (Bancroft y Stevens., 1982). Consiste en dividir el tejido en cuadros muy pequeños y contar el

número de cuadros en los que las células están vivas. Para ello se escanearon las secciones de los tumores

con un escáner KODAK Professional RES 3370 con el software Adobe Photoshop 5.0. Se representó el

porcentaje de células vivas respecto al total (Fig 3).

Fig 3. Se contaron el número de células vivas en las intersecciones de la cuadrícula (flecha azul) y se calculó

el porcentaje de células vivas frente al total (la flecha verde representa células necróticas).

El análisis de la invasividad en músculo e infiltración de vasos y capilares se realizó empleando las

secciones teñidas con Hematoxilina-Eosina y/o Tricrómico de Masson. Se analizaron todas las secciones

de cada grupo de animales y se representa el número de animales en los que se observa invasividad e

infiltración en cada grupo. La tinción con Tricrómico de Masson permite observar los núcleos oscuros, el

citoplasma, músculo y eritrocitos de color rojo y el colágeno de color azul verdoso. Esta tinción (Bancroft

y Stevens., 1982) consta de los siguientes pasos:

1.- Desparafinar e hidratar la muestra.



2.- Teñir los núcleos con por el método azul de celestina-hematoxilina

3.- Añadir alcohol al 1%

4.- Lavar con agua destilada

5.- Teñir 5 min con fucsina ácida

6.- Lavar con agua destilada

7.- Tratar 5 min con ácido fosfomolíbdico

8.- Secar y teñir 5 min azul de metileno

9.- Lavar con agua destilada

10.- Tratar 2 min con ácido acético al 1%

11.- Deshidratar y montar las secciones

Para el análisis de la formación de metástasis en los pulmones se emplearon las secciones teñidas

con hematoxilina-eosina. Se analizaron todas las preparaciones y se cuantificó el porcentaje de animales

con lesiones pulmonares. En el caso de los animales inoculados en la vena de la cola con células MDA MB

468 PM1 se calculó también el número de lesiones por ratón, representándose la media de lesiones por

animal en cada grupo.

En los animales inoculados con las células MDA MB 468 PM1 también se determinó el área que

ocuapban las lesiones pulmonares (área lesiones/área pulmón). Para ello se tiñeron las secciones con la

técnica del Tricrómico de Masson que permite una mejor diferenciación de las células tumorales respecto

al estroma del pulmón en fotografías con poco aumento.

El área total del pulmón se cuantificó escaneando las secciones, a las que previamente se había

pegado una regla, tal y como se ha descrito previamente. Posteriormente se realizaron fotografías con el

objetivo de 10x de todas las lesiones metastásicas encontradas. Tanto el área total d elos pulmones como

la de las lesiones metastásicas se cuantificó empelando el programa informático analySIS ® Soft Imaging

System (Fig 4). Se representó la media en cada grupo del área de la lesión metastásica respecto al área total

del pulmón.

Fig4. A) Fotografía panorámica de los pulmones escaneados para calcular el área total de los pulmones.

B) Fotografía realizada con el objetivo 10x de las secciones teñidas con Tricrómico de Masson para cuantificar

el área de las lesiones metastásicas.





RESULTADOS

Trabajos previos de nuestro laboratorio han mostrado que en distintos modelos celulares el

tratamiento con la hormona tiroidea triiodotironina (T3) o con el ácido retinoico (RA) causan la parada del

ciclo celular (Perez Juste y Aranda., 1999; Perez Juste y cols., 2000), debido a la regulación coordinada a

nivel transcripcional de la expresión de distintos genes implicados en el control del ciclo celular, entre los

que se encuentra la ciclina D1. Por otro lado la familia de proteínas Ras tiene un papel clave en la

transducción de señales desde el exterior al interior de la célula, jugando un papel esencial en procesos de

proliferación y transformación. La ciclina D1 es una de las principales dianas sobre las que actúa Ras para

controlar la progresión a través de la fase G1 del ciclo celular. Recientemente se ha descrito en nuestro

laboratorio que la T3 antagoniza la proliferación de células de neuroblastoma inducida por Ras

oncogénico, así como la transformación y tumorigénesis mediada por este oncogén. La respuesta

transcripcional del promotor de la ciclina D1 a Ras es antagonizada de forma muy potente por esta

hormona (Garcia-Silva y Aranda.; 2004).

La regulación del promotor de ciclina D1 por Ras depende de los sitios CRE y Sp1

En ensayos de transfección transitoria, con un plásmido que contiene 254 bp de la región 5´ del

gen de la ciclina D1, se observa que los TRs, de forma dependiente de hormona, son también capaces

de reprimir la activación del promotor por el oncogén ras en células de hepatocarcinoma humano

HerpG2 (Fig 1).

Fig 1. La T3 inhibe la transactivación mediada por V12 H-Ras. Las células HepG2 fueron

cotransfectadas con 500 ng del promotor de ciclina D1, 50 ng del vector de expresión pCEFL-V12 H-Ras o

del vector vacío, 20 ng del plásmido de expresión de TR o del vector vacío y 50 ng del plásmido TK-Renila.

Los datos se han representados como veces de inducción relativas a la actividad luciferasa de cada plásmido



reportero en presencia del vector vacío pCEFL. En los casos indicados las células se trataron durante 36 h

con 5 nM T3 en condiciones de 0,1% de SFB – T3

El análisis de la secuencia del fragmento del promotor de la ciclina D1 transfectado (pD1-

254luc) indica que no existen sitios consenso para la unión del receptor de hormonas tiroideas. Sin

embargo, en este fragmento se ha descrito la existencia de sitios CRE y Sp1 (Herber y cols., 1994). Para

analizar la importancia de los sitios CRE y Sp1 en la regulación del promotor de ciclina D1 por el oncogén

ras, realizamos transfecciones transitorias, en células de hepatocarcinoma humano HepG2, con distintas

construcciones de este promotor, que presentan mutaciones puntuales en los sitios CRE, Sp1 o en ambos.

La construcción pD1-254CREmluc contiene tres mutaciones puntuales en el sitio CRE localizado a -52,

mientras que la construcción pD1-254Sp1mluc presenta mutaciones en dos de los cuatro sitios de unión

para Sp1 descritos en el promotor y localizados a -117. La construcción pD1-254CREmSp1mluc contiene los

sitios CRE y Sp1 mutados (Fig 2A). La mutación del sitio CRE disminuye significativamente la activación

del promotor de ciclina D1 por el oncogén ras, si bien para eliminar por completo esta activación se

requiere también la mutación de los dos sitios de unión de los factores Sp1 presentes en este fragmento

del promotor (Fig 2B).

Fig 2. Estudio de la región del promotor de ciclina D1 implicada en la estimulación por V12

H-Ras. A) Representación esquemática de las distintas mutaciones del promotor de ciclina D1 empleadas en el

ensayo de transfección transitoria. B) Las células HepG2 fueron cotransfectadas con 500 ng de los mutantes

del promotor de ciclina D1 indicados en cada caso, 50 ng del vector de expresión pCEFL-V12 H-Ras o del

vector vacío y 50 ng del plásmido TK-Renila. Los datos se han representados como veces de inducción

relativas a la actividad luciferasa de cada plásmido reportero en presencia del vector vacío pCEFL

Dado que el sitio CRE del promotor de ciclina D1 parece estar implicado en la estimulación por

ras oncogénico analizamos la importancia del factor de transcripción ATF-2 en este proceso. Para ello

transfectamos de manera transitoria el mutante A-ATF- 2, que actúa como dominante negativo. Su acción



como dominante negativo se debe a que forma heterodímeros no funcionales que no se unen al ADN. La

transfección transitoria del plásmido A-ATF-2 en la línea celular HepG2 disminuye drásticamente la

estimulación del promotor de ciclina D1 por el oncogén ras (Fig 3A). Tal y como se observa en la Figura

3B, el mismo efecto inhibitorio se observa al transfectar de manera transitoria una construcción con

actividad dominante negativa para los factores de transcripción Sp1. Este plásmido tan sólo contiene su

dominio de unión al ADN de modo que compite con los factores Sp1 endógenos para unirse al ADN,

actuando así como dominante negativo. Estos resultados corroboran que tanto los factores de

transcripción ATF-2 como los Sp1 son necesarios para la estimulación del promotor de ciclina D1 por el

oncogén ras en este tipo celular.

Fig 3. Efecto de los dominantes negativos de ATF-2 y Sp1 sobre la actividad del promotor de

ciclina D1. A) Ensayo de actividad luciferasa en células HepG2 cotransfectadas con 500 ng de pD1-254 luc, 50

ng de pCEFL-V12 H-Ras o su vector vacío, distintas concentraciones del dominante negativo A-ATF-2 y 50 ng

de TK-renila. B) Análogo a A) transfectando distintas concentraciones del dominante negativo pEGBN-Sp1. Los

resultados se muestran como veces de inducción respecto a las células transfectadas con el vector vacío pCEFL.

.

Puesto que el factor de transcripción ATF-2 parece estar implicado en la activación del promotor

de ciclina D1 dependiente de Ras, examinamos si la expresión de V12 H-Ras tendría efectos sobre la

actividad transcripcional de estos factores de transcripción. Mediante ensayos de tipo “un híbrido”

analizamos la actividad de ATF-2 fusionado al DBD de GAL4 (GAL4-ATF-2) en células HepG2 que

expresan ectópicamente V12 H-Ras y en células control. De esta manera comprobamos que el oncogén

ras induce un fuerte incremento en la transactivación mediada por ATF-2. Para analizar si el tratamiento

con hormona tiroidea reprime la actividad transcripcional de ATF-2, así como la transactivación mediada

por el oncogén ras, cotransfectamos de manera transitoria el plásmido de expresión TRen esta línea

celular. Las células HepG2 carecen de expresión endógena de TRs. Tal y como se muestra en la Figura 4

el TR vacío disminuye la activación por Ras y el tratamiento con la T3 no sólo disminuye la actividad

transcripcional basal del factor ATF-2 sino que también disminuye significativamente la estimulación por

el oncogén.



Fig 4. T3 inhibe la transactivación mediada por ATF-2. Cotransfección de células HepG2 con 200 ng

de pE1b 4xUAS-luc, 50 ng de pCEFL-V12 H-Ras o el vector vacío, 20 ng de pSG5-TRo el vector vacío pSG5-

0, 50 ng del plásmido que contiene la fusión GAL4-ATF2 y 50 ng de TK-Renila. Las células fueron incubadas

durante 36 h en presencia o ausencia de 5 nM T3 en condiciones de 0,1% SFB - T3. Los resultados se muestran

como veces de inducción respecto a las células cotransfectadas con los vectores vacíos pCEFL y pSG5-0

La quinasa MSK participa en la activación del promotor de ciclina D1 por el

oncogén ras en la línea celular HepG2

La quinasa activada por mitosis y estrés (MSK) es una proteína predominantemente nuclear,

aunque también se puede localizar en el citosol (Deak y cols., 1998). En el núcleo, MSK fosforila a

distintos factores de transcripción que incluyen a los factores CREB y ATF-2. Dado que el efecto de la T3

sobre la inducción del promotor de la ciclina D1 por el oncogén ras está mediado, al menos en parte, por

el factor de transcripción ATF-2, que es activado por la quinasa MSK, analizamos la importancia de esta

quinasa en la activación de este promotor. Para ello transfectamos de manera transitoria dos mutantes en

los dominios quinasa de MSK (Deak y cols., 1998; Zhang y cols., 2001). El plásmido MSK1-A195 tiene

mutado y por tanto inactivado el dominio quinasa N terminal. El plásmido MSK1-D565A tiene inactivado

el dominio quinasa C terminal. De esta manera, comprobamos que el bloqueo de la actividad de esta

quinasa disminuye la estimulación del promotor de ciclina D1 por el oncogén ras (Fig 5A)

Para corroborar la importancia de esta quinasa en la estimulación del promotor de ciclina D1

llevamos a cabo experimentos de cotransfección transitoria con el promotor de ciclina D1 y el vector de

expresión de V12 H-Ras, en presencia de inhibidores de distintas quinasas de la ruta de transducción de

señales Raf/MEK/ERK. El tratamiento con el inhibidor de MEK UO126 provoca el bloqueo total de la

inducción del promotor de ciclina D1 por el oncogén ras. El inhibidor H89 es un potente inhibidor de la

quinasa PKA aunque a altas concentraciones también inhibe de manera drástica la quinasa MSK (Davies y



cols., 2000). El inhibidor Ro3218220 se desarrolló originalmente como un inhibidor de la quinasa PKC

(Davis y cols., 1992) aunque se ha descrito que también inhibe las quinasas MSK y RSK (Alessi, D. 1997;

Deak y cols., 1998). Tal y como se observa en la Figura 5B, el tratamiento con el inhibidor Ro3218220 a

una dosis 1 M produce una disminución del 50% en la activación por el oncogén mientras que el

tratamiento a una dosis de 5 M provoca el bloqueo total de la estimulación. El tratamiento con el

inhibidor H89 a una dosis 1 M produce una disminución del efecto del oncogén ras de aproximadamente

un 20%, y la dosis de 5 M de este inhibidor produce el bloqueo total de la estimulación (Fig 5B). Los

datos recogidos en estos experimentos sugieren que la ruta de transducción de señales Raf/MEK/ERK

está implicada en la activación del promotor de ciclina D1 por el oncogén ras, y que los efectos del

oncogén no sólo se explican por la regulación de la quinasa ERK, sino que también es importante la

quinasa MSK.

Fig 5. Efecto de la quinasa MSK sobre la estimulación por Ras del promotor de ciclina D1. A) Las

células HepG2 se cotransfectaron con 500 ng de pD1-254 luc conjuntamente con 50 ng del vector de expresión

pCEFL-V12 H-Ras o el vector vacío, 50 ng de TK-Renila y cantidades crecientes de los dominantes negativos en

cada uno de los dominios quinasa de MSK. B) Ensayo de transfección transitoria con 500 ng de pD1-254 luc, 50

ng de V12 H-Ras o el vector vacío y 50 ng de TK-Renila. Las células fueron incubadas durante 36 h con las

concentraciones indicadas en cada caso de los inhibidores UO126, Ro3218220, H89 o con el solvente (DMSO).



Los resultados se representan en veces de inducción respecto a los valores obtenidos en las células transfectadas

con el vector vacío pCEFL.

Para analizar la importancia de esta quinasa en el antagonismo entre T3 y el oncogén ras

cotransfectamos de manera transitoria el promotor de ciclina D1 junto con el oncogén ras y el plásmido

con actividad dominante negativa MSK D565A. Tal y como se muestra en la Figura 6 en estas condiciones

la hormona es incapaz de revertir la activación transcripcional causada por Ras.

Fig 6. Efecto de la quinasa MSK sobre el antagonismo entre T3 y el oncogen Ras Las células

HepG2 se cotransfectaron con 200 ng de pD1-254 luc conjuntamente con 50 ng del vector de expresión

pCEFL-V12 H-Ras o el vector vacío, 20 ng del vector de expresión de TR, 5 ng del mutante con actividad

dominante negativa D565A o su vector vacío y 50 ng de TK-Renila. Las células se incubaron durante 36 h con 5

nM T3 en medio de cultivo con 0,1% SFB – T3. Los resultados se muestan como veces de inducción respecto a

las valores obtenidos en las células tranfectadas con el vector vacío pCEFL.

Caracterización de los dominios del TR implicados en el bloqueo de la

estimulación del promotor de ciclina D1 por V12 H-Ras

Para determinar los dominios del TR implicados en le antagonismo transcripcional entre la

hormona tiroidea y el oncogén ras en la línea celular HepG2, examinamos el efecto de mutantes en los

distintos dominios del receptor de hormonas tiroideas sobre la respuesta inducida por el oncogén sobre el

promotor de ciclina D1 en esta línea celular.

Mutaciones en el dominio de unión al ADN (DBD)

Para analizar la importancia del dominio de unión al ADN (DBD) del receptor TR en el

antagonismo transcripcional con el oncogén ras, realizamos distintos mutantes puntuales en este dominio

del receptor. El mutante TR C102G presenta una mutación puntual que supone la sustitución de la

primera cisteina que forma el dedo de zinc de la primera hélice del DBD por el aminoácido glicina (Fig

7A), de modo que es incapaz de unirse al ADN de los promotores diana.. El mutante TR GS120



presenta dos mutaciones puntuales en la caja P que cambian la especificidad de unión a elementos de

respuesta a hormona tiroidea (TREs) por especificidad de unión a elementos de respuesta a

glucocorticoides (GREs). Los dos primeros aminoácidos de la caja P (los residuos 120 y 121 en el TR)

son los que definen la unión a los elementos de respuesta del ADN por lo que realizamos la mutación de

los dos primeros aminoácidos del TR (glutámico y glicina) por los del receptor de glucocorticoides (glicina

y serina). Estos residuos constituyen junto con la glicina de la posición 124 la secuencia consenso de unión

a elementos de respuesta a glucocorticoides. Esta mutación no afecta a la estructura de los dedos de zinc

del DBD, sino que únicamente modifica la especificidad de unión a los elementos de respuesta (Fig 7A)

(Shibusawa y cols., 2003). El mutante TR AA120, en el que se han sustituido los aminoácidos

responsables del reconocimiento de los TREs por dos alaninas presenta mutaciones en los mismos

residuos que el mutante TR GS120, que suponen la pérdida de especificidad de unión a elementos de

respuesta a hormona tiroidea pero sin reconocer tampoco los elementos de respuesta a glucocorticoides,

(Fig 7A). Las tres mutaciones bloquean la capacidad de unión a un elemento de respuesta consenso DR4

en ensayos de retardo de la movilidad electroforética (EMSA) (Fig 7B). Mediante ensayos de interacción

proteína-proteína observamos que la mutación TR C102G no sólo afecta a la capacidad de unión del

receptor al ADN sino que también impide, al afectar a la estructura de los dedos de zinc del DBD, la

heterodimerización con el receptor de rexinoides RXR (Fig 7C). En los otros dos mutantes permanece

intacta la capacidad de heterodimerizar con el receptor RXR. Analizamos también la capacidad de unir

correpresores, mediante ensayos de interacción proteína proteína con la construcción GST-SMRT,

observando que las mutaciones se comportan de igual manera que el receptor salvaje, tanto en lo que se

refiere al reclutamiento del correpresor como en su liberación causada por el tratamiento con el ligando

T3 (Fig 7D).

Debido a su incapacidad de unirse al ADN de los promotores de los genes diana, estos mutantes

son incapaces de activar la transcripción en respuesta al ligando en ensayos de transfección transitoria de

un elemento de respuesta a hormona tiroideas palindrómico (MMTV-TRE pal), en células de

hepatocarcinoma humano HepG2 (Fig 7E).



Fig 7. Caracterización de distintos mutantes de TRen el DBD. A) Representación esquemática

de las mutaciones en el primer dedo de zinc del DBD de TR. B) Ensayo de retardo de la movilidad

electroforética (EMSA) empleando como oligonucleótido un elemento de respuesta DR4 consenso. Se han

empleado 1 l de los mutantes del TR y de RXR traducidos in vitro. En los casos indicados se ha realizado el

tratamiento con 1 µM T3. C) Ensayo de interacción proteína-proteína (pull-down) entre los distintos mutantes

y el receptor de rexinoides RXR. Se ha empleado 1 mg de GST-RXR y 3 l de los mutantes de TR traducidos

in vitro. En los casos indicados se incubó la mezcla con 1 µM T3. D) Análogo a C) empleando GST-SMRT

para analizar la interacción con correpresores. E) Las células HepG2 fueron cotransfectadas con 250 ng del

plásmido MMTV-TRE pal luc, 20 ng de los vectores de expresión de los distintos mutantes del receptor de

hormonas tiroideas y 30 ng del plásmido TK-Renila. Las células se trataron durante 36 h con 5 nM T3.

Mutaciones que impiden la interacción con correpresores

La mutación TR AHT (Fig 8A) presenta las sustituciones de los aminoácidos A223, H224 por

glicinas y del T227 por alanina. Estos aminoácidos están localizados en la primera hélice del LBD del

receptor, en la caja CoR, la cual es necesaria para la interacción con los correpresores, aunque no forma



parte de la superficie de interacción con los mismos (Horlein y cols., 1995; Marimuthu y cols., 2002). Se ha

descrito que esta mutación no sólo altera la unión de los correpresores sino que también impide la

heterodimerización con RXR (Zhang y cols., 1997). Por el contrario, la mutación TR P214R (Fig 8A),

que también bloquea la interacción con correpresores (Damm y Evans, 1993), sólo impide la

heterodimerización en ausencia del ligando. Esta última mutación consiste en el cambio del aminoácido

P214 por R. Realizamos ambas mutaciones puntuales en el receptor TR y comprobamos, mediante

ensayos de retardo de la movilidad electroforética (EMSA), que en ambos permanece intacta la capacidad

de unión a un elemento de respuesta consenso DR4 (Fig 8B). Además, tal y como está descrito,

observamos mediante ensayos de interacción proteína-proteína (pull-down), que en ausencia de ADN el

mutante TR AHT es incapaz de unirse al receptor X de retinoides RXR. Por el contrario, el mutante

TR P214R sí es capaz de interaccionar con RXR aunque sólo en presencia del ligando T3 (Fig 8C).

Destacar que esta falta de interacción sólo se observa en ausencia del ADN, en presencia del TRE, tal y

como se observa en los EMSAs, la capacidad de heterodimerización es normal. Al analizar la capacidad de

interacción con el correpresor SMRT observamos que se encuentra reducida en el mutante TR AHT y

totalmente eliminada en el mutante TR P214R. En el caso del mutante TR AHT la incubación con el

ligando T3 no produce la liberación del reclutamiento de correpresores, a diferencia de lo que se observa

en la forma salvaje del receptor (Fig 8D).

Para analizar la funcionalidad de estos mutantes deficientes en la interacción con correpresores

realizamos ensayos de transactivación. Para ello transfectamos de manera transitoria un plásmido que

contiene un TRE palindrómico (MMTV-TRE pal) en células HepG2. Tal y como se observa en la Figura

8E, estos mutantes que impiden la unión de correpresores presentan una menor represión en ausencia de

ligando, y la activación de la transcripción en respuesta al ligando, en el caso del AHT, es menor que

cuando se transfecta el TRsalvaje.



Fig 8. Caracterización de distintos mutantes de TR que impiden la unión de correpresores. A)

Representación esquemática de las mutaciones. B) Ensayo de retardo de la movilidad electroforética (EMSA)

empleando como oligonucleótido un elemento de respuesta DR4 consenso. Se han empleado 1 l de de los

mutantes del TR y del receptor RXR traducidos in vitro. En los casos indicados se ha realizado el tratamiento

con 1 µM T3. C) Ensayo de interacción proteína-proteína (pull-down) entre los distintos mutantes y el RXR. Se

ha empeado 1 mg de GST-RXR y 3 l de los mutantes de TR traducidos in vitro. En los casos indicados se

incubó la mezcla con 1 µM T3. D) Análogo a C) empleando GST-SMRT para analizar la interacción con

correpresores. E) Las células HepG2 fueron cotransfectadas con 250 ng del plásmido MMTV-TRE pal luc, 20

ng de los vectores de expresión de los distintos mutantes del receptor de hormonas tiroideas y 30 ng del plásmido

TK-Renila. Las células se trataron durante 36 h con 5 nM T3.

Mutaciones en el dominio de unión al ligando (LBD)

El mutante TR E452Q presenta una mutación puntual en la hélice 12 del LBD disminuyendo

ligeramente la unión del ligando T3 y el reclutamiento de coactivadores. El receptor TR K288I presenta

una mutación puntual en la hélice 3 que afecta a la interacción con coactivadores (Collingwood y cols.,

1998). Estos mutantes no presentan alterada su unión al ADN, tal y como comprobamos realizando

ensayos de retardo de la movilidad electroforética (Fig 9A). Estas mutaciones tampoco afectan a la unión

al receptor nuclear RXR ni al correpresor SMRT en ensayos de interacción proteína-proteína pull-down

(Fig 9B y C). Además, tal y como se observa en la forma salvaje del receptor de hormonas tiroideas, el

tratamiento con el ligando T3 produce la liberación de los correpresores.

En ensayos de transfección transitoria de un elemento de respuesta a hormona tiroideas

palindrómico (MMTV-TRE pal) comprobamos que, al transfectar estos mutantes de unión con

coactivadores, no se observa la activación de la transcripción en respuesta al ligando (Fig 9D).



Fig 9. Caracterización de distintos mutantes en el LBD de TR. A) Ensayo de retardo de la movilidad

electroforética (EMSA) empleando como oligonucleótido un elemento de respuesta DR4 consenso. Se han

empleado 1 l de los mutantes del TR y de RXR traducidos in vitro. En los casos indicados se ha realizado el

tratamiento con 1 µM T3. B) Ensayo de interacción proteína-proteína (pull-down) entre los distintos mutantes y

el receptor de rexinoides RXR. Se ha empleado 1 mg de GST-RXR y 3 l de los mutantes de TR traducidos in

vitro. En los casos indicados se incubó la mezcla con 1 µM T3. C) Análogo a B) empleando GST-SMRT para

analizar la interacción con correpresores. D) Las células HepG2 fueron cotransfectadas con 250 ng del plásmido

MMTV-TRE pal luc y 20 ng de los vectores de expresión de los distintos mutantes del receptor de hormonas

tiroideas. Las células se trataron durante 36 h con 5 nM T3.

El antagonismo de T3 sobre la activación del promotor de ciclina D1 por el oncogén ras es

dependiente del DBD y de la hélice 1 del LBD.

Para analizar si el antagonismo de T3 sobre la activación del promotor de ciclina D1 por V12 H-

Ras es dependiente de la integridad del DBD y del reclutamiento de correpresores, cotransfectamos de

manera transitoria el promotor de ciclina D1 junto con los vectores de expresión para V12 H-Ras y las

distintas formas mutadas del TR, en células de hepatocarcinoma HepG2. Tal y como se observa en la Fig

10, tanto la integridad del dominio de unión al ADN del TR (Fig 10A) como de la hélice 1 implicada en el

reclutamiento de correpresores (Fig 10B) son imprescindibles para la represión de la respuesta a Ras por la

T3.



Fig 10. Efecto de mutantes en el DBD y en la helice 1 del LBD de TR sobre la actividad del

promotor de ciclina D1. A) Las células HepG2 fueron cotransfectadas con 200 ng de la construcción pD1-254

luc, 50 ng de pCEFL-V12 H-Ras o el vector vacío pCEFL, 20 ng de los distintos mutantes en el DBD de TR o el

vector vacío pSG5-0 y 50 ng de TK-Renila. Según se indica se incubaron las células durante 36 h con 5 nM T3 en

condiciones de 0,1% SFB – T3. B) Análogo a A) transfectando los mutantes de interacción con correpresores. Los

resultados se expresan como veces de inducción respecto a las células transfectadas con los vectores vacíos pSG5-

0 y pCEFL.

Dado que el factor de transcripción ATF-2 está implicado en la activación del promotor de ciclina

D1 dependiente de Ras, y que el tratamiento con la hormona T3 inhibe la transcripción mediada por ATF-

2, examinamos si la expresión de los distintos mutantes presenta el mismo efecto sobre la actividad

transcripcional de ATF-2 que la del TR silvestre. Para ello realizamos ensayos de tipo “un híbrido”,

cotransfectando las células HepG2 con los distintos mutantes del TR. De este modo analizamos la

actividad del factor ATF-2 fusionado al DBD de Gal4 en esta línea celular. Tal y como se muestra en la

Figura 11A, el tratamiento con T3 es incapaz de reprimir la transactivación producida por el oncogén ras

cuando se transfectan los distintos mutantes en el DBD en lugar de la forma silvestre del TR. La hormona

tiroidea tampoco tiene ningún efecto cuando se transfectan los mutantes del receptor de hormonas

tiroideas deficientes en el reclutamiento de correpresores (Fig 11B). Así pues, tanto la integridad del DBD

del receptor como de la hélice 1, implicada en la interacción con correpresores, es imprescindible para que

se aprecie el cross-talk entre la T3 y V12 H-Ras



Fig 11. Efecto de mutantes en el DBD y en la helice 1 del LBD de TR sobre la transactivación

mediada por ATF-2. A) Las células HepG2 fueron cotransfectadas con 200 ng de la construcción pE1b 4xUAS-

luc, 50 ng de V12 H-Ras, 20 ng de los distintos mutantes en el DBD de TRy 50 ng de TK-Renila. En los casos

indicados se incubaron las células durante 36 h con 5 nM T3 en medio con 0,1% SFB – T3. B) Análogo a A)

transfectando los mutantes de interacción con correpresores. Los resultados se muestran como veces de inducción

respecto a las células cotransfectadas con los vectores vacíos pCEFL y pSG5-0.

El efecto de TR sobre la activación del promotor de ciclina D1 por Ras es independiente

del reclutamiento de coactivadores

Analizamos también la importancia del reclutamiento de coactivadores para el efecto inhibitorio

del receptor de hormonas tiroideas sobre la inducción del promotor de ciclina D1 por el oncogen Ras.

Para ello cotransfectamos de manera transitoria el promotor de ciclina D1 junto con los vectores de

expresión para V12 H-Ras y los mutantes TR E452Q y TR K288I. En la Figura 12 se muestra como, al

transfectar estos mutantes del receptor de hormonas tiroideas, se mantiene el efecto inhibitorio de la T3

sobre el promotor de ciclina D1, de manera que no parece necesaria la interacción con coactivadores para

el antagonismo entre TR y V12 H-Ras.

Fig 12. Efecto de mutantes en el LBD de TR sobre la actividad del promotor de ciclina D1. Las

células HepG2 fueron cotransfectadas con 200 ng de la construcción pD1-254 luc, 50 ng de V12 H-Ras o el

vector vacío, 20 ng de los distintos mutantes en el LBD de TRo el correspondiente vector vacío y 50 ng de

TK-Renila. En los casos indicados se incubaron las células durante 36 h con 5 nM T3 en medio 0,1% SFB -

T3. Los resultados se representan como veces de inducción respecto a los obtenidos en las células

transfectadas con el vector vacío pCEFL.

Tal y como se muestra en la Figura 13 ,en ensayos de tipo “un híbrido” con el plásmido de ATF-2

fusionado al DBD de Gal4, también observamos que la represión de la actividad transcripcional del factor



de transcripción ATF-2 causada por el tratamiento con la hormona tiroidea es independiente del

reclutamiento de coactivadores. El tratamiento con T3 también inhibe la estimulación por el oncogén de

la actividad transcripcional del factor ATF-2 en las células transfectadas con los mutantes K288I y E452Q.

.

Fig 13. Efecto de mutantes en el LBD sobre la transactivación mediada por ATF-2. Las células

HepG2 fueron cotransfectadas con 200 ng de la construcción pE1b 4xUAS-luc, 50 ng de V12 H-Ras o el vector

vacío pCEFL y 20 ng de los distintos mutantes en el DBD de TRy 50 ng de TK-Renila. En los casos indicados

se incubaron las células durante 36 h con 5 nM T3 en medio de cultivo con 0,1% SFB - T3. Los resultados se

expresan como veces de inducción respecto a las células transfectadas con el vector vacío pCEFL

La inhibición de la transformación inducida por el oncogén ras en fibroblastos

murinos NIH3T3 depende de la integridad del DBD y del reclutamiento de

correpresores, mientras que no requiere la unión de coactivadores

La expresión de TRs y el tratamiento con su ligando T3, no sólo afecta a la inducción del

promotor de ciclina D1 por V12 H-Ras. Recientemente se ha descrito en nuestro laboratorio que en

fibroblastos murinos NIH3T3 el tratamiento con la hormona tiroidea reduce la formación de focos de

transformación provocada por el oncogen V12 H-Ras (Garcia-Silva y Aranda., 2004).

Los ensayos de formación de focos de transformación en fibroblastos NIH3T3 se basan en la

pérdida de la inhibición del crecimiento por contacto o densidad que presentan las células transformadas.

Para investigar los dominios del TR implicados en la inhibición de la transformación mediada por el

oncogén V12 H-Ras cotransfectamos los mutantes en los distintos dominios del receptor de hormonas

tiroideas junto con este oncogén en los fibroblastos NIH3T3. La transfección de los distintos mutantes en

el DBD indica que la integridad de este dominio es necesaria para la supresión de la transformación por



TR en respuesta al tratamiento con el ligando T3 (Fig 14A). Al realizar estos mismos experimentos

transfectando los mutantes de interacción con correpresores TR AHT y P214R observamos que la

interacción con correpresores también es necesaria para la supresión de la transformación por TR en

respuesta al tratamiento con el ligando T3 (Fig 14B). Por el contrario, tal y como se observa al transfectar

los mutantes TR E452Q y K288I, la interacción con coactivadores no parece necesaria para la supresión

de la transformación por TR en respuesta al tratamiento con la hormona, observándose una reducción

en el número de focos de transformación al tratar con el ligando T3 similar a la obtenida cuando se

transfecta la forma silvestre del receptor de hormonas tiroideas con el K288I y sólo parcialmente inhibida

con el E452Q (Fig 14C).

Fig 14. Efecto de los distintos mutantes de TR sobre la transformación inducida por ras. A)

Ensayo de formación de focos de transformación. Los fibroblastos NIH3T3 fueron transfectados con 50 ng de

V12 H-Ras y 4 g del vector de expresión para los distintos mutantes en el DBD de TR. Después de 14 h de la

transfección se lavaron las células y se les cambió el medio de cultivo por medio deplecionado de hormonas

tiroideas, añadiendo cuando se indica 5 nM T3. El medio y la hormona se renovaron cada 2 días. Después de 14

días las placas se lavaron con PBS, se fijaron con metanol y se tiñeron con GIEMSA, contabilizándose el número

de focos visualmente. B) Análogo a A) transfectando los mutantes de unión a correpresores. C) Análogo a A)

transfectando los mutantes del receptor en el LBD.



Generación de células establemente transfectadas con TR

Dado que el receptor de hormonas tiroideas es capaz de inhibir la transformación y tumorigénesis

mediada por el oncogen V12 H-Ras intentamos profundizar en el estudio del papel de TR como

supresor tumoral. Se han encontrado distintas evidencias que relacionan la expresión de los receptores de

hormonas tiroideas (TRs) con el desarrollo y progresión de las enfermedades tumorales. De esta manera,

se ha descrito la existencia de distintas mutaciones en los genes TR y TR en pacientes con patologías

tumorales tales como hepatocarcinoma (Lin y cols., 1999) y cáncer de mama (Silva y cols., 2002). Además,

se ha descrito que el promotor de TR se encuentra hipermetilado en distintas líneas de cáncer de mama

(Li y cols., 2002).

Para analizar el papel del TR en la formación y progresión tumoral generamos, mediante

infección viral, células de hepatocarcinoma humano SK-hep1 y células de adenocarcinoma lobulillar de

mama humano MDA MB 468 PM1 que reexpresan, de manera estable, el receptor TR o el vector vacío

pLPCX. Empleamos estos dos modelos dada la alta incidencia de alteraciones en la expresión de TRs en

ambas patologías y debido también a que ambas líneas celulares carecen de expresión endógena de TRs.

Analizamos los niveles de expresión de TR mediante western blot y RT-PCR cuantitativa, observando

que los niveles de expresión de las células transfectadas de manera estable con el receptor TR eran muy

similares a los niveles detectados en células que sí expresan TRde manera endógena tales como las

células de neuroblastoma de ratón transfectadas de manera estable con TR N2aLebel y cols.,

1997)(Fig 15A, B). Resultados previos de nuestro laboratorio demuestran que los niveles de expresión de

TR en la línea celular N2a son similares a los de la línea celular hipofisaria GH4, que presenta expresión

endógena de TRs. Para analizar la funcionalidad del TR incorporado en las células SK-hep1 y MDA MB

468 PM1 realizamos ensayos de transactivación, transfectando de manera transitoria un TRE

palindrómico (MMTV-TRE pal). Tal y como se muestra en la Figura 15C, el tratamiento con el ligando

T3 produce, en ambos modelos celulares, un incremento de la transcripción en aquellas células que

expresan TRcon respecto a las células transfectadas con el vector vacío.



Fig 15. Niveles de expresión de TR en las células SK-hep1 y MDA MB 468 PM1 transfectadas de

manera estable. A) Niveles de expresión del receptor de hormonas tiroideas analizados mediante RT-PCR

cuantitativa en las líneas celulares indicadas. B) Western blot de TRen la línea celular SK-hep1 transfectada de

manera estable con el vector vacío pLPCX o con el vector de expresión para TR. C) Análogo a B) en la línea

celular MDA MB 468 PM1. D) Ensayo de transactivación en la línea celular SK-hep1 transfectada de manera

estable con el vector vacío pLPCX o con TR. Las células fueron transfectadas de manera transitoria con 500 ng

de MMTV-TRE pal luc y 20 ng de TR e incubadas durante 36 h con 5 nM T3. E) Análogo a D) en células

MDA MB 468 PM1. Los datos se han representado como veces de inducción relativas a la actividad luciferasa en

presencia del vector vacío y en ausencia de T3.

La expresión de TR reduce la formación de tumores in vivo por células de

hepatocarcinoma humano SK-hep1

Para estudiar in vivo el efecto del receptor de hormonas tiroideas sobre la formación y crecimiento

tumoral inoculamos las células SK-hep1 pLPCX y SK-hep1 TR, de manera subcutánea, según un

modelo de inoculación heterotópica, en el flanco de ratones atímicos desnudos. Estudiamos el tiempo

que tardaban en aparecer los tumores, así como el crecimiento de los mismos. De esta manera

observamos que existe un retraso en la formación de los tumores en los ratones en los que se han

inoculado las células que expresan el receptor. 10 días después de la inoculación, aproximadamente el 30%



de los animales inoculados con las células de hepatocarcinoma SK-hep1 presentaban tumores de más de

0,3 cm de diámetro. Por el contrario, ninguno de los animales inoculados con células de hepatocarcinoma

que expresan el receptor de hormonas tiroideas (SK-hep1 TR) presentaba lesiones tumorales hasta 15

días después de la inoculación. A los 15 días de la inoculación, la aparición de tumores es

aproximadamente 3 veces menor en los animales inoculados con células que expresan TR(Fig 16A). A

partir de este punto la incidencia de tumores se iguala en ambos grupos, llegando a afectar al 100% de los

animales a los 25 días de la inoculación.

El efecto del TR sobre la tumorigénesis es aun más evidente cuando analizamos el volumen de los

tumores. En este análisis se aprecia que los tumores presentan un menor volumen cuando se han formado

a partir de células SK-hep1 TR (Fig 16B), no igualándose los tamaños hasta 25 después de la inoculación.

De este modo no sólo son más evidentes las diferencias en el tamaño de los tumores entre los grupos,

sino que estas diferencias también permanecen hasta más tarde en el tiempo.

Para estudiar la importancia del ligando en este retraso de la formación y crecimiento tumoral,

indujimos un estado de hipotiroidismo en los animales mediante tratamiento con drogas antitiroideas. En

estas condiciones se aprecia un mayor retraso en la aparición de los primeros tumores detectados en los

animales. No se detectan los primeros tumores hasta 15 días después de la inoculación, momento en el

que se detectan lesiones carcinomatosas en el 40% de los animales inoculados con células que no expresan

R. A este tiempo ningún animal inoculado con células que expresan TR presenta tumores, no

apareciendo los primeros tumores hasta el día 25 después de la inoculación. En condiciones de

hipotiroidismo se aprecia que el efecto protector del receptor es mayor y persiste hasta más tarde en el

tiempo. Los animales se sacrificaron a los 30 días de la inoculación y en ese momento el porcentaje de

animales con tumores todavía es aproximadamente un 50% menor en el caso de la inoculación de células

que expresaban TRFig 16C.

En estos animales en los que se ha inducido un estado de hipotiroidismo, se aprecia también un

mayor efecto protector de TR cuando analizamos los volúmenes de los tumores. Estos volúmenes no se

han igualado tampoco en el momento de sacrificar los animales (Fig 16D). Además, los tumores

originados por las células que expresaban TR presentan un menor tamaño en condiciones de

hipotiroidismo que en los animales que presentan unos niveles fisiológicos de hormonas tiroideas.



Fig 16. Inoculación heterotópica de células SK-hep1 y SK-hep1 TR en ratones atímicos desnudos.

A) Se inocularon de manera subcutánea en el flanco de ratones atímicos desnudos 1x106 células de

hepatocarcinoma SK-hep1 pLPCX y SK-hep1 TR y se monitorizó el tiempo que tardaban en aparecer los

tumores en ratones eutiroideos. B) Representación gráfica del aumento del volumen de los tumores en ratones

eutiroideos. C) Análogo a A) en ratones hipotiroideos. D) Análogo a B) en ratones hipotiroideos.

La expresión de TR disminuye a lo largo del periodo de crecimiento de los

tumores originado por las células SK-hep1 TR

In vitro observamos que en las células de hepatocarcinoma SK-hep1 que han sido transfectadas de

manera estable con TRlos niveles de expresión del receptor se van reduciendo a lo largo de los

sucesivos pases del cultivo celular (dato no mostrado). Dado que las diferencias entre los grupos SK-hep1

pLPCX y SK-hep1 TR en el porcentaje de animales con tumores, así como en el volumen de los mismos,

disminuye con el tiempo de una manera similar a lo que se observa en el cultivo in vitro de las células

inoculadas, analizamos por inmunohistoquímica los niveles de expresión de TR en los tumores extraídos

de los animales el día 30. De esta manera comprobamos que ya no se detecta la expresión de TR en

ninguno de los tumores analizados, independientemente de que las células inoculadas fuersen SK-hep1

pLPCX y SK-hep1 TR. Como control de la inmunohistoquímica comprobamos que en distintas células del

animal huesped, como por ejemplo los adipocitos, sí se detecta expresión del receptor de hormonas

tiroideas (Fig 17A).



Para caracterizar en qué momento del crecimiento tumoral se produce esta pérdida de expresión

de TR, así como si se correlaciona en el tiempo con el momento en el que empieza a igualarse el

porcentaje de animales con tumores en los distintos grupos, analizamos los niveles de expresión de TR

por western blot e inmunofluorescencia a lo largo de la progresión del tumor. Para ello obtuvimos cultivos

celulares a partir de explantes de los tumores a distintos tiempos (Fig 17B). A los 13 días de la inoculación

los niveles del receptor detectados por western blot son ya muy inferiores a los de las células que se

inocularon en los animales, y al cabo de 25 días los niveles de TR estaban disminuídos drásticamente,

siendo prácticamente inexistentes. La misma disminución de la expresión de TR observada en el western

blot también se detectó, tal y como se muestra en la Fig 17C, cuando realizamos inmunofluorescencia con

este mismo anticuerpo, en los cultivos obtenidos a los 13 y 25 días de la inoculación. De este modo

comprobamos que existe una clara correlación en el tiempo entre la aparición y el crecimiento del tumor y

la disminución de los niveles de expresión TR. Las células que proliferan y dan lugar a los tumores que se

detectan al final en los animales, en el grupo de ratones inoculados con células SK-hep1 TR, parecen ser

aquellas que expresan menores niveles del receptor de hormonas tiroideas.



Fig 17. Niveles de expresión de TR en los tumores originados por las células de

hepatocarcinoma humano SK-hep1. A) Inmunohistoquímica con el anticuerpo anti-TR en los tumores

originados en el flanco de ratones atímicos desnudos. Las flechas indican tinción positiva o trazas de expresión

de TR. B) Western blot con el anticuerpo anti-TR en los cultivos celulares obtenidos de explantes de los

tumores a los tiempos indicados después de la inoculación. C) Inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-

TR en los cultivos celulares obtenidos de explantes de los tumores a distintos tiempos de la inoculación.

La expresión de TR previene la formación de tumores in vivo por células de

adenocarcinoma de mama humano MDA MB 468 PM1

Las células de adenocarcinoma lobulillar de mama MDA MB 468 PM1 son células con una alta

capacidad tumorigénica, invasiva y metastásica. Con el objetivo de determinar si la expresión de TR

inhibe la formación de tumores in vivo en otros modelos celulares distintos al modelo de hepatocarcinoma,

inoculamos las células MDA MB 468 PM1 pLPCX y MDA MB 468 PM1 TR en ratones atímicos

desnudos. Las células se inyectaron, mediante una intervención quirúrgica, en la grasa de la mama de los

animales siguiendo un modelo ortotópico de inoculación. Con este modelo de inoculación se simula de

una manera menos artificial la progresión del tumor, permitiendo analizar la influencia de los distintos

factores secretados por el microentorno del tumor sobre el crecimiento y fenotipo tumoral, ya que el

tumor se origina en el lugar concreto dónde se desarrolla de manera natural.

Al estudiar la aparición de los tumores tras la inoculación de estas células observamos que en este

modelo celular la presencia del receptor TR también retrasa la formación de los tumores y da lugar a

tumores de un menor tamaño. En este modelo el efecto protector del receptor es mayor que en las células

de hepatocarcinoma SK-hep1. La inoculación de las células MDA MB 468 PM1 directamente en la grasa

de la mama da lugar a tumores que aparecen a los 10 días, si bien la incidencia es del 50% en animales

inoculados con células parentales y del 25% cuando se han inoculado células que expresan el receptor de

hormonas tiroideas (Fig 18A). A partir del día 15 de la inoculación la incidencia de los tumores en los

animales prácticamente se iguala de manera independiente a la expresión de TR llegando a ser del 100%

a partir del día 25.

Al estudiar el volumen de los tumores se aprecia que desde el principio existe una clara diferencia

en el tamaño de los tumores entre los dos grupos de animales y que esta diferencia se mantiene hasta el

momento de su extirpación. La inhibición del volumen de los tumores por la expresión de TR supera el

50% en todo momento del crecimiento tumoral (Fig 18B).

Cuando se induce un estado de hipotiroidismo en los ratones, comprobamos que en este modelo

celular apenas se aprecia el efecto protector del receptor de hormonas tiroideas cuando analizamos el

porcentaje de animales con tumores (Fig 18C). Al estudiar el volumen de los tumores comprobamos que

la expresión de TR reduce el volumen de los tumores aunque en menor medida que en los animales

eutiroideos. Además, este efecto protector desaparece a los 30 días de la inoculación (Fig 18D).



Fig 18. Inoculación ortotópica de células MDA MB 468 PM1 y MDA MB 468 PM1 TR en ratones

atímicos desnudos. Se inocularon en la grasa de la mama de ratones atímicos desnudos 1x106 células de

adenocarcinoma de mama MDA MB 468 PM1 pLPCX y MDA MB 468 PM1 TRA) Se monitorizó el tiempo

que tardaban en aparecer los tumores en ratones eutiroideos. Se representa hasta el día en el que se detectan

tumores en el 100% d elos animales. B) Representación gráfica del volumen de los tumores que se desarrollan en

animales eutiroideos. C) Análogo a A) en animales hipotiroideos. D) Análogo a B) en animales hipotiroideos.

La expresión de TR se mantiene a lo largo del crecimiento de los tumores

originado por las células MDA MB 468 PM1 TR

Al igual que en el modelo de hepatocarcinoma, en cultivos in vitro de las células MDA MB 468

PM1 observamos que en las células que han sido transfectadas de manera estable con TRlos niveles de

expresión del receptor se van reduciendo a lo largo de los sucesivos pases del cultivo celular (dato no

mostrado). Al examinar los niveles de expresión de TR mediante inmunohistoquímica en los tumores de

los animales inoculados con las células de adenocarcinoma de mama se aprecia, a diferencia de lo que

ocurre en los tumores originados por las células SK-hep1, que la expresión de TR se mantiene en el día

35 al extirpar los tumores (Fig 19A). Este resultado se corroboró analizando mediante western blot la



expresión de TR en cultivos celulares obtenidos a partir de explantes de los tumores obtenidos en ese

momento (Fig 19B).

Fig 19. Análisis de los niveles de expresión de TR en los tumores originados por las células de

adenocarcinoma de mama MDA MB 468 PM1. A) Inmunohistoquímica con el anticuerpo anti-TR en los

tumores desarrollados en la mama de los ratones inoculados con las células MDA MB 468 PM1 pLPCX y MDA

MB 468 PM1 TR a los 35 días de la inoculación. Las flechas moradas indican trazas de tinción positiva en las

células tumorales. Las flechas azulas indican tinción positiva en células del estroma del entorno del tumor. B)

Western blot con el anticuerpo anti-TR realizado en los cultivos celulares obtenidos de explantes de los tumores

realizados en el momento de extirpar los tumores (día 35). Se emplearon explantes de 3 animales inoculados con

las células parentales y de 8 animales inoculados con células que expresaban TR. El nº 1 representa a las células

MDA MB 468 PM1 pLPCX inoculadas en los animales, y el nº 2 a las células MDA MB 468 PM1 TR.

El hecho de que en el modelo de hepatocarcinoma se pierda la expresión del receptor de

hormonas tiroideas aproximadamente en el momento en el que se iguala la aparición y tamaño de los

tumores entre los dos grupos, a diferencia de lo que ocurre en el modelo de adenocarcinoma de mama, es

coherente con el hecho de que en los tumores desarrollados por las células MDA MB 468 PM1 el efecto

protector de TR sobre el volumen de los tumores sea más potente y se aprecie hasta más tarde en el

tiempo.

La expresión de TR reduce la proliferación de los tumores

Dado el efecto del receptor de hormonas tiroideas como supresor tumoral que observamos in vivo,

analizamos el grado de proliferación en los distintos tumores, realizando inmunohistoquímicas con un

anticuerpo contra el marcador de proliferación KI67. En las inmunohistoquímicas de los tumores

subcutáneos originados por las células de hepatocarcinoma observamos un descenso de la proliferación en



los tumores originados por células que expresaban el receptor de hormonas tiroideas que alcanza el 40%

(Fig 20A, C). En el caso de los tumores desarrollados en la mama el efecto inhibidor del TR sobre la

proliferación de estas células es mucho menor, alcanzando el 20% (Fig 20B, C). Por tanto, aunque en

ambos modelos se observa que la proliferación está disminuida en los tumores originados por células que

expresaban TR el efecto del receptor es más evidente en el modelo de hepatocarcinoma. Los tumores

originados por las células MDA MB 468 PM1 han sido extraídos cuando presentaban un gran volumen y

por tanto presentan un alto índice de proliferación de manera independiente a la expresión del receptor.

Fig 20. Estudio de la proliferación en los tumores. A) Inmunohistoquímica con el anticuerpo anti-

KI67, marcador de proliferación celular en los tumores originados en el flanco de los animales inoculados con las

células SK-hep1 pLPCX o SK-hep1 TR. B) Análogo a A) en los tumores desarrollados en la mama a partir de la

inoculación de células MDA MB 468 PM1 pLPCX o MDA MB 468 PM1 TR. C) Cuantificación del porcentaje

de células positivas respecto al total.

En las células de hepatocarcinoma apenas se aprecian diferencias en el tamaño del tumor en el

momento de sacrificar a los animales y extirpar los tumores. Con el objetivo de comprobar si las

diferencias en el grado de proliferación son mayores cuando la diferencias en el volumen de los tumores

entre los grupos es mayor, analizamos la proliferación en los explantes a día 13 de la inoculación. En este

momento aún se mantiene la expresión de TR y se aprecian las mayores diferencias en el volumen de los

tumores. Analizamos, en los cultivos celulares obtenidos a partir de los explantes de los tumores, la

incorporación in vitro de BrdU y analizamos mediante western blot los niveles de expresión del marcador

de proliferación PCNA. En estos cultivos celulares se observa que las células que expresan TR presentan

una disminución en la incorporación de BrdU de, aproximadamente, un 30% (Fig 21A), así como una

drástica disminución de la expresión del marcador de proliferación PCNA (Fig 21B).



Fig 21. La expresión de TR reduce la proliferación. Se cuantificó la proliferación en los cultivos

celulares obtenidos a partir de explantes de los tumores a los 13 días de la inoculación de células SK-hep1. A)

Incorporación de BrdU. Se representa el porcentaje de células positivas frente al número total de células teñidas

con DAPI. B) Western blot con el anticuerpo anti-PCNA. Se emplearon cultivos obtenidos de dos ratones de

cada grupo.

La expresión de TR reduce la angiogénesis y aumenta el área necrótica de los

tumores.

La supervivencia y crecimiento de las células tumorales depende de un adecuado suministro de

oxígeno y nutrientes, así como de la eliminación de las sustancias tóxicas que se producen en la célula.

Para ello, a medida que aumenta el tamaño del tumor se necesita la creación de nuevos vasos sanguíneos

que lo irriguen. Este proceso se conoce con el nombre de angiogénesis (Folkman y cols., 1986). Además,

al haber nuevos vasos en el tumor, el proceso de angiogénesis también favorece el proceso de

intravasación de las células tumorales en el torrente circulatorio para su posterior diseminación por el

cuerpo y colonización de nuevos órganos diana para la formación de metástasis.

En los tumores originados a partir de las células de hepatocarcinoma SK-hep1 apenas se aprecia la

formación de nuevos vasos sanguíneos, siendo el área necrótica central de un gran tamaño. Cuantificamos

el tamaño del área necrótica respecto al área tumoral total comprobando que era aproximadamente un

30% superior en aquellos tumores originados por células SK-hep1 que expresaban TRque en los

formados por las células parentales (Fig 22A, B).

Para determinar el grado de angiogénesis de los tumores realizamos inmunohistoquímicas,

empleando el anticuerpo contra el marcador de endotelios CD31, en los distintos tumores originados por

las células de adenocarcinoma de mama MDA MB 468 PM1 pLPCX y MDA MB 468 PM1 TR. En los

distintos tumores de mama se aprecia la existencia de un proceso de angiogénesis, detectándose la

formación de nuevos vasos. El grado de angiogénesis (nº vasos neoformados/área del campo) es bajo en

todos los tumores, detectándose una gran área necrótica central. De todas maneras, el grado de



angiogénesis es claramente inferior, aproximadamente un 40%, en los tumores formados por células que

expresan TR(Fig 22C, D).

Fig 22. La expresión de TR reduce el grado de angiogénesis. A) Foto panorámica de las secciones

teñidas con hematoxilina-eosina de los tumores originados por células SK-hep1. B) Cuantificación de la región

necrótica respecto al área tumoral total. Se representa el porcentaje de células vivas respecto al total. C)

Inmunohistoquímica con el anticuerpo anti-CD31 en células MDA MB 468 PM1. D) Representación gráfica del

número de vasos neoformados respecto al área del corte.

TR produce una reversión parcial de la transición epitelio-mesénquima

A medida que aumenta la agresividad del tumor se produce una disminución en el grado de

diferenciación de las células tumorales y de la adhesión célula-célula, así como también de la adhesión

célula-matriz extracelular. Mediante una tinción con hematoxilina-eosina observamos que los tumores

originados por células que expresaban el receptor de hormonas tiroideas, tanto en el modelo de

hepatocarcinoma (Fig 23A) como en el de adenocarcinoma de mama (Fig 23B), presentan un fenotipo

más diferenciado. Este fenotipo más diferenciado se caracteriza por la presencia de un mayor volumen

celular que se corresponde con un mayor volumen citoplasmático, así como por la presencia de una

morfología más poligonal o redondeada frente a la morfología más fusiforme de las células parentales que

no expresan TR.



Fig 23. Análisis histológico del grado de diferenciación de los tumores. A) Se realizó una tinción con

hematoxilina eosina de los tumores originados por las células SK-hep1 para estudiar la morfología de las células del

tumor. B) Análogo a A) en las células MDA MB 468 PM1.

La transición epitelio-mesénquima (EMT) es un proceso clave en la progresión tumoral y

supone la desdiferenciación de un fenotipo epitelial a otro fenotipo con características fibroblastoides, con

una alta capacidad invasiva y migratoria (Behrens y cols., 1992; Christophori y Semb, 1999; Christofori,

2006). Esta transición se caracteriza por la disminución en la expresión de las proteínas de adhesión

(cadherina E y citoqueratinas) y la reexpresión de proteínas mesenquimales (vimentina y cadherina N),

produciéndose de este modo una drástica remodelación del citoesqueleto y del sistema de adhesión.

Realizamos distintas inmunohistoquímicas con anticuerpos contra distintos marcadores de la

EMT. De este modo observamos que tanto los tumores originados por las células SK-hep1 (Fig 24) como

los que se desarrollan a partir de la inoculación de las células de adenocarcinoma de mama MDA MB 468

PM1 (Fig 25) son tumores muy desdiferenciados, sin expresión de los marcadores epiteliales cadherina E

(dato no mostrado) y catenina, con muy baja expresión del marcador epitelial citokeratina 8/18 y con

una alta expresión del marcador mesenquimal vimentina. Por el contrario, los tumores originados por las

células de hepatocarcinoma SK-hep1 que expresaban TR presentan unos mayores niveles de  catenina y

queratina 8/18, así como unos niveles claramente menores de vimentina (Fig 24). El patrón de expresión

de  catenina que observamos en los tumores originados por las células de hepatocarcinoma que



expresaban TR es el típico de las células epiteliales, presentando el característico patrón de distribución

de membrana plasmática. Se ha descrito la existencia en tumores de distintas mutaciones en el gen de 

catenina, mutaciones que producen la deslocalización de esta proteína hacia el núcleo y que están

implicadas en la pérdida de funcionalidad de esta proteína, impidiendo de esta manera su función como

molécula de adhesión.

Fig 24. Análisis histopatológico de los tumores originados por células de hepatocarcinoma.

Inmunohistoquímicas con anticuerpos para los marcadores de la transición epitelio mesénquima  catenina,

citoqueratina 8/18 y vimentina en los tumores originados por las células SK-hep1 pLPCX y SK-hep1 TR.

En el caso de los tumores originados por las células de adenocarcinoma de mama MDA MB 468

PM1 TR se aprecia que la presencia del receptor de hormonas tiroideas produce también un aumento en

la expresión del marcador epitelial citokeratina 8/18, así como la disminución de la expresión del

marcador mesenquimático vimentina. Por el contrario no se observa ningún efecto sobre la expresión

de catenina (dato no mostrado) (Fig 25).



Fig 25. Análisis histopatológico de los tumores originados por células de adenocarcinoma de

mama. Inmunohistoquímicas con anticuerpos para los marcadores de la transición epitelio-mesénquima

citoqueratina 8/18 y vimentina en los tumores originados por las células MDA MB 468 PM1 pLPCX y MDA MB

468 PM1 TR.

El aumento en los niveles de expresión de la proteína citokeratina 8/18 ha sido comprobado

también mediante inmunofluorecencia en las células SK-hep1, en cultivos in vitro, antes de ser inoculadas

en los animales (Fig 26). El tratamiento con T3 no produce ningún efecto adicional sobre la expresión de

citokeratina 8/18 en estas células.

En resumen, los datos que hemos obtenido demuestran que en ambos modelos celulares la

expresión de TR produce un claro aumento en el grado de diferenciación de las células tumorales, así

como una reversión parcial de la transición epitelio-mesénquima.



Fig 26. Inmunofluorescencia de citokeratina 8/18 en las células SK-hep1 inoculadas en los

animales. Inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-citoqueratina 8/18 en las células SK-hep1. En los casos

indicados se incubaron las células durante 36 h con 5 nM T3.

TR reduce la capacidad de infiltrar tejidos adyacentes

El tumor se encuentra delimitado por la membrana o lámina basal, que ha de ser degradada y

atravesada por las células tumorales para la diseminación del tumor por el organismo (Friedl y Wolf,

2003). Además, para la formación de metástasis en órganos lejanos al tumor primario es necesaria la

infiltración de vasos sanguíneos y/o linfáticos, para lo cual se requiere la degradación de la pared de

los vasos y capilares, por los que luego las células viajan hasta llegar a los órganos diana de las células

tumorales.

En los tumores originados por las células de hepatocarcinoma humano SK-hep1, la expresión del

receptor TR produce un patrón de crecimiento nodular del tumor en lugar del crecimiento infiltrante y

difuso que presentan las células parentales (Fig 27A). En los tumores subcutáneos originados por las

células parentales, se aprecia la invasión del músculo y de la piel próxima al tumor en un 60 y 85% de los

animales, respectivamente, así como la invasión de los vasos sanguíneos y linfáticos en un 80% de los

animales inoculados. Por el contrario, la expresión del receptor de hormonas tiroideas en estas células

bloquea por completo la capacidad de infiltrar el músculo, y reduce esta invasividad al 40% en la piel y al

20% en el caso de la invasión de los vasos sanguíneos y linfáticos (Fig 27B, C, D).

En condiciones de hipotiroidismo, en los animales inoculados con las células SK-hep1 que no

expresan TR, la invasión de la piel y del músculo, así como la infiltración de los vasos en la totalidad de

los animales inoculados. En estas condiciones de hipotiroidismo, la presencia del receptor de hormonas

tiroideas reduce la incidencia de la invasividad en músculo a un 20% de los animales y elimina por

completo la capacidad de infiltrar los vasos sanguíneos y/o linfáticos (Fig 27B, C, D).



Fig 27. Análisis de la capacidad invasión de los tumores subcutáneos originados por las células

SK-hep1. A) Tinción con hematoxilina-eosina de los tumores originados por células que expresan o no el

receptor de hormonas tiroideas. Se muestra una fotografía del fenotipo infiltrante de los tumores originados

por las célulaa SK-hep1 pLPCX así como una fotografía del fenotipo no invasivo de los tumores originado por

células SK-hep1 TR. B) Fotografía de un corte teñido con Tricrómico de Masson en el que se observa el

detalle de la invasión del músculo. C) Fotografía de un corte teñido con Tricrómico de Masson en el que se

observa el detalle la infiltración de vasos. D) Cuantificación del porcentaje de animales en los que se detecta

invasión o infiltración de tejidos adyacentes.

Aunque en el modelo de hepatocarcinoma el porcentaje de animales que presentan invasión de los

tejidos adyacentes es alto, esta malignidad tumoral tan sólo se detecta en algunas áreas muy concretas del

tumor, áreas que presentan un fenotipo muy desdiferenciado y agresivo. Por el contrario, en el modelo de

adenocarcinoma de mama el comportamiento agresivo e invasivo está mucho más extendido por todo el

tumor. Las células MDA MB 468 PM1 son muy agresivas, con una alta capacidad invasiva de los tejidos

adyacentes. Estas células presentan un patrón de crecimiento difuso y altamente infiltrativo. Por el



contrario, los tumores formados a partir de células MDA MB 468 PM1 que expresan el receptor de

hormonas tiroideas presentan una estructura más compacta, con un patrón de crecimiento nodular y se

encuentran rodeados por una pseudocápsula de colágeno y células inflamatorias que impiden la invasión

de los tejidos adyacentes por las células tumorales (Fig 28A). La invasión del músculo adyacente se

observa en un 60% de los animales y la infiltración de los vasos sanguíneos y linfáticos se produce en

aproximadamente el 80% de los animales inoculados con las células parentales. Por el contrario, la

expresión de TRreduce este comportamiento agresivo e invasivo a tan sólo un 10% de los animales

inoculados (Fig 28B, C, D).

Fig 28. Análisis de la capacidad invasiva de los tumores originados en la mama de ratones atímicos

desnudos por la inoculación de las células MDA MB 468 PM1. A) Tinción con hematoxilina-eosina de los

tumores originados por células que expresan o no el receptor de hormonas tiroideas. Se muestra una foto del

fenotipo infiltrante de los tumores originados por las células MDA MB 468 PM1 pLPCX así como una foto del

fenotipo no infiltrante, con presencia de pseudocápsula, en los tumores formados por células que expresaban TR.

B) Fotografía en la que se muestra en detalle la invasión del músculo. C) Fotografía en la que se observa en detalle

la infiltración de vasos sanguíneos y linfáticos. D) Cuantificación del número de animales en los que se detecta

invasión o infiltración de tejidos adyacentes.



La expresión de TR regula la expresión y la actividad de metaloproteasas

(MMPs)

La degradación de la lámina basal, necesaria para la invasión de tejidos adyacentes, así como la

degradación de las paredes endoteliales de los capilares y vasos sanguíneos y linfáticos necesaria para la

diseminación de las células tumorales por el organismo, es en gran medida consecuencia del aumento de la

expresión, secreción y actividad de proteasas. Las MMPs son una familia de proteasas implicadas en la

progresión de las células transformadas a un fenotipo invasivo (Westermarck y Kahari, 1999). El análisis

de la expresión de MMPs en pacientes indica que la alta expresión de MMP-2 y MMP-9 se asocia con la

progresión tumoral, la invasividad y la formación de metástasis (Deryugina y Quigley., 2006). Para analizar

la actividad proteasa de las proteínas MMP-2 y MMP-9, pertenecientes a la familia de las colagenasas,

realizamos zimogramas empleando como sustrato gelatina. En estos ensayos observamos como la

degradación de la gelatina y por tanto la actividad proteasa de la MMP-9, es mucho mayor en las células

SK-hep1 parentales que en las que expresan el receptor TR (Fig 29A). Esta misma disminución en la

actividad de la proteasa MMP9 se observa en las células MDA MB 468 PM1 TR con respecto a las que

no expresan el receptor de hormonas tiroideas (Fig 29B). La actividad de la MMP-9, y por tanto la

capacidad de degradar las estructuras necesarias para la diseminación de las células tumorales y para la

formación de metástasis, es inhibida por la expresión del receptor de hormonas tiroideas. Por el contrario,

no observamos ningún efecto adicional del ligando, la T3, sobre la actividad de la MMP9. Tampoco se

aprecia ningún efecto, en ninguno de los dos modelos, ni en presencia ni ausencia de ligando, sobre la

actividad de otra colagenasa de esta misma familia, la MMP-2 (datos no mostrados).

Analizamos también, mediante RT-PCR cuantitativa, los niveles de expresión del ARNm de la

metaloproteasa MMP-9, observando que ésta se encuentra claramente disminuida en el modelo de

hepatocarcinoma, en aquellas células que expresan el receptor de hormonas tiroideas (Fig 29C). El efecto

inhibitorio de TRes menor en el modelo de adenocarcinoma de mama, alcanzando tan sólo un 30%. Por

el contrario, el tratamiento de las células MDA MB 468 PM1 TR durante 48 h con T3 sí produce un

mayor descenso en la expresión de MMP-9, superando al 60% (Fig 29D).



Fig 29. Cuantificación de la actividad y expresión de la metaloproteasa MMP-9. A) Zimograma

realizado con los medios condicionados de las células SK-hep1 obtenidos tras mantener las células durante 24 h en

ausencia de suero. El tratamiento con 5 nM T3 se realizó durante estas 24 h. El medio de cultivo correspondiente

a 10g de proteína se cargó en un gel de acrilamida al 10% con gelatina al 0,05%. Las metaloproteasas se

reactivaron incubando el gel durante 36h en el tampón 40 mM Tris-HCl pH 7,5, 0,1 M benzamidina (SIGMA) y

10 mM Cl2Ca. Finalmente se tiñó el gel con Azul de Coomassie. B) Análogo a A) en células MDA MB 468 PM1.

C) Cuantificación de la expresión del ARNm de MMP-9 mediante RT-PCR cuantitativa en células SK-hep1. D)

Cuantificación de la expresión del ARNm de MMP-9 mediante RT-PCR cuantitativa en células MDA MB 468

PM1, en ausencia o presencia de 5 nM T3 durante 48 h.

La expresión de TR reduce la capacidad de proliferación sin anclaje a un

sustrato

La capacidad de proliferar sin estar ancladas a un sustrato sólido es un proceso clave en las células

tumorales para la adquisición de un fenotipo invasivo y metastático. En el tumor primario las células están

ancladas sobre la lámina basal, y para la formación de las metástasis no sólo se produce la degradación de

la lámina basal, sino que también es necesaria la pérdida de esta adhesión, el movimiento a través del

microentorno del tumor, la entrada en el torrente circulatorio y la supervivencia en la circulación

sanguínea y/o linfática. Para que todos estos procesos tengan lugar es necesario que las células sean

capaces de sobrevivir y proliferar sin estar ancladas a un sustrato.

Por tanto, analizamos el efecto del TR en ensayos de crecimiento en agar blando. En estos

ensayos, tan sólo las células capaces de sobrevivir y proliferar sin estar ancladas a un sustrato proliferan

hasta formar pequeñas colonias de células. Se consideran colonias a aquellos acúmulos de más de 40

células. En el modelo de hepatocarcinoma se ve una disminución del 40% en el número de colonias

formadas a los 40 días en las células que expresan TR. Además, esta inhibición alcanza el 80% cuando se

incuban las células con T3 (Fig 30A). En el modelo de adenocarcinoma de mama la presencia del receptor

de hormonas tiroideas bloquea casi por completo la capacidad de proliferar y formar colonias en estas



condiciones de ausencia de sustrato. El efecto de TR es tan potente que no se aprecia ningún efecto

adicional tras el tratamiento con la hormona tiroidea (Fig 30B).

Fig 30. Efecto de TR sobre la capacidad de proliferar de las células sin estar ancladas a un

sustrato. A) Ensayos de formación de colonias en agar blando con las células SK-hep1 pLPCX y SK-hep1 TR.

Las células se sembraron en una mezcla de agar noble 1% (SIGMA) y medio DMEM- Hepes 2x con un 20% de

suero fetal bovino y 2% de glutamina (1:1), en presencia o ausencia de 100 nM T3. Cada 4 días se añadió medio

DMEM sin suero con o sin T3 a las placas. A los 40 días se contaron al microscopio óptico el número de colonias

con el objetivo 10X. Se contabilizó el número de colonias en 10 campos al azar de cada placa y los tratamientos se

realizaron por triplicado. Las gráficas representan la media de los campos y de las tres placas por tratamiento. B)

Análogo a A) en las células MDA MB 468 PM1 pLPCX y MDA MB 468 PM1 TR.

Analizamos también la capacidad de sobrevivir y proliferar de estas células al ser sometidas a

movimiento y a la pérdida de anclaje a un sustrato. Para ello sometimos a las células a un proceso de

agitación. De este modo observamos que, en el caso de las células SK-hep1, la presencia de TR impide

completamente la proliferación en estas condiciones tras 36 h en condiciones de suspensión y agitación

(Fig 31A). En las células de adenocarcinoma de mama MDA MB 468 PM1 el receptor de hormonas

tiroideas no bloquea la proliferación por completo tras 48 h de agitación, pero sí la reduce

aproximadamente en un 40% (Fig 31B).

Los ensayos de formación de colonias y crecimiento demuestran que la presencia del receptor de

hormonas tiroideas reduce e incluso elimina por completo la capacidad de las células tumorales de

proliferar sin estar ancladas a un sustrato. Este efecto del receptor TR debe influir de manera importante

sobre la capacidad de proliferar una vez que las células empiezan a disgregarse y separase del tumor

primario. La expresión del receptor de hormonas tiroideas también podría afectar a la proliferación de las

células tumorales una vez que éstas llegan a los órganos diana para la formación de metástasis, antes de ser

capaces de adherirse al estroma del órgano diana.



Figura 31. La expresión de TR inhibe el crecimiento en suspensión. A) Ensayo de supervivencia

celular en suspensión en las células de hepatocarcinoma. Las células se mantuvieron a 37ºC en agitación durante 36

h. Tras este tiempo se centrifugaron y se sembraron en pocillos donde se mantuvieron durante 4 h en medio

fresco antes de hacer un ensayo de viabilidad celular con el reactivo MTT. Los valores se normalizaron con los

valores obtenidos de células que se han mantenido en cultivo en placas durante el tiempo que duró la agitación. B)

Análogo a A) en células de adenocarcinoma de mama.

La expresión de TR reduce la capacidad de invasión in vitro

Para estudiar la capacidad invasiva in vitro de estas células realizamos experimentos de invasión a

través de una matriz de matrigel en cámaras transwell. La matriz de matrigel en estos ensayos simula la

lámina basal y consiste en una matriz de distintos polímeros característicos de la matriz extracelular, que

incluyen laminina, proteoglicanos, fibronectina y distintos tipos de colágeno. Las células invasivas son

capaces de desplazarse y atravesar esta matriz. En estos experimentos observamos que, en el modelo de

células de hepatocarcinoma, la presencia de TR disminuye en un 50% la capacidad migratoria e invasiva

de estas células, llegando esta disminución a ser completa al tratar las células que expresan el receptor de

hormonas tiroideas con T3 (Fig 32A). En el modelo de células de adenocarcinoma de mama la presencia

del receptor de hormonas tiroideas bloquea por completo la capacidad invasiva de estas células,

equiparándola a la observada en el control negativo con BSA. Las células MDA MB 468 PM1 TR son

incapaces de degradar y atravesar esta matriz de matrigel. El efecto del receptor en este caso es tan

drástico que no se aprecia ningún efecto a mayores con el tratamiento con la hormona tiroidea (Fig 32B).

La drástica disminución de la capacidad invasiva que se observa en aquellas células que expresan

el receptor de hormonas tiroideas tiene un claro efecto sobre la capacidad metastásica de los tumores

originados por estas células. La reducción o bloqueo de la capacidad de degradar proteínas de la matriz

extracelular impide tanto la degradación de dicha matriz como la degradación de las paredes de los

capilares y vasos, necesarias ambas para la diseminación de las células tumorales por el organismo y para la

colonización de nuevos órganos donde se desarrollarán las metastásis.



Fig 32. Ensayos de invasión. Se realizaron en cámaras Transwell en las que se añadieron 2 g de matrigel

en la cara superior de cada filtro. Las células se cultivaron en medio sin suero durante 24h, en presencia o ausencia

de 5 nM T3, y tras este periodo se sembraron 10x104 células en cada inserto superior. Se dejaron migrar durante 16

horas hacia medio condicionado por células NIH3T3. El tratamiento con T3 se realizó durante las 24h en ausencia

de suero y durante las 16h de la migración. Como control negativo se puso en la parte inferior del Transwell medio

sin suero con un 2% de BSA. Los filtros fueron fijados con glutaraldehido y se tiñeron con cristal violeta. Todos

los tratamientos se realizaron por triplicado. A) Ensayos de invasión en células SK-hep1. B) Ensayos en células

MDA MB 468 PM1.

La presencia de TR impide la proliferación inducida por el tratamiento con la

citoquina TGF

La transición a un carcinoma invasivo es precedida o ocurre simultaneamente en el tiempo a la

activación del estroma o microentorno del tumor (Tomakidi, 1999). El estroma está compuesto por una

gran variedad de tipos celulares que incluyen células inmunes, células inflamatorias, músculo liso,

fibroblastos, adipocitos y células vasculares (Park y cols., 2000; Pollard, 2004). Estas células interaccionan

de manera continua con las células del tumor (Hayward, 2002; Kopfstein y Christofori, 2006); siendo

importantes en esta interacción las señales paracrinas producidas por el estroma, que inducen la

proliferación, supervivencia e invasividad de las células tumorales (Mueller y Fusenig, 2004). Las células

tumorales a su vez secretan factores de crecimiento y citoquinas que activan a las células del microentorno.

Los fibroblastos con frecuencia secretan citoquinas como TGF (factor de crecimiento transformante) y

HGF (factor de crecimiento de hepatocitos) que actúan estimulando a las células tumorales.

La citoquina TGF tiene un efecto dual en el proceso de carcinogénesis. En estadíos iniciales

inhibe la proliferación de células epiteliales y promueve la apoptosis mientras que por el contrario, a



medida que se produce la progresión tumoral a un fenotipo con capacidad metastásica, la citoquina TGF

tiene el efecto contrario sobre las células tumorales, promoviendo su proliferación, invasividad, motilidad

y capacidad metastásica (Roberts y Wakefield, 2003).

Analizamos la proliferación de las células tumorales inducida por el tratamiento con la citoquina

TGF. En ensayos de incorporación de timidina tritiada, en las células SK-hep1, tal y como se parecia en

la Figura 33A, el tratamiento con TGF durante 48 h produce un incremento del 50% en la proliferación

de estas células. Por el contrario, al realizar este mismo tratamiento sobre las células de hepatocarcinoma

que expresan el receptor de hormonas tiroideas no se observa ningún efecto sobre la proliferación celular.

El bloqueo de la proliferación por parte del receptor de hormonas tiroideas es completo, de manera que

no se aprecia ningún efecto al tratar estas células con el ligando T3.

Para comprobar la estimulación de la proliferación causada por el tratamiento con esta citoquina,

así como el efecto inhibitorio del TR, realizamos también ensayos de viabilidad celular empleando el

reactivo MTT. Este ensayo se basa en la capacidad que presentan las células vivas de reducir, gracias a la

actividad mitocondrial, el compuesto MTT de color amarillo dando lugar a otro compuesto de color

púrpura. La cuantificación colorimétrica proporciona un valor cuantitativo de la proliferación de estas

células. De esta manera comprobamos que el tratamiento con TGF produce una clara estimulación de la

proliferación en las células SK-hep1 que no expresan TR. De nuevo, la presencia del receptor inhibe el

efecto del tratamiento con TGF (Fig 33B). El tratamiento con el ligando T3 tampoco tiene ningún efecto

sobre la proliferación inducida por la citoquina TGF.

Fig 33. Efecto del tratamiento con TGFsobre la proliferación en células SK-hep1 pLPCX y SK-

hep1 TR. A) Ensayos de incorporación de timidina tritiada. B) Ensayos de viabilidad celular con el reactivo

MTT. En ambos ensayos las células se mantuvieron durante 48 h en ausencia de suero. Tras este tiempo se

trataron con 5 ng/ml TGF y en su caso 5 nM T3. Los datos se representan relativos a la incorporación de

timidina tritiada o a los valores obtenidos en el ensayo de viabilidad con el reactivo MTT en las células SK-hep1

sin tratar.



En las células de adenocarcinoma de mama MDA MB 468 PM1 los experimentos de

incorporación de timidina tritiada muestran el incremento de la proliferación tras el tratamiento durante 48

h con la citoquina TGF. De nuevo, la expresión de TR en este modelo inhibe por completo la

proliferación inducida por el tratamiento con TGFFig 34A. En los ensayos de viabilidad celular con el

reactivo MTT se observan unos resultados muy similares a los obtenidos en los ensayos de incorporación

de timidina tritiada, se aprecia la estimulación de la proliferación por la citoquina, así como el efecto

inhibitorio del receptor de hormonas tiroideas (Fig 34B). El tratamiento con la hormona tiroidea no tiene

ningún efecto sobre la proliferación ni en los ensayos de incorporación de timidina tritiada ni en los de

viabilidad celular.

Fig 34. Efecto del tratamiento con TGFsobre la proliferación en células MDA MB 468 PM1

pLPCX y MDA MB 468 PM1 TR. A) Ensayos de incorporación de timidina tritiada. B) Ensayos de viabilidad

celular con el reactivo MTT. En ambos ensayos las células se mantuvieron durante 48 h en ausencia de suero. Tras

este tiempo se trataron con 5 ng/ml TGF y en su caso 5 nM T3. Los datos se representan relativos a la

incorporación de timidina tritiada o a los valores obtenidos en el ensayo de viabilidad con el reactivo MTT en las

células SK-hep1 pLPCX o SK-hep1 TR sin tratar.

La expresión de TR bloquea la estimulación de la actividad de MMP2 por la

citoquina TGF

Para analizar si la interacción entre la expresión del receptor de hormonas tiroideas y los efectos

de la citoquina TGF se limitaban únicamente a la proliferación realizamos zimogramas para analizar la

actividad colagenasa de distintas MMPs. Se ha descrito la inducción de las MMP-2 y MMP-9 en respuesta

al tratamiento con TGFen distintas líneas celulares. Empleando gelatina como sustrato observamos que

el tratamiento con TGFen las células de hepatocarcinoma SK-hep1 produce un aumento en la

degradación de la gelatina, y por tanto en la actividad proteasa, de la MMP-2. Por el contrario, este

aumento no se detecta en las células que expresan el receptor de hormonas tiroideas (Fig 35). En este

caso tampoco se observa ningún efecto sobre la inducción de la actividad de MMP-2 por TGF- al tratar



las células con la hormona T3. Al estudiar la actividad de la MMP-9 comprobamos que no se detecta

ningún efecto del tratamiento con TGF sobre su actividad, aunque se puede observar de nuevo la menor

actividad en las células que expresan TR.

En las células de adenocarcinoma de mama, al realizar estos mismos ensayos, no se detecta la

estimulación de la actividad proteasa de las MMP-2 y MMP-9 en respuesta al tratamiento con TGF, ni en

presencia ni en ausencia del receptor de hormonas tiroideas o su ligando T3 (dato no mostrado).

Fig 35. Efecto de TGF sobre la actividad gelatinolítica de la MMP2. Zimograma realizado con los

medios condicionados de las células SK-hep1 pLPCX y SK-hep1 TR Las células se mantuvieron 48 h en

ausencia de suero. Tras este periodo se trataron con 5 ng/ml TGF y en su caso con 5 nM T3 durante 48 h. Se

cargaron, en geles de acrilamida al 10% con gelatina al 0,05%, los medios de cultivo correspondientes a 10g de

proteína. Las metaloproteasas se reactivaron incubando el gel durante 36h en el tampón 40 mM Tris-HCl pH 7,5,

0,1 M benzamidina (SIGMA) y 10 mM Cl2Ca. Finalmente se tiñó el gel con Azul de Coomassie. La fotografía

muestra los resultados de un experimento representativo de 3 ensayos independientes realizados.

La presencia de TR impide la proliferación inducida por distintos factores de

crecimiento

Para determinar si el bloqueo por parte de TR sobre la respuesta a TGF era específico de esta

citoquina, realizamos ensayos para estudiar la proliferación inducida por el tratamiento de las células con

otros factores de crecimiento tales como EGF (factor de crecimiento epidérmico) e IGF-1 (factor de

crecimiento similar a insulina 1). Estos factores de crecimiento son muy importantes en el control

autocrino y paracrino de la proliferación e invasividad de cánceres como los carcinomas de mama.

Además, en la línea celular MDA MB 468 PM1, se encuentran sobreexpresados los receptores de estos

factores de crecimiento.

En experimentos de viabilidad celular con el reactivo MTT, se aprecia también el aumento de la

proliferación de las células de hepatocarcinoma SK-hep1, producida por el tratamiento durante 48 h con

estos dos factores de crecimiento, así como el drástico efecto protector del receptor de hormonas tiroideas

(Fig 36A, B). En las células de adenocarcinoma de mama MDA MB 468 PM1, comprobamos que tanto el

tratamiento con EGF como con IGF-1 produce un claro aumento de la proliferación (Fig 36C, D) y que,

de nuevo, la expresión de TR impide por completo la respuesta a EGF e IGF-1. No se aprecia ningún

efecto del tratamiento con el ligando T3 ni en las células de hepatocarcinoma ni en las de adenocarcinoma

de mama.



Fig 36. Efecto del tratamiento con los factores de crecimiento EGF e IGF-1sobre la proliferación

de células SK-hep1 y MDA MB 468 PM1. A) Se realizaron ensayos de viabilidad celular con el reactivo MTT

añadiendo el factor de crecimiento IGF-1 en células SK-hep1. B) Análogo a A) con el factor de crecimiento

EGF. C) Análogo a A) en células MDA MB 468 PM1. D) Análogo a B) en células MDA MB 468 PM1. Las

células se mantuvieron durante 48 h en ausencia de suero. Tras este tiempo se trataron durante otras 48 h con 25

ng/ml EGF (A) o 15 nM de IGF-1 (B) y en su caso 5 nM T3. Los datos se representan relativos a los valores

obtenidos en el ensayo de viabilidad con el reactivo MTT en las células sin tratar.

Tampoco se observa ningún efecto del tratamiento con estos factores de crecimiento sobre la

actividad proteasa de las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9, estudiada mediante zimogramas realizados

tanto en las células de hepatocarcinoma como de adenocarcinoma de mama, empleando gelatina como

sustrato (datos no mostrados).

La vía de las proteínas Smads está implicada en el efecto de TR sobre la

señalización por TGF

La acción de la citoquina TGF comienza con la unión al receptor de membrana tipo II (TR-II),

que permite la asociación con el receptor tipo I (TR-I) (Massague, 1998). TRI requiere ser activado



mediante fosforilación por TR-II para ser funcional y de esta manera ser capaz de unir ligando por si

mismo (Wrana y cols., 1994). La expresión de TR, tanto en las células SK-hep1 como en las MDA MB

468 PM1 inhibe la respuesta a esta citoquina. Para caracterizar si el receptor de hormonas tiroideas ejercía

su efecto inhibitorio a nivel del receptor de membrana TR-II analizamos, mediante RT-PCR cuantitativa,

la expresión del ARNm de dicho receptor. De este modo observamos que, tanto en el modelo de

hepatocarcinoma como en el de adenocarcinoma de mama, los niveles de expresión de TR-II no se

encuentran modificados ni por la presencia del receptor de hormonas tiroideas ni por el tratamiento con el

ligando T3 (datos no mostrados).

Los efectos de la citoquina TGF en las células están mediados por la activación de distintas vías

de transducción de señales intracelulares. Una de las principales rutas implicadas es la vía de las proteínas

Smads. Para analizar la importancia de esta vía de señalización en la respuesta de las células a TGF

transfectamos, de manera transitoria, la construcción reportera p3TP-lux, que contiene la región de

respuesta a TGF del promotor del gen PAI-1, y que depende de la ruta de transducción de señales de las

proteínas Smad. En las células SK-hep1 el tratamiento con TGF produce la activación de este promotor

y la presencia de TR bloquea por completo este efecto de la citoquina (Fig 37A). En las células de

adenocarcinoma de mama, la estimulación del promotor de PAI-1 por el tratamiento con la citoquina

TGF se ve parcialmente inhibida cuando se encuentra expresado el receptor TR si bien esta inhibición

no es total. El bloqueo de la activación sí es completo cuando se tratan las células con el ligando T3 (Fig

37B).

La vía de las Smads está implicada en la señalización por TGF en ambos modelos celulares. Para

comprobar que en la activación transcripcional de este promotor, causada por el tratamiento con la

citoquina TGFsólo esta implicada la ruta de señalización de las Smads, tratamos también las células, una

vez transfectadas de manera transitoria con este promotor, con el inhibidor de las quinasas MEK UO 126,

ya qu TGF también produce la activación de esta vía. De este modo comprobamos que el tratamiento

con el inhibidor UO 126 no tiene ningún efecto sobre la estimulación del promotor de PAI-1 producida

por el tratamiento con la citoquina TGF en células SK-hep1 (Fig 37C), demostrando de esta manera que

el efecto de la citoquina sobre este promotor tan sólo parece depender de la vía de señalización de las

proteínas Smads.



Fig 37. Efecto del tratamiento con la citoquina TGF sobre el promotor 3TP-lux en células de

hepatocarcinoma SK-hep1 y de adenocarcinoma de mama MDA MB 468 PM1. A) Las células SK-hep1

pLPCX y SK-hep1 TR fueron transfectadas con 500 ng del plásmido 3TP-lux y 50 ng del plásmido TK-Renila.

Los ensayos de actividad luciferasa se realizaron 36 h después de la adición, en los casos en los que se indica, de 5

ng/ml de TGF y de 5 nM de T3. Los tratamientos se realizaron en condiciones de ausencia de suero. B)

Experimento análogo al anterior realizado en las células MDA MB 468 PM1. C) Ensayo análogo al A) realizado en

células SK-hep1 pLPCX incubando las células durante las 36 h del tratamiento con 10 mM del inhibidor de MEK

UO126. Los datos se representan como veces de inducción respecto a las células SK-hep1 sin tratar.

La ruta Raf/MEK/ERK también está implicada en el efecto de TR sobre la

señalización por la citoquina TGF

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la citoquina TGF no sólo actúa a través de la vía

de señalización de las Smads, también son importantes otras rutas como la vía RAF/MEK/ERK. Para

determinar la importancia de la vía de RAF/MEK/ERK en la señalización por TGF realizamos ensayos

de tipo “un híbrido” con la construcción Gal-ELK1, que expresa el dominio de transactivación (residuos

307-428) del factor de trancripción ELK-1 fusionado con el DBD de GAL4 (Janknecht y Hunter, 1997).



El factor de transcripción ELK es una diana directa de la quinasa ERK. En ambos modelos celulares el

tratamiento con TGF produce la estimulación de la actividad transcripcional del factor de transcripción

ELK, mientras que la presencia de TR bloquea por completo el efecto de esta citoquina (Fig 38A, B).

Estos resultados indican que el efecto del receptor de hormonas tiroideas sobre la señalización mediada

por la citoquina TGF implica no sólo a la ruta de las Smads sino que también, al menos en parte, TR

interacciona y bloquea la ruta de RAF/MEK/ERK.

Fig 38. La expresión de TR inhibe la actividad transcripcional del factor de transcripción ELK1.

A) Las células SK-hep1 se cotransfectaron con 200 ng del plásmido pE1b 4xUAS-luc, 50 ng de la fusión GAL4-

ELK1y 50 ng del plásmido TK-Renila. Las células fueron incubadas durante 36 h en presencia o ausencia de 5

ng/ml TGF y en su caso 5 nM T3 en condiciones de ausencia de suero. B) Análogo a A) en las células MDA MB

468 PM1. Los resultados de la actividad luciferasa se expresan como veces de inducción respecto a las células sin

tratar.

Para analizar si la inhibición por el receptor de hormonas tiroideas de la transactivación mediada

por ELK1 era específica de este factor de transcripción, realizamos los mismos ensayos de tipo “un

híbrido” empleando el plásmido Gal-ATF-2. En estos ensayos de nuevo observamos que, el tratamiento

con TGF, en la línea celular MDA MB 468 PM1, produce la estimulación de la actividad transcripcional

del factor de transcripción ATF-2. La presencia de TR inhibe significativamente el efecto de la citoquina

(Fig 39) y éste se bloquea totalmente en presencia del ligando T3..



Fig 39. La expresión de TR inhibe la actividad transcripcional de ATF-2. Las células MDA MB

468 PM1 se cotransfectaron con 200 ng del plásmido pE1b 4xUAS-luc, 50 ng de la fusión GAL4-ATF-2 y 50

ng de TK-Renila. Las células fueron incubadas durante 36 h en presencia o ausencia de 5 ng/ml TGF y en su

caso 5 nM T3 en condiciones de ausencia de suero. Los datos se representan como veces de inducción respecto

a las células sin tratar.

La expresión de TR regula la expresión de los receptores para los factores de

crecimiento EGF e IGF-1.

La unión del factor de crecimiento EGF a sus receptores produce un cambio conformacional que

permite la dimerización y autofosforilación del receptor (Burgess y cols., 2003; Hubbard, 2005). Como la

proliferación inducida por el tratamiento con este factor de crecimiento se encuentra bloqueada en

aquellas células que expresan TR, analizamos los niveles de expresión de los ARNm de los receptores

EGFR, ERBB2 y ERBB3 mediante RT-PCR cunatitativa. En ambos modelos celulares la expresión del

receptor de hormonas tiroideas regula negativamente la expresión de los receptores EGFR y ERBB3. Por

el contrario no afecta a la expresión del receptor ERBB2 (Fig 40A, B).



Fig 40 Niveles de expresión de los receptores para EGF en las células SK-hep1 y MDA MB 468

PM1. A) Se analizaron mediante RT-PCR cuantitativa los niveles de expresión de los ARNm para los receptores

EGFR, ErbB3 y ErbB2 en células SK-hep1. B) Análogo a A) en células MDA MB 468 PM1.

El factor de crecmiento IGF-1 interacciona con el receptor de membrana IGF-IR, receptor

transmembrana con actividad tirosina quinasa. Dada la incapacidad de las células SK-hep1 y MDA MB

468 PM1 que expresan el receptor de hormonas tiroideas para responder al tratamiento con el factor de

crecimiento IGF-1, analizamos también la expresión del ARNm del receptor IGF-IR mediante RT-PCR

cuantitativa. Los niveles de expresión de ARNm de IGF-IR se encuentran drásticamente disminuidos en

aquellas células que expresan TRtanto en las células de hepatocarcinoma como en las de

adenocarcinoma de mama(Fig 41A, B).

Además, la actividad biológica de IGF-1 está modulada por la familia de proteínas IGFBP-1-6,

que se encuentran en la circulación y en los fluidos extracelulares. Esta familia de proteínas actúa

uniéndose a IGF-1, afectando a su vida media e impidiendo de este modo su unión a los receptores de

membrana. Los niveles de expresión del ARNm de IGFBP3 están muy aumentados en aquellas células

que expresan el receptor de hormonas tiroideas, tanto en células de hepatocarcinoma SK-hep1 como de

adenocarcinoma de mama MDA MB 468 PM1 (Fig 41A, B).

Los bajos niveles de expresión de IGF-IR, así como la sobreexpresión de IGFBP3 explican, al

menos en parte, que tanto las células de hepatocarcinoma como las de adenocarcinoma de mama que

expresan el receptor de hormonas tiroideas sean incapaces de proliferar y responder al tratamiento con el

factor de crecimiento IGF-1.



Fig 41. Cuantificación de los niveles de expresión del receptor IGF-1R y de IGFBP3 A) Se

analizaron mediante RT-PCR cuantitativa los niveles de expresión de estos ARNm en células SK-hep1. B)

Análogo a A) en células MDA MB 468 PM1.

La ruta de RAF/MEK/ERK está implicada en el efecto de TR sobre la

señalización por los factores de crecimiento EGF e IGF-1.

Los efectos fisiológicos de los factores de crecimiento EGF e IGF-1 se explican, al menos en

parte, por la activación de la vía de señalización RAF/MEK/ERK. Para determinar la importancia de esta

vía en la señalización por ambos factores de crecimiento realizamos transfecciones transitorias con el

plásmido reportero Gal-ELK. En ambos modelos celulares el tratamiento con EGF o IGF-1 produce una

fuerte estimulación de la actividad transcripcional de este factor de transcripción, mientras que la presencia

de TR bloquea por completo esta estimulación (Fig 42A, B, C, D). No se observa ningún efecto del

tratamiento con el ligando T3 sobre la estimulación del factor de transcripción ELK por ninguno de los

dos factores de crecimiento y en ninguno de los dos modelos. Estos resultados indican que el efecto del

receptor de hormonas tiroideas sobre la señalización mediada por EGF e IGF-1 implica, al menos en

parte, la ruta de RAF/MEK/ERK y que la actividad de la quinasa ERK se ve modificada por la expresión

del receptor de hormonas tiroideas.



Fig 42. La expresión de TR inhibe la activación del factor de transcripción ELK1 por factores de

crecimiento. A) Las células SK-hep1 se cotransfectaron con 200 ng del plásmido pE1b 4xUAS-luc, 50 ng d ela

fusión GAL4-ELK1 y 50 ng de TK-Renila. Las células fueron incubadas, en ausencia de suero, durante 36 h en

presencia o ausencia de 25 ng/ml EGF y en su caso 5 nM T3. B) Análogo a A) incubando las células con 15 nM

de IGF-1. C) Análogo a A) en células MDA MB 468 PM1. D) Análogo a B) en células MDA MB 468 PM1. Los

datos se representan relativos a las actividades medidas en las células sin tratar.

Para determinar si el efecto de EGF e IGF-1 estaba mediado, al menos en parte, por la acción del

factor de transcripción ATF-2, realizamos también ensayos de tipo “un híbrido” con el plásmido Gal-

ATF-2 en las células de adenocarcinoma de mama MDA MB 468 PM1. En estos ensayos de nuevo se

aprecia que el tratamiento con estos factores de crecimiento provoca la estimulación de la actividad

transcripcional del factor de transcripción ATF-2. La presencia de TR en la líneas celular MDA MB 468

PM1 bloquea por completo el efecto de los factores de crecimiento EGF e IGF-1 (Fig 43A, B). El

tratamiento con el ligando T3 no tiene ningún efecto sobre el factor de transcripción ATF-2.



Fig 43. La expresión de TR inhibe la activación de ATF-2 por factores de crecimiento. A) Las

células MDA MB 468 PM1 se cotransfectaron con 200 ng del plásmido pE1b 4xUAS-luc, 50 ng de la fusión

GAL4-ATF-2 y 50 ng de TK-Renila. Las células fueron incubadas durante 36 h en presencia o ausencia de 25

ng/ml EGF y en su caso 5 nM T3 en condiciones de ausencia de suero. B) Experimento análogo a A) tratando las

células con 15 nM IGF-1. Los datos se representan como veces de inducción respecto a las células sin tratar.

La expresión de TR disminuye la extravasación de las células tumorales y su

capacidad de formar micro y macrometástasis.

Para estudiar el papel del TR en la formación de metástasis in vivo inoculamos las células de

adenocarcinoma MDA MB 468 PM1 y las células de hepatocarcinoma SK-hep1, así como las

transfectadas de manera estable con TR, en la vena de la cola de ratones inmunosuprimidos. Realizamos

la inoculación tanto en animales eutiroideos como en animales hipotiroideos, con el objetivo de analizar la

importancia de los niveles del ligando T3 en la formación de metástasis experimentales. Este sistema de

inoculación permite que las células tumorales viajen directamente hasta el pulmón, donde si están

capacitadas para ello dan lugar a nódulos metastásicos. En el caso de las células de hepatocarcinoma el

80% de los animales eutiroideos inoculados con células SK-hep1 parentales presentan lesiones



carcinomatosas en los pulmones a los 30 días, mientras que en los inoculados con células que expresan

TR este porcentaje alcanza únicamente el 25% (Fig 44A). Además, cabe destacar que las lesiones

originadas por las células SK-hep1 en los pulmones presentan una morfología de grandes nódulos

metástásicos, mientras que todas las que provienen de las células que expresan TR muestran un patrón

de células intersticiales, sin agruparse en forma de nódulos (Fig 44B, C). En condiciones de hipotiroidismo

el 100% de los ratones inoculados con las células SK-hep1 pLPCX presentan lesiones en el pulmón, todas

ellas de carácter nodular. Por el contrario, en presencia del receptor de hormonas tiroideas el 80%

presentan lesiones carcinomatosas en los pulmones, de las cuales tan sólo la mitad son nódulos

metastáticos, mientras que la otra mitad presentan un patrón de células intersticiales.

Fig 44. Análisis de la formación de metástasis experimentales en ratones inyectados con las

células SK-hep1. A) Porcentaje de animales con lesiones en los pulmones. B) Tinción con hematoxilina eosina de

los pulmones para caracterizar el patrón de las células tumorales en el pulmón. C) Cuantificación del porcentaje de

lesiones pulmonares con carácter nodular.

Cuando se inoculan las células de adenocarcinoma de mama MDA MB 468 PM1 en la vena de la

cola, la expresión del receptor de hormonas tiroideas reduce la incidencia de nódulos metastáticos de un

80% a un 20% de los animales. Los pulmones de los animales se extrajeron y analizaron a los 40 días de la



inoculación. En condiciones de hipotiroidismo el efecto protector del TR es menor, siendo el porcentaje

de animales con lesiones nodulares de un 80% en ausencia de TR y de un 50% cuando se expresa el

receptor de hormonas tiroideas (Fig 45A, B). Analizamos también el número de nódulos que se

desarrollaron en los pulmones de los distintos animales, comprobando que en condiciones de

eutiroidismo se forma un número medio de 6 nódulos metastáticos por animal, y que la expresión del

receptor provoca una disminución aproximada del 65%. En condiciones de hipotiroidismo el número de

nódulos aumenta hasta una media de 12 nódulos por animal y la expresión de TR reduce esta incidencia

en un 60% (Fig 45C).

Fig 45. Análisis de la formación de metástasis experimentales en ratones inyectados con las células

MDA MB 468 PM1. A) Porcentaje de animales con lesiones en los pulmones. B) Tinción con hematoxilina

eosina de los pulmones para caracterizar el patrón de las células tumorales en el pulmón. C) Cuantificación del

número de lesiones por animal. D) Cuantificación del área que ocupan las lesiones metastásicas respecto al área

total del pulmón.

En el modelo ortotópico de inoculación de las células tumorales MDA MB 468 PM1

directamente en la grasa de la mama, una vez extirpado el tumor primario mantuvimos los animales vivos



durante otros 30 días. Transcurrido este tiempo analizamos la formación de metástasis espontáneas en

distintos órganos. Detectamos que aproximadamente el 40% de los animales inoculados con las células

MDA MB 468 PM1 presentaban metástasis espontáneas cutáneas en las extremidades delanteras.

Ninguno de los animales inoculados con las células que expresaban el receptor de hormonas tiroideas

desarrollaron ningún tipo de metástasis (Fig 46A, B).

Fig 46. Estudio histopatológico de la formación de metástasis espontáneas en ratones inyectados

ortotópicamente con las células MDA MB 468. En el momento de sacrificar a los animales se realizó un

estudio macroscópico con el fin de buscar posibles metástasis espontáneas. Se detectaron tumores en las

extremidades delanteras de algunos animales. A) Tinción con hematoxilina eosina de los nódulos observados en

las extremidades anteriores. B) Cuantificación del porcentaje de animales que presentan metástasis espontáneas.

Con el objetivo de estudiar si la expresión del receptor de hormonas tiroideas impide la

extravasación de las células tumorales en el pulmón o si, por el contrario, bloquea la capacidad de anclaje y

colonización del estroma de este órgano, marcamos tanto las células de hepatocarcinoma como las de

adenocarcinoma de mama, con 125IrdU. Este marcaje se realizó incubando las células durante las 24 h

previas a la inoculación con el compuesto radiactivo. Estas células se inocularon en la vena de la cola de

ratones inmunosuprimidos y los animales se sacrificaron a distintos tiempos recogiéndose los pulmones.

En el modelo de hepatocarcinoma, al medir la radiactividad incorporada en los pulmones observamos que

ya a tiempos tan cortos como las 8h se aprecia una inhibición superior a 12 veces en la radiactividad

medida en los pulmones de los animales inoculados con células que expresaban TR (Fig 47A). En el

modelo de adenocarcinoma de mama, tal y como se muestra en la Figura 47B, el efecto del receptor se

aprecia a un tiempo todavía más corto, a las 4h, siendo la inhibición de un 50%, aproximadamente.

Esta inhibición a tiempos tan cortos indica que la expresión del receptor de hormonas tiroideas

está impidiendo ya la extravasación de las células tumorales en el pulmón, y no sólo la capacidad de anidar

y proliferar en el estroma.



Fig 47. Análisis de la biodistribución de las células tumorales. A) Lás células SK-hep1 fueron

cultivadas durante 24 h en presencia de 2,5 Ci de 125IrdU. Estas células se inocularon en la vena de la cola de

ratones atímicos desnudos. Los animales se dividieron en 2 grupos de 6 ratones y se inyectaron 5x105 células en

un volumen de 100 l en la vena de la cola de cada animal. Los animales se sacrificaron por dislocación cervical

a los tiempos indicados y se exanguinaron mediante punción intracardiaca en el ventrículo derecho. Esta sangre

se empleó como control negativo. Se recogieron los pulmones y se colocaron en viales con etanol al 70%. Se

reemplazó el etanol diariamente durante 3 días para eliminar la radioactividad no incorporada. Transcurrido

este tiempo se midió la radiactividad incorporada en los pulmones y se representó respecto a la radiactividad

incorporada por las células en el cultivo (INPUT). B) Análogo a A) en células MDA MB 468 PM1.

La expresión de TR regula los niveles de moléculas importantes en la formación

de metastásis

Dado que la expresión de TR inhibe casi por completo la formación de metástasis en el pulmón,

tanto por parte de las células de hepatocarcinoma SK-hep1 como por las de adenocarcinoma de mama

MDA MB 468 PM1, analizamos la expresión de diversos marcadores del proceso de formación de

metástasis. CXCR4 es el receptor para CXCL12, quimoquina que se encuentra, entre otros órganos, en el

pulmón. Ligando y receptor son responsables de que algunas líneas celulares desarrollen metástasis en

determinados órganos diana y no en otros, es decir, de la especificidad de órgano para desarrollar las

metástasis a partir de un tumor primario. Analizamos los niveles de expresión de ARNm de CXCR4

mediante RT-PCR cuantitativa, observando que las células que expresan TRpresentan unos niveles casi

nulos de CXCR4, tanto en el modelo de hepatocarcinoma como en el adenocarcinoma de mama (Fig 48).

No se detecta ningún efecto adicional del tratamiento con el ligando T3 sobre los niveles de expresión de

ARNm de CXCR4 (dato no mostrado).



Fig 48. Análisis de los niveles de expresión del ARNm de CXCR4. A) Se analizaron mediante RT-

PCR cuantitativa los niveles de expresión del mRNA de CXCR4 en las células SK-hep1. B) Análogo a A) en

células MDA MB 468.

La expresión del receptor de quimoquinas CCR6 también está relacionada con los procesos de

diseminación tumoral y con un mal pronóstico de la enfermedad. Al analizar mediante RT-PCR los niveles

de los transcritos este receptor en células de hepatocarcinoma humano SK-hep1 observamos que la

expresión del receptor de hormonas tiroideas produce también una clara disminución en los niveles de

expresión de CCR6 (Fig 49).

Fig 49. Análisis de los niveles de expresión del ARNm de CCR6. Se analizaron mediante RT-PCR

cuantitativa los niveles de expresión de CCR6 en las células SK-hep1. Los niveles de expresión de CCR6 en las

células SK-hep1.

Otra proteína importante en el proceso de formación de metástasis es la proteína c-Met, receptor

de membrana para la citoquina HGF (factor de crecimiento de hepatocitos). La sobreexpresión del

oncogen c-Met se correlaciona directamente con la tendencia a formar metástasis y con un mal pronóstico

de la enfermedad tumoral. Analizamos mediante RT- PCR cuantitativa los niveles de ARNm de c-Met en

ambos modelos. La expresión de TR también inhibe de manera totalmente drástica la expresión de este



oncogén en ambos modelos celulares (Fig 50). De nuevo no se observa ningún efecto del tratamiento con

T3 sobre la expresión de ARNm del oncogén c-Met (no mostrado).

Fig 50. Análisis de los niveles de expresión del ARNm de c-Met. A) Se analizaron mediante RT-

PCR cuantitativa los niveles de expresión de este oncogen en las células SK-hep1 B) análogo a A) en células MDA

MB 468 PM1

Las caspasas son una familia de proteasas que desempeñan papeles clave en el desarrollo tumoral.

No sólo están implicadas en el proceso de apotosis sino que también juegan un papel fundamental en la

activación proteolítica de citoquinas. La caspasa 1 (cisteinil proteasa relacionada con apoptosis 1) forma

parte de la familia de cisteinil-proteasas y la pérdida de expresión se asocia con el desarrollo de metástasis

en los nódulos linfáticos y con una baja supervivencia (Jee y cols., 2005). Cuando analizamos mediante

RT-PCR cuantitativa los niveles de ARNm de esta proteasa observamos que están claramente aumentados

en las células que expresan el receptor de hormonas tiroideas, tanto en el modelo de hepatocarcinoma

como en el de adenocarcinoma de mama (Fig 51).

Fig 51. Análisis de los niveles de expresión del ARNm de CASPASA 1. A) Se analizaron mediante

RT-PCR cuantitativa los niveles de expresión de los transcritos de este oncogen en las células SK-hep1. B)

Análogo a A) en células MDA MB 468 PM1.





DISCUSIÓN

La regulación del promotor de ciclina D1 por el oncogen ras en células de

hepatoma HepG2

Resultados previos de nuestro laboratorio muestran que la expresión de TR inhibe la

transcripción, proliferación, transformación y tumorigénesis mediada por el oncogén ras y que el gen de la

ciclina D1 parece ser una diana importante para los efectos antiproliferativos y anti-transformantes del

receptor (Garcia-Silva y Aranda., 2004).

Nuestros datos muestran que la regulación del promotor de ciclina D1 por Ras en células de

hepatocarcinoma humano HepG2 depende de la integridad de los sitios CRE y Sp1 del promotor, tal y

como se ha demostrado transfectando de manera transitoria mutantes del promotor en estos sitios, así

como mediante la transfección transitoria de plásmidos con actividad dominante negativa para los factores

Sp1 y ATF-2, un factor de transcripción de la familia CREB que se une a los sitios CRE. La importancia

del sitio CRE se corroboró también mediante ensayos de tipo “un híbrido” con la construcción GAL-

ATF-2. En la línea celular de neuroblastoma N2a la respuesta del oncogen está mayoritariamente

mediada por los sitios CRE del promotor (Garcia-Silva y Aranda., 2004). Por el contrario, en las líneas de

trofoblastos JEG-3 y CHO o en las células Mv1.Lu la estimulación por Ras parece estar mediada por

secuencias de tipo AP-1 localizadas a -954 (Albanese y cols., 1995). También se ha descrito la importancia

de los factores Sp1 en la inducción por el oncogén en células de endotelio vascular (Nagata y cols., 2001).

Recientemente se ha observado que la mutación PV del TR es incapaz de reprimir la actividad

del promotor de ciclina D1, al contrario de lo que ocurre con el receptor nativo, y que el sitio CRE

también es responsable del efecto del receptor (Furumoto y cols., 2005). Esta mutación causa la aparición

de tumores de tiroides y se ha postulado que la falta de represión del gen de la ciclina D1 por el receptor

mutante es un factor importante en la tumorigénesis. En nuestro laboratorio se ha descrito la existencia de

una interacción directa entre el TR y CREB que causaría de forma ligando-dependiente la inactivación de

este factor de transcripción (Mendez-Pertuz y cols., 2003). El mutante PV presenta una capacidad de

unión a CREB similar a la de la forma salvaje del receptor, aunque en el caso del mutante no observaron

un aumento de la unión en presencia del ligando.

Nuestros resultados muestran la existencia de un antagonismo transcripcional entre el oncogén

ras y T3 en las células de hepatoma, cuando se transfecta de manera transitoria TR. La incubación con

T3 produce la inhibición tanto de la actividad basal del promotor de ciclina D1 como de la estimulación

inducida por Ras. Este antagonismo no es específico de esta línea celular sino que ha sido descrito

previamente en distintos modelos celulares donde se expresan TRs (Garcia-Silva y Aranda., 2004). En las

células HepG2 el efecto de la hormona parece depender, al menos en parte, de los factores de

transcripción ATF-2 puesto que el tratamiento con la hormona inhibe de manera drástica la

transactivación mediada por el oncogén en ensayos de tipo “un híbrido” con el plásmido GAL-ATF-2. Lo

mismo ocurre con la actividad de GAL-CREB (datos no mostrados).



La quinasa MSK fosforila a distintos factores de transcripción que incluyen a los factores CREB y

ATF-2. Nuestros resultados muestran que la inhibición de esta quinasa, tanto mediante la transfección

transitoria de plásmidos con actividad dominante negativo como con inhibidores sintéticos, reduce de

manera muy sensible el efecto estimulador del oncogén sobre el promotor de ciclina D1. Además, la

transfección con el dominante negativo de MSK bloquea también el efecto de la T3 sobre la

transactivación mediada por el oncogén ras. Esto explicaría, al menos en parte, el bloqueo por la T3 de la

transactivación de GAL-ATF-2 por el oncogén ras. El modelo de actuación que proponemos sería que la

T3 inhibe la actividad de MSK y de este modo disminuye la actividad de los factores ATF-2/CREB que

estimulan el promotor de ciclina D1 mediante la unión al sitio CRE del promotor.

En nuestro laboratorio también se ha observado que la T3 antagoniza la actividad transcripcional

mediada por CREB en respuesta a forskolina, estimulador de la vía del AMPc. En este antagonismo

estaría implicada una interacción directa entre CREB y TR que impediría la fosforilación de CREB por

PKA (Mendez-Pertuz y cols., 2003). También se ha comprobado que la T3 inhibe la fosforilación de

CREB por esteres de forbol o por los ligandos de distintos receptores tirosina quinasa que activan

quinasas diferentes de PKA. Al contrario de lo que ocurre con el TR, el ácido retinoico causa la activación

de CREB en células neuronales y esta activación que está mediada por ERK provoca la expresión de c-fos

y otros genes que carecen de RAREs en su promotor pero si presentan CREs en él (Canon y cols., 2004).

Recientemente se ha descrito que la inducción de los genes diana de la progesterona requiere la

activación de las quinasas ERK y MSK. El tratamiento con progesterona produce la rápida activación de

ERK que permite la fosforilación del receptor de la progesterona (PR) y la activación de MSK. En este

modelo la MSK fosforila la histona H3 que desplaza a HP1 y produce el reclutamiento de Brg1 y de la

ARN polimerasa II. Se ha demostrado que existe una interacción directa entre PR, ERK y MSK (Vicent y

cols., 2006).

El antagonismo de T3 sobre la activación del promotor de ciclina D1 y sobre la

transformación mediada por el oncogén ras es dependiente de la integridad del DBD y

de la hélice 1 del LBD.

El tratamiento con T3 no sólo inhibe la transactivación del promotor de ciclina D1 por Ras, sino

que también bloquea de manera drástica la transformación de fibroblastos murinos NIH3T3 por este

oncogén. Nuestros resultados demuestran que el antagonismo de T3 sobre la transcripción mediada por el

oncogén ras no depende de la unión de coactivadores, dado que los receptores con las mutaciones K288I

y E452Q, que no unen coactivadores y son incapaces de activar la transcripción dependiente de ligando de

genes que contienen TREs, mantienen la capacidad de bloquear la estimulación del promotor de ciclina

D1 por Ras. Estos resultados demuestran que los mecanismos implicados en este antagonismo

transcripcional son diferentes a los responsables de la regulación transcripcional clásica a través de

elementos TRE. Por otra parte, estos datos guardan similitud con los descritos en el estudio de la

transrepresión del complejo AP-1 por los retinoides (Benkoussa y cols., 2002). Los receptores mutantes

que no unen coactivadores también mantienen la capacidad de inhibir la formación de focos de

transformación por el oncogén en fibroblastos NIH3T3, demostrando que los fenómenos de



transrepresión (entre los que se incluiría la inhibición de la expresión del gen de ciclina D1), son un

componente fundamental en los efectos anti-transformantes de los TRs, mientras que la estimulación de

genes con TREs que pudieran inhibir la formación de focos de transformación no parece jugar un papel

importante.

Nuestros datos también demuestran que la integridad del DBD y de la hélice 1 del LBD del TR

requerida para la interacción con correpresores, sí son necesarias para la inhibición del efecto del oncogén

tanto sobre el promotor de ciclina D1 como sobre la transformación de los fibroblastos. Así, la mutación

del residuo C102G que es fundamental para la estructura del primer dedo de zinc, abole tanto la

transactivación como la transrepresión. Sin embargo, ya que esta mutación podría producir un cambio

importante en la estructura global del dominio, hemos generando nuevos mutantes que cambian la

secuencia de reconocimiento en el DNA sin afectar la estructura de dedos de zinc. Uno de estos mutantes

(GS120) afecta a la denominada caja P del receptor que determina la especidad de unión a ADN

transformando dicha secuencia en la reconocida por la subfamilia de receptores de glucocorticoides. Este

mutante no es capaz de mediar efectos antitransformantes potentes. Lo mismo ocurrre con el mutante

AA120, que no se une a elementos de respuesta a hormonas tiroideas (TREs) ni a elementos de respuesta

a glucocorticoides. Por tanto, estos resultados permiten concluir de nuevo que en la inhibición de la

transformación parecen más importantes mecanismos de “transrepresión” que mecanismos clásicos de

unión a un TRE, ya que hemos comprobado que ninguno de estos receptores es capaz de inducir la

activación transcripcional de un gen reportador conteniendo elementos de respuesta a hormonas tiroideas

en ensayos de transfección transitoria. En nuestro laboratorio se ha descrito previamente que mutaciones

en el DBD bloquean la interacción de los TRs con CREB y que estos mutantes no inhiben la actividad

transcripcional de este factor (Mendez-Pertuz y cols., 2003), por lo que no se puede descartar que el

defecto en estas interacciones proteína-proteína impidan la transrepresión.

Nuestros resultados demuestran que la mutación de la denominada caja CoR de unión a

corepresores (el mutante AHT en la hélice 1 del LBD), inhibe el efecto anti-transformante del receptor.

Ello indicaría que la unión de corepresores participa en dicho efecto. Sin embargo, esta mutación no sólo

inhibe la unión a los corepresores, sino que también tiene un efecto importante sobre la estructura global y

la estabilidad del LBD (Pissios y cols., 2000), por lo que hemos utilizado el mutante puntual P214R con

una capacidad disminuida de unión a corepresores. Cuando se ha testado la potencia de este receptor para

inhibir transformación se ha podido observar que, como el mutante en la caja CoR, presenta una menor

capacidad anti-transformante, sugiriendo otra vez un papel de los corepresores y por tanto de las

deacetilasas de histonas (HDACs) que se unen a éstos en las acciones anti-transformantes del receptor. A

este respecto, se ha descrito que los correpresores NcoR y SMRT desempeñan un papel activo en evitar la

proliferación inducida por tamoxifeno en células de cáncer de mama (Keeton y Brown., 2005).

En conjunto los resultados obtenidos indican que en los efectos anti-transformantes del receptor

juegan un papel importante dominios del receptor que son diferentes a los implicados en la regulación

transcripcional clásica que implican unión del receptor a un elemento de respuesta en el DNA y el

reclutamiento de coactivadores. Por otra parte, el paralelismo entre los efectos anti-transformantes y los

efectos antagonistas de la transcripción del gen de ciclina D1, confirman que los mecanismos de



transrepresión transcripcional son fundamentales en la represión del efecto del oncogén ras por los

receptores de hormonas tiroideas.

La expresión de TR reduce la formación de tumores in vivo

En nuestro laboratorio se había demostrado anteriormente que la T3 inhibe la

proliferación en las células de neuroblastoma de ratón N2a, en las que reprime la expresión de ciclina

D1, aumenta los niveles del inhibidor del ciclo celular p27 y bloquea la actividad de complejos ciclina-

CDK2 causando un aumento de los niveles de Rb hipofosforilado (Perez-Juste y Aranda, 1999).

Asimismo, el tratamiento de estas células con T3 reduce los niveles de ARNm y proteína del oncogén c-

Myc (Pérez-Juste y cols., 2000). En fibroblastos NIH3T3 los TRs no sólo inhiben la inducción de ciclina

D1 por Ras y los efectos transformantes del oncogén, sino que también tiene potentes efectos

antitumorigénicos in vivo en ratones desnudos. El receptor es capaz de reprimir el crecimiento de los

tumores causados por fibroblastos transformados por Ras, ya que la expresión de TRbloquea por

completo la formación de dichos tumores, y la de TR retrasa muy significativamente su formación

(Garcia-Silva y Aranda., 2004). Otros datos de nuestro laboratorio también confirman los efectos

antitumorigénicos de los TRs, ya que en un modelo de carcinogénesis química en piel de ratón tras una

exposición prolongada al promotor tumoral TPA el tamaño de los tumores formados es mayor en los

ratones knock-out para los TRs que en los salvajes. Adicionalmente, en algunos de estos animales los

tumores muestran signos de transición a carcinoma, frente a los papilomas que se detectan en los animales

que expresan los receptores.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, se han encontrado evidencias que demuestran una

expresión aberrante y mutaciones en los genes de los TRs en distintas neoplasias humanas. En pacientes

con hepatocarcinoma se han detectado mutaciones en el gen TR1 y TR1 en el 65% y 76% de los

pacientes, respectivamente (Lin y cols., 1999). Recientemente, se ha descrito que distintos mutantes del

TR detectados en pacientes con hepatocarcinomas presentan defectos en la capacidad de unión de la

hormona T3. Esta deficiente unión trae como consecuencia que en presencia de T3 no se produce la

liberación de correpresores y el reclutamiento de coactivadores, lo que imposibilita la activación de la

transcripción (Chan y Privalsky., 2006). Estos mutantes tampoco son capaces de inhibir la función de AP-

1 dependiente de T3, además de actuar como dominantes negativos que imposibilitan la actividad de los

receptores TR salvajes. Por todo esto el hepatocarcinoma es un excelente modelo para estudiar la posible

inhibición de la tumorigénesis por TR.

En este trabajo mostramos como la reexpresión de TR mediante infección viral, en la línea

celular de hepatocarcinoma SK-hep1, que no expresa este receptor de manera endógena, retrasa la

formación de los tumores cuando estas células se inoculan subcutáneamente en el flanco de ratones

atímicos desnudos. Los tumores no sólo tardan más tiempo en aparecer cuando las células expresan TR,

sino que presentan un menor volumen. Esta inhibición de la tumorigénesis causada por la expresión de

R no sólo no se observa sino que es aun más evidente y se mantiene durante más tiempo en animales

en los que se ha inducido un estado de hipotiroidismo mediante el tratamiento con compuestos anti-



tiroideos. Esto último sugiere que el efecto inhibidor del receptor, al menos en parte, podría ser

independiente de la presencia del ligando. Además, los tumores formados por las células de hepatoma que

no expresan el receptor tardan más tiempo en desarrollarse en animales hipotiroideos. Estos resultados

coinciden con resultados previos de nuestro laboratorio que muestran que el estado tiroideo de los

animales desempeña cierto papel en la tumorigénesis mediada por Ras al inocular en los animales células

NIH3T3 transfectadas de manera estable con este oncogén (Garcia-Silva y Aranda., 2004). Los tumores en

este caso también se desarrollan con retraso en los animales hipotiroideos con independencia de la

expresión de TRs. Esto se puede deber al hecho de que los animales hipotiroideos presentan graves

alteraciones metabólicas que afectan a los niveles de distintos factores de crecimiento, o a efectos de la

hormona en el entorno del tumor que influyan en el desarrollo del mismo de manera paracrina. También

se puede deber a acciones no genómicas de la hormona. Además se ha descrito que el tratamiento con T3

regula los niveles de TRs mediante la ruta de la ubicuitinización (Dace y cols., 2000) y recientemente se ha

observando que la T3 regula de manera negativa la expresión de los TRs, afectando a la estabilidad del

ARN (Monden y cols., 2006). Estos resultados sugieren que la expresión de TR en la células del tumor

podría ser menor en ratones eutiroideos que en animales hipotiroideos. Otros resultados de estudios en

animales muestran que el hipotiroidismo se asocia con frecuencias más bajas de neoplasias y un retraso en

el crecimiento de tumores transplantados (Gernsey y cols., 1983).

Se ha descrito que el tratamiento con T3 de células de hepatocarcinoma HepG2, transfectadas de

manera estable con TRs, produce un descenso en la proliferación. Éste efecto se debe a una prolongación

de la fase G0/G1 y se acompaña de la represión de la expresión de CDK2 y ciclina E, así como del

aumento en la expresión de p21 (Lin y cols., 1994; Yen y cols., 2006). El efecto de la hormona no se

observa en las células parentales que expresan muy bajos niveles endógenos de TRs. Por el contrario, se ha

descrito que el tratamiento con T3 produce un aumento en el índice de incorporación de BrdU en

carcinomas inducidos en ratas, aunque los niveles de expresión de los TRs en este hepatocarcinoma se

desconocen (Ledda-Columbano y cols., 2000). Sin embargo, los datos obtenidos en este estudio indican

que la administración de T3 provoca una disminución del 70% en el número de lesiones positivas a GST,

marcador de lesiones preneoplásicas y que el tratamiento prolongado con la hormona provoca una

disminución del 50% en la incidencia de hepatocarcinomas y un bloqueo completo de la incidencia de

metástasis (Ledda-Columbano y cols., 2000). El efecto inhibidor de la T3 sobre la tumorigénesis no sólo

se limita a los estadíos iniciales, ya que también se aprecia cuando el tratamiento con T3 se realiza al cabo

de 8 meses (Ledda-Columbano y cols., 2003).

Las mutaciones y alteraciones en los TRs también son frecuentes en otras patologías neoplásicas,

entre las que se encuentra el cáncer de mama (González-Sancho y cols., 2003; Silva y cols., 2002),

habiéndose observado además un grado variable de metilación y el silenciamiento de TR por

hipermetilación del promotor en etapas tempranas de la carcinogénesis mamaria y en distintas líneas

celulares de cáncer de mama (Li y cols., 2002). Por ello el modelo de adenocarcinoma de mama es otro

modelo excelente para confirmar el papel de TR como supresor tumoral. La línea celular empleada,

MDA MB 468 PM1 de adenocarcinoma lobulillar de mama, es altamente proliferante e invasiva,

pudiéndose de esta manera estudiar el posible efecto del receptor en un carcinoma más agresivo. En este



caso la inoculación de las células de cáncer de mama se realizó siguiendo un modelo ortotópico. Al

inocular las células directamente en la grasa de la mama se simulan mejor las condiciones fisiológicas en las

que se origina este tipo de cáncer. Las células del entorno del tumor secretan distintos factores y sustancias

que activan y producen distintos efectos en las células tumorales de manera paracrina.

En la línea celular MDA MB 468 PM1, la reexpresión de TR también produjo una clara

inhibición de la tumorigénesis. El retraso en la aparición de los tumores es menor, si bien las diferencias

en el volumen tumoral causada por la expresión del TR es aún más evidente que en el modelo de células

de hepatocarcinoma. De este modo, las mayores diferencias observadas en este modelo tras la expresión

de TR se pueden deber no sólo al modelo de mama sino también al modelo ortotópico de inoculación y

a la importancia de los factores paracrinos sobre las células tumorales. Al inocular las células de

adenocarcinoma de mama en animales hipotiroideos apenas se aprecia el efecto protector del TR,

posiblemente debido a que los factores paracrinos compensen el efecto de la T3.

Nuestros datos muestran que en las células SK-hep1 se produce una pérdida paulatina de la

expresión del TR, tanto en las células en cultivo como in vivo durante el crecimiento tumoral y que esta

pérdida coincide en el tiempo con el momento en el que se deja de apreciar el efecto protector del

receptor. A los 25 días de la inoculación apenas se detecta expresión del receptor TR y es justo en este

momento cuando se iguala el tamaño de los tumores y se deja de observar el retraso del crecimiento

tumoral por la expresión de TR. Esta disminución en los niveles de expresión de TR podría explicarse

por el hecho de que se inocula una mezcla de células que, en su conjunto, expresan TR y responden al

tratamiento con el ligando pero que presentan un distinto grado de expresión del receptor. De esta

manera, a lo largo del crecimiento tumoral se seleccionarían aquellas células de la mezcla con unos

menores niveles de expresión de TRdado que éste supone una desventaja para el crecimiento tumoral.

Sorprendentemente, en el modelo de adenocarcinoma de mama no se detecta la drástica

disminución en los niveles de expresión de TR en el momento de extirpar los tumores (día 35). Esto

podría explicar que el efecto de la expresión de TR sea más evidente y que incluso no lleguen a igualarse

los tamaños de los tumores.

La expresión de TR bloquea la capacidad de las células de responder al

tratamiento con TGFo factores de crecimiento.

Nuestros resultados muestran que la proliferación tanto de las células SK-hep1 como de las

células MDA MB 468 PM1 aumenta en respuesta al tratamiento con TGF, EGF o IGF-1. Por el

contrario, la expresión de TR en ambos modelos celulares bloquea por completo la respuesta a estos

tratamientos. Es importante señalar que esta inhibición no requiere la adición de hormona al medio de

cultivo, sugiriendo que el receptor vacío (o al menos en presencia de concentraciones de ligando

extremadamente bajas) es capaz de bloquear la respuesta a factores de crecimiento o transformantes. La

expresión de TR en las células SK-hep1 no solamente bloquea la proliferación mediada por TGF, sino

también otras respuestas como la estimulación de la actividad de la MMP-2. La incapacidad de responder a



esta citoquina podría contribuir a explicar el fenotipo menos agresivo de los tumores originados por

células que expresan TR (menor angiogénesis, reversión parcial de la EMT, mayor grado de

diferenciación y menor invasividad y formación de metástasis).

En la línea celular MDA MB 468 PM1 se encuentran sobrexpresados los receptores de TGF y

existía la posibilidad de que la falta de respuesta a este factor se debiese a que el TRreprimiese la

expresión de estos receptores. Sin embargo, hemos comprobado que ni en estas células ni en las células de

hepatoma existe una disminución del receptor TR-II tras la expresión de TR. El efecto de TGF sobre

ambos modelos celulares parece que implica tanto a la ruta de señalización de las Smads como a la de

RAF/MEK/ERK, tal y como se aprecia en los ensayos de transfección transitoria de un promotor

inducible por las proteínas Smads (p3TP-lux), así como al realizar ensayos de tipo “un híbrido” con las

construcciones GAL-ELK y GAL-ATF-2. Mediante experimentos empleando las células epiteliales de

mama EpH4 parentales y transformadas con el oncogén H-ras se ha descrito que la vía de

RAF/MEK/ERK es necesaria para la inducción de la EMT, la tumorigénesis y metástasis por el TGF

(Janda y cols., 2002), por lo que la inhibición de esta ruta por el TRpodría explicar parte de los efectos

antitumorigénicos del receptor.

Como hemos mencionado, el TRantagonizaría no solamente la vía de Ras, sino también la vía

de las Smads, lo que supone la definición de un nuevo papel de estos receptores como moduladores de

esta vía de señalización. Se ha descrito que los correpresores Ski se unen directamente a los correpresores

NcoR/SMRT y mSin3A y que éste complejo parece ser necesario para la represión transcripcional

mediada por receptores nucleares (Nomura y cols., 1999). Adicionalmente, Ski interacciona directamente

con Smad 2, 3 y 4 en un elemento de respuesta a TGF de un promotor reprimiendo su capacidad de

activar sus genes diana (Sun y cols., 1999; Luo y cols., 1999; Akiyoshi y cols., 1999; Xu y cols., 2000).

Como hemos mencionado, la interacción del TR con correpresores parece necesaria para la inhibición de

la transformación de los fibroblastos NIH3T3 por el oncogén Ras. Además, mediante microarrays

realizados en las células SK-hep1 parentales y transfectadas de manera estable con TR, tenemos datos

preliminares que indican que la expresión de TR aumenta de manera drástica la expresión del correpresor

NcoR. Estos datos sugieren que los complejos corepresores podrían estar implicados en el antagonismo

de la actividad transcripcional de las Smads por los TRs, aunque serán necesarios nuevos experimentos

para comprobar esta hipótesis.

Los factores de crecimiento EGF e IGF-1 son potentes mitógenos (Di Fiore y cols., 1990; Culig y

cols., 1996) que regulan la proliferación tanto por bucles autocrinos como paracrinos, y de este modo

promueven la tumorigénesis y formación de metástasis. Nuestros resultados muestran que en ambos

modelos celulares el efecto de TR sobre las respuestas a EGF e IGF-1 parece implicar la ruta de

señalización RAF/MEK/ERK, tal y como se aprecia en los ensayos de tipo “un híbrido” con las

construcciones GAL-ELK y GAL-ATF-2, en los que la presencia de TR impide la estimulación por el

tratamiento con EGF o IGF-1. Sin embargo, no hemos observado ningún efecto sobre la fosforilación de

Akt o p38 (datos no mostrados), indicando que estas vías no parecen afectadas por el TR.



Resultados previos de nuestro laboratorio muestran que el tratamiento con EGF o IGF-1

estimulan al promotor de ciclina D1 en células N2a, si bien esta estimulación no se observa en células

N2a. Además, la sobreexpresión de TR en células N2a inhibe la inducción del promotor por IGF-1.

Estos datos sugieren que la presencia de niveles altos de TRs podrían bloquear las vías de señalización

inducidas por la unión de estos factores a sus receptores tirosina-quinasa.

En la línea celular MDA MB 468 PM1 se encuentran sobrexpresados los receptores de EGF

(Riedemann y cols., 2007). Nuestros resultados demuestran que la expresión de TR disminuye los niveles

de ARNm de los receptores EGFR1, ErbB3 e IGFR1 en ambos modelos celulares, lo cual podría tener un

papel importante en los efectos anti-tumorigénicos y anti-metastásicos del receptor. También se

encuentran aumentados los niveles de ARNm de la proteína IGFBP3 que se une a IGF-1, compitiendo de

este modo la unión del factor al receptor IGFR1. La sobreexpresión de EGFR se ha detectado en

distintos tumores y líneas celulares tumorales (Libermann y cols., 1984; Sainsbury y cols., 1985; Neal y

cols., 1985; Libermann y cols., 1985; Gullick y cols., 1986; Yamamoto y cols., 1986; Radinsky y cols.,

1995;). Se ha descrito que el bloqueo del EGFR con anticuerpos disminuye la proliferación (Connolly y

Rose, 1991; Fong y cols., 1992) y reduce la fosforilación de EGFR (Fong y cols., 1992; Sherwood y cols.,

1998). El bloqueo de EGFR inhibe la actividad constitutiva de ERK2 en líneas celulares de cáncer de

próstata (Putz y cols., 1999).

El promotor de EGFR presenta distintos sitios de unión para factores Sp1 y complejos AP-1

(Ishii y cols., 1985; Johnson y cols., 1988) y también se ha descrito la estimulación de este promotor por

p53 (Deb y cols., 1994). Se ha descrito que los TRs suprimen la transactivación dependiente de Sp1 del

promotor de EGFR mediante competición por los sitios de unión (Xu y cols., 1993) y es también

conocida la transrepresión dependiente de ligando ejercida por TR sobre la actividad de AP-1 (Jun/Fos)

(Pfahl, 1993). Recíprocamente, AP-1 inhibe la transactivación mediada por estos receptores nucleares. Los

receptores también pueden regular negativamente la actividad de promotores que contienen elementos de

unión para AP-1, NF-B o CREB sin unirse directamente a dichos elementos (Gottlicher y cols., 1998;

Karin y cols., 2001; Pfahl, 1993; Sánchez-Pacheco y cols., 1995; Mendez-Pertuz y cols., 2003; García-Silva

y cols., 2004), por lo que la inhibición de la expresión de EGFR observado en las células SK-hep1 y MDA

MB 468 PM1 podría ser consecuencia de la interferencia transcripcional con estos factores.

La expresión de TR inhibe la angiogénesis y aumenta la necrosis en los tumores

Nuestros resultados muestran que los tumores originados por las células SK-hep1 presentan una

gran área necrótica central y un bajo grado de angiogénesis. La expresión de TR en este modelo aumenta

el área necrótica. En el caso de los tumores originados por las células MDA MB 468 PM1 sí se observa un

cierto grado de angiogénesis en los tumores. Las inmunohistoquímicas con el anticuerpo marcador de

endotelios CD31 muestra una clara disminución del número de vasos en los tumores originados por

células que expresan TR.

Existen distintas evidencias de que diferentes receptores nucleares pueden regular la angiogénesis.

Así, se ha descrito que la hormona T4 favorece el proceso de angiogénesis en experimentos empleando el



modelo de la membrana corioalantoica de pollo (Davis y cols., 2004) y que este efecto requiere la

interacción de la hormona en la membrana plasmática con la integrina V3 (Bergh y cols., 2005).

Nuestros resultados no correlacionarían con este fenómeno ya que está mediado por el receptor nuclear

que tendría más bien efectos anti-angiogénicos. Por otra parte, en células endoteliales (MVEC) cultivadas

sobre una matriz de fibrina en presencia de TNF y FGF, simulando la situación in vivo, se aprecia la

disminución de la formación de los túbulos característicos de la angiogénesis tras el tratamiento con

testosterona y dexametasona, así como la estimulación de la misma por el tratamiento con ácido retinoico.

No se observó ningún efecto tras el tratamiento con hormona tiroidea, posiblemente debido a la ausencia

de expresión de TRs en esta línea celular (Lansink y cols., 1998). La 1,25-dihidroxivitamina D3, ligando

del receptor nuclear VDR, presenta también un potente efecto bloqueante de la angiogénesis (Iseki y cols.,

1999). El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) es clave en el proceso de angiogénesis. El

tratamiento con la 1,25-dihidroxivitamina D3, en distintos modelos celulares, reduce la expresión del

ARNm de VEGF que induce la activación, migración, proliferación y formación del tubo en las células

endoteliales (Fernandez-Garcia., 2005; Nakagawa y cols., 2005). Aún no conocemos si el receptor de

hormonas tiroideas pudiera también reprimir la expresión de VEGF.

La citoquina TGF secretada por las células promueve la angiogénesis tumoral favoreciendo así el

crecimiento tumoral por medio de la inducción de VEGF (Pepper, 1997; Pardali y Moustakas, 2007). El

tratamiento de tumores con péptidos latentes o anticuerpos contra TGF provocan la disminución de la

densidad de vasos sanguíneos (Tuxhorn y cols., 2002). La incapacidad de las células que expresan TR de

responder a TGF podría explicar la disminución de la angiogénesis tumoral observada. El tratamiento

con TGF también produce la secreción de VEGF por células de músculo liso A10 (Yamamoto y cols.

2001). Recientemente se ha descrito que los ligandos dexametasona y corticosterona suprimen el efecto de

TGF, mientras la T3 no tiene ningún efecto sobre estas células (Tanabe y cols., 2006).

La estimulación con EGF de las células endoteliales HMVECs induce la formación del tubo

(Okamura y cols., 1992; van Cruijsen y cols., 2005; Hirata y cols., 2002). Además, la activación de la vía de

EGFR aumenta la producción de moléculas proangiogénicas en una gran variedad de patologías tumorales

(Goldman y cols., 1993; Akagi y cols., 2003). En carcinoma de páncreas se ha observado que el descenso

en la expresión de VEGF y IL-8 observado tras semanas de tratamiento con el inhibidor de EGFR PKI

166 va acompañado de la disminución en la activación de EGFR (Bruns y cols., 2000; Bruns y cols., 2000).

Por tanto, la incapacidad de responder a EGF podría también explicar el menor grado de angiogénesis

observado en las células MDA MB 468 PM1 TR.

En células linfohematopoiéticas se ha descrito que el eje ligando-receptor CXCL12-CXCR4

estimula la secreción de VEGF (Kijowski y cols., 2001). Además, la expresión de VEGF promueve la

invasión de carcinomas de mama, de una manera autocrina, regulando al receptor CXCR4. Los tumores

formados por células de cáncer de próstata PC3 que sobrexpresan CXCR4 presentan un mayor número de

vasos sanguíneos que en las células parentales que expresan unos niveles normales del receptor (Darash-

Yahana y cols., 2004). Tanto en las células SK-hep1 como en las células MDA MB 468 PM1, la expresión



de TR produce una drástica disminución en los niveles de ARNm de CXCR4, lo cual también podría

contribuir al menor grado de angiogénesis en los tumores que expresan el receptor de hormonas tiroideas.

TR produce una reversión parcial de la transición epitelio-mesénquima

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la transición epitelio-mesénquima (EMT) es un

proceso clave en la progresión tumoral que se caracteriza por la progresiva pérdida de expresión de las

proteínas de adhesión (cadherina E,  catenina y citoqueratinas) y la reexpresión de proteínas

mesenquimales (vimentina y cadherina N), dando lugar a tumores invasivos con las características

migratorias de las células mesenquimales (Tse y Kalluri, 2007).

Las moléculas de cadherina E se conectan a los filamentos de actina de una manera indirecta a

través de la  y  catenina en el citoplasma (Gottardi y Gumbiner., 2001). Así, el control no sólo de la

actividad de cadherina E sino también de  catenina es de gran importancia para la adquisición del

fenotipo metastático. La EMT se correlaciona con la presencia de  catenina en el núcleo (Gottardi y cols.,

2001; Stockinger y cols., 2001).

Nuestros resultados muestran que las células SK-hep1 dan lugar a tumores en los que no se

detecta expresión de los marcadores epiteliales cadherina E y  catenina. Por el contrario, la expresión de

TR en estas células produce una reexpresión parcial de la proteína de adhesión  catenina, aunque no se

observa ningún efecto sobre la expresión de cadherina E. Además, la  catenina se distribuye en la

membrana plasmática, pudiendo así desarrollar su función en el sistema de adhesión y anclaje de las

células.

Las citoqueratinas (KRT) son proteínas estructurales específicas de células epiteliales que forman

los filamentos intermedios del citoesqueleto (Sommers y cols., 1992; Sommers y cols., 1994). La expresión

de KRT 18 en las células tumorales se asocia con una reducida capacidad invasiva in vitro y una menor

capacidad tumorigénica, así como con una menor resistencia a fármacos. Las KRT 8 y 18 caracterizan la

zona más diferenciada de los carcinomas de mama. Se ha descrito que el 80% de los carcinomas de mama

muestran una disminución en la expresión de las KRT 8/18 asociadas a diferenciación y que esta pérdida

está asociada a un mal pronóstico de la enfermedad (Schaller y cols., 1996). Una correlación similar entre

la expresión de KRT 8/18 y la capacidad tumorigénica ha sido descrita al inocular en ratones células de

carcinoma de páncreas murino (Pankov y cols.., 1997). La reexpresión de KRT 18 en la línea celular

MDA MB 231, que expresa bajos niveles endógenos de esta proteína, reduce la invasividad y el potencial

metastático y aumenta la expresión de proteínas de adhesión (Bühler y Schaller, 2005).

Nuestros resultados muestran que la expresión de TR provoca un claro aumento en la

expresión de KRT 8/18, tanto en los tumores originados por células SK-hep1 como por células MDA MB

468 PM1. Esta regulación se aprecia también en las células en cultivo antes de ser inoculadas en los

animales.

Se ha descrito que el ácido retinoico y la T3 reprimen la transcripción de las queratinas 5, 14, 6, 16

y 17 (Tomic-Canic y cols., 1992; Radoja y cols., 1997; Jho y cols., 2005). Sin embargo nuestros resultados

muestran la estimulación de la KRT 8/18. Además, se ha descrito que muchas KRT se regulan por



distintas formas de AP-1 en queratinocitos (Ma y cols., 1997; Rossi y cols., 1998; Radoja y cols., 2004) y la

transrepresión de estos sitios por los TRs podría contribuir a su inhibición por la T3. Por el contrario

nuestros resultados muestran la estimulación de la KRT 8/18.

En cáncer la expresión de vimentina (vim), proteína típica de los filamentos del citoesqueleto de

células mesenquimales, se asocia con un fenotipo desdiferenciado, alta motilidad, resistencia a fármacos y

mal pronóstico clínico (Sommers y cols., 1992; Thompson y cols., 1992; Sommers y cols., 1994). El

aumento en la motilidad y el comportamiento invasivo se revierte al transfectar nucleótidos antisentido

para vim (Hendrix y cols., 1997). Además, la sobreexpresión de vim en las células de carcinoma de mama

MCF-7 aumenta la motilidad e invasividad in vitro (Hendrix y cols., 1997). La sobreexpresión de vim y su

relación con la formación de metástasis se ha descrito en distintas patologías tumorales (Ben Ze´ev y Raz.,

1985; Domagala y cols., 1994; Hendrix y cols., 1997; Moch y cols., 1999; Lang y cols., 2002). Además, la

expresión de vim aumenta en células que sufren la EMT y en muchos tumores metastáticos (Bussemakers

y cols., 1992).

Recientemente se ha comparado la expresión de vim en líneas celulares de un hepatocarcinoma

primario (H2-P) y de las metástasis desencadenadas por él (H2-M) (Wen y cols., 2002), observándose que

se encontraba aumentada en la línea celular metastásica (Hu y cols., 2004). Al analizar 60 parejas de tumor

primario y metástasis se observó expresión de vim en el 11% de los primarios y en el 45% de las

metástasis. Por otra parte, el tratamiento de las células de carcinoma de próstata humano DU-145 con el

retinoide sintético 4-HPR produce una clara disminución de los niveles de vim, así como de la invasividad

y motilidad (Hendrix y cols., 1997; Webber y cols., 1999).

Nuestros resultados muestran que los tumores originados por las células SK-hep1 y MDA MB

468 PM1 presentan una alta expresión de vim y que la expresión de TR produce una drástica

disminución en la expresión de esta proteína, lo cual podría jugar un papel importante en la reducida

invasividad de las células que expresan el receptor. Esta inhibición concuerda con datos previos obtenidos

en la línea de glioblastoma murino B3.1. En estas células la expresión de TR produce una disminución

en la proliferación tanto en presencia como en ausencia de T3 que se encuentra acompañada por la

disminución en la expresión de distintos genes, entre los que se encuentra la vim (Iglesias T y cols., 1994).

Se ha descrito que la expresión de vim se encuentra regulada por sitios de unión AP-1 (Rittling y

cols., 1989; Sommers y cols., 1994), así como por sitios NF-B (Lilienbaum y Paulin., 1993) del promotor.

El tratamiento con TGF de las células esqueléticas C2C12 no sólo evita la regulación negativa de vim

sino que aumenta su expresión. Los sitios AP-1 en tandem son necesarios para este efecto de la citoquina

TGF, si bien también se requiere la unión de Smad 3 y factores Sp1/Sp3 (Wu y cols., 2006). Por tanto

también en este caso la transrepresión de estos sitios podría ser el mecanismo por el que TR reprime la

expresión de vim.

La expresión de vim también se regula por el ciclo celular (Ferrari y cols., 1986), factores de

crecimiento (Ferrari y cols., 1986; Carey y Zehner., 1995; Sommers y cols., 1994; van de Klundert y cols.,

1995) y citoquinas como INF-(Izmailova y cols., 2000). La no respuesta a factores de crecimiento de las

células que expresan TR podría explicar las diferencias que observamos en los niveles de vim.



En conjunto nuestros resultados muestran que la expresión de TR aumenta la expresión de los

marcadores epiteliales  catenina y KRT 8/18 y disminuye la expresión del marcador mesenquimátivo

vim, produciendo de esta manera una reversión parcial de la EMT. La expresión de TR tanto en las

células SK-hep1 como en las MDA MB 468 PM1 provoca la evolución de las células hacia un fenotipo

más epitelial, con un mayor grado de diferenciación.

La expresión de TR reduce la capacidad invasiva tanto in vitro como in vivo

Nuestros resultados demuestran que las células SK-hep1 y especialmente las MDA MB 468 PM1

son células que presentan un fenotipo altamente infiltrante e invasivo. Por el contrario, la expresión de

TR en ambas líneas celulares provoca el crecimiento por expansión de los tumores, frente al crecimiento

infiltrante e invasivo. La invasión de los tejidos adyacentes al tumor (músculo y piel), así como la

infiltración de vasos sanguíneos y linfáticos, se ve drásticamente disminuida por la expresión de TR. Para

que ocurra este comportamiento invasivo ha de degradarse la lámina basal que rodea al tumor, así como

las paredes endoteliales de los capilares y vasos sanguíneos y linfáticos. Esta degradación es en parte

llevada a cabo por colagenasas, entre las que destacan la MMP-2 y la MMP-9. Tanto la actividad como la

expresión de la MMP-9 se encuentra disminuída en las células, tanto de hepatoma como de

adenocarcinoma de mama, que expresan TR. En el caso de las células MDA MB 468 PM1 el efecto del

receptor por si sólo es menor, siendo necesario el tratamiento con T3 para observar una fuerte

disminución.

La capacidad de proliferar de las células sin estar ancladas a un sustrato, así como de sobrevivir en

suspensión y en movimiento están drásticamente inhibidas, sino totalmente eliminadas, en las células SK-

hep1 y MDA MB 468 PM1 que expresan TR. En los experimentos de formación de colonias en agar

blando, en las células de hepatocarcinoma, el efecto del TR se ve potenciado cuando se tratan las células

con T3.

En los ensayos de invasión en cámaras transwell la expresión de TR de nuevo reduce en las

células SK-hep1 y elimina en las MDA MB 468 PM1 la capacidad de migrar y atravesar la matriz de

matrigel. En el modelo de células de hepatocarcinoma, la presencia de TR disminuye en un 50% la

capacidad migratoria e invasiva de estas células, llegando esta disminución a ser completa al tratar con T3

las células que expresan el receptor. La drástica disminución de la capacidad invasiva que se observa en las

células que expresan TRtiene una clara relación con la capacidad metastásica de los tumores originados

por estas células. La reducción o bloqueo de la capacidad de degradar proteínas de la matriz extracelular

impide tanto la degradación de dicha matriz como de las paredes de los capilares y vasos, necesarias ambas

para la diseminación de las células tumorales por el organismo y para la colonización de nuevos órganos

donde se desarrollarán las metástasis.

La expresión de EGFR se relaciona también con la migración celular, invasión y metástasis

(Kondapaka y cols., 1997; Aaronson., 1991-1992; Chakrabarty y cols., 1995; Rajkumar y Gullick., 1994a y

b). La línea celular MCF-7, que expresa bajos niveles de EGFR (Davidson y cols., 1987) muestra tan sólo

una limitada capacidad migratoria cuando se tratan las células con TGF. Por el contrario, las células



MDA MB 468 que sí expresan altos niveles de EGFR (Davidson y cols., 1986) muestran una elevada y

constante capacidad migratoria tras la estimulación con este ligando. La sobreexpresión de EGFR en

células MCF-7 provoca un patrón de migración similar al de las células MDA MB 468 (Kruger y Reddy.,

2003). La disminución en la expresión de EGFR podría explicar, al menos parcialmente, el

comportamiento menos agresivo de las células que expresan TR.

La fibronectina es una proteína clave en la interacción entre las células y la ECM y desempeña un

papel fundamental en la adhesión celular, migración, proliferación y en el mantenimiento de la morfología

celular (Hynes, 1985a, b; Pankov y Yamada., 2002). Asimismo es uno de los componentes que forman

parte del matrigel empleado para los ensayos de invasión. Recientemente se ha descrito que el tratamiento

con T3 en células de hepatocarcinoma humano HepG2, transfectadas de manera estable con TRs,

aumenta los niveles de expresión de fibronectina (Lin y cols., 2004).

La MMP-9 es una proteinasa que desempeña un papel fundamental en los procesos de invasión,

intravasación y extravasación y se ha descrito que el tratamiento con EGF estimula la producción de

MMP-9 en distintas líneas de cáncer de ovario (Ellerbroek y cols., 1998). El promotor de MMP-9 contiene

sitios putativos para AP-1 (-533, -79), NF-B (-600), Sp1 (-558) y PEA3 (-540) (Sato y cols., 1993). A

través de estos sitios de unión, la expresión de MMP9 se regula por distintos factores de crecimiento,

citoquinas y oncogénes (Liu y cols., 2002; Zeigler y cols., 1999; Hozumi y cols., 2001). La presencia de

sitios de unión para factores de transcripción regulables por TRs, así como la activación por factores de

crecimiento, podrían de nuevo explicar la menor expresión y actividad de la MMP9 en células que

expresan TR.

El tratamiento de las células de hepatoma Huh7con el ligando CXCL12 produce la activación de

la expresión de MMP-9. En este efecto están implicados tanto el receptor CXCR4 como la señalización

por MAPK (Chu y cols., 2007; Sutton y cols., 2007). Además CXCR4/CXCL12 está implicado en la

secreción de MMP9 y MMP2 en células de hepatocarcinoma murino Hca-F y Hca-P (Hou y cols., 2001;

Chu y cols., 2007). Cuando se bloquea el receptor CXCR4 mediante tratamiento con un anticuerpo

específico, la cantidad de MMP-9 y MMP-2 secretada disminuye drásticamente. Se ha descrito que CXCR4

también media la secreción de MMP9 en carcinoma escamoso de cabeza y cuello (Samara y cols., 2004).

CXCL12 induce la secreción de formas latentes de MMPs en distintos tipos celulares, incluyendo células

tumorales (Janowska-Wieczorek y cols., 2000; Libura y cols., 2002). La expresión de TR tanto en las

células SK-hep1 como en las MDA-MB 468 produce una drástica disminución en los niveles del receptor

CXCR4 lo que podría también estar relacionado con los menores niveles de MMP9.

La expresión de receptores nucleares inhibe la expresión de MMP-1 pero su promotor carece de

HREs (Schroen y Brinckerhoff., 1996). La sobreexpresión del correpresor SMRT inhibe la estimulación de

este promotor por IL-1, PMA o v-Src (Schroen y cols., 1997). SMRT inhibe una región proximal (321 pb)

que contiene sitios de unión AP-1 y Ets. La mutación del sitio AP-1 de la posición -77 de este promotor

produce el mismo efecto que la sobreexpresión de SMRT. Heterodímeros RARs/RXR, a través de

interacciones con c-Jun, se unen de manera indirecta al sitio AP-1 proximal del promotor de MMP-1 (pan

y cols., 1995; Schroen y Brinckerhoff., 1996). No se puede descartar que el TR utilice un mecanismo

similar para inhibir la expresión de otras MMPs.



Tal y como se ha mencionado anteriormente se han realizado ratones “knock-in” para una forma

mutada de TR (TRPV), y ratones homocigotos para esta mutación desarrollan carcinomas de tiroides

de manera espontánea, presentando invasión capsular, invasión vascular, anaplasia y metástasis en pulmón

y corazón pero no en los nódulos linfáticos (Suzuki y cols., 2002). TRPV interacciona físicamente con la

subunidad p85 de PI3K de una manera más fuerte que la forma salvaje del receptor. Mediante esta

interacción se activan distintas MMPs que incluyen a la MMP2 y a la proteasa catepsina D (Furuya y cols.,

2006; Kato y cols., 2004; Furuya y cols., 2006; Ying y cols., 2003).

La expresión de TR bloquea la capacidad de formar metástasis in vivo

Observamos que el TRtiene un efecto drásticosobre la formación de metástasis in vivo. Su

expresión inhibe completamente la formación de metástasis nodulares y tan sólo se observa en algún

pulmón células aisladas siguiendo un patrón intersticial. En animales hipotiroideos el efecto del receptor

TR es menor, mostrando que es necesaria la presencia de ligando y receptor para observar el máximo

efecto supresor de la formación de metástasis. Esto coincide con la mayor agresividad observada en el

estudio histopatológico de los tumores primarios desarrollados en animales hipotiroideos. Las células

MDA MB 468 PM1 son mucho mas agresivas y metastásicas que las SK-hep1, observándose en ambas el

efecto de TR. Incluso en los animales inoculados en la grasa de la mama con células MDA MB 468 PM1

se desarrollaron metástasis espontáneas cutáneas en las extremidades delanteras en el 20% de los animales,

mientras que no se detectó este fenómeno en ningún animal inoculado con las células que expresan TR.

En modelos de cáncer de mama en ratón, la señalización por TGF promueve la formación de

metástasis en pulmón (Siegel y cols., 2003; Muraoka-Cook y cols., 2004) y en hueso (Yin y cols., 1999). El

efecto del TR sobre la formación de metástasis podría explicarse, al menos en parte, por la incapacidad

de estas células de responder a TGF.

Mediante ensayos de biodistribución de las células tumorales, en los que se incubaron las células

con 125IrdU, en el modelo de hepatocarcinoma al medir la radiactividad incorporada en los pulmones

observamos que ya a tiempos tan cortos como las 8h se aprecia una inhibición superior a 12 veces en la

radiactividad medida en los pulmones de los animales inoculados con células que expresaban TR. En el

modelo de adenocarcinoma de mama, el efecto del receptor se aprecia a un tiempo todavía más corto, a

las 4h, siendo la inhibición de un 50%, aproximadamente. Esta inhibición a tiempos tan cortos indica que

la expresión de TR está impidiendo ya la extravasación de las células tumorales en el pulmón, y no sólo la

capacidad de anidar y proliferar en el estroma de este órgano.

La expresión de TR regula la expresión de moléculas importantes en la

formación de metástasis

En los últimos años se ha descrito la implicación de distintas quimoquinas en el crecimiento y

diseminación tumoral (Luster., 1998; Wang y cols., 1998). Los niveles de ARN de CXCR4 se encuentran

drásticamente disminuídos tanto en células SK-hep1 como en células MDA MB 468 PM1 que expresan



TR, frente a los niveles que tienen las células transfectadas de manera estable con el vector vacío.

CXCR4 es el receptor para la quimoquina CXCL12, quimoquina que se encuentra en pulmón, hígado,

médula ósea, nódulos linfáticos y en menor medida en cerebro. La atracción entre CXCR4 y CXCL12

hace que las células de cáncer de mama abandonen el torrente circulatorio y migren a órganos con grandes

cantidades de CXCL12, donde estas células proliferan y dar lugar a metástasis lejanas del foco inicial del

tumor. Anticuerpos contra CXCR4 bloquean la formación de metástasis por células de cáncer de mama en

pulmón (Muller y cols., 2001) y la inhibición de CXCR4 mediante ARNi reduce significativamente la

capacidad invasiva in vitro de células de cáncer de mama (Chen y cols., 2003). Se ha descrito la existencia

de sitios de unión para NF-B en el promotor de CXCR4 (-230 a-240) (Caruz y cols., 1998).

Se ha descrito la existencia de un aumento significativo en la expresión del receptor de

quimoquinas CCR6 en distintos tipos de cánceres (Shimizu.y cols., 2001; Rubie y cols., 2006; Rubie y cols.,

2006) y que la expresión de CCR6 se asocia a la formación de metástasis intrahepáticas por células de

hepatocarcinoma (Dellacasagrande y cols., 2003; Uchida y cols., 2006). También se ha descrito una alta

expresión de CCR6 en las metástasis hepáticas formadas a partir de cáncer colorrectal frente a los niveles

del tumor primario (Rubie y cols., 2006). Además, los niveles del ligando de CCR6, CCL20, son mayores

en el hígado que en otros órganos, lo que coincide con el hecho de que es el hígado el primer sitio de

formación de metástasis para este tipo de cáncer. Nuestros resultados indican que los niveles de ARN de

CCR6 se encuentran también drásticamente disminuidos en células SK-hep1 que expresan el receptor,

frente a los niveles que tienen las células transfectadas de manera estable con el vector vacío, lo que

también concuerda con su menor capacidad metastásica.

El oncogén c-met es un receptor tirosina-kinasa de membrana (Park y cols., 1987; Chan y cols.,

1988) al que se une la citoquina HGF (factor de crecimineto de hepatocitos) (Bottaro y cols., 1991). Se ha

visto que en muchos tumores c-met se encuentra sobrexpresado y los niveles de esta proteína se

relacionan con la tendencia a formar metástasis y con un mal pronóstico de la enfermedad. Existe una

correlación positiva entre la sobreexpresión de c-met y el riesgo de progresión tumoral y la mortalidad en

cáncer de mama (Ghoussoub y cols., 1998; Lengyel E. y cols, 2005). La sobreexpresión de c-met en

hepatocarcinoma también juega un papel clave en el desarrollo y progresión de la enfermedad y su nivel de

expresión está inversamente correlacionado con la supervivencia de los pacientes (Luo YQ y cols.,. 1999;

Tavian y cols., 2000). Mediante RT-PCR cuantitativa también demostramos que los niveles de ARNm de

c-met están disminuídos en aquellas células que expresan el receptor TR, tanto en el modelo de

hepatocarcinoma como en células de cáncer de mama. El análisis del promotor de c-met muestra la

presencia de una gran variedad de elementos reguladores potenciales, que incluyen sitios Sp1, CRE, AP-1,

AP-2 y NF-B (Liu., 1998; Gambarotta y cols., 1994).

Las caspasas son una familia de proteasas que desempeñan papeles clave en el desarrollo tumoral.

No sólo están implicadas en el proceso de apoptosis sino que también juegan un papel fundamental en la

activación proteolítica de citoquinas. La expresión de caspasa 1 está claramente aumentada en las células

que expresan el receptor de hormonas tiroideas, tanto en el modelo de hepatocarcinoma como en el de

adenocarcinoma de mama, lo cual también podría estar relacionado con su actividad antimetastásica (Jee y

cols., 2005).





CONCLUSIONES

La estimulación del promotor de ciclina D1 por Ras oncogénico en células de hepatocarcinoma

depende de los factores de transcripción Sp1 y ATF-2. La hormona tiroidea reprime la actividad

transcripcional de ATF-2, diana de la quinasa MSK.

Tanto la represión del promotor de ciclina D1 como la inhibición de la transformación por T3

requieren la integridad del DBD así como de la caja CoR localizada en la hélice 1 del LBD, mientras que

es independiente del dominio AF-2 del TR. Los dominios implicados en estos efectos de la T3 son por

tanto diferentes a los implicados en la regulación transcripcional clásica que implican unión del receptor a

un elemento de respuesta en el DNA y el reclutamiento de coactivadores.

La expresión de TR en células de hepatocarcinoma humano SK-hep1 y de adenocarcinoma de

mama MDA MB 468 PM1 retrasa la formación de tumores en ratones desnudos.

La expresión de TR aumenta el grado de necrosis y disminuye la angiogénesis en los tumores.

También produce una reversión parcial de la EMT, aumentando la expresión de los marcadores epiteliales

 catenina y citokeratina 8/18 y disminuyendo la expresión del marcador mesenquimático vimentina.

La capacidad de sobrevivir y proliferar sin anclaje a un sustrato, así como la capacidad invasiva,

tanto in vivo como in vitro se ve drásticamente inhibida por el TR en ambos modelos celulares.

El TR bloquea la formación de metástasis tanto experimentales como espontáneas, impidiendo

la extravasación en los órganos diana.

El TR bloquea las respuestas al TGFy a los factores de crecimiento EGF y IGF-1. El TR

bloquea tanto la vía de las Smads como la vía de RAF/MEK/ERK y disminuye la expresión de los

receptores EGFR, ERBB3 e IGFR1, mientras que aumenta la expresión de IGFBP3.

La expresión de TR regula la expresión de moléculas importantes para la formación de

metástasis como CXCR4, CCR6, c-Met y caspasa 1. 
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