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RESUMEN 

 

Rol de HO-1 en la regulación de la inflamación asociada al cáncer de próstata. 

Compartimentalización subcelular y función 

El cáncer de próstata (PCa) es la segunda causa de muerte por esta enfermedad entre 

los hombres occidentales. Los andrógenos y el receptor de andrógenos (AR) son críticos para 

el desarrollo del PCa. El AR recluta varios co-activadores/co-represores y factores de 

transcripción modificando la expresión de genes blanco. Se han identificado varios 

mecanismos que activan al AR entre ellos la vía de señalización de STAT3. Trabajos previos 

de nuestro laboratorio demostraron la expresión nuclear de HO-1 en carcinomas primarios de 

próstata. In vitro la inducción de HO-1 disminuyó la proliferación, la invasión y la migración 

celular y retardó el crecimiento tumoral y la angiogénesis in vivo. Nuestra hipótesis es que 

HO-1 podría actuar como un co-regulador de receptores nucleares o bien modificar el 

microambiente tumoral modulando la expresión de factores que actuarían como co-

reguladores. En este trabajo de tesis nos propusimos investigar si HO-1 afecta la actividad 

transcripcional del AR a través del eje STAT3. Demostramos que la inducción de HO-1 en las 

células de PCa reprime la activación del AR, disminuyendo la actividad del promotor y los 

niveles del ARNm del antígeno prostático específico (PSA). Comprobamos que la sobre-

expresión de HO-1 induce arresto del ciclo celular en G2/M. Mediante inmunoprecipitación de 

la cromatina determinamos que HO-1 se asocia a promotores génicos, revelando una nueva 

función nuclear para esta proteína. Mediante ensayos de co-inmunoprecipitación mostramos 

que HO-1 y STAT3 interaccionan directamente. Por medio de microscopía confocal 

demostramos que HO-1 provoca la retención citoplasmática de STAT3. El tratamiento con 

hemina (inductor específico de HO-1) impidió la inducción de la expresión de los genes 

targets de STAT3, coincidente con la disminución de los niveles de pSTAT3 en el núcleo. 

Estudios in vivo confirmaron la reducción de la localización nuclear de STAT3 en los 

xenotransplantes de células PC3 que sobre-expresan HO-1. Adicionalmente, NFB, un factor 

relevante en la inflamación y que forma complejos con STAT3, también queda inactivo 

retenido en el citoplasma cuando se induce HO-1. Estos resultados proveen una función nueva 

para HO-1 reprimiendo la actividad transcripcional del AR en PCa e interfiriendo con la 

señalización de STAT3. Estos hallazgos sustentan nuestra proposición acerca del nuevo rol 

que posee HO-1, más allá de su actividad catalítica.  

Palabras claves: cáncer de próstata, hemo oxigenasa-1, STAT3, receptor de 

andrógenos, inflamación. 
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ABSTRACT 

 

Rol of HO-1 in the regulation of prostate cancer associated inflammation. Subcellular 

compartmentalization and function 

Activation of the androgen receptor (AR) is a key step in the development of prostate 

cancer (PCa). Several mechanisms have been identified in AR activation, among them signal 

transducer and activator of transcription 3 (STAT3) signaling. Recent studies suggest that 

heme oxygenase 1 (HO-1) may play a key role in PCa, independent of its catalytic function. 

We sought to explore whether HO-1 operates on AR transcriptional activity through the 

STAT3 axis. Our results display that HO-1 induction in PCa cells represses AR activation by 

decreasing the prostate-specific antigen (PSA) promoter activity and mRNA levels. We also 

show that HO-1 over expression in PC3 cells induces the arrest of the cell cycle in G2/M. 

Strikingly, this is the first report to show by chromatin immunoprecipitation analysis that HO-

1 associates to gene promoters, revealing a novel function for HO-1 in the nucleus. 

Furthermore, HO-1 and STAT3 directly interact as determined by co-immunoprecipitation 

studies. Forced expression of HO-1 increases in vitro and in vivo STAT3 cytoplasmic 

retention. When PCa cells were transfected with a constitutively active STAT3 mutant, PSA 

and STAT3 downstream target genes were abrogated under hemin treatment. Additionally, a 

significant decrease in pSTAT3 protein levels was detected in the nuclear fraction of these 

cells. Confocal microscopy images exhibit a decreased rate of AR/STAT3 nuclear co-

localization under hemin treatment. The inflammatory key factor NFB was shown to interact 

with both STAT3 and AR and its nuclear translocation was impaired by hemin treatment. 

These results provide a novel function for HO-1 down-modulating AR transcriptional activity 

in PCa cells, interfering with STAT3 signaling, evidencing HO-1 role beyond heme 

degradation. 

 

Key words: prostate cancer, heme oxygenase-1, STAT3, androgen receptor, 

inflammation. 
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ABREVIATURAS 

ADN: ácido desoxirribonucleico 

AP-1: proteína activadora 1  
AR:  receptor de andrógenos  
ARE:  elemento de respuesta andrógenos  

ARN: ácido ribonucleico 

Bach: BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 1 

BCA:  ácido bicinconínico 
Bcl xL:  Linfoma de células B extra largo 

Bcl-2: proteína 2 de linfoma de células B  
HPB: hiperplasia benigna de la próstata  
bPSA: antígeno prostático específico unido 

BSA: suero albumino bovino 
BVR: biliverdina reductasa  
CDKs: quinasas dependientes de ciclinas  
cDNA: DNA copia 
ChIP: inmunoprecipitación de la cromatina 

CO: monóxido de carbono  

COX2: ciclo-oxigenasa 2  

CREB: elementos de respuesta a cAMP 

CRPC: cáncer de próstata resistente a la castración  
DAB:  p-dimetilaminoazobenzeno 

DHT:  dihidrotestosterona 

DMSO: dimetil sulfóxido 

DNasa: deoxiribonucleasa 

dNTP: deoxinucleótido trifosfato 
DRE: examen rectal digital  

DTT: Ditiotreitol 

ECL:  quimioluminiscencia aumentada 

ECM: matriz extracelular  
EDTA:  etilen-diaminetra-acido acético  

EGF: factor de crecimiento epidérmico  

EGTA:  Ácido etilenglicoltetraacético 

EST: secuencia codificante del virus de la eritroblastosis E26 

FACS: fluorescence-activated cell sorter analysis  
FGF: factor de crecimiento fibroblástico  

fPSA: antígeno prostático específico libre (free) 

Gal4: Galectina 4 

GR receptor de glucocorticoides  

GST: glutatión-s-transferasa  
HGPIN:  neoplasia intraepitelial prostática de alto grado  

HIF: factor inducible por hipoxia 

Hmox1: gen de hemo oxigenasa-1 

HO-1: hemo oxigenasa 1 
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HSP: proteínas de shock térmico 
IF : inmunofluorescencia 

IGF:  factor de crecimiento tipo insulina  

IL: Interleuquina 

IP:  inmunoprecipitación 

JAK:  janus quinasa  

JNK: c-jun quinasa N terminal 

Keap1: kelch-like ECH-associated protein-1 

KLK3:  calicreína K3  
LDS: lauril duodecil sulfato 

MAPK:  proteína quinasa activada por mitógenos  

MARE: elemento de respuesta a proteínas Maf 

miRNAs: microRNAs  
MMP:  metaloproteinasas  

mRNA:  RNA mensajero 

mTOR:  mammalian target of rapamycin 

NF-E2/Nrf2:  factor nuclear eritroide 2 
NF-κB: factor nuclear κappa B  

Nkx3.1: NK3 homeobox 1 

NO: óxido nítrico  
NOS: óxido nítrico sintetasa  
NOX: NAD(P)H oxidasa 

PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida 

PBS: buffer fosfato salino 

PCa: cáncer de próstata  

PCR: reacción en cadena de la polimerasa 

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas * 
PIA:  atrofia inflamatoria proliferativa  

PIAS proteínas inhibidoras de STAT3 activado 

PIN:  neoplasia prostática intraepitelial  
PMN: polimorfonucleares 

PMSF: Fenil metil sulfonil fluoruro 

PSA: antígeno prostático específico  

pSTAT3: factor transductor de señales y activador de la transcripción 3 fosforilado 
PTEN: homólogo de fosfatasa y tensina 
REL: retículo endoplsmático liso 

RELA /p65: subunidad del complejo NFB  

RNasa: ribonucleasa 

ROS: especies reactivas del oxígeno 
RT:  transcriptasa reversa 
SD: desviación estándar 
SDS: duodecil sulfato de sodio 

SFBch: suero fetal bovino charcolizado 

shRNA: short hairpin RNA 

SnPP: dicloruro de estaño (IV) protoporfirina IX  
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SOCS supresores de la señalización de citoquinas 

SP1: Proteína específica-1 

STAT3: factor transductor de señales y activador de la transcripción 3  
StRE: elemento de respuesta a estrés 

TAE: tris acetato EDTA 
TAM:  macrófagos asociados al tumor  

TBS: tris bufer salino 

TBS-T:  tris bufer salino Tween-20 
TGFβ: factor de crecimiento transformante beta  
TMPRSS2: serin-proteasa transmembrana  
TNFα: factor de necrosis tisular alfa  

Tris: tris (hydroximetil) aminoetano 
TritonX-100:  octil fenoxi polietoxietanol 

Tween-20: polioxietileno (20) sorbitan monolaurato 

uPA: activador del plasminógeno tipo urokinasa 
uPAR: receptor del activador del plasminógeno tipo urokinasa 

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular  

VSMC:  células vasculares del músculo liso  

Wnt : del inglés Int (integration) y Wg (wingless) 
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I. CÁNCER DE PRÓSTATA 

 

I.1 Epidemiología 
 

El cáncer de próstata (PCa) es el segundo tipo de cáncer más diagnosticado y la sexta 

causa de muerte por cáncer en hombres a nivel mundial, según datos estimados por el proyecto 

GLOBOCAN en 2008 (Jemal et al. 2011) (Fig. 1). En Argentina, de acuerdo a publicaciones 

del Ministerio de Salud de la Nación del año 2011, constituye la segunda causa de muerte por 

cáncer considerando a la población masculina (Dirección de estadísticas e información de 

salud, Ministerio de Salud, Argentina 2011).  

 

 

Figura 1.Tasas de incidencia y muerte en el mundo estimadas por el Projecto GLOBOCAN 2008 (Figura 

extraída de Jemal y colaboradores (Jemal et al. 2011)). 

 

 

I.2 La próstata  

La próstata es una glándula exocrina accesoria del sistema reproductor masculino, está 

situada en frente del recto, debajo de la vejiga, y rodea a la uretra. Su función es la secreción 

de varios componentes del fluido seminal. 

En la próstata humana pueden distinguirse 4 zonas anatómicas (Fig. 2): 

1- zona periférica: representa el 70% de la glándula. Es la zona donde ocurre con mayor 

frecuencia el PCa (De Marzo et al. 2007).  

2- zona central: representa el 25% del volumen prostático y contiene el ducto 

eyaculatorio. Usualmente es la zona donde ocurren los procesos inflamatorios 

(prostatitis). 
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3- zona de transición: representa solo el 5% de la glándula. En esta zona es donde ocurre 

con mayor frecuencia la hipertrofia prostática benigna (HPB). 

4- Zona anterior: es predominantemente fibro-muscular sin estructuras glandulares.  

 

 

Figura 2. Zonas de la próstata (Figura adaptada de http://www.bkmed.com/prostate_en.htm). 

 

El epitelio prostático es estratificado y en él se pueden distinguir al menos 4 tipos 

celulares (van Leenders G. et al. 2000; Long et al. 2005). Posee una capa de células 

columnares altas, las células secretorias luminales, que son células que expresan al receptor de 

andrógenos (AR), necesitan de las hormonas para sobrevivir y en respuesta a ellas producen y 

secretan el antígeno prostático específico (PSA) y la fosfatasa ácida prostática. Estas células 

también expresan los marcadores epiteliales cito-queratinas 8 y 18. Por debajo de ellas hay una 

capa de células cuboidales, las células basales, las cuales se considera que son el componente 

proliferativo de la próstata (Bonkhoff et al. 1994), no expresan el AR, pero expresan factores 

como la proteína de defensa anti-oxidante glutatión-S-transferasa (GST) que protege frente al 

daño en el ADN y la proteína anti-apoptótica Bcl-2 (Bui y Reiter 1998); (De Marzo et al. 

1998). El tercer tipo celular corresponde a las células neuroendócrinas, que se encuentran 

dispersas entre las basales y luminales, son AR negativas y secretan neuropéptidos (Shen y 

Abate-Shen 2010). También existe una población heterogénea de células, llamadas células 

intermedias que expresan un fenotipo intermedio entre las células basales progenitoras y las 

células secretorias diferenciadas terminalmente (Long et al. 2005). Actualmente se reconoce la 

existencia de un tipo celular adicional, las células madre prostáticas, las cuales no requieren de 

andrógenos para sobrevivir y tienen la capacidad de regenerar el epitelio tras un ciclo de 

deprivación de andrógenos cuando las células luminales mueren (Collins y Maitland 2006). 

Aún está en discusión cual de todos estos tipos celulares sería el candidato principal para 

desarrollar el PCa (Garber 2010) (Fig. 3). 
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Este epitelio está inmerso en un estroma fibro-muscular con el cual interactúa mediante 

factores de crecimiento y hormonas secretados localmente. Las células epiteliales poseen 

receptores hormonales de estrógenos y andrógenos, y responden a hormonas produciendo 

factores de crecimiento como el factor de crecimiento tipo insulina (IGF), el factor de 

crecimiento transformante  (TGF-) y el factor de crecimiento epitelial (EGF), los cuales 

afectan de manera autocrina al estroma (Long et al. 2005; Sampson et al. 2007). Los 

fibroblastos estromales del mismo modo poseen AR, receptor de estrógenos y en respuesta a 

hormonas esteroides producen factores de crecimiento estromales que afectan el crecimiento y 

la diferenciación del epitelio (Sampson et al. 2007). Por este motivo cada vez se le da más 

importancia en la glándula prostática al estroma y su interacción con el epitelio, tanto a nivel 

fisiológico como patológico (Chung et al. 2006; Cano et al. 2007; Barron y Rowley 2012). 

 

 

Figura 3. Esquema de los tipos celulares de la próstata (Figura adaptada de Garber (Garber 2010)). 

 

 

I.3 Los andrógenos y el receptor de andrógenos 
 

Tanto el epitelio prostático como su estroma necesitan andrógenos para su correcto 

desarrollo y funcionamiento. Los andrógenos son hormonas sexuales masculinas producidas 

principalmente por los testículos. Estas hormonas regulan el desarrollo y la diferenciación de 

la próstata. El principal andrógeno circulante en el hombre es la testosterona, la cual es 

secretada por los testículos hacia la sangre donde viaja unida a globulina. Al llegar a las 

células prostáticas la testosterona libre difunde al interior de la célula y es convertida a 

dihidrotestosterona (DHT) por la enzima 5α-reductasa. La DHT es la forma activa del ligando 

y tiene más afinidad por el AR que la testosterona.  

Los efectos biológicos de los andrógenos son mediados por el AR, que es un factor de 

transcripción perteneciente a la superfamilia de los receptores nucleares activados por 
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ligandos. Similar a otros receptores esteroides, el AR posee dominios funcionales definidos 

como domino N-terminal (NTD), dominio de unión al ADN (DBD) constituido por dos 

motivos dedos de zinc, dominio de unión al ligando (LBD) y una región bisagra entre los 

dominios DBD y LBD (Fig. 4). A diferencia de las demás regiones que están evolutivamente 

conservadas, el dominio NTD es muy variable (Koochekpour 2010). 

 

 

Figura 4. Localización y estructura del AR humano.  

El gen del AR se localiza en el brazo largo del cromosoma X (panel superior), posee 8 exones separado 

por sus intrones (panel medio). Esquema de los principales dominios proteicos (panel inferior) 

(Esquema adaptado de http://en.wikipedia.org/wiki/File:Functional_domains_of_the_human_ 

androgen_receptor.svg). 

 

El AR se encuentra en el citosol y cuando la DHT se une, este receptor se activa, se 

disocia de proteínas chaperonas, se dimeriza y se transloca al núcleo. El complejo activo del 

AR y su ligando, en asociación con otros factores (co-reguladores) se une como dímero a 

secuencias consenso en el ADN, llamadas sitios ARE (elemento respondedor a andrógenos), 

regulando la transcripción de genes, como por ejemplo el PSA y factores de crecimiento que 

pueden afectar al estroma y a las propias células prostáticas (Matsumoto et al. 2013) (Fig. 5). 

Varios miembros de la superfamilia de receptores esteroides reconocen AREs 

similares, sin embargo, cada receptor puede activar genes blanco, tejido específico, bajo 

condiciones fisiológicas determinadas. Esta precisión en la respuesta transcripcional del 

receptor se debe a las diversas interacciones entre el AR, los factores generales de la 

transcripción, co-reguladores y otros factores involucrados también en otras vías de 

señalización (Heemers y Tindall 2007; Koochekpour 2010).  

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Functional_domains_of_the_
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En la última década se han descubierto numerosos factores de transcripción que pueden 

interactuar física y funcionalmente con el AR regulando la respuesta transcripcional de sus 

genes blanco (Heemers y Tindall 2007). Así la respuesta a los andrógenos de forma precisa y 

delimitada a una condición fisiológica, requiere la asociación adecuada de co-reguladores y la 

acción concertada de distintas vías y procesos de señalización en la célula. 

 

 

Figura 5. Esquema de la vía de señalización del AR. (Figura adaptada de Matsumoto y colaboradores 

(Matsumoto et al. 2013))  

 

 

I.4 El antígeno prostático específico (PSA) 
 

El PSA, también conocido como calicreína K3 (KLK3), es una serin-proteasa de 

33KDa, cuya síntesis es regulada por andrógenos, y que posee una actividad enzimática 

similar a la de la quimotripsina. En la próstata normal el PSA es secretado hacia los ductos 

prostáticos para formar parte del semen eyaculado, donde su función es clivar las proteínas 

semenogelina I y II permitiendo así la licuefacción del semen y la liberación de los 

espermatozoides del coágulo seminal. 
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Regulación por andrógenos del gen del PSA 
 

El gen del PSA, está muy bien caracterizado, es un gen blanco específico del AR y por 

ello es utilizado comúnmente como modelo para estudiar la señalización por andrógenos en 

células epiteliales prostáticas. Cuando el AR se activa por su unión a testosterona, se une a los 

sitios ARE en el gen del PSA, promoviendo su transcripción. Actualmente se conocen tres 

sitios ARE para KLK3 (Fig. 6). El promotor proximal está formado por AREI y AREII. AREI 

está localizado entre -170 y -153 pb del sitio de inicio de la transcripción y tiene alta afinidad 

por el AR (Kim J. y Coetzee 2004). El AREII se localiza a -400 pb del punto de inicio de la 

transcripción, éste es un sitio que une al AR con menor afinidad que el anterior pero que 

coopera con el AREI; ambos son suficientes para obtener moderados niveles de expresión 

génica regulada por andrógenos. El tercer sitio, el AREIII, se encuentra a –4134 pb y forma 

parte de un enhancer distal localizado desde -3738 pb hasta -5824 pb, que contiene cinco 

sitios ARE débiles. El AREIII es específico de la próstata, a diferencia de los sitios AREI y II 

que también promueven la transcripción en células no prostáticas (Lawrence et al. 2012) (Fig. 

6). 

 

 

Figura 6. Esquema del promotor del gen del PSA. (Figura adaptada de Kim y Coetzee (Kim J. y Coetzee 

2004))  

 

PSA y Diagnóstico del PCa 
 

El PSA es producido por las células epiteliales luminales de la próstata y debido a que 

es una proteasa se almacena en los ductos prostáticos como una pro-enzima, que debe clivarse 

para su activación. Luego se secreta dentro de los ductos glandulares y solo entra en el suero 

por filtraciones del fluido extracelular de la glándula, donde el PSA activo rápidamente es 

complejado con proteínas inhibidoras de proteasas (principalmente alfa1 anti-quimotripsina o 

ACT), conocido como PSA unido o bPSA. También se encuentran en circulación las formas 

inactivas del PSA, producto del clivaje en sitios incorrectos, que no forman complejos con los 
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inhibidores de proteasas u otras proteínas y circulan como PSA libre o fPSA (Balk et al. 

2003). 

Durante la tumorigénesis la glándula pierde su arquitectura y puede ocurrir una 

disrupción de la membrana basal del órgano. Esto ocasiona que el fluido contenido en el 

lumen de la próstata alcance la circulación sanguínea y es así como durante el cáncer se elevan 

los niveles en sangre del PSA, lo cual permite utilizarlo como una herramienta en el 

diagnóstico del PCa (Fig. 7). Los clivajes internos ocurren en el plasma seminal y están 

presentes a niveles más bajos en el tejido prostático tumoral, presumiblemente debido a la 

interrupción de la secreción normal del PSA en los ductos. Consecuentemente la relación de 

PSAf/PSAtotal, denominado índice de PSA, es más baja en muchos pacientes con cáncer y es 

útil para discriminar entre tejido normal y tumoral. El Pro-PSA y varias formas truncas del 

mismo también pueden detectarse en suero (Peltola et al. 2011; Zhang M. Z. y Lu 2012) 

 

 

Figura 7. Esquema de la liberación del PSA a la sangre. (Figura adaptada de Balk y colaboradores (Balk 

et al. 2003))  

 

Actualmente la metodología para el diagnóstico temprano del PCa se basa tanto en la 

cuantificación de los niveles de esta proteasa como en el examen rectal digital (DRE); sin 

embargo, la utilidad del PSA en el diagnóstico del PCa es objeto de mucho debate. Esto se 

debe a la baja especificidad del marcador ya que un elevado nivel del mismo puede ocurrir 

también como consecuencia de retención urinaria, prostatitis e HPB y así la decisión se torna 

perjudicial para el paciente que sufre una biopsia innecesaria con posibles desventajas como 

son sangrado e infección. (Zhang J. et al. 2012. Por ello se ha tratado de incrementar la 

eficiencia del método midiendo diferentes variantes del PSA, por ejemplo el PSAf {Kayikci, 

2012 #2011) o midiendo sus variantes de clivaje (Tosoian y Loeb 2010). 
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En base a esta problemática diferentes instituciones como la American Urological 

Association (AUA), la European Association of Urology (EAU) y la European Society for 

Medical Oncology establecen Guías a seguir para la utilización del PSA en el diagnóstico y 

seguimiento del PCa (Van der Meer et al. 2012). 

Actualmente se está cambiando el paradigma de la investigación en el diagnóstico, no 

solo centrándose en la detección temprana de la enfermedad, sino también en la posibilidad de 

encontrar nuevos marcadores moleculares para identificar aquellos cánceres que progresarán 

hacia tipos agresivos de los que no tendrán relevancia clínica (Dijkstra et al. 2012). 

 

 

I.5 Etiología y desarrollo del PCa 
 

El PCa es una enfermedad multifactorial, podemos establecer una organización de los 

factores predisponentes basándonos en aquellos que son ambientales y aquellos no 

modificables. Entre los primeros encontramos el consumo de grasa animal, alcohol, tabaco, 

obesidad, drogas anti-inflamatorias no esteroides, vitaminas y minerales (calcio, selenio y 

zinc) (Kral et al. 2011), mientras que los segundos, corresponden a la edad, raza e historia 

familiar o predisponentes genéticos (Crawford 2003; Kral et al. 2011; Leitzmann y Rohrmann 

2012). La edad es un factor fuertemente asociado al PCa, el envejecimiento incrementa en 

forma progresiva las probabilidades de contraerlo (Crawford 2003). Por otro lado este tipo de 

cáncer tiene una patogénesis multifocal (Andreoiu y Cheng 2010), a pesar de que marcadores 

moleculares sugieren un origen monoclonal (Mehra et al. 2008; Liu W. et al. 2009). En base a 

estas dos observaciones diversos autores proponen que la heterogeneidad de los tumores puede 

deberse a subsecuentes transformaciones neoplásicas de clones que van teniendo ventaja 

selectiva (Shen y Abate-Shen 2010; Boyd et al. 2012).  

 

Grado de Gleason del PCa 
 

Debido a su variación interna los carcinomas de próstata se clasifican en distinto grado 

según sus características histológicas, lo que se denomina grado de Gleason. Este sistema 

clasifica microscópicamente a las células desde bien diferenciadas (grado 1) hasta muy 

indiferenciadas (grado 5). Para la clasificación se establecen, mediante observación 

microscópica del tejido, los dos patrones estructurales (primario y secundario) de mayor área y 

se le asigna a cada uno un grado de 1 a 5, ambos grados son sumados, alcanzando un valor 

mínimo de 2 puntos y un máximo de 10 puntos y se reporta como el grado de Gleason del 
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tumor (Gleason 1966). El grado 4 corresponde a cáncer. Para su evaluación clara, se debe 

reportar como la suma de los dos patrones, por ejemplo 7 (3+ 4). 

 

Relación entre la atrofia inflamatoria proliferativa y el PCa 
 

Histopatológicamente se sabe que el PCa puede originarse a partir de un tipo de lesión 

prostática con origen inflamatorio, llamada atrofia inflamatoria proliferativa (PIA), que difiere 

de enfermedades benignas de la próstata como la prostatitis y la HPB. La prostatitis consiste 

en la inflamación de la glándula y ocurre entre un 10% a un 15% de los hombres (Sharp et al. 

2010). Las causas de esta patología pueden ser de origen bacteriano, como consecuencia de 

infecciones urinarias o de transmisión sexual, o no bacteriano, donde el agente etiológico es 

más difícil de identificar, pero podría originarse como consecuencia del trauma físico. La HPB 

consiste en el agrandamiento de la glándula por la formación de nódulos, con una mezcla de 

tejido glandular y estromal, que poseen un origen multifactorial incluyendo causas 

ambientales y genéticas (Harik y O'Toole 2012).  

La lesión PIA, a diferencia de las anteriormente nombradas, es una lesión atrófica 

localizada, con infiltrado inflamatorio, que tiene la capacidad de proliferar. Se la ha 

considerado precursora de otra lesión llamada neoplasia intraepitelial prostática (PIN) (De 

Marzo et al. 1998; Sampson et al. 2007; De Nunzio et al. 2011), la cual se caracteriza por la 

proliferación epitelial, con cambios citológicos que mimetizan al cáncer, incluyendo 

agrandamiento nuclear (Fig. 8). A diferencia del adenocarcinoma in situ posee una membrana 

basal que ocasionalmente presenta disrupciones (Zynger y Yang 2009). Actualmente se sabe 

que el PIN de alto grado (HGPIN), el PIN que tiene mayores modificaciones citológicas, es 

una lesión potencialmente precursora del PCa, ya que comparte marcadores genéticos y 

fenotípicos, que sumado a caracteres moleculares podría tener un valor diagnóstico para 

biopsias que en una primera toma de muestras no son positivas para PCa (Bostwick y Cheng 

2012; Klink et al. 2012). 
 

 

Figura 8. Esquema de la progresión neoplásica temprana en la próstata. (Figura adaptada de De 

Marzo y colaboradores (De Marzo et al. 2007)). 
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Procesos que promueven el PCa 
 

Existen múltiples procesos asociados al desarrollo del PCa. Uno de ellos es la 

inflamación crónica. Las citoquinas y mediadores inflamatorios podrían alterar la transducción 

de señales en las células de próstata. Además el exceso de los radicales oxidativos generados 

por las células inflamatorias no podrían neutralizarse, lo cual sumado a la regeneración 

proliferativa causada por la injuria del infiltrado inflamatorio, facilitaría el desarrollo del PCa 

(De Marzo et al. 2007; Sciarra et al. 2008). Apoyando esta hipótesis De marzo propone que 

tanto la inflamación crónica como la PIA ocurren principalmente en la zona periférica de la 

próstata (De Marzo et al. 2007); adicionalmente mutaciones en varios genes que codifican 

componentes del sistema inmune y vías inflamatorias fueron asociadas al riesgo de desarrollar 

PCa (Kazma et al. 2012).  

Otro proceso que podría promover el PCa es el estrés oxidativo y el consecuente daño 

en el ADN (Khandrika et al. 2009) (Fig. 9). Este estrés es consecuencia de un desbalance entre 

las especies reactivas del oxígeno (ROS) y las enzimas detoxificantes presentes en la célula. 

En el PCa está ampliamente reportada la disminución de las defensas anti-oxidantes, a 

diferencia de la HPB (Hamid et al. 2011). Particularmente interesante son los hallazgos de 

Ouyang y colaboradores (Ouyang et al. 2005) que sugieren que la pérdida de Nkx3.1, 

mutación muy frecuente en el PCa, conlleva a la reducción de varias enzimas anti-oxidantes y 

ésto se manifiesta en un aumento de los niveles de la base del ADN oxidada 8-hidroxi-2´-

deoxiguanosina (Ouyang et al. 2005). Todo este desbalance de los niveles de ROS tiene 

adicionalmente el efecto de modificar varías vías de señalización celular reguladas por el 

estado redox (Kumar B. et al. 2008; Thapa y Ghosh 2012), alterando procesos biológicos 

críticos en la malignidad como la proliferación, la motilidad y la supervivencia y promoviendo 

así el disparo de la carcinogénesis.  
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Figura 9. Mecanismo de la producción de ROS y la respuesta celular de la próstata.  

Factores intrínsecos y extrínsecos conducen al aumento de ROS en la glándula prostática. Los niveles 

incrementados de ROS pueden llevar a la disfunción celular y a la producción de niveles aún mayores 

de oxidantes. Estos elevados niveles alteran la próstata y disminuyen las defensas antioxidantes 

(disrumpiendo el eje ARE-Nrf2), lo cual asociado al incremento en las mutaciones en el ADNmt 

conduce a fenotipos agresivos y causa daño en el ADN. ARE: elementos de respuesta anti-oxidantes. 

Nrf2: factor nuclear eritroide 2 (Figura adaptada de Khandrika y colaboradores (Khandrika et al. 

2009)). 

 

Otro evento que ha sido implicado en la iniciación del PCa es el acortamiento de los 

telómeros. En el PCa y en el HGPIN la enzima telomerasa está activa, a diferencia de lo que 

ocurre en la HPB. Sin embargo, aún no se conoce como este evento contribuye a la iniciación 

de la carcinogénesis (Shen y Abate-Shen 2010). 

Recientemente se ha involucrado al fenómeno de senescencia como un posible 

mecanismo supresor de tumores (Nardella et al. 2011), que actuaría deteniendo a las células 

alteradas en un estado quiescente y consecuentemente a su pérdida como un posible factor 

iniciador del PCa (Narita y Lowe 2005). Esto es apoyado por la expresión de marcadores de 

senescencia como p16ink4a y p14arf, cuyos niveles aumentan con la edad y particularmente en 
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cánceres no malignos, lo cual podría ayudar a discernir entre los PCa indolentes de las formas 

más agresivas (Coppe et al. 2011; Burd et al. 2013). 

 

Alteraciones moleculares en el PCa 
 

Conjuntamente con estos procesos previamente mencionados existen múltiples 

alteraciones moleculares en el PCa que pueden constituir agentes iniciadores o promotores del 

cáncer. Se han encontrado en el PCa mutaciones somáticas como rearreglos cromosómicos 

frecuentes y genes con alteración en el número de copias. Por ejemplo, la translocación 

TMPRSS2: ETS, da como resultado la fusión de la serín-proteasa transmembrana 2 con la 

secuencia codificante del virus de la eritroblastosis E26 (ETS), resultando en un oncogen 

regulado por un promotor respondedor a andrógenos (Tomlins et al. 2006; Saramaki et al. 

2008; St John et al. 2012) así como también en la alteración de ETS que podría favorecer la 

transición epitelio mesénquima (Klezovitch et al. 2008). Del mismo modo la deleción en el 

fragmento cromosómico 8p21.2 es uno de los mecanismos propuestos de la disminución en la 

expresión de Nkx3.1 (Song et al. 2009). Esta proteína tiene una importante función en la 

diferenciación del epitelio prostático y su pérdida parece ser un evento temprano en el 

desarrollo del PCa (Kim M. J. et al. 2002; Abate-Shen et al. 2008). También es frecuente la 

amplificación del segmento cromosómico 8q24 cercana al oncogen Myc el cual está sobre-

expresado en estos tumores (Sato et al. 1999). Recientemente se descubrió que muchos genes 

supresores de tumores se ven frecuentemente afectados por los rearreglos cromosómicos (Mao 

et al. 2011). Por ejemplo un caso de alteraciones en el número de copias se encuentra en la 

deleción de PTEN (homólogo de fosfatasa y tensina), el cual es un regulador negativo de la vía 

de supervivencia de la quinasa Akt y su pérdida está asociada a un mal pronóstico en pacientes 

con PCa (Antonarakis et al. 2012; Choucair et al. 2012). Múltiples cambios epigenéticos son 

frecuentes en el PCa y llevan a la alteración de genes implicados en la progresión del cáncer 

(Chin et al. 2011). Se incluyen dentro de las modulaciones epigenéticas los cambios en la 

expresión de los miRNAs. En el PCa se ha asociado la disminución de ciertos miRNA con la 

adquisición de características malignas como resistencia a la castración, aumento de la 

invasión y de la proliferación (Ishteiwy et al. 2012; Puhr et al. 2012). 

Asimismo en este subgrupo de alteraciones moleculares se pueden agrupar las diversas 

mutaciones que alteran las vías de señalización en las células de cáncer contribuyendo a la 

progresión del mismo. Entre estas vías podemos incluir a la vía de Akt, de mTOR (mammalian 

target of rapamycin), de MAPK (proteínas quinasas activadas por mitógenos), y a diversas 

vías que están involucradas en inflamación como la de NFB (factor nuclear potenciador de 
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las cadenas ligeras kappa de las células B activadas) y otras (Zhang L. et al. 2009; Mukherjee 

et al. 2011; Walker et al. 2013). 

 

Evolución del PCa 
 

La progresión del PCa puede definirse en etapas sucesivas en las que actualmente se 

han identificado varios de los procesos y alteraciones génicas involucradas (Fig. 10): 

1) enfermedad localizada, en la cual el cáncer está confinado dentro de la cápsula de 

la próstata y no se ha dispersado hacia otras partes del cuerpo. El PCa primario es dependiente 

de andrógenos para crecer y sobrevivir.  

Entre las fases 1 y 2 surge la enfermedad recurrente donde, después de la terapia 

localizada, hay signos, típicamente un aumento del PSA, indicando que el cáncer ha 

reincidido.  

2) enfermedad metastásica, en esta etapa el PCa está creciendo fuera de la próstata, 

en las áreas que la rodean.  

3) enfermedad refractaria a hormonas, el PCa continúa creciendo a pesar del 

tratamiento con drogas que producen la ablación de las hormonas masculinas 

(andrógenos/testosterona necesarias para el crecimiento de las células de la próstata) y que 

frecuentemente se emplean en combinación con antagonistas competitivos del AR. 

La cirugía radical del PCa en el estadío avanzado es raramente curativa. La radiación 

también resulta inefectiva y es solo paliativa, y la quimioterapia no representa un pronóstico 

de sobrevida muy prolongada en la mayoría de los protocolos de uso habitual. En este estadío 

la sobrevida es de entre 12 y 18 meses. 

 

 

Figura 10. Esquema de la progresión del PCa. Estadíos de la progresión del PCa junto a los procesos 

moleculares involucrados en cada estadío. (Figura adaptada de Shen y colaboradores (Shen y Abate-

Shen 2010)). 
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No todos los hombres con PCa progresarán a través de estas fases. De hecho, el PCa 

puede permanecer confinado dentro de la glándula indefinidamente y nunca crecer 

suficientemente rápido para convertirse en un problema en el tiempo de vida del individuo. Es 

por este motivo que actualmente hay una búsqueda intensiva de nuevos marcadores que 

permitan identificar un cáncer agresivo de uno indolente que no requiere tratamiento (Barbieri 

et al. 2012; Dijkstra et al. 2012).  

 

 

I.6 Mecanismos involucrados en la independencia de andrógenos del PCa 
 

Aproximadamente del 10 al 20% de los pacientes con PCa ya presentan enfermedad 

metastásica al momento del diagnóstico, mientras que entre el 20 y el 30% de los pacientes 

diagnosticados con enfermedad localizada posteriormente desarrollarán metástasis (Felici et 

al. 2012). Para estos pacientes la terapia de elección es la ablación hormonal, la cual lleva a 

una regresión del tumor y de las metástasis (demostrando la importancia de la señalización de 

andrógenos en las células tumorales). Sin embargo, en la mayoría de los pacientes el cáncer 

reincide como un tumor resistente a la castración en un período de entre 12 y 18 meses 

(Narayanan et al. 2010). Estudios inmunohistoquímicos han demostrado que la expresión del 

AR está presente en el 80% de las lesiones metastásicas, sugiriendo que continúa siendo 

funcional, aún en ausencia de andrógenos. Es por ello que los términos PCa independiente de 

andrógenos o refractario a hormonas se han dejado de lado y se emplea el término PCa 

resistente a la castración (CRPC).  

Esta actividad del AR a muy bajas concentraciones o en ausencia de andrógenos 

circulantes, que ocurre durante la resistencia a la castración en las células tumorales es el 

resultado de la participación de uno o varios de los siguientes mecanismos: 

 

Amplificación de la expresión del AR (Chen C. D. et al. 2004; Attar et al. 2009). 

Mutaciones del AR que llevan a la independencia de andrógenos o activación por 

otros ligandos (Brooke et al. 2008); (Zhou et al. 2008; Steinkamp et al. 2009).  

Variantes no-canónicas de splicing del AR (Guo Z. et al. 2009; Dehm y Tindall 

2011).  

Alteración en la expresión o actividad de las proteínas co-reguladoras (Agoulnik y 

Weigel 2009; Golias et al. 2009).  

Producción intracrina de andrógenos (Dillard et al. 2008). 
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Señalización cruzada con otras vías (factores de transcripción) (Zhu y Kyprianou 

2008) 

 

En el CRPC ocurre una alteración en las vías de señalización fisiológicas generalmente 

involucradas en la proliferación y la supervivencia que se activan constitutivamente 

favoreciendo a la carcinogénesis y que presentan una interacción cruzada con la señalización 

por el AR, aumentando su actividad o la de sus co-activadores. Entre estas vías las más 

descriptas son la de IGF (Aggarwal R. R. et al. 2011), STAT3 (factor transductor de señal y 

activador de la transcripción 3) (Blando et al. 2011), EGF (Traish y Morgentaler 2009), Wnt 

(del inglés Int (integration) y Wg (wingless)) (Schweizer et al. 2008), NFB (Jin et al. 2008; 

Zhang L. et al. 2009) FGF (factor de crecimiento de fibroblastos) (Memarzadeh et al. 2007), 

VEGF (factor de crecimiento vascular endotelial) (Rinaldo et al. 2007), TGF (Zhu et al. 

2008) (Fig. 11). 

Como resultado de todas estas alteraciones y dado que no existe un tratamiento 

adecuado para la etapa metastásica de la enfermedad, la clave para lograr una mejor 

aproximación terapéutica está en la comprensión del o de los mecanismos predominantes para 

favorecer la progresión de un determinado tumor.  

 

 

Figura 11. Esquema de la interacción entre las vías de señalización en el PCa. Los factores de 

crecimiento IGF, FGF, VEGF, EGF y TGF y las citoquinas son secretados por las células estromales 

activadas. En las células epiteliales prostáticas cancerosas interactúan con la vía del AR, a su vez estas 

células secretan VEGF y TGF los cuales afectan al microambiente tumoral y estimulan la proliferación 

de las células en el estroma. (Figura adaptada de Zhu y colaboradores (Zhu y Kyprianou 2008)). 



                                                                                                                                                                   Introducción 

 

21 

 

I.7 La inflamación y el PCa 

 

Inflamación y cáncer 
 

Para muchos tipos de cáncer es ampliamente aceptado el rol etiológico que posee la 

inflamación provocada por agentes infecciosos, por ejemplo en el cáncer de cérvix (por HPV), 

en el gástrico (por H. pilory) y en el cáncer hepatocelular (por el virus de la hepatitis A o C). 

Datos estadísticos reportan que el 16% del cáncer a nivel mundial es atribuible a agentes 

infecciosos (de Martel et al. 2012). 

La inflamación fue inicialmente vinculada al cáncer a través de la observación de 

Virchow en 1863, de que muchos tejidos neoplásicos tenían un infiltrado inflamatorio. En 

estos últimos años se profundizó el estudio respecto a cómo el microambiente producido por 

un proceso inflamatorio crónico puede contribuir a la adquisición de características distintivas 

del cáncer (“hallmarks”), abasteciendo de moléculas bio-activas al microambiente tumoral que 

facilitan la angiogénesis, la invasión y la metástasis (Hanahan y Weinberg 2011). 

Adicionalmente la inflamación también contribuye a las modificaciones genéticas que 

promueven la tumorigénesis. Las células inflamatorias liberan ROS que son mutagénicos 

acelerando así la evolución genética hacia un fenotipo más maligno (Aggarwal B. B. et al. 

2006; Aivaliotis et al. 2012).  

 

Rol de la inflamación en el Pca 
 

La relación entre el PCa y la inflamación proviene principalmente de la evidencia del 

rol de las lesiones inflamatorias prostáticas como precursoras del carcinoma, como es el caso 

del HGPIN y la PIA. Ambas lesiones ocurren en la misma zona de la próstata que el PCa (De 

Marzo et al. 2007) y adicionalmente estudios morfológicos han demostrado transiciones 

frecuentes entre áreas de PIA con HGPIN (De Marzo et al. 1999; Putzi y De Marzo 2000) así 

como también entre el lesiones atróficas con el adenocarcinoma (Wang W. et al. 2009) (Fig. 

12). En muchos casos se ha observado que estas lesiones comparten con el PCa alteraciones en 

vías de señalización claves; por ejemplo las alteraciones en la expresión de genes supresores 

tumorales como Nkx3.1 (Bethel et al. 2006) y CDKN1B que codifica para p27Kip1 (De Marzo 

et al. 1999; van Leenders G. J. y Schalken 2003), que están reprimidos en las lesiones 

atróficas focales y en el PCa mientras que están altamente expresados en el epitelio prostático 

normal. 
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Figura 12. Predisposición al PCa según la zona glandular. 

La mayoría de las lesiones cancerosas ocurren en la zona periférica de la glándula, algunas ocurren en 

la zona de transición y casi ninguna ocurre en la zona central. La mayoría de las HPB se desarrollan en 

la zona de transición y pueden aumentar su tamaño considerablemente. La inflamación en la zona 

periférica ocurre en asociación con la atrofia en la mayoría de los casos. Los carcinomas en la zona 

periférica se encuentran frecuentemente en asociación con el PIN de alto grado, mientras que el 

carcinoma en la zona de transición tiende a ser de menor grado y está más frecuentemente asociado 

con hiperplasias adenomatosas atípicas o adenosis. (Esquema adaptado de De marzo y colaboradores 

(De Marzo et al. 2007)) 

 

La inflamación prostática que se genera como consecuencia del reflujo urinario, de la 

infección bacteriana o viral, de factores dietarios y hormonales genera una gran diversidad de 

mediadores inflamatorios que juegan un importante rol en promover la proliferación, la 

supervivencia y la angiogénesis de las células tumorales. Este microambiente tumoral 

involucra células del músculo liso, del endotelio, inflamatorias, fibroblastos y componentes de 

la matriz extracelular (ECM). Los mediadores producidos por ellas, participan en procesos 

como la remodelación de la ECM, el reclutamiento de más células inflamatorias y median la 

inducción de citoquinas y factores de crecimiento que pueden promover el PCa. (Gueron et al. 

2012). 

En el PCa las células del estroma producen numerosas citoquinas (Chung et al. 2006), 

como IL-6 e IL-8 que se han encontrado aumentadas respecto a la próstata normal (Konig et 

al. 2004; Mechergui et al. 2009). Además, previamente se determinó que la IL-8 está sobre-
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expresada en el suero de pacientes con PCa metastásico (McCarron et al. 2002). Esta citoquina 

tiene en estos tumores un rol como quimoatractante y se ha demostrado su participación en la 

progresión a la independencia de andrógenos (Araki et al. 2007). También se observó que IL-4 

e IL-6 promueven la activación del AR (Chen T. et al. 2000; Lee S. O. et al. 2009b). 

Particularmente IL-6 se ha visto involucrada en la activación del AR a través de 

múltiples vías de señalización (Yang L. et al. 2003). Esta capacidad de IL-6 para activar las 

vías de MAPK (quinasas asociadas a mitógenos), PI3K/Akt (fosfoinosítol-3 quinasa/ Akt) y 

STAT3, las cuales son importantes en la supervivencia y en la proliferación celular, ha 

convertido a IL-6 en un importante blanco de las terapias actuales (Guo Y. et al. 2012). 

Recientemente se ha propuesto que IL-6 podría aumentar la expresión de VEGF y de uPA 

(activador del plasminógeno tipo urokinasa) en el PCa (Weiss et al. 2011) y esto puede 

promover la metástasis favoreciendo la angiogénesis mediada por VEGF y la degradación de 

la ECM por uPA. 

Tanto las citoquinas previamente mencionadas, como otros factores liberados por las 

células del microambiente inflamatorio tumoral, conducen a la activación de factores de 

transcripción como NFB, AP-1 (proteína activadora1) y STAT3, los cuales también se han 

visto constitutivamente activados en el PCa, sugiriendo su importancia clave en la 

transformación maligna (He B. et al. 2003; Colotta et al. 2009; Rebouissou et al. 2009).  

Muchas de las alteraciones que promueven inicialmente al cáncer consisten en 

alteraciones en oncogenes que confieren a las células la capacidad de proliferar 

descontroladamente. Actualmente se propone que el mecanismo por el cual se acumulan estas 

mutaciones está relacionado a la inestabilidad genética causada por la inflamación (Pathak et 

al. 2005; Mantovani 2009; Kundu y Surh 2012) (Fig. 13). 

 



                                                                                                                                                                   Introducción 

 

24 

 

 

Figura 13. Dos paradigmas que unen la inflamación y el cáncer. La inflamación crónica (extrínseca) es 

acompañada por la producción de ROS, lo cual causa daño en el ADN e inestabilidad genómica, 

iniciando la carcinogénesis. Adicionalmente la producción excesiva de mediadores inflamatorios 

altera vías de señalización y lleva a la inducción de genes promotores del crecimiento. Por otro lado el 

estado inflamatorio intra-tumoral (intrínseco), creado por la interacción entre citoquinas y factores de 

crecimiento liberados por el tumor o el estroma incrementa la angiogénesis, metástasis y promueve 

el escape tumoral. (Esquema adaptado de Kundu (Kundu y Surh 2012). 

 

Finalmente la inflamación contribuye con el remodelado de la ECM. Existen 

numerosas proteasas que pueden ser liberadas por las células tumorales o por las células 

estromales, principalmente por los macrófagos asociados al tumor (TAMs), en respuesta a la 

inflamación (Quax et al. 1997; Lin E. Y. y Pollard 2004). Entre ellas las que se asocian 

frecuentemente al PCa son las metaloproteasas (MMP) 9 y 2 y el sistema uPA/uPAR (Cardillo 

et al. 2006) (Pakneshan et al. 2003). Estas proteasas poseen varios roles en la tumorigénesis y 

la malignidad (Zou et al. 2012) (Xu et al. 2010). Ellas degradan la membrana basal y la ECM 

permitiendo la diseminación de células tumorales que van a dar origen a las metástasis. Se 

propuso que juegan un rol principal en la liberación de los factores de crecimiento desde la 

matriz, que promueven la proliferación y la supervivencia de las células tumorales (Kong et al. 

2007; Sung et al. 2007) (Fig. 14). 

 



                                                                                                                                                                   Introducción 

 

25 

 

 

Figura 14. Invasión y proteasas. Las MMP favorecen el crecimiento del tumor al clivar de las 

membranas celulares precursores de factores de crecimiento como el TGF. Adicionalmente liberan 

por degradación de la ECM factores de crecimiento y factores pro-angiogénicos embebidos en ella. 

Las MMPs también regulan la invasión al degradar la ECM. (Esquema adaptado de Rao (Rao 2003)). 

 

En síntesis, varios factores y vías de señalización convergen en el desarrollo y la 

progresión del PCa modificando la expresión génica de la célula tumoral y el microambiente 

que la circunda. En este trabajo de tesis aportaremos nuevas evidencias para esclarecer el rol 

de la inflamación en el encendido de vías de señalización críticas en la carcinogénesis 

prostática. 

 

 

II . HO-1  

 

II.1 Generalidades 
 

La hemo oxigenasa (HO) (EC 1.14.99.3), originalmente descripta como una proteína 

de membrana microsomal, cataliza el primer paso limitante en la degradación oxidativa del 

hemo para producir monóxido de carbono (CO), biliverdina IXα, la cual es reducida 

rápidamente a bilirrubina por la biliverdina reductasa, y hierro ferroso (Tenhunen et al. 1969). 

El CO endógeno producido actúa como segundo mensajero afectando a varias funciones 

celulares incluyendo la inflamación, la proliferación y la apoptosis. La bilirrubina tiene 

potente actividad anti-oxidante y el hierro ferroso rápidamente induce la expresión de ferritina, 

la cual secuestra al hierro libre (Otterbein et al. 2003) (Fig. 15). 
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Hasta el momento se conocen tres isoformas de esta enzima, HO-1, HO-2 y HO-3 

derivadas de diferentes genes (McCoubrey et al. 1997; Ryter y Choi 2002) y con distinta 

regulación de su expresión. HO-1 se expresa en baja cantidad en todos los tejidos excepto el 

bazo donde sus niveles son abundantes (Maines y Gibbs 2005) y se induce rápidamente en 

respuesta a diversos estímulos constituyendo un importante agente citoprotector y anti-

oxidante (Abraham y Kappas 2008; Morse et al. 2009). La isoforma 2 se expresa en forma 

constitutiva y en altas concentraciones en cerebro y testículos. La isoforma 3, que es 

estructuralmente similar a la HO-2 con la cual comparte un 90% de homología, fue detectada 

únicamente en cerebro de rata. Se ha sugerido que podría tener un rol regulatorio en procesos 

que son dependientes del hemo (McCoubrey et al. 1997; Hayashi et al. 2004). 

 

 
Figura 15. Los productos de la reacción enzimática catalizada por HO-1 son el hierro libre, la 

biliverdina y el CO (Esquema adaptado de Otterbein y colaboradores (Otterbein et al. 2003)). 

 

HO-1 y su localización 
 

Históricamente HO-1 se caracterizó por su localización en el retículo endoplasmático 

liso (REL) como una proteína integral de membrana (Tenhunen et al. 1969), anclada al REL a 

través de una región transmembrana simple en su extremo C-terminal (Kim H. P. et al. 2004). 

Actualmente se propone que podría ser clivada en su segmento transmembrana (Huber Iii et 

al. 2009). En cuanto a la compartimentalización celular se ha descripto su localización 

subcelular en diversas organelas y se han propuesto diferentes funciones para esta 

redistribución (Was et al. 2010; Kim H. P. et al. 2011) (Fig. 16). 

Se la ha encontrado asociada a la membrana plasmática, en caveolas por medio de su 

asociación con las proteínas caveolinas-1 y 2 en células mesangiales glomerulares y en células 

endoteliales, y es notable que este proceso es regulado por varios agentes (Patel y Insel 2009). 

Se observó una localización perinuclear de HO-1 en células del endotelio microvascular de 
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cerebro de ratas recién nacidas y en cerebros humanos con enfermedades neurodegenerativas 

(Ewing y Maines 2006). En células epiteliales de pulmón de ratas Slebos y colaboradores 

(Slebos et al. 2007) observaron que HO-1 se localizaba en la mitocondria frente al estrés y que 

protegía a las células en estas condiciones. Del mismo modo se demostró que esta proteína se 

transloca a la mitocondria, donde ejerce protección de la injuria producida por los ROS 

mitocondriales en células gástricas (Bindu et al. 2011) y hepáticas (Converso et al. 2006).  

Finalmente se ha demostrado la localización nuclear de HO-1 en varios tejidos, aunque 

no se han identificado en su estructura señales de localización nuclear. Sin embargo, se sabe 

que proteínas menores a 50 KDa pueden moverse por difusión entre ambos compartimientos 

celulares. En células de pulmón de fetos de rata (RFL-6), transfectadas con la secuencia 

completa del cDNA de HO-1 y expuestas a hiperoxia, se observó la localización perinuclear 

de esta proteína, seguida por la migración hacia el núcleo. Además, un hallazgo interesante 

para resaltar es que cuando el nivel de la actividad de HO-1 era bajo, la proteína estaba 

localizada en el núcleo pero aún había aumento de la supervivencia celular bajo hiperoxia 

(Suttner et al. 1999). Giordano y colaboradores (Giordano et al. 2000) detectaron un aumento 

en el número de núcleos con tinción positiva para HO-1 en el tejido adiposo marrón de ratas 

expuestas a estrés térmico, y señalaron que los productos secundarios de HO-1 fueron capaces 

de modular genes involucrados en la adipogénesis. El grupo de Dennery fue el primero en 

reportar la localización nuclear de HO-1 en cultivos de células NIH3T3 expuestas a hipoxia 

después de sufrir clivaje lo que favorecería su entrada al núcleo (Lin Q. et al. 2007). Estos 

autores también demostraron que su función protectora frente a la hipoxia puede llevarse a 

cabo mediante una forma de HO-1 que no posee actividad enzimática, sugiriendo otro rol de 

HO-1 independiente de la degradación del hemo (Lin Q. S. et al. 2008). Se propuso que la 

translocación al núcleo media la activación de numerosos factores de transcripción de 

respuesta al estrés oxidativo; sin embargo, no se conoce el mecanismo involucrado en dicha 

activación transcripcional (Lin Q. et al. 2007).  

En nuestro grupo de investigación hemos demostrado por primera vez la localización 

nuclear de HO-1 en muestras humanas de carcinoma primario de próstata y HPB por estudios 

de inmunohistoquímica (Sacca et al. 2007) y en líneas celulares de PCa (Gueron et al. 2009). 

Con respecto a su función nuclear independiente de la actividad enzimática de HO, hemos 

propuesto por primera vez una función en la regulación de procesos claves en la 

carcinogénesis y en la progresión del PCa, como son la disminución de la proliferación, la 

migración y la invasión in vitro y la reducción del tamaño tumoral y de la vascularización in 

vivo (Gueron et al. 2009; Ferrando et al. 2011). Sin embargo, el mecanismo por el cual HO-1 
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lleva a cabo estas funciones, más allá de la citoprotección ejercida por los productos de su 

actividad enzimática, no se ha dilucidado completamente. 

 

  

Figura 16. Diagrama de la compartimentalización celular de HO-1. El CO podría inhibir la enzima ciclo 

oxigenasa (COX) en la mitocondria. En las caveolas podría participar en la regulación de la unión de 

caveolina 1 (Cav-1) a sus proteínas asociadas, como receptores de muerte (DRs) y la NADPH oxidasa 

(NOX). En el retículo puede atenuar el estrés del retículo. Finalmente en el núcleo se ha sugerido su 

participación en la regulación de la transcripción de genes. (Adaptado de Kim y colaboradores (Kim H. 

P. et al. 2011)). 

 

Regulación de la expresión de HO-1 
 

HO-1 se expresa en grandes cantidades en hígado y bazo y puede llegar a ser casi 

indetectable en otros tejidos (Jozkowicz et al. 2007). Sin embargo, esta isoforma se caracteriza 

por la capacidad de inducirse por su sustrato el grupo hemo y por una amplia diversidad de 

estímulos, incluyendo radiación ultravioleta, hipoxia, inflamación, metales pesados, peróxido 

de hidrógeno y óxido nítrico (Prawan et al. 2005); constituyendo así uno de los más 

importantes genes citoprotectores frente a diferentes agresiones celulares. 

La expresión de HO-1 es regulada principalmente a nivel transcripcional con algunas 

excepciones que provocan la estabilización del ARNm (Gozzelino et al. 2010). La 

transcripción del gen de HO-1, Hmox1, puede ser inducida por una gran cantidad de vías de 

señalización que activan diferentes factores de transcripción. Entre ellos encontramos a NFB, 

el Factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) y AP-1 (Alam y Cook 2007). Ellos reconocen elementos 

específicos en el DNA localizados en las regiones proximales (-0,3Kb) y distales (-4Kb, 

enhancer E1 y -10Kb, enhancer E2) del promotor de Hmox1. La secuencia dominante en estos 

enhancers es el elemento de respuesta a estrés (StRE) (Sikorski et al. 2004), el cual es 

estructural y funcionalmente similar a los elementos de respuesta a pequeñas proteínas Maf 



                                                                                                                                                                   Introducción 

 

29 

 

(MARE) y a los elementos de respuesta a anti-oxidantes (Morse et al. 2009). Los principales 

factores en la regulación de la expresión de HO-1 y que se asocian a estas secuencias MARE 

son Nrf2 y Bach (“BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 1”), 

ambos miembros de la familia de factores de transcripción cierre de leucina básico, capaces de 

hetero-dimerizar con Maf. Nrf2 es un factor que activa la transcripción de genes conocidos 

como detoxificantes de fase II que incluyen agentes anti-oxidantes, enzimas que detoxifican 

xenobióticos y otros factores citoprotectores frente al estrés celular (Itoh et al. 1997). Esta 

proteína contiene un dominio activador que regula positivamente a HO-1, mientras que Bach 

compite con este factor y reprime la transcripción del gen. Bach es secuestrado en citoplasma 

por la proteína represora “kelch-like ECH-associated protein-1” (Keap1) la cual 

adicionalmente promueve la degradación de Nrf2 (Ryter y Choi 2009). Se ha propuesto que 

Keap1 puede actuar como un sensor del estado oxidativo debido a la oxidación reversible de 

cisteínas críticas (Dinkova-Kostova et al. 2002). Frente a un estímulo Keap1 libera a Nrf2, el 

cual migra al núcleo y compite con Bach por la asociación a Maf en los elementos StRE. La 

proteína Bach tiene sitios de unión a hemo, por medio de los cuales este compuesto induce 

cambios conformacionales liberando a Bach de los elementos StRE y promoviendo su 

degradación en citoplasma. Del mismo modo Bach es susceptible a sufrir modificaciones 

redox en sus grupos sulfhidrilos y liberarse en función del estrés oxidativo (Gozzelino et al. 

2010) (Fig. 17). 

 

Figura 17. Esquema de la regulación transcripcional de HO-1. (Adaptado de Gozelino y colaboradores 

(Gozzelino et al. 2010)) 
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Estos elementos regulatorios han sido descriptos primero en ratón y luego se han 

detectado con gran homología en el gen humano, con diferencias principalmente en la 

diversidad de elementos de respuesta a factores de transcripción (Morse et al. 2009). A 

diferencia de Hmox1 murino, el gen humano se induce en respuesta a cadmio. Se reportó la 

existencia de una secuencia de 10 pb, que ha sido reconocida como un elemento de respuesta a 

este metal, localizada en el E1 (Morse et al. 2009). En la región de 4 Kb rio arriba del sitio de 

iniciación de la transcripción, se encontraron sitios de asociación para la proteína de unión a 

elementos de respuesta a AMPc (CREB) (Kronke et al. 2003), mientras que en la región de -

9,5 Kb se encontraron elementos blanco de Egr1 (early growth response-1) que median la 

respuesta a metaloporfirinas (Yang G. et al. 2001). Adicionalmente se describió la presencia 

de un gran número de elementos en la región promotora proximal que incluyen sitios de unión, 

entre otros, para ETS (Deramaudt et al. 1999), para NFB (Lawrence et al. 2012) y para 

STAT3 (Deramaudt et al. 1999). Esta posibilidad de la interacción cooperativa entre múltiples 

factores de transcripción revela la complejidad en la regulación de este gen en humanos (Ryter 

y Choi 2009). Estudios de Lin y colaboradores propusieron que la misma proteína HO-1 

podría regular su propia expresión en forma de retroalimentación positiva, importante para la 

inducción del gen en respuesta al estrés oxidativo (Lin Q. S. et al. 2008). 

 

 

II.2 Rol fisiológico de HO-1 en procesos celulares 
 

A pesar de que HO-1 fue inicialmente descripta como la enzima que cataliza la 

degradación del grupo hemo, sus roles se han extendido hacia actividades anti-inflamatorias, 

anti-proliferativas y anti-apoptóticas en diferentes tejidos, órganos y condiciones. 

HO-1 es un mediador crítico de la homeostasis celular, esto se ve reflejado en la 

expresión ubicua de esta proteína, así como por la gran diversidad de estímulos de estrés 

celular que la inducen. La importancia biológica de HO-1 se manifiesta en las alteraciones que 

se han observado asociadas a la falta de esta proteína en modelos experimentales. En ratones 

Hmox1-/- se ha detectado una destacada tendencia pro-inflamatoria en comparación con los 

animales wild-type (Kapturczak et al. 2004). Del mismo modo se ha reportado la incapacidad 

de los ratones carentes de HO-1 para resolver patologías, en comparación con los animales que 

sobre-expresan esta proteína (Soares y Bach 2009). En humanos la deficiencia en HO-1 es una 

condición severa, como se demuestra por los dos únicos casos de ausencia de esta proteína que 

presentaron inflamación crónica, patologías endoteliales, nefritis y graves alteraciones en el 

bazo (Yachie et al. 1999; Radhakrishnan et al. 2011). Los polimorfismos en la región del 
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microsatélite (GT)n del promotor de HO-1 que ocasionan en el gen una menor capacidad de 

inducirse, se han correlacionado con la incidencia y la progresión de varias enfermedades 

(Ryter y Choi 2009; Soares y Bach 2009; Gozzelino et al. 2010).  

Como detallamos previamente (sección II.1), HO-1 degrada al grupo hemo en tres 

productos biológicamente activos (Fe, Biliverdina y CO) y de este modo muchas de las 

características citoprotectoras se han atribuido a los mismos. Sin embargo, últimamente se ha 

propuesto que HO-1 puede ejercer ciertas funciones independientemente de su actividad 

catalítica (Lin Q. et al. 2007; Lin Q. S. et al. 2008). 

 

HO-1 y la inflamación 
 

HO-1 ha sido descripta como una proteína anti-inflamatoria e inmunosupresora. La 

principal evidencia proviene de ratones carentes de esta proteína que desarrollan reacciones 

inflamatorias crónicas y cuyas células inmunes producen una tasa mayor de mediadores 

inflamatorios en comparación con los animales controles (Kapturczak et al. 2004). Algunos de 

los efectos anti-inflamatorios atribuidos a HO-1 son consecuencia de la producción de CO, 

que lleva a la activación de la guanilato ciclasa e inhibición de la agregación plaquetaria 

(Furchgott y Jothianandan 1991), así como también a la disminución en la síntesis de 

citoquinas, probablemente a través de las vías de p38 MAPK o JNK (c-Jun N-terminal kinase) 

(Otterbein et al. 2000; Morse et al. 2003).  

Adicionalmente, nuestro grupo y otros investigadores demostraron la disminución en la 

activación de la vía pro-inflamatoria mediada por NFB tanto por CO como por HO-1 

(Megias et al. 2007; Ferrando et al. 2011). También se reportó que HO-1 participa en la 

inducción de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 (Otterbein et al. 2000). Evidencias previas 

sugieren que HO-1 podría regular la respuesta inmune a través de la modulación en la 

respuesta de células T. La inducción de HO-1 suprime la activación y la proliferación de 

linfocitos T CD 4+ (Pae et al. 2004), sin embargo, Biburger y col (Biburger et al. 2010) 

demostraron que si bien HO-1 era capaz de regular la proliferación de linfocitos T CD4+ in 

vitro, no modificaba la función modulatoria de estas células. Las células Treg (linfocitos T 

regulatorios), las cuales producen de forma constitutiva HO-1, son críticas en la modulación 

de la respuesta inmune. Se ha observado que la inhibición de esta proteína suprime la función 

de Treg in vitro (Choi et al. 2005). Esto tiene relevancia, por ejemplo en la tolerancia a 

transplantes. En este contexto se ha reportado el rol benéfico de HO-1 en la protección al 

rechazo de órganos (Soares y Bach 2007). También se demostró la capacidad de HO-1 para 

regular enfermedades autoinmunes (Tzima et al. 2009). Koliaraki y colaboradores 
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recientemente describieron un mecanismo para esta regulación de la inmunidad innata, que no 

se basa solo en los subproductos de HO-1, sino que propone que en células mieloides HO-1 

interactúa con el factor de transcripción IRF3 (Factor regulador del interferón 3) regulando la 

expresión de citoquinas. Se demostró así que la deficiencia de HO-1 lleva a una respuesta 

alterada a infecciones y a enfermedades autoinmunes órgano específicas (Koliaraki y Kollias 

2011). Del mismo modo el grupo de Soares y colaboradores proponen a HO-1 como un 

regulador importante de la autoinmunidad generada en los tejidos sometidos a enfermedades 

inflamatorias, en donde HO-1 contribuye a la homeostasis mediante la disminución de la 

respuesta inflamatoria a nivel del sistema inmune innato y adaptativo (Soares y Bach 2009) 

(Fig. 18).  

 

 

Figura 18. Efecto citoprotector de HO-1. La activación de las células inmunes, incluyendo células 

polimorfo-nucleares (PMN) y macrófagos, está asociada a la producción de ROS y citoquinas pro-

inflamatorias, provocando estrés oxidativo. La expresión de HO-1 en respuesta al estrés oxidativo es 

citoprotectora y previene la liberación de ligandos endógenos pro-inflamatorios de las células 

dañadas, lo que favorece la resolución de la inflamación y el retorno a la homeostasis. Cuando se 

pierde la expresión de HO-1 (Hmox1
- /-

) el estrés oxidativo conduce a la muerte celular programada 

generalizada (citotoxicidad), dando como  resultado la liberación de ligandos endógenos pro-

inflamatorios. Estos ligandos mantienen la activación de las células inmunes (inflamación) y 

exacerban la lesión del tejido, un efecto que promueve el desarrollo de enfermedades autoinmunes 

inflamatorias. (Figura adaptada de Soares (Soares y Bach 2009). 
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HO-1 y la angiogénesis 
 

La angiogénesis, formación de nuevos vasos sanguíneos a partir de otros pre-

existentes, es un paso clave en diversos procesos fisiológicos como patológicos, como la 

inflamación, la reparación de heridas, el crecimiento tumoral y la metástasis. Existen varios 

estudios que demuestran la importancia de HO-1 en la angiogénesis (Loboda et al. 2008; 

Ferrando et al. 2011). 

Este proceso se basa en la migración y la proliferación de células endoteliales maduras, 

las cuales son estimuladas por factores de crecimiento de los cuales el principal es VEGF 

(Ferrara et al. 2003). Se ha demostrado que HO-1 ejerce un efecto sobre la síntesis de VEGF 

en las células vasculares del músculo liso (VSMC) bajo condiciones de hipoxia y de normoxia 

(Dulak et al. 2002). La inhibición de la actividad de HO-1 por SnPP (estaño proto-porfirina 

IX), previno completamente la generación de VEGF inducida por citoquinas e hipoxia (Dulak 

et al. 2002). Adicionalmente a esta observación, recientemente se demostró que HO-1 media 

el efecto del factor SDF-1 (Factor derivado del estroma tipo 1) en el reclutamiento de células 

progenitoras de vasos a los sitios de isquemia (Deshane et al. 2007). Una conexión importante 

entre HO-1 y la homeostasis durante la formación de vasos reside en la producción de HIF 

(Factor inducible por hipoxia) por las células endoteliales expuestas a bajas concentraciones 

de oxígeno. HO-1 posee en su promotor elementos de respuesta a HIF y se demostró que la 

expresión aumentada de HO-1 por este factor modula la inflamación que afecta al tejido 

durante la isquemia/reperfusión, disminuyendo así la zona afectada (Ockaili et al. 2005). Sin 

embargo, se observaron situaciones en las cuales HO-1 modula negativamente la angiogénesis. 

En general ello ocurre en un contexto inflamatorio, donde la formación de vasos sanguíneos 

inducidos por la inflamación es atenuada por la sobre-expresión de HO-1 (Bussolati y Mason 

2006). Estos datos sugieren que los productos de la actividad de HO-1 actúan como factores 

pro-angiogénicos solamente cuando la expresión ocurre en un ambiente libre de reacciones 

inflamatorias. Cuando la inflamación dispara la formación de vasos sanguíneos, la influencia 

de HO-1 en este mismo proceso es inhibitoria (Bussolati y Mason 2006).  

Hallazgos recientes de nuestro laboratorio demostraron como la sobre-expresión de 

HO-1 disminuye la angiogénesis en la situación patológica de la progresión tumoral, en donde 

la inoculación intradérmica de células de PCa que sobre-expresan HO-1 generó tumores 

menos vascularizados que el grupo control. Esto se correlacionó con una disminución de la 

expresión en genes pro-angiogénicos. Se propuso un mecanismo que consiste en que la 

inducción de HO-1 conduce a una disminución en los niveles de ROS intracelulares y a su vez 

a una represión en la activación de la vía de señalización de NFB (Ferrando et al. 2011).  
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HO-1 en la apoptosis y la proliferación 
 

El rol de HO-1 en la proliferación celular depende de la situación y del tipo celular en 

que esta molécula es inducida. HO-1 ejerce una actividad anti-proliferativa sobre las VSMC, 

mediada probablemente por el CO que aumenta el GMPc (Morita et al. 1995), mientras que 

estimula la proliferación de las células endoteliales (Soares et al. 2002). En células 

mesangiales glomerulares, sometidas a estímulos pro-proliferativos, HO-1 modula 

negativamente esta inducción en la proliferación (Kumar D. et al. 2010). También disminuye 

la proliferación, por alterar la vía de señalización de ERK2, en células pancreáticas estrelladas, 

que son células que pasan de un estado quiescente a un estado proliferativo en la fibrosis 

pancreática (Schwer et al. 2008). Del mismo modo inhibe la proliferación de las células T 

CD4+ por medio de la inhibición en la secreción de IL-2 (Pae et al. 2004), regulando la 

respuesta inflamatoria. Previamente nuestro grupo de trabajo demostró la regulación en la 

proliferación de células de PCa provocada por la sobre-expresión de HO-1 (Gueron et al. 

2009). 

En cuanto a la apoptosis, HO-1 tiene un rol más definido hacia impedir este proceso, en 

general, ejerciendo un efecto protector hacia el tejido involucrado. Se ha observado que la 

sobre-expresión cardíaca de HO-1 limita la apoptosis de los cardiomiocitos después de la 

isquemia/reperfusión (Vulapalli et al. 2002). También tiene un efecto protector en células 

endoteliales (Brouard et al. 2000), particularmente fue capaz de proteger células endoteliales 

retinales frente a la apoptosis inducida por la alta glucosa (Castilho et al. 2012). Los 

mecanismos por los cuales HO-1 disminuye la muerte celular son diversos, muchos de ellos 

son mediados por el CO a través de la vía de p38 MAPK, como lo sugiere el hecho de que el 

bloqueo farmacológico de esta vía suprime el efecto anti-apoptótico de HO-1 (Brouard et al. 

2000). La activación de p38 por HO-1 también induce la expresión de la proteína anti-

apoptotica Bcl xL (Linfoma de células B extra largo), vía PI3K/Akt (Arruda et al. 2004). HO-

1 adicionalmente inhibe factores pro-apoptóticos como Bax y Bak (Katori et al. 2002; Tang et 

al. 2004).  

La variación frente a la inducción de HO-1 en las repuestas inflamatorias, 

angiogénicas, proliferativas y de supervivencia celular, podrían ser consecuencia de la 

diversidad de situaciones en que esta proteína se induce, que conllevan a un perfil de 

expresión génica determinado para permitir un mejor ajuste de la respuesta final (Wegiel et al. 

2008). Esta versatilidad es importante si se considera a HO-1 como un factor central en el 

restablecimiento de la homeostasis tras ser inducida en un amplio rango de condiciones 

patológicas (Soares y Bach 2009).  
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HO-1 y el ciclo celular  
 

La progresión del ciclo celular es un mecanismo de regulación crítico de los procesos 

de proliferación así como de división celular después del daño en el ADN. Este proceso es 

dividido típicamente en cuatro fases, los períodos asociados con la síntesis de ADN (fase S) y 

la división celular (fase M) están separados por dos “gaps” llamados G1 y G2, 

respectivamente. La progresión a través del ciclo se promueve por el ensamblaje de quinasas 

dependientes de ciclinas (cdk) y proteínas regulatorias llamadas Ciclinas. Hay proteínas 

inhibitorias del ciclo, que pueden ser agrupadas en dos familias distintas. El primer grupo 

comprende a los miembros de la familia INK4 que actúan como inhibidores específicos de cdk 

4 y cdk 6 e inducen p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c y p19INK4d. El segundo grupo comprende a los 

miembros de la familia p21CIP1/WAF1 y p27Kip1 que bloquean la progresión del ciclo celular 

inhibiendo a los complejos cdk/Ciclinas D, A y E. Las señales extracelulares que inhiben el 

crecimiento o lo promueven son integradas en la fase G1. Existen al menos nueve cdk (1-9) y 

múltiples Ciclinas (A-T) (Dickson y Schwartz 2009). Complejos específicos entre las cdk y las 

Ciclinas regulan cada fase del ciclo correspondiendo las Ciclinas D1–D3/cdk 2, 4, y 6 a la 

progresión a través de G1; la Ciclina E/cdk 2 controla la entrada en la fase S; la Ciclina A/cdk 

2 controla la progresión a través de S; Ciclina A/cdk 1 (también conocida como cdc2) controla 

G2; y Ciclina B/cdk 1 facilita la mitosis (Dickson y Schwartz 2009) (Fig. 19).  

La supervivencia de las células al daño en el ADN está regulada por la transición a 

través de los puntos de control. En las células de cáncer la primera transición suele estar 

desregulada, por lo que tiene gran importancia la regulación en la transición G2/M. Este punto 

de control involucra la activación de una fosfatasa llamada Cdc 25 que en condiciones 

favorables remueve fosforilaciones inhibitorias en el complejo Ciclina B/cdk 1. El daño en el 

DNA lleva a la activación de muchas quinasas que impiden esta transición fosforilando este 

complejo. A su vez puede ocurrir la regulación del mismo por la retención de Cdc 25 en el 

citosol. La proteína 14-3-3, media el arresto provocado por P53 frente al daño en el ADN, 

reconociendo a Cdc 25 fosforilada e impidiendo su acceso al complejo Ciclina B/cdk 1 en el 

núcleo (Cann y Hicks 2007). Sin embargo, recientemente se ha vinculado la inducción de 14-

3-3 mediada por otras proteínas de la familia de p53 en aquellos tumores de mama que tienen 

mutaciones en este importante gen regulador (Sang et al. 2006).  
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Figura 19. Regulación de la progresión del ciclo celular (Figura adaptada de Schwartz y colaboradores 

(Schwartz y Shah 2005). 

 

Teniendo en cuenta la participación de HO-1 en el control de la proliferación, su rol en 

la progresión del ciclo celular ha sido estudiada en diversos modelos. 

La elevada proliferación de las células musculares en los vasos sanguíneos se ha 

considerado un factor importante en la predisposición a la hipertensión arterial. Duarte y 

colaboradores (Durante 2003) describieron los efectos benéficos de la inducción de HO-1 en 

este modelo. HO-1 disminuyó la proliferación de las VSMC llevando a un aumento en los 

niveles de p21CIP1/WAF1 y a una disminución de Ciclina D1 en estas células tanto in vitro como 

in vivo (Jeon et al. 2009). Adicionalmente se demostró que la inducción de HO-1 aumentaba 

los niveles del inhibidor p27Kip1 en estas mismas células (Li W. et al. 2005). En el caso de las 

células endoteliales donde HO-1 estimula la proliferación se ha observado que la inducción de 

esta proteína provoca una diminución de p21CIP1/WAF1 (Li Volti et al. 2005). 

En astroglía, en músculo liso vascular, en epitelio tubular proximal y en carcinoma de 

mama, la activación de HO-1 resultó en el arresto del crecimiento celular y este efecto a su vez 

se asoció a la inducción de p21CIP1/WAF1. Estos eventos provocaron una disminución de la 

proliferación y confirieron marcada resistencia a la apoptosis contribuyendo de esta manera a 

un patrón alterado del crecimiento y la muerte celular (Gonzalez-Michaca et al. 2004; Was et 

al. 2006).  
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II.3 HO-1 y el PCa 
 

Al hacer una revisión de cómo afecta HO-1 a los diferentes procesos celulares, se 

puede ver que su efecto varía dependiendo del tejido y del contexto en que se estudie. Del 

mismo modo en tumores se encuentra información controvertida en cuanto a si HO-1 ejerce un 

rol protector frente al cáncer o lo promueve. Aún cuando la función de HO-1 en esta 

enfermedad es discutida, la importancia de esta proteína en cáncer queda en evidencia al 

observar la expresión alterada de esta proteína en muchos tipos de tumores incluyendo 

páncreas (Berberat et al. 2005), glioblastoma (Deininger et al. 2000), hepatoma (Doi et al. 

1999), adenocarcinoma (Goodman et al. 1997), melanoma (Torisu-Itakura et al. 2000) o PCa 

(Sacca et al. 2007).  

En algunos tipos de cáncer se propone que HO-1 podría promover la proliferación de 

las células tumorales como es en el caso del cáncer de páncreas (Sunamura et al. 2003) y de 

melanoma (Was et al. 2006), en los que se observan mayores volúmenes tumorales o aumento 

en el número de células cancerosas. En el cáncer de cabeza y cuello (Gandini et al. 2012), en 

el cáncer de pulmón (Degese et al. 2012), así como en el cáncer gástrico (Yin et al. 2012) se 

asoció o bien la localización nuclear o bien la expresión aumentada de esta proteína con una 

mayor malignidad. También se correlacionó su inducción a la capacidad transformante del 

virus de sarcoma de Kaposi (Marinissen et al. 2006). Por otro lado, en pacientes con cáncer 

colorrectal la expresión de esta proteína se asoció con la disminución de la invasión tumoral a 

nódulos linfáticos (Becker et al. 2007) y a una disminución en el riesgo de metástasis en 

carcinoma oral de células escamosas (Tsuji et al. 1999). Adicionalmente in vitro la inducción 

de HO-1 promueve la apoptosis en cultivos primarios de metástasis de este último tipo de 

cáncer (Lee Y. M. et al. 2010). 

Se propone actualmente que HO-1 promueve el crecimiento tumoral a través de un 

aumento en la angiogénesis (Jozkowicz et al. 2007; Abraham y Kappas 2008; Grochot-

Przeczek et al. 2012). Sin embargo, en nuestro grupo de trabajo recientemente demostramos 

tanto in vivo como in vitro que en PCa la sobre-expresión de HO-1 atenúa la angiogénesis por 

un mecanismo mediado por la alteración en la activación de la vía de NFB (Ferrando et al. 

2011).  

En PCa es muy frecuente la deleción del supresor tumoral PTEN. Estudios realizados 

por Li y colaboradores, en muestras de dos cohortes de pacientes con PCa localizado y con 

CRPC demostraron que la co-ocurrencia de la deleción de PTEN y la sobre-expresión de HO-

1 en los tumores se asociaba a la progresión de la enfermedad (Li Y. et al. 2011). De modo 

similar en estudios histológicos de muestras de PCa se evidenció un aumento de HO-1 en los 



                                                                                                                                                                   Introducción 

 

38 

 

tumores resistentes a la castración (Alaoui-Jamali et al. 2009). En contraste con estos 

resultados en diferentes grupos se encontró que compuestos quimioterápicos podrían mediar 

sus efectos a través de la inducción de HO-1(Terazawa et al. 2010; Kwok et al. 2012) y que 

dicha inducción juega un rol clave en la regulación de la malignidad del PCa, provocando 

disminución en el tamaño tumoral y de la angiogénesis in vivo (Gueron et al. 2009; Ferrando 

et al. 2011), por inhibición de NFB (Ferrando et al. 2011). Estos resultados son similares a 

los demostrados por Ilaria Bellezza (Bellezza et al. 2012) en células PC3, en las cuales el 

aumento de HO-1 por un compuesto derivado de la vitamina E, disminuye la viabilidad de las 

células tumorales mediante la inhibición de la translocación nuclear de NFB y por ende de su 

capacidad de unirse al ADN. 

En resumen, los efectos de HO-1 podrían promover o atenuar el crecimiento tumoral o 

la metástasis dependiendo del entorno celular, el estado inflamatorio del tejido (Jozkowicz et 

al. 2007; Gueron et al. 2012) y de la variación genética existente dentro del tumor. Recientes 

descubrimientos llevados a cabo por Kozakowska y colaboradores (Kozakowska et al. 2012) 

demostraron que HO-1 es capaz de regular subpoblaciones de miRNA modificando patrones 

de diferenciación. Estos nuevos mecanismos podrían ayudar a explicar funciones de HO-1, 

tanto en condiciones fisiológicas como patológicas, que no han sido develadas hasta ahora 

(Grochot-Przeczek et al. 2012).  

 

En resumen, todos estos hallazgos indican que HO-1 posee un rol anti-tumoral en el PCa. En 

este trabajo de tesis intentaremos aportar evidencias sobre la función de la localización 

nuclear de esta proteína. 

 

 

III.  STAT3 
 

STAT3 pertenece a la familia de proteínas transductoras de señales y activadoras de la 

transcripción (STATs). Estas proteínas median las respuestas celulares a citoquinas, a factores 

de crecimiento y a hormonas. Se han descripto en mamíferos hasta la fecha siete diferentes 

STATs: Stat1, Stat2, Stat3, Stat4, Stat5 α, Stat5  y Stat6 (Stark y Darnell 2012). Este factor 

de transcripción posee los dominios típicos de las proteínas STATs, que incluyen un dominio 

N-terminal de interacción con otras proteínas, un dominio de unión al ADN y un dominio SH2 

de interacción que le permite reconocer sitios fosforilados (Heinrich et al. 1998; Germain y 

Frank 2007). 
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III.1 Vía de señalización de STAT3 
 

La señalización clásica de STAT3 involucra la unión de una citoquina a su receptor 

seguido por la activación de una janus quinasa (JAK) asociada o adicionalmente la unión de 

un factor de crecimiento a su receptor que posee actividad quinasa intrínseca. En ambos casos 

esta actividad quinasa fosforila la región citoplasmática de los receptores y provee sitios de 

reconocimiento para los dominios SH2 presentes en STAT3. De esta forma estas proteínas que 

se encuentran en citoplasma en forma latente, son reclutadas y fosforiladas en un residuo 

tirosina específico, Tyr705, en el dominio C-terminal. Esto les permite homo-dimerizar y 

migrar al núcleo para unirse a elementos de respuesta específicos en el ADN (Johnston y 

Grandis 2011). En condiciones normales tanto la amplitud como la duración de la activación 

de STAT3 inducida por el receptor, están estrechamente controladas por una diversidad de 

proteínas reguladoras endógenas, como los inhibidores PIAS (proteínas inhibidoras de STAT3 

activado) (Shuai 2006) o los inhibidores SOCS (supresores de la señalización de citoquinas) 

(Wormald y Hilton 2004). 

Originalmente STAT3 fue identificado como mediador de la vía de IL-6; sin embargo, 

ahora se sabe que se activa por una amplia gama de factores de crecimiento como EGF (Park 

et al. 1996), c-Met (proto-oncogene que codifica para el receptor del factor de crecimiento de 

hepatocitos) (Hung y Elliott 2001) y PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas) 

(Masamune et al. 2005), entre otros. También puede ser activado por hormonas (Bates et al. 

2004) e incluso por quinasas intracelulares como Src y ABL (Parsons y Parsons 1997; Danial 

y Rothman 2000) (Fig. 20). 
 

 

Figura 20. Vía de señalización de STAT3. (Esquema adaptado de Bollrath (Bollrath y Greten 2009)). 



                                                                                                                                                                   Introducción 

 

40 

 

III.2 STAT3 y la carcinogénesis 
 

Existen muchas evidencias que permiten proponer a la desregulación de la vía de 

STAT3 como un evento central en el desarrollo y progresión de muchos tumores humanos. La 

transfección y expresión de STAT3 es suficiente para llevar a la transformación a fibroblastos 

inmortalizados y a células epiteliales normales derivadas de mama y próstata (Bromberg et al. 

1999). La transformación celular provocada por el oncogén viral v-src, requiere de la 

activación de STAT3 (Silva 2004). Adicionalmente se ha encontrado a STAT3 activado en 

tumores y en líneas establecidas a partir de tumores humanos (Johnston y Grandis 2011) En 

particular, STAT3 está constitutivamente activa en el 69% de los cánceres de mama (Dolled-

Filhart et al. 2003), en el 82% de los tumores de próstata (Mora et al. 2002), entre el 82 y el 

100% de los carcinomas de cabeza y cuello (Nagpal et al. 2002) y en el 71% de los cánceres 

nasofaríngeos (Hsiao et al. 2003). 

La activación de la vía ocurre como resultado de las mutaciones, así como también por 

medio de estimulación de las células inmunes y estromales del microambiente tumoral (Yu et 

al. 2009; Grivennikov et al. 2010). Una vez activada esta vía en las células tumorales o en las 

estromales, STAT3 puede inducir la expresión de un subtipo de genes cuyos productos son 

importantes para mantener su propia activación, incluyendo IL-6, IL-22, EGF, IL-23 e IL-10 

(Kortylewski et al. 2009).  

Consistente con este rol crítico en la oncogénesis, STAT3 regula muchos genes 

involucrados en la progresión del ciclo celular, en la apoptosis, en la angiogénesis y en la 

metástasis. Estos genes incluyen Ciclina D1, VEGF, MMP9, uPA y los genes anti-apoptóticos 

Bcl xL y Survivina (Huang S. 2007; Shodeinde y Barton 2012). 

Además esta vía de señalización interactúa con otras vías de transducción de señales en 

las células de cáncer promoviendo la progresión del mismo, como se ha observado en células 

de hepatoma donde se demostró la interacción entre las vías de STAT3 y de TGF 

(Yamamoto et al. 2001). De modo similar se observó que la colaboración entre los factores 

SP1 (Proteína específica-1) y STAT3 conduce a la inducción de genes blanco en la 

carcinogénesis pancreática (Huang C. y Xie 2012).  

Una interacción de relevancia en los procesos tumorales es la que ocurre entre los 

factores STAT3 y NFB, que promueve en forma sinérgica la expresión de genes cuyos 

productos son críticos en la carcinogénesis (Grivennikov et al. 2010). STAT3 y NFB pueden 

interactuar en situaciones diversas, por ejemplo STAT3 en su forma no fosforilada (vía no 

canónica) puede asociarse al complejo de NFB-IB en el citosol desplazando a la proteína 
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inhibitoria IB y facilitando la entrada de NFB al núcleo en ausencia de su señalización 

activadora (Yang J. et al. 2007). En otro escenario STAT3 puede asociarse a p65 en el núcleo 

reclutando a p300 (complejo acetil-transferasa) y permitiendo la acetilación de histonas. Ésta 

asociación también promueve la acetilación de p65 que provoca su retención nuclear y 

prolonga su actividad transcripcional. De este modo las células tumorales con STAT3 activado 

se aseguran de mantener también la activación de la vía de NFB (Lee H. et al. 2009a; 

Grivennikov y Karin 2010). 

 

 

III.3 STAT3 y el PCa  
 

En el PCa se propone que la activación desregulada de STAT3 es responsable de la 

progresión neoplásica de las células prostáticas (Barton et al. 2001). Esto es consistente con la 

detección de STAT3 constitutivamente activo en muestras de PCa (Abdulghani et al. 2008). 

Además su activación se ha asociado a los estadíos avanzados de la enfermedad (Horinaga et 

al. 2005). Varios grupos de investigación reportaron que STAT3 está implicado en promover 

la proliferación e inhibir la apoptosis de las células de PCa (Mora et al. 2002; Lee S. O. et al. 

2004) y que podría emplearse a pSTAT3 como un marcador para detectar cáncer en pacientes 

cuyas biopsias inicialmente son diagnosticadas como negativas, pero que en una repetición de 

muestreo manifiestan el cáncer (Han G. et al. 2012).  

 

Activación de la señalización de STAT por IL-6 en PCa. 
 

El mecanismo por el cual se sugiere que STAT3 permanece activo en el PCa es a 

través de los niveles incrementados de IL-6 (Drachenberg et al. 1999). En la próstata sana IL-6 

solo se expresa en las células basales, mientras que se ha observado la presencia de esta 

citoquina y de su receptor en la mayoría de los tumores de próstata (Hobisch et al. 2000). 

También se reportó la asociación entre los niveles elevados de IL-6 y menor sobrevida en 

pacientes con metástasis (Azevedo et al. 2011) y entre los niveles elevados de esta citoquina y 

mayor recurrencia de la enfermedad (Shariat et al. 2008). Asimismo, se detectaron altos 

niveles de IL-6 en los sobrenadantes de las células estromales apoyando la hipótesis de una 

estimulación paracrina de IL-6 en el PCa (Culig 2011). En líneas celulares de carcinomas 

prostáticos resistentes a la castración (PC3 y DU145) se observó que las células son capaces 

de secretar IL-6, el cual se comporta como un factor autocrino pro-proliferativo (Okamoto et 

al. 1997). En cambio, la línea sensible a andrógenos LNCaP es incapaz de secretar esta 
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citoquina y la estimulación con la misma ha originado resultados ambiguos según el grupo de 

investigación (Giri et al. 2001; Jia et al. 2004). Una posible explicación para esta controversia 

es que el comportamiento de esta línea celular depende del microambiente y del sistema de 

cultivo. Estudios más recientes demostraron que el tratamiento con IL-6 lleva a las células de 

PCa a la diferenciación hacia un fenotipo neuroendócrino (Lee y col., 2007; Spiotto y col., 

2000), considerado de mal pronóstico en el PCa porque posee la capacidad de secretar 

sustancias que influyen en el crecimiento del epitelio adyacente (Dasilva et al. 2012). A su vez 

se propone que la línea celular LNCaP expuesta durante un periodo de tiempo a IL-6 establece 

un loop autocrino (Lee S. O. et al. 2007), manteniendo de este modo la activación de la vía de 

STAT3 y promoviendo así la carcinogénesis.  

 

 

III.4 El microambiente inflamatorio y la tumorigénesis: NFB y STAT3 
 

Como se mencionó en secciones anteriores las condiciones inflamatorias pueden dirigir 

la transformación oncogénica, y luego cambios genéticos y epigenéticos en las células pueden 

generar un microambiente inflamatorio que apoya la progresión tumoral. Se sugiere que 

STAT3 cumple un rol crítico en este mantenimiento de la inflamación pro-tumoral (Yu et al. 

2009). Las citoquinas y quimoquinas son cruciales para inducir y mantener el microambiente 

inflamatorio promotor del cáncer. Estos mediadores son secretados principalmente por las 

células inflamatorias estromales. Pero la activación persistente de STAT3, intrínseca a las 

células tumorales (por medio de alteraciones genéticas), juega un rol importante en la 

estimulación de las células estromales para mantener esta condición inflamatoria. Esto se debe 

a que STAT3 estimula la secreción de numerosas citoquinas y factores de crecimiento por el 

tumor, que producen efecto en las células estromales estableciendo así una retroalimentación 

positiva para la inflamación (Yu et al. 2009). A su vez múltiples estímulos inflamatorios 

externos o extrínsecos como bacterias y virus también activan la vía de IL-6/STAT3 

(Kortylewski et al. 2009; Samavati et al. 2009). Debido a su capacidad de inducir la expresión 

de una gran diversidad de mediadores inflamatorios en respuesta a distintos estímulos, NFB 

es un factor central en la inflamación y se ha asociado con la respuesta inflamatoria pro-

tumoral (Baud y Karin 2009). Es particularmente interesante el hecho de que ambos factores, 

STAT3 y NFB, se encuentran interconectados en el cáncer a distintos niveles.  

El ambiente inflamatorio activa a NFB que estimula la síntesis de mediadores 

inflamatorios entre los cuales se incluye a la IL-6, promoviendo así la activación de STAT3. 
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Este último factor mantiene activo a NFB (Lee H. et al. 2009a) y a sí mismo, mediante la 

inducción de la síntesis autocrina de IL-6 (Lee S. O. et al. 2007), ejerciendo en las células un 

efecto pro-tumoral. Adicionalmente STAT3 puede influir sobre la vía de NFB, de modo tal 

que este factor inflamatorio promueva la tolerancia al tumor y a su vez impida la expresión de 

genes blanco de NFB que favorecen la respuesta anti-tumoral mediada por los linfocitos Th1 

(Kortylewski et al. 2005). Dos complejos típicos del factor NFB son la asociación entre 

RELA-p50 y cREL-p50, mientras que el complejo con RELA está involucrado en la respuesta 

pro-tumoral, el complejo conteniendo cREL dirige predominantemente la expresión de genes 

para una respuesta tipo Th1. El complejo mayoritariamente activo en cáncer es RELA, esto se 

explicaría por la activación concomitante de STAT3 que favorece el reclutamiento de p300 

junto a RELA y lo acetila reteniéndolo activo en el núcleo (Lee H. et al. 2009a). A su vez 

STAT3 es capaz de inhibir a la quinasa activadora de NFB, IKK, que fosforila y degrada al 

inhibidor IB (Yu et al. 2009). Sin embargo, todavía queda sin descubrir el mecanismo por el 

que STAT3 induce la expresión de solo el subgrupo de genes pro-tumorales en la vía de 

RELA y reprime otros genes inflamatorios. Finalmente, STAT3 y NFB ambos activos en la 

misma célula, co-regulan numerosos genes oncogénicos e inflamatorios (Grivennikov y Karin 

2010) (Fig 21).  

 

 

Figura 21. En la fisiología normal, el factor NFB es secuestrado en el citoplasma por el inhibidor de 

NFB (IB). Cuando se activan las quinasas de IB (IKKs) por patógenos y/o citoquinas pro-
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inflamatorias, IB es fosforilado y degradado, permitiendo la translocación nuclear de NFB. STAT3, 

que también se activa por vías intrínsecas y extrínsecas, contribuye a la persistencia de la activación 

de NFB en células transformadas, por la prolongación de la retención nuclear de RELA. NF-kB y 

STAT3 regulan la expresión de numerosos mediadores inflamatorios y oncogénicos. (Esquema 

adaptado de Yu y colaboradores (Yu et al. 2009)) 

 

 

III.5 Interacción entre STAT3 y el AR 
 

La transición del PCa desde la dependencia de andrógenos a la independencia 

hormonal es frecuentemente caracterizada por la sobre-expresión o hiper-activación del AR. 

Esta última causa puede ocurrir por la presencia de citoquinas, de factores de crecimiento o 

por interacción del AR con otras vías de señalización (Nadiminty y Gao 2012). Entre las 

citoquinas que pueden conducir a la activación del AR se ha demostrado la importante 

participación de IL-6. Esta citoquina se comprobó que está involucrada en promover la 

andrógeno-independencia por estimulación de la activación del AR en ausencia de ligando, así 

como también por actuar en forma sinérgica sobre el mismo a muy bajas concentraciones de 

andrógenos (Chen T. et al. 2000; Malinowska et al. 2009). Un mecanismo importante durante 

la transición a la resistencia a la castración es que el tejido tumoral se vuelve capaz de 

sintetizar pequeñas cantidades de hormona, lo que se conoce como la síntesis intracrina de 

andrógenos. Múltiples evidencias apoyan este concepto, principalmente el hecho de que la 

concentración de hormona intra-tumoral en CRPC alcanza valores que siguen estimulando la 

capacidad transcripcional del AR (Mostaghel y Nelson 2008). También se ha observado la 

activación de enzimas esteroideogénicas en metástasis de pacientes con CRPC respecto a los 

tumores primarios (Stanbrough et al. 2006; Montgomery et al. 2008). Es interesante destacar 

que la IL-6 también media la producción de andrógenos intra-prostáticos (Chun et al. 2009). 

El mecanismo por el cual IL-6 co-activa al AR en las células de próstata es a través de 

la vía de señalización de STAT3 (Matsuda et al. 2001; Nadiminty y Gao 2012). A pesar de 

que la activación de la vía de MAPK puede tener un rol en la estimulación del AR (Yang L. et 

al. 2003), en muchos trabajos se ha demostrado que STAT3 media gran parte de este efecto 

(Chen T. et al. 2000). STAT3 interacciona físicamente con los receptores de las hormonas 

esteroides (Zhang Z. et al. 1997; Yamamoto et al. 2000; Proietti et al. 2011), aumentando la 

actividad transcripcional de los mismos en respuesta a sus ligandos (De Miguel et al. 2003; 

Proietti et al. 2011; Langlais et al. 2012). Mientras que para muchos de estos receptores 

nucleares se observó que la asociación con STAT3 colabora en la transcripción de sus genes 
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blanco sin esclarecer el mecanismo, en el caso particular del receptor de glucocorticoides 

(GR), el efecto sinérgico de STAT3 ocurre mediante un proceso en el cual uno de los factores 

de transcripción no actúa asociándose al ADN sino como co-factor de la otra proteína. En este 

contexto se determinó que STAT3 incrementa la actividad de GR unido a sus sitios en el ADN 

(Langlais et al. 2012). En células de PCa se demostró, que bajo el tratamiento con IL-6 en 

ausencia de testosterona, STAT3 se activaba, interactuaba con el AR e inducía la transcripción 

de sus genes blanco, indicando que la activación del AR independiente de ligando estimulada 

por IL-6 era mediada por STAT3 (Chen T. et al. 2000; Ueda et al. 2002). Sin embargo, 

también se comprobó que en respuesta a IL-6 y testosterona, STAT3 puede actuar como un 

co-activador del AR ejerciendo un efecto sinérgico con la hormona en la actividad 

transcripcional del AR. En este caso se comprobó que la interacción entre estas dos proteínas 

era dependiente de la estimulación hormonal (Chen T. et al. 2000; Matsuda et al. 2001). Estos 

mecanismos podrían permitir la proliferación de las células de PCa a bajas concentraciones de 

andrógenos o en ausencia de los mismos durante la ablación hormonal. Se demostró que el 

estímulo con testosterona aumentaba la transcripción de genes blanco de la vía IL-6/STAT3, 

por medio de la interacción de STAT3 con el AR. El tratamiento con el inhibidor flutamida 

suprimía el efecto sinérgico de AR sobre la transcripción mediada por STAT3 (Matsuda et al. 

2001). Acorde con esas observaciones hallazgos posteriores llevados a cabo por Araonson, 

indicaron que la testosterona estimula un loop autocrino de secreción de IL-6, que conlleva a 

un incremento en la expresión de STAT3 y un aumento de la asociación entre AR y STAT3 

(Aaronson et al. 2007). De este modo ambas vías estarían interconectadas estimulándose 

ambas recíprocamente y en forma sinérgica. También se comprobó la activación del AR en 

respuesta a EGF mediada por STAT3, indicando así que varias vías pueden confluir para 

activar a este receptor hormonal y que muchas de ellas involucran la asociación entre AR y 

STAT3 (Aaronson et al. 2007). 

Teniendo en cuenta todas estas observaciones podemos concluir que 

independientemente las vías de señalización de STAT3 y AR revisten gran importancia en la 

progresión del PCa y adicionalmente su interacción les permite estimularse mutuamente, 

estableciendo de este modo un sistema que se retroalimenta y que le confiriere a las células 

capacidades oncogénicas. También es un punto importante a tener en cuenta como la 

inflamación, los mediadores y las vías involucradas colaboran con la asociación de STAT3 y 

AR, constituyendo de este modo una red muy difícil de bloquear dado que posee redundancia 

para sobrellevar la ausencia de componentes individuales. Por ello en la actualidad la 

investigación está cambiando el enfoque hacia aquellos tratamientos dirigidos a proteínas que 
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que participan en el mantenimiento de las vías que entrelazan varios caminos de señalización 

más que en la interrupción de cada una de ellas de forma aislada (He M. y Young 2009; Parray 

et al. 2012; Alva y Hussain 2013). 

 

En resumen, la identificación de nuevos co-reguladores del AR y de las vías de 

señalización asociadas a la inflamación que disparan su independencia de andrógenos, es 

crucial para entender los mecanismos por los cuales HO-1 controla la tumorígenesis 

prostática. 
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I. HIPÓTESIS  
 

El PCa es uno de los cánceres más frecuentes en el hombre y se considera una 

malignidad letal con gran incidencia en el mundo. Recientemente se ha propuesto que la 

inflamación, desencadenada por agentes infecciosos o la exposición a otros factores 

ambientales, aumenta la tumorigénesis del PCa.  

El AR es un factor de transcripción que tiene un rol crítico en el desarrollo y la 

progresión de este tipo de cánceres. Este receptor se encuentra en el citoplasma unido a 

proteínas HSP. La unión a andrógenos provoca la disociación de estas proteínas, la 

dimerización del AR, la fosforilación por tirosina quinasas y su translocación al núcleo. Una 

vez dentro del núcleo, el AR se une a elementos ARE localizados en los promotores de los 

genes blanco, reclutando proteínas co-reguladoras y la formación del complejo de 

transcripción activo. Debido a que los co-reguladores pueden considerarse genes maestros que 

han evolucionado para coordinar múltiples reacciones celulares que participan en los 

principales procesos fisiológicos, también tienen el potencial de promover patologías por la 

coordinación errónea de diversas funciones independientes. Existen evidencias que indican 

que alteraciones en los co-reguladores influyen en la inflamación patológica, la replicación 

celular anormal y la carcinogénesis. En resumen, el estudio de estos genes maestros co-

reguladores debería ser beneficioso para el tratamiento del cáncer.  

STAT3, modulador de la expresión de genes inducidos por citoquinas, interactúa y 

activa la transcripción mediada por AR. Además, STAT3 constitutivamente activo se 

correlacionó con el potencial maligno en el PCa. Este factor es activado por condiciones 

inflamatorias. 

La isoforma inducible de la hemo oxigenasa, la HO-1, confiere citoprotección contra el 

estrés oxidativo y la inflamación en varios modelos animales. Esta proteína ejerce funciones 

metabólicas vitales limitando la vía de degradación del hemo y participando en el 

mantenimiento de la homeostasis celular. Se ha descripto su localización nuclear, donde 

poseería una función no canónica, participando en la regulación de la actividad de factores de 

transcripción nucleares e incluso regulando su propia expresión. Reportes previos de nuestro 

laboratorio documentaron la función anti-tumoral de HO-1 en líneas celulares y en tumores 

xenotransplantados. Adicionalmente se comprobó que HO-1 modula negativamente la 

expresión de genes relacionados con la inflamación y la angiogénesis. Teniendo en cuenta que 

se ha demostrado la translocación nuclear de HO-1 en condiciones selectivas, nuestra hipótesis 

se basa en que esta proteína podría actuar como un co-regulador de receptores nucleares o bien 
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modificar el microambiente tumoral modulando la expresión de factores inflamatorios y 

angiogénicos que actuarían como co-reguladores de dichos receptores generando un fenotipo 

tumoral menos agresivo. 

 

 

II. OBJETIVO GENERAL 
 

Estudiar el rol de la compartimentalización celular de HO-1 e identificar sus 

interactores y los mecanismos moleculares por los cuales esta proteína interrumpe a los 

mediadores pro-inflamatorios en la progresión del PCa.  

 

 

II I. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

1. Analizar el efecto de la inducción de HO-1 sobre la progresión del ciclo celular en 

células de PCa. 

2. Identificar la función nuclear de HO-1, como por ejemplo su posible asociación a 

promotores génicos a través de su interacción con factores de transcripción en células de 

PCa. 

3. Evaluar el efecto de la inducción de HO-1 sobre la vía de señalización del AR en células 

de PCa. 

4. Investigar el efecto de la inducción de HO-1 sobre la vía de señalización de STAT3 en 

células de PCa. 

5. Estudiar el efecto de HO-1 sobre la vìa de STAT3 in vivo.  

6. Investigar el rol de la inducción de HO-1 en la interacción entre los factores de 

transcripción STAT3 y AR.  

7. Determinar el rol de la inducción de HO-1 en la expresión y localización de NFB. 

 

 



 

50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 

 

 



                                                                                                                                                   Materiales y Métodos 

 

51 

 

I. MATERIALES 

 

I.1 Reactivos y drogas 
 

Se utilizaron los siguientes reactivos cuya procedencia se indica a continuación: 

Cloruro de Hemina equina (hemina) (Sigma Aldrich, USA), Ioduro de Propidio (Molecular 

Probe, Eugene, OR, USA), Kit para inmunohistoquímica LSAB + DAKO Peroxidasa (HRP) 

(DAKO Corp., California, USA), Medio de Montaje FluorSave™ Reagent (Merck KGaA, 

Darmstadt, Alemania), Taq DNA Polymerase (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc, 

Rockford, USA, USA), kit RevertAid RT (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc, Rockford, 

USA, USA), Undecanoato de testosterona (SHERING, Buenos Aires, Argentina), IL-6 

(Endogen, Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc, Rockford, USA), TRIREAGENT 

(Molecular Re-search Center, Cincinnati, OH), Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Argentina), 

Polybrene Infection / Transfection Reagent (Millipore, Billerica, MA, USA). 

 

 

I.2 Reactivos para cultivo 
 

El medio RPMI-1640 (con o sin rojo fenol) se compró en Invitrogen (Argentina) y la 

gentamicina en GIBCO BRL (Reino Unido). El suero fetal bovino (SFB) se adquirió en 

Internegocios (Argentina), la penicilina/streptomicina y L-glutamina en SIGMA (USA) y la 

tripsina en Invitrogen (Argentina). 

 

 

I.3 Anticuerpos 
 

El anticuerpo monoclonal humano anti-hemo oxigenasa 1 desarrollado en ratón (OSA-

110) y el anticuerpo policlonal humano anti-hemo oxigenasa 1 desarrollado en conejo (SPA-

896) se adquirieron en Stressgen Biotechnologies Corp., San Diego, USA. El anticuerpo 

monoclonal humano anti-actina β se adquirió en Sigma-Aldrich, UK. El anticuerpo 

monoclonal anti-p27KIP1 (NA51) se compró en Oncogene, La jolla, CA, USA. El anticuerpo 

monoclonal anti-pSTAT3 (9145) fue adquirido en Cell signaling, Massachusetts, USA. El 

anticuerpo policlonal anti-p65 (R1487P) se compró en Acris (San Diego, CA, USA):Los 

anticuerpos policlonal anti-Ciclina A (sc-596), monoclonal anti-Ciclina B (sc-245), policlonal 

anti-E2F1 (sc-193), poli clonal anti-14-3-3 (sc-7683), policlonal anti-p21WAF/CIP1 (sc-397), 

policlonal STAT3 (sc-7179), monoclonal anti-AR (sc-7305) y monoclonal anti-lamina A/C 

http://en.wikipedia.org/wiki/Danvers,_Massachusetts
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(sc-7292), se adquirieron en Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA. Los anticuerpos 

secundarios conjugados con peroxidasa se compraron en Amersham Ltd, Reino Unido (GE 

Healthcare, Piscataway, NJ). Los anticuerpos secundarios conjugados con fluoróforos Alexa 

Fluor 488 cabra anti-ratón y Alexa Fluor 555 cabra anti-conejo fueron adquiridos en 

Molecular Probes (Invitrogen, Argentina). 

 

 

I.4 Oligonucleótidos 
 

Los oligonucleótidos que se detallan en las Tablas 1 y 2 fueron diseñados con el 

programa Beacon 5 y sintetizados por Sigma-Aldrich (Reino Unido) e Invitrogen (Argentina). 

 

Tabla 1.Secuencia de primers para amplificar ADNc por qPCR. 

Gen Primer forward PPrimer reverse Temperatura de 
Annealing (°C) 

HO-1 5′GAGTGTAAGGACCCATCGGA3´ 5′GCCAGCAACAAAGTGCAAG3′ 58 
Survivina 5′GGAGCCAGATGACGACCCCA3′ 5′AGCGCAACCGGACGAATGCT3′ 58 
Ciclina D1 5′GCGGAGGAGAACAAACAGAT3′ 5′TGAGGCGGTAGTAGGACAGG3′ 58 
Bcl-xL 5′GGTATTGGTGAGTCGGATCG3′ 5′TTCCACAAAAGTATCCCAGC3′ 64 
STAT3 5′AGCATCCTGAAGCTGACCCAGGT3′ 5′TCGGCAGGTCAATGGTATTGCTGC3′ 58 
KLK3 (PSA) 5′GTTGTCTTCCTCACCCTGTCC3′ 5′ACTGCCCTGCCACGAGAG3′ 58 
uPA 5′GAGATCACTGGCTTTGGAAAA3′ 5′CCAGCTCACAATTCCAGTCA3´ 58 
actina  5′CGGTTGGCCTTAGGGTTCAGGGGGG3′ 5′GTGGGCCGCTCTAGGCACCA3´ 58 
AR 5´GGCATGGTGAGCAGAGTG3 ́ 5´GGGTGGAAAGTAATAGTCAATGG3  ́ 58 
 

Tabla 2.Secuencia de primers para amplificar ADN de ChIP por qPCR. 

Gen Primer forward Primer reverse Temperatura de 
Annealing (°C)  

MMP-9 5′CCCTCCCTCCCTTTCATACAGTTC3′ 5′GCTTACACCACCTCCTCCTCTC3′ 58 
Ciclina D1 5′CCCCGCAAGGACCGACTG3 5′AAATTC-CAGCAGCAGCCCAAG3′ 58 
VEGF-A 5′GGGTTGAGGGCGTTGGAG3′ 5′GAGGGAGCAGGAAAGTGAGG3′ 58 
uPA 5′TGAGGCAGTCTTAGGCAAGTTGG3′ 5′GGCTTGTAAATTCTCCGTGCTTCC3′ 58 
PSA 5′GCTCTCCCTCCCCTTCCACAG3′ 5′GGCACCCAGAGGCTGACCAAG3′ 58 
β-globina 5′TTTGCAGCCTCACCTTCTTT3′ 5′TGGGGGATATTATGAAGGGC3′ 58 

 

 

I.5 Líneas celulares 
 

Se utilizaron cuatro líneas celulares adherentes derivadas de carcinomas de próstata 

humanos:  

LNCaP: Esta línea celular proviene de un adenocarcinoma de próstata humano y se aisló de 

una biopsia de nódulo linfático supraclavicular de un paciente con un diagnóstico confirmado 

de metástasis de próstata (Horoszewicz et al. 1983). Posee el AR mutado en el codón 877, en 
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el dominio de unión al ligando y es activado por progesterona y estradiol. Es sensible a 

andrógenos y expresa PSA. 

PC3: Esta línea celular fue establecida de una metástasis ósea y proviene de un 

adenocarcinoma de próstata humano (Kaighn et al. 1979). Es insensible a andrógenos y no 

expresa PSA. Su perfil de crecimiento en hueso es osteolítico. 

PC3-pcDNA3 y PC3HO-1: Estas líneas fueron generadas previamente en nuestro laboratorio 

a partir de la línea PC3 por transfección estable con el vector de expresión para HO-1 y su 

línea control conteniendo el vector vacío (pcDNA3) (Gueron et al. 2009). 

 

 

I.6 Plásmidos 
 

El vector de expresión humano pcDNA3HO-1 fue gentilmente proporcionado por el 

Dr. M. Mayhofer (Clinical Institute for Medical and Chemical Laboratory Diagnostics, 

Vienna). 

El vector PSA-luc es un plásmido reportero (pGL3 Basic) que contiene clonado 4,3 kb 

del promotor de PSA humano río arriba del TSS del gen de la luciferasa. Dicho plásmido fue 

generado previamente en nuestro laboratorio (Zalazar 2009). 

El vector de expresión humano pcDNA3 AR5 es un plásmido de expresión que 

contiene clonado el ADNc del AR con una deleción del dominio de unión al ligando que lo 

convierte en una proteína constitutivamente activa. El mismo fue gentilmente cedido por el Dr. 

Guido Jenster (Department of Urology, Josephine Nefkens Institute, Erasmus, The 

Netherlands). 

El vector dominante negativo de STAT3 (STAT3 DN) es un plásmido de expresión del 

ADNc de STAT3 con una mutación puntual en el codón 705 que reemplaza una Tirosina por 

una Fenilalanina, de modo que la proteína no puede ser fosforilada y compite con la proteína 

wild type por la quinasa activadora (Bromberg et al. 1998). El mutante de STAT3 

constitutivamente activado (STATC) es un plásmido de expresión del ADNc de STAT3 con 

dos mutaciones puntuales que sustituyen los aminoácidos A661 y N663 por residuos de 

Cisteína, permitiendo que la proteína forme dímeros mediante puentes di-sulfuro en ausencia 

de la fosforilación activadora (Bromberg et al. 1999). Ambos vectores fueron gentilmente 

provistos por el Dr. James Darnell (Rockefeller University, New York,NY).  

Los vectores pSPAX2, pMD2G, pSEW-shSTAT3.1, pSEW-shSTAT3.2 y pSEW-GL2 

fueron gentilmente proporcionados por el Dr. Bernd Groner (Georg Speyer Haus, Institute for 

Biomedical Research, Frankfurt, Germany). pSPAX2 y pMD2G (Addgene) son plásmidos de 
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segunda generación para la construcción de partículas lentivirales. El plásmido pSPAX2 

codifica para la maquinaria de empaquetamiento viral y el plásmido pMD2G codifica para las 

proteínas de la envoltura viral. El vector pSEW fue desarrollado a partir del vector lentiviral 

SEW (derivado del vierus de HIV-1) y las secuencias sh fueron introducidas en el 3´UTR de 

este vector, dado que no existen promotores en esta región, previamente se introdujo un 

promotor de una histona constitutiva río arriba de los oligos shSTAT3 por clonación en un 

vector pSUPER-vector (Oligo-Engine) (Demaison et al. 2002). shSTAT3.1 y shSTAT3.2 

codifican para dos shRNA diferentes contra STAT3. El vector pSEW-GL2 codifica para el 

gen de luciferasa. 

 

 

II. METODOS 

 

II.1 Cultivo celular 

 

II.1.1 Mantenimiento de los cultivos celulares 
 

Las líneas celulares LNCaP, PC3, PC3pcDNA3 y PC3HO-1 se mantuvieron en medio 

RPMI 1640 con antibióticos (penicilina 100 UI/ml, estreptomicina 100 µg/ml) y SFB 10% 

(v/v). En el caso de las células transfectadas establemente, al medio de cultivo se le adicionó 

50 µg/ml de G418. Las células se cultivaron a 37º C, en atmósfera de CO2 5%. Cuando los 

cultivos alcanzaron un 90% de confluencia se repicaron realizando dos lavados con 5 ml de 

PBS (NaCl 137 mM; KCl 2,68 mM; Na2HPO4 10,1 mM; KH2PO4 1,76 mM pH = 7,4) y una 

incubación con 1 ml de tripsina (0,25% en PBS) durante 1-3 min en estufa a 37°C y CO2 5%. 

El efecto de la tripsina se interrumpió por dilución con medio de cultivo. 

 

II.1.2 Preservación criogénica 
 

Cuando los cultivos celulares alcanzaron el 85% de confluencia, las células fueron 

tripsinizadas como se describió anteriormente, centrifugadas por 5 min a 900 rpm y luego 

resuspendidas en medio de cultivo con SFB 20% (v/v) y dimetilsulfóxido (DMSO) 10% (v/v). 

Las células fueron fraccionadas en alícuotas de a 1 ml en criotubos y colocadas en un 

dispositivo “cryo-cooler” a -80°C. Luego de 24 h las células fueron transferidas a nitrógeno 

líquido.  
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II.1.3 Tratamientos con hemina, testosterona e IL-6 
 

Los cultivos celulares de PC3 y LNCaP fueron tratados con: hemina, un inductor 

específico de la actividad y de la expresión de HO-1, con testosterona, IL-6 o la combinación 

de estos tratamientos. 

Para el tratamiento con testosterona, las células LNCaP, se incubaron en medio de 

cultivo RPMI 1640 sin rojo fenol (Invitrogen) con el agregado de SFB depletado de hormonas 

(charcolizado, SFBch) o con el agregado de andrógenos (Undecanoato de testosterona, 

Shering). Brevemente, se charcolizó el SFB para depletarlo de hormonas según describió 

(Lippman et al. 2005); 5 ml de una solución de carbono dextrano 10X (1,25 g de carbón 

activado, Merck; 0,125 g de dextrano, GE; 0,01 M Tris en 50 ml, pH=7,4) se centrifugó a 

12000 rpm por 10 min (Sorvall SS-34). Se descartó el sobrenadante y el pellet se diluyó en 50 

ml de SFB. La mezcla se incubó 30 min a 56°C y se centrifugó a 12.000 rpm por 10 min a 

4°C. El sobrenadante se mezcló nuevamente con otro pellet de una solución carbono dextrano 

10X y se repitió el procedimiento anterior. Finalmente el sobrenadante se lo esterilizó por 

filtración (0,2 μm). Se conservó a 4°C hasta el momento de su utilización. El tratamiento con 

andrógenos consistió en incubar 24 h las células en medio de cultivo con SFBch y luego 24 h 

con Testosterona (Undecanoato de testosterona, Shering). La solución stock de testosterona 

(547,4 mM) se diluyó en DMSO a una concentración de 10 mM y a continuación una segunda 

dilución en medio de cultivo a una concentración de 1000X a fin de obtener una concentración 

final en el medio de cultivo de 10 M. 

Para realizar el tratamiento con hemina, 36 mg de cloruro de hemina se disolvieron en 

0,4 ml de NaOH 0,5 N y se agregaron 0,5 ml de Tris-HCl 1 M, pH=8, se filtró utilizando 

filtros de 0,2 µm y se conservó a -80ºC (solución stock de hemina 550 µM) (Muppala et al. 

2000). Inmediatamente antes de su uso se diluyó en PBS 1:100 y se hizo una dilución para 

obtener una concentración final de 80 µM en RPMI 1640 (para PC3 o LNCaP). El tratamiento 

se realizó durante 24 h. 

El tratamiento con IL-6 consistió en la administración de IL-6 (Endogen) (solución 

stock de IL-6 1 ng/l) durante 24 h o durante 30 min (solo en el caso de las 

inmunoprecipitaciones con el AR), a una concentración final de 10 ng/ml en RPMI 1640. 

Para realizar los tratamientos combinados las células LNCaP fueron incubadas 24 h en 

RPMI 1640 sin rojo fenol conteniendo 10% de SFBch y luego fueron expuestas durante 24 h a 

testosterona (10 M), hemina (80 M) ambos, y/o IL-6 (10 ng/ml) preparados en RPMI 1640 
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sin rojo fenol conteniendo 10% de SFBch. Los controles consistieron en medio de cultivo con 

la adición de los respectivos vehículos. 

 

 

II.2 Preparación de vectores de expresión 

 

II.2.1 Preparación de bacterias competentes 
 

Se prepararon bacterias competentes de la cepa Escherichia coli DH5α partiendo de un 

cultivo de 5 ml de medio completo Luria-Bertani (LB/ peptona o triptona 1% m/V; extracto de 

levadura 0,5 % m/V y NaCl 1% m/V pH = 7,5) sin antibiótico, crecido durante toda la noche a 

37º C en agitación hasta alcanzar una densidad óptica de 0,4 a 0,6. Las bacterias fueron 

centrifugadas a 700 g durante 5 min a 4°C, el pellet se resuspendió en 4 ml de CaCl2 50 mM 

estéril y se incubó durante 15 min en hielo. Luego se centrifugó nuevamente a 700 g durante 5 

min a 4°C y el pellet se resuspendió en 3 ml de CaCl2 50 mM frío y estéril, se conservó en 

15% de glicerol a -70ºC. 

 

II.2.2 Transformación de bacterias competentes 
 

Las bacterias competentes (50 µl) se transformaron con los plásmidos deseados (1 µg) 

con resistencia a ampicilina, incubando durante 30 min en hielo y luego realizando un shock 

térmico (a 42°C durante 2 min y posteriormente 5 min en hielo) para permeabilizar la pared 

bacteriana. Se agregaron 450 µl de LB sin antibiótico y se incubó durante 1 h a 37°C. Una 

alícuota (200 µl), se rastrilló en una placa con LB + ampicilina (50 µg/ml) y se incubó toda la 

noche en estufa a 37°C. Se picó una colonia y se la dejó crecer en medio LB + ampicilina. Se 

guardó un stock en glicerol 15%, a -70°C. 

 

II.2.3 Aislamiento del ADN plasmídico 
 

Se realizó un cultivo en medio LB líquido con ampicilina tomando las bacterias 

transformadas con el plásmido de interés e incubándolo 16 h a 37°C con agitación orbital. 

Luego se centrifugó a 6.000 g durante 15 min a 4°C. El pellet se resuspendió en P1 (Tris base 

0,606 % m/V; Na2-EDTA-2H2O 0,372% m/V, pH=8; 50 µg/ml de RNasa A) para lisar las 

bacterias. Se agregó P2 (NaOH 0,8% m/V; SDS 20%) durante 5 min para desnaturalizar el 

ADN y luego P3 (acetato de potasio 29,45% m/V, pH=5,5) para renaturalizarlo. Este método 

se basa en que debido a las diferencias de tamaño del ADN cromosómico y del plasmídico, 
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éste último de menor tamaño, será el único capaz de renaturalizar. Por lo tanto, se incubó en 

hielo durante 20 min para favorecer su renaturalización y se procedió a centrifugar a 20.000 g, 

durante 30 min a 4°C. El sobrenadante se volvió a centrifugar durante 15 min y luego se 

precipitó el ADN con 0,7 volúmenes de isopropanol. Se centrifugó a 15.000 g durante 30 min 

a 4°C. El pellet se lavó con etanol 70% y se centrifugó nuevamente a 15.000 g durante 10 min 

a 4°C. Se dejó secar y el pellet se redisolvió en buffer TE (Tris HCl 10 mM; EDTA 1 mM, 

pH=8). El plásmido aislado se cuantificó por medición de la absorbancia a 260 nm en un 

espectrofotómetro (GeneQuant Pro). 

 

 

II.3 Ensayo de genes reporteros 

 

II.3.1 Transfección de células para ensayo de gen reportero 
 

Para realizar la transfección por el método de lipofectamina, las células PC3 o LNCaP 

se crecieron en placas de 12 pocillos hasta una confluencia del 90%. En caso de requerir 

posterior tratamiento con testosterona, las células fueron incubadas con RPMI sin rojo fenol 

con 10% de SFBch durante 24 h previamente a la transfección. Luego, se diluyeron 2 l de 

lipofectamina 2000 en un volumen de 50 l de medio RPMI sin antibióticos ni SFB. En 

paralelo, se diluyeron 2 g de plásmido reportero y, en los casos que fueron necesarios, 2 g 

de cada plásmido de expresión, en 50 l de medio RPMI sin antibióticos ni SFB. Ambas 

mezclas se incubaron 5 min a temperatura ambiente, luego se mezclaron y se incubaron 

durante 20 min a temperatura ambiente. Las células se lavaron dos veces con PBS y luego se 

les agregó 300 l de medio RPMI (sin antibióticos ni SFB) por pocillo. Finalizada la 

incubación se agregaron 100 l de la mezcla lipofectamina 2000/plásmidos gota a gota a cada 

pocillo y se incubó durante 5 h en estufa a 37°C con atmósfera de CO2 5%. Transcurrido ese 

período, se reemplazó la solución con medio fresco o en caso de realizar tratamientos, los 

mismos fueron incorporados en este paso. Luego de 24 h post-transfección, las células se 

cosecharon. 

 

II.3.2 Ensayo de la actividad de la luciferasa 
 

Se midió la actividad de luciferasa utilizando el reactivo Steady Glo Luciferase System 

(Promega) de acuerdo a las especificaciones del proveedor. Las células se lavaron dos veces 

con 1ml de PBS, se lisaron por incubación durante 15 min a temperatura ambiente en 
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oscuridad con 40 l de RPMI sin rojo fenol y 40 l de reactivo de luciferasa (Promega). La 

actividad de luciferasa se determinó en 20 l de cada lisado en el luminómetro Glomax 

Multidetection System (Promega). Los datos se normalizaron con la concentración de 

proteínas totales realizada por el método colorimétrico de Bradford. Para la normalización de 

los resultados no se utilizaron métodos que consideren controles internos de transfección, 

como Renilla o actividad de β-galactosidasa, ya que cuando se usan otros reporteros como 

control interno estos pueden competir cuando se realiza un tratamiento con agentes 

genotóxicos u hormonas (Sims et al. 2003; Mulholland et al. 2004; Thavathiru y Das 2001). 

En nuestra experiencia, la mejor manera de normalizar los datos con este tipo de tratamientos 

es con los valores de proteínas totales, realizando siempre triplicados de transfección y 

repitiendo cada experimento por lo menos tres veces. 

 

 

II.4 Análisis del ciclo celular por citometría de flujo 
 

Para la determinación del porcentaje de células en cada etapa del ciclo celular por 

citometría de flujo, las células (5x105) se sembraron en placas de 100 mm de diámetro. Se 

prestó particular atención a que la confluencia no supere el 50% en el momento de la cosecha. 

Finalizados los tratamientos, las células se cosecharon por tripsinización y luego de un lavado 

con 2 ml de PBS, se fijaron en etanol 70% durante toda la noche a - 20°C. Para esto las células 

se resuspendieron en 1,5 ml de PBS y se agregaron 3,5 ml de etanol 96% en pulsos de 700 l 

con agitación suave en vortex. Luego de lavar con 5 ml de PBS, se realizó la marcación con 

ioduro de propidio resuspendiendo el pellet celular en 500 l de PBS con 50 g/ml de ioduro 

de propidio y 120 g/ml de RNAsa A e incubando 1 h a 37°C. La distribución del ciclo celular 

se analizó en el citómetro de flujo BD FACS ARIA II. Se empleó un programa para 

histogramas de deconvolución de la frecuencia del contenido de ADN (Cyflogic 1.2.1 

software, CyFlo Ltd.) y se graficó el porcentaje de células en las distintas fases del ciclo 

celular. Se realizaron tres experimentos independientes por duplicado. 

 

 

II. 5 Análisis de la expresión génica a nivel transcripcional. 

 

II .5.1 Transfección de células para obtención de ARN 
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Para la transfección por el método de lipofectamina, las células se crecieron en placas 

de 60 mm de diámetro hasta un 70% de confluencia. En caso de requerir posterior tratamiento 

con testosterona, las células fueron incubadas con RPMI sin rojo fenol, con 10% de SFBch, 

durante 24 h previamente a la transfección. Se diluyeron 2 g de cada plásmido de expresión 

en 50 µl de medio RPMI 1640 sin antibióticos ni SFB y se incubaron durante 5 min a 

temperatura ambiente. En paralelo, 5 µl de Lipofectamina 2000 (Invitrogen) se incubaron en 

50 µl de medio RPMI sin antibióticos ni SFB durante 5 min a temperatura ambiente. A 

continuación se mezclaron ambas soluciones e incubaron 20 min a temperatura ambiente. 

Luego, las células se lavaron dos veces con PBS y se les agregó 700 µl de RPMI 1640 sin 

antibióticos ni SFB. Los 100 µl de la mezcla plásmido/Lipofectamina 2000 fueron añadidos 

gota a gota a las células que fueron incubadas 5 h en estufa a 37°C con 5% de CO2. 

Finalmente, se reemplazó el medio de incubación con 5 ml de medio fresco RPMI 1640 con 

SFB 10% y antibióticos o en caso de realizar tratamientos, los mismos fueron incorporados en 

este paso. Luego de 24 h post-transfección, las células se cosecharon. 

 

II .5.2 Transducción de células  
 

La expresión de STAT3 se silenció utilizando vectores lentivirales en células HEK293. 

Para el empaquetamiento lentiviral, las células HEK293LTV se transfectaron por el método de 

PEI (Polyethyleneimine, poliamina, Sigma-Aldrich). Para ello, 3,64 g de pSPAX2, 1,45 g 

de pMD2G y 2,43 g de shRNA STAT3.1 más 2,43 g de shRNA STAT3.2 o reemplazando 

los vectores shRNA por 4,86 g de pSEW-GL2 como control, se mezclaron con 22 g de PEI 

en 3 ml de medio RPMI 1640 sin antibióticos ni SFB y se incubaron durante 8 min a 

temperatura ambiente. Las células HEK293LTV crecidas en placas de 100 mm de diámetro 

hasta un 90% de confluencia se lavaron dos veces con PBS y se les agregó 7 ml de RPMI 1640 

sin antibióticos suplementado con 2% de SFB. Los 3 ml de la mezcla plásmido/PEI se 

añadieron gota a gota a las células que se incubaron 5 h en estufa a 37°C con CO2 5%. Luego 

el medio de cultivo se reemplazó por 10 ml de RPMI 1640 con 10% de SFB y antibióticos. El 

sobrenadante viral se colectó cada 24 h cuatro veces consecutivas. Finalmente, se 

transducieron las células LNCaP previamente crecidas en placas de petri (60 mm) en un 80% 

de confluencia, con los sobrenadantes lentivirales filtrados y suplementados con 8 g/ml de 

polybrene (Millipore) cada 24 h por cuatro rondas consecutivas. Luego de 48 h post-

transducción las células se cosecharon para extracción de proteínas totales o ARN. En caso de 

realizarse tratamientos con testosterona, luego de 24 h de la última ronda de transducción las 
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células fueron incubadas con medio RPMI 1640 suplementado con 10% de SFBch durante 24 

h, posteriormente el medio fue reemplazado por los tratamientos durante 24 h adicionales, 

cosechando las células a las 48 h post-transducción. 

 

II .5.3 Aislamiento del ARN 
 

Para el aislamiento del ARN se utilizó el reactivo Tri-Reagent (Genbiotech) como lo 

detalla el fabricante con algunas modificaciones. Las células se crecieron en placas de Petri de 

100 mm o 60 mm y se realizaron los tratamientos correspondientes de acuerdo a cada 

experimento. Al momento de cosechar las células se descartó el medio de cultivo y se 

realizaron dos lavados con 4 ml de PBS. Luego, se colectaron las células utilizando un scraper 

con 500 l de Tri-Reagent y la suspensión celular se homogeneizó completamente por pipeteo 

con tip de p1000 y se incubó a temperatura ambiente durante 5 min. Luego se añadieron 100 

l de cloroformo, se mezcló enérgicamente con vortex durante 15 s y se incubó a temperatura 

ambiente durante 2-3 min. Para acelerar la separación de fases se centrifugó a 12.000 rpm, a 

4°C durante 15 min conservando la fase acuosa que contiene el ARN. El ARN se precipitó con 

250 l de isopropanol por cada 500 l de Tri-Reagent incubando a -20°C durante 30-40 min. 

Se centrifugó a 12.000 rpm a 4°C durante 10 min, se descartó el sobrenadante y se lavó el 

pellet con 1ml de etanol 75%. Se centrifugó a 7.500 rpm a 4°C durante 5 min y se removió el 

sobrenadante. Para eliminar las trazas remanentes de etanol, el pellet se secó a 50°C durante 3 

min, se resuspendió en 30 l de H2O libre de RNAsas y se rehidrató incubando 10 min a 55-

60°C. El ARN extraído se conservó a -70°C, o bien, se utilizó en reacciones de transcripción 

reversa. 

 

II.5.4 Cuantificación y pureza del ARN 
 

La concentración del ARN obtenido se midió realizando una dilución de la muestra 

1:140 con H2Od y midiendo la absorbancia a 260 nm en un espectrofotómetro (GeneQuant 

Pro). El grado de pureza de la muestra se estimó como la razón entre A260 nm/A280 nm. Si la 

concentración del ARN era mayor a 1 µg/µl con una pureza mayor a 1,7 se procedió a la retro-

transcripción para la obtención del ADNc. 

 

II.5.5 RT-PCR 
 

El ADNc (ADN copia) se sintetizó a partir del ARN total mediante transcripción 

reversa o retrotranscripción (RT) utilizando el kit RevertAid RT (Fermentas) de acuerdo a las 
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instrucciones del fabricante. Para eso, se preparó una mezcla de reacción de acuerdo a la tabla 

3. 

  

  Tabla 3.Protocolo para la retrotranscripción 

Reactivo Volumen Concentración Final 
ARN 2g (volumen variable) 0,1g/l 
Oligo dT 0,5 g/l 1 l 0,025 g/l 
H2O DEPC Cantidad necesaria - 
 5 min a 65°C  
Buffer 5X 4 l 1X 
Inhibidores de RNAsa 20 U/l 1 l 1U/l 
dNTP 10mM  2 l  0,5 mM 
RevertAid RT 200 U/l  1l  10 U/l 
Volumen Final  20 l  
 60 min a 42°C  
 5 min a 70°C  

 

Se mezclaron el ARN con el Oligo dT y el agua libre de RNAsas y se desnaturalizaron 

las muestras a 65°C durante 5 min. Luego se le agregó la mezcla de reacción conteniendo el 

buffer de reacción, dNTPs, inhibidores de RNAsas y transcriptasa reversa, tal como se indica 

en la tabla y se incubó durante 60 min a 42°C. La reacción se inactivó a 70°C durante 5 min. 

El ADNc obtenido se utilizó en reacciones de PCR en tiempo real (qPCR) o se conservó a -

20°C. Las secuencias de los primers utilizados se muestran en la Tabla 1. 

 

II.5.6 PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) 
 

El ADNc se amplificó por qPCR utilizando el kit de Taq ADN Polimerasa 

(Fermentas). Dos microlitros de una dilución 1:20 del ADNc obtenidos en la RT, se 

amplificaron en una mezcla de reacción con buffer de reacción (1X); MgCl2 (2 mM); oligos 

específicos (0,4 µM); dNTPs (0,2 mM); 0,025 µl de SYBRgreen y 0,03 U/l de Taq ADN 

polimerasa recombinante (Fermentas) en un volumen final de 25 µl. Los primers utilizados se 

encuentran en la Tabla 1. 

La reacción de PCR se llevó a cabo en un aparato DNA Engine Opticon (MJ 

Research). El programa de amplificación se detalla a continuación:  
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Cada reacción de qPCR se realizó por duplicado y cada experimento se repitió al 

menos dos veces. Los datos obtenidos se analizaron utilizando el software Opticon 3 trazando 

una recta en la parte exponencial de la curva de amplificación y obteniendo así los valores de 

CT. El cálculo de la inducción de la expresión de los genes analizados se basa en el método del   CT (Current Protocols in Molecular Biology). Se estimó el promedio de los valores de CT 

para el gen incógnita y para el NoRT (ARN que había sido incubado en las condiciones de la 

reacción de RT, pero en ausencia de la enzima retro-transcriptasa) de la siguiente manera: 

CT = (CT1 + CT2)/2     (1) 

La diferencia en los valores de CT entre cada muestra y el No RT determina el delta-

CT(ΔCT). Esto se resume en la siguiente expresión:  

 

ΔCT= (CTNoRT) – (CTmuestra)     (2) 

Una vez normalizado y debido al exponente natural de qPCR, los valores son 

transformados a medidas relativas de veces de inducción (VIa) para una mejor comparación 

entre los experimentos:  

VIa= 2ΔCT     (3) 

Luego, se normalizaron nuevamente los niveles de ADNc de las muestras con su 

correspondiente control de carga (Actina) de la siguiente manera:  

 

VIb= VIamuestra / VIaactina     (4) 

Donde VIb representa las veces de inducción normalizada a Actina. Finalmente, los 

datos se normalizaron respecto al control (VIn). 

94°C 2 min 

92°C 20 s 

Tannealing 20 s  

72°C 20 s 

79,5°C 0.03 s 

Lectura de fluorescencia 

40 ciclos 

Curva de “melting” de 65 a 91°C cada 0.2°C 
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VIn = VIb muestra / VIbcontrol     (5) 

Para el cálculo de errores de cada medición se obtuvo el desvío estándar (ds) de las 

mediciones del CT de las muestras tratadas y no tratadas del gen y del control de Actina de los 

datos obtenidos para cada tratamiento:                           (6) 

Donde n es el tamaño de la muestra.  

Luego, el error se calculó como la raíz cuadrada de la suma de los errores de los CT de 

las muestras, de los CT de los No RT y de los CT de Actina (Smith et al. 2004), aplicando la 

siguiente fórmula: 

 

E = [(ds/ CT)2 muestra + (ds/ CT)2 noRT + (ds/ CT)2 actina]1/2 (7) 

y estos datos se multiplicaron por las veces de inducción finales.  

 

II.5.7 Inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP) 
 

Crosslink 

Las células se crecieron en placas de Petri de 100 mm a una confluencia del 80% y se 

trataron de la forma descripta previamente en esta sección. Luego del tratamiento se realizó un 

crosslink de las proteínas y el ADN con 1% de formaldehído con agitación durante 10 min en 

hielo, partiendo de 6-8 placas de 100 mm por cada tratamiento en un volumen de 5 ml de 

medio de cultivo. Las células se incubaron con glicina 125 mM para detener el crosslink 

durante 15 min con agitación en hielo. El medio se descartó y se lavó con 3 ml de PBS frío 

con inhibidores de proteasas y fosfatasas (NaF 0,375 µM y PMSF 0,5 mM). Luego, se 

removieron las células de la placa con 600 μl del mismo PBS utilizando una espátula y se 

transfirieron a un tubo de 1,5 ml para ser centrifugadas a 3.000 rpm durante 5 min a 4°C. El 

pellet se resuspendió en 1 ml de PBS y se contó el número de células. Posteriormente se 

dividieron en tubos conteniendo 7,5 x 106 células en un volumen final de 500 µl resuspendidas 

en buffer de lisis (125 l de Tris pH=7,4, 250 l de SDS 10%, 12.5 l IP, para 2.5 ml). El 

ADN se fragmentó utilizando el sonicador de baño Bioruptor TMUCD-200. El sonicado se 

realizó en tubos de 15 ml conteniendo 500 µl de cada lisado (7,5x10 6 células) a potencia H 
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(high) durante 10 min con intervalos de 30 s (30 s prendido – 30 s apagado), a los efectos de 

lograr un enriquecimiento del ADN en fragmentos de 300 pb (con fragmentos entre 500 pb y 

200 pb). El tamaño de los fragmentos de ADN se chequeó por electroforesis en geles de 

agarosa 1% como se indica más adelante. Finalmente se centrifugó a 12.500 rpm, durante 20 

min a 4°C y el sobrenadante se lo utilizó para realizar la inmunoprecipitación de cromatina. 
 

 

Electroforesis en gel de agarosa 

Previamente a la inmunoprecipitación, se chequeó la fragmentación del ADN a partir 

de 30 µl de los lisados que fueron sometidos al crosslink. La extracción de ADN se realizó por 

el método de Fenol:Cloroformo:Isoamílico (25:24:1), como se detalla más adelante. En una 

cuba de electroforesis horizontal (Wide Mini-Sub GT, BioRad) se armó un gel de agarosa 1% 

con bromuro de etidio (0,01 µg/ml) en buffer de electroforesis TAE (Tris- Acetato 40mM 

pH=8; EDTA 1 mM). Se sembraron 12 µl de muestra conteniendo 2 µl de buffer de siembra 

(glicerol 50%; EDTA 50 mM pH=8; SDS 10%; orange G 0,2% m/V) y 2 µl de un marcador de 

peso molecular de 100 pb (Productos Bio-Lógicos) y 2 ml de un marcador de 1 kb (Productos 

Bio-Lógicos). La electroforesis se realizó a 100 V durante 30 min, utilizando una fuente de 

poder PowerPac Basic (BioRad). La corrida se visualizó y fotografió en un transiluminador de 

luz UV (G:Box, Syngene). 
 

Inmunoprecipitación 

Para realizar el ChIP se mezclaron 200 µl (2x106 células) de los lisados que se habían 

sometido al crosslink y 12 μg del anticuerpo específico contra HO-1 (Stressgen). Como 

control de especificidad se armaron tubos con un anticuerpo no específico IgG (12 µg) o 

GAL4 (0,5 μg) para cada muestra. Todos los tubos se suplementaron con inhibidores de 

proteasas MPI (Sigma). Los tubos se incubaron 16 h con agitación rotatoria a 4°C. 

Simultáneamente, se bloquearon las beads o esferas de agarosa (Proteína G-Sepharose, 

Invitrogen). Para ello, previamente se lavaron 500 µl de beads tres veces con 1 ml de buffer IP 

(Tris 50 mM pH=7,4; NaCl 150 mM; EDTA 5 mM pH=8; NP40 0,5%; Triton X-100 1% e 

inhibidores de proteasas MPI (Sigma)) y se centrifugaron 3 min a 2.000 rpm. Luego, se 

resuspendieron en un volumen final de 500 μl de buffer IP con inhibidores de proteasas, BSA 

(2 mg/ml), ADN de esperma de salmón (1 mg/ml) y se incubaron toda la noche a 4°C. Al día 

siguiente, se lavaron cinco veces las beads con 1 ml de buffer IP y centrifugando 3 min a 

2.000 rpm. Finalmente el pellet se resuspendió con 500 μl de buffer IP con inhibidores de 

proteasas. A continuación, se agregaron 50 μl de beads bloqueadas a cada inmunoprecipitación 
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y se incubó 16 h a 4°C con rotación. Al día siguiente, se realizaron tres lavados con 1 ml de 

buffer IP conteniendo NaCl (500 mM), se mezcló diez veces por inversión y se centrifugó a 

2.000 rpm durante 3 min a 4°C. Luego se realizaron tres lavados con 1 ml de buffer IP y 

posteriormente, se realizó un lavado con 1 ml de buffer TE (pH=8). Las beads se 

resuspendieron en 300 μl de buffer TE y el crosslink se revirtió incubándolas durante 16 h con 

0,5% de SDS y 0,2 mg/ml de proteinasa K (Invitrogen) a 65°C. De la misma manera se 

revirtió el crosslink de 20 µl de muestra sin inmunoprecipitar para utilizarlo como input. La 

extracción del ADN del ChIP se realizó por el método de Fenol:Cloroformo:Isoamílico. En 

primer lugar se precipitaron las beads dos veces centrifugado a 2.000 rpm, durante 3 min 

conservando el sobrenadante que contiene el ADN del ChIP. Para aislar el ADN se realizaron 

dos extracciones con 1 volumen de Fenol:Cloroformo:Isoamílico (25:24:1) mezclando con 

vortex durante 30 s y centrifugando a 12.500 rpm 10 min a 4°C. Con la fase acuosa obtenida 

se realizó una nueva extracción con 1 volumen de cloroformo. Nuevamente se centrifugó a 

12.500 rpm, a 4°C durante 10 min y se conservó la fase acuosa. El ADN se precipitó con dos 

volúmenes y medio de isopropanol y acetato de sodio pH=5,2 a una concentración final de 150 

mM mezclando por inversión 4-6 veces e incubando durante 2 h a -80°C. Luego de centrifugar 

(12.500 rpm, 15 min), el pellet se lavó con el agregado de 500 μl de Etanol 70%, 

centrifugando nuevamente (12.500 rpm, 5 min). El ADN obtenido se secó en bloque térmico a 

65°C y se resuspendió en 200 μl de agua libre de nucleasas conservándose a -20°C. 

Finalmente las muestras de ADN del ChIP y de los input se amplificaron por qPCR como se 

detalla a continuación. 
 

Amplificación del ADN del ChIP 

La amplificación se llevó a cabo por qPCR. Se amplificaron 12 μl del ADN del ChIP 

en una mezcla con buffer de reacción (1X); MgCl2 (2 mM); primers específicos (0,4 μM); 

dNTPs (0,2 mM); 0,025 μl de SYBRgreen y 0,03 U/l de Taq DNA polymerase recombinante 

(Fermentas) en un volumen final de 25 μl. La reacción de qPCR se llevó a cabo en un aparato 

ADN Engine Opticon (MJ Research) utilizando el programa de amplificación que se detalla en 

la sección anterior. Los primers utilizados para amplificar cada uno de los genes de interés se 

indican en la tabla 2.  

Para cada experimento se realizaron al menos dos réplicas biológicas y cada muestra se 

amplificó por duplicado. La normalización de los valores se realizó al control “input” y al 

control inespecífico (IgG no específico o anti-GAL4). Se representó como veces de 

enriquecimiento. Esta metodología se basa en el método del ΔΔCT modificado (Devore 
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2007{Livak, 2001 #2935) and Weisstein 

(http://mathworldwolframcom/ErrorPropagationhtml). 

Para la normalización con el input y con el control inespecífico, se calculó el promedio 

de los valores de CT como se describió anteriormente en la fórmula (1). Cada experimento y 

muestra de IgG se normalizó a la señal obtenida de un input de la muestra control; esta 

representa el valor de ΔCT indicado en la siguiente fórmula:  

 

ΔCT no esp =       input –     no esp 

   ΔCT esp =       input –      esp    (8) 

Donde “no esp.” es el ChIP realizado con el anticuerpo no específico (anti-IgG o anti-

GAL4) y “esp.” es el ChIP realizado con el anticuerpo específico. Luego, se calculó el ΔΔCT 

que representa la relación entre la cantidad de ADN inmunoprecipitado con anticuerpo 

específico y la cantidad de ADN inmunoprecipitada con anticuerpo no específico: 

ΔΔCT = ΔCT no esp – ΔCT esp     (9) 

Dado el carácter exponencial de la PCR, los valores de ΔΔCT fueron transformados a 

medidas relativas de veces de enriquecimiento (VE) para una mejor comparación entre los 

experimentos:  

VE =          (10) 

La propagación del error se realizó utilizando la fórmula (7) arriba mencionada. Donde 

en lugar de actina se utilizó la muestra input y en lugar de No RT se utilizó el IgG. En el caso 

del enriquecimiento normalizado con el porcentaje de input, los valores de CT para cada 

muestra fueron promediados, y se normalizó con la señal obtenida en el input de la muestra 

correspondiente, como se indicó en (8). Los valores así obtenidos fueron transformados a 

veces de enriquecimiento de acuerdo a la fórmula: 

 

VE =        (11) 
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II. 6 Análisis de proteínas 

 

II.6.1 Preparación de lisados celulares 
 

Extractos proteicos totales 

Las células tratadas, se lavaron dos veces con PBS en presencia de inhibidores de 

proteasas y fosfatasas (PMSF 10 mM y NaF 0.5 µM) y se cosecharon con el agregado de 120 

µl de PBS e inhibidores. Luego se centrifugó a 3.000 rpm durante 1 min a 4°C y el pellet 

celular se resuspendió en buffer RIPA (Radio Immuno Precipitation Assay) (Tris-HCl 50 mM 

pH=7,4; NaCl 150 mM; EDTA 20 mM; pH=8; deoxicolato de sodio 1% (p/v); azida de sodio 

0,02%, SDS 0,1% (p/v); Tritón X-100 1%) o en buffer de inmunoprecipitación (en caso de los 

lisados para inmunoprecipitación) (Tris-HCl 20 mM pH=8, NaCl 137 mM, glicerol 10%, 

EDTA 2 mM, Triton X-100 1%) con inhibidores de fosfatasas (NaF 0,5 µM; Na3VO4 8 mM) e 

inhibidores de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail, SIGMA). Se incubó en hielo durante 20 

min y se centrifugó a 12.000 rpm a 4°C durante 4 min. El sobrenadante conteniendo las 

proteínas totales se conservó a -20°C. 
 

Fraccionamiento núcleo-citoplasma 

Las células tratadas, se lavaron dos veces con PBS en presencia de inhibidores de 

proteasas y fosfatasas (PMSF 10 mM y NaF 0.5 µM) y se cosecharon con el agregado de 120 

µl de PBS e inhibidores. Luego se centrifugó a 3.000 rpm durante 1 min a 4°C y el pellet 

celular se resuspendió en 200 μl de solución “A” de baja concentración de sales (HEPES 50 

mM, KCl 10 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, DTT 1 mM, PMSF 100 μg/ml, Na3VO4 1 mM, 

NaF 20 mM, pH=7,9 e inhibidores de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail, SIGMA)), se 

agitó utilizando vortex y se resuspendió el pellet con tip de p200. Las células se incubaron en 

hielo 10-15 min para permitir que se hinchen. Se agregaron 12,5 μl de una solución 10% de 

Nonidet NP-40 y se agitaron vigorosamente por 10 s. Posteriormente se centrifugaron a 12.000 

rpm, por 30 s a 4ºC. El sobrenadante (extracto citoplasmático) se colectó, se almacenó a -80ºC 

inmediatamente hasta el momento del uso. Al pellet nuclear se le agregó 50 μl de solución 

“A”, y se resuspendió suavemente. Se centrifugó a 12.000 rpm por 30 s y se descartó el 

sobrenadante. Los núcleos fueron lisados agregando al pellet lentamente 50 μl de solución 

“C”, alta en concentración de sales (HEPES 50 mM, KCl 400 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 

mM, DTT 1 mM, PMSF 100 μg/ml, Na3VO4 1 mM, NaF 20 mM, pH=7,9, glicerol 10% e 

inhibidores de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail, SIGMA)). Se homogeneizó con tip, se 

agitó vigorosamente por 20 min a 4 ºC y se centrifugó a 12.000 rpm durante 10 min. Se 
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colectó el sobrenadante (extracto nuclear) en tubos Eppendorf enfriados. Se tomó una alícuota 

para medir proteínas y se conservó a -80ºC hasta su uso. 

 

II.6.2 Medición de la concentración de proteínas 
 

Se determinó la concentración proteica usando el método del ácido bicinconínico 

(BCA 98% y CuSO4 2%). La curva estándar se realizó utilizando cantidades conocidas de 

seroalbúmina bovina (BSA) disuelta en buffer de lisis RIPA. Las muestras (10 µl) se 

colocaron en una placa de 96 pocillos que contenía 200 µl de CuSO4/BCA. Se incubó durante 

30 min a 37°C. Se determinó la absorbancia a 570 nm en un lector de placas de ELISA 

(Glomax Multidetection System, Promega). 

 

II.6.3 SDS-PAGE y Western blot 
 

Preparación de las muestras 

Las proteínas aisladas de los lisados celulares fueron diluídas a la concentración 

deseada (50 g para extractos totales, 50 g para extractos citoplasmáticos y 20 g para 

extractos nucleares) con buffer de siembra en un volumen final de 50 ml (Tris-HCl 10 mM, 

pH=8; SDS 1%; Glicerol 4%; sacarosa 0,146 M y azul de bromofenol; DTT 10 mM ó -

mercaptoetanol 1%) y buffer de lisis. Luego las muestras se calentaron durante 5 min a 100°C. 
 

Electroforesis 

Las muestras fueron preparadas como se describió anteriormente y se sembraron 30 µl 

de cada una por pocillo. Adicionalmente se sembró en otro pocillo el marcador de peso 

molecular (Rainbow Marker (Amersham GE)). Se utilizó el sistema vertical de Bio-Rad. Las 

muestras se resolvieron en un gel de poliacrilamida 10% en condiciones desnaturalizantes a 

120V, durante 1:30 h en presencia de buffer de electroforesis 1X (25 mM Tris; 192 mM 

Glicina; SDS 0,1%).  
 

Transferencia a membrana de nitrocelulosa 

Una vez concluida la separación electroforética, las proteínas fueron transferidas a un 

soporte sólido, en este caso un filtro de nitrocelulosa (Hybond, Amersham Pharmacia). Una de 

las caras del gel fue apoyada sobre un trozo de nitrocelulosa del mismo tamaño y ambos 

fueron colocados entre papeles Whatman 3M previamente humedecidos en buffer de 

transferencia (Towbin) 1X (Tris base 25 mM; glicina 192 mM; SDS 3,5 mM; pH=8,3 y 

metanol 20% (v/v)) y éstos a su vez colocados entre dos esponjas de poro grande y dentro de 
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un soporte plástico. Toda la construcción fue sumergida en el tanque electroforético, con 

buffer de transferencia 1X, con el filtro de nitrocelulosa del lado anódico. La transferencia se 

llevó a cabo a 250 mA, durante 90 min. Se verificó que la transferencia fuese exitosa tiñendo 

las membranas con rojo Ponceau (0,1% Rojo Ponceau, 5% ácido acético). La decoloración de 

la membrana se llevó a cabo lavando varias veces con buffer TBS-T (NaCl 150 mM; KCl 2,68 

mM; Tris base 24,7 mM; Tween-20 0,05% (v/v); pH=7,4). 
 

Inmunodetección de proteínas 

Para realizar la detección de las proteínas en primer lugar se bloquearon las proteínas 

inespecíficas con TBS-T (Tween-20 0,05% (v/v) en 10 mM Tris-HCl; pH=7.4) con 5% (p/v) 

de leche en polvo durante 60 min. Luego las membranas se lavaron con TBS-T y se incubaron 

durante toda la noche a 4°C, con agitación suave, con los diferentes anticuerpos primarios 

diluidos en TBS-T. Después de realizar 3 lavados de 15 min con TBS-T con agitación suave, 

las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios anti-conejo (1:5.000) o anti-ratón 

(1:5.000), según el anticuerpo primario utilizado, acoplados a peroxidasa de rábano (HRP) y 

diluidos en TBS-T, durante 2 h, a 4°C, con agitación suave. Luego las membranas se lavaron 

con TBS-T. Para visualizar las proteínas se utilizó el kit de detección ECL (Amersham 

Pharmacia), basado en la producción de quimioluminiscencia como consecuencia de la 

digestión de un sustrato de la enzima HRP. La visualización de las bandas se realizó con el 

analizador de imágenes Phosphoimager (Fuji Photo Film Co. Ld., Cypress, CA). Las bandas 

se cuantificaron densitométricamente utilizando el programa NIH ImageQuant y los resultados 

de normalizaron con Actina . 

 

II.6.4 Co-inmunoprecipitación 
 

Para realizar el ensayo se diluyeron 500 µg de proteínas de los lisados celulares y 8 μg 

del anticuerpo específico contra HO-1, 1 μg del anticuerpo específico contra AR o 1 g de 

anticuerpo específico contra STAT3 en un volumen final de 500 l en buffer de 

inmunoprecipitación. Como control de especificidad se armaron tubos con un anticuerpo no 

específico IgG (10 µg) o GAL4 (0,5 μg) para cada muestra. Todos los tubos se suplementaron 

con inhibidores de proteasas MPI (Sigma). Los tubos se incubaron 16 h con agitación rotatoria 

a 4°C. Simultáneamente 250 µl de beads (Proteína G-Sepharose, Invitrogen) fueron lavados 

tres veces con 1 ml de buffer de inmunoprecipitación y se centrifugaron 3 min a 2.000 rpm. 

Luego, se resuspendieron en un volumen final de 500 μl de buffer de inmunoprecipitación con 

inhibidores de proteasas. A continuación, se agregaron 20 μl de beads a cada tubo de 
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inmunoprecipitación y se incubó 16 h a 4°C con rotación. Al día siguiente, se realizaron tres 

lavados con 1 ml de buffer de inmunoprecipitación y se centrifugó a 2.000 rpm, durante 3 min 

a 4°C después de cada lavado. Finalmente las beads se resuspendieron en 4 l de buffer de 

siembra y 16 l de buffer de inmunoprecipitación y las muestras se calentaron durante 5 min a 

100°C. Se usaron 50 g del lisado proteico como input. Los inmunocomplejos se analizaron 

por SDS-PAGE. Todos los experimentos se repitieron tres veces independientes. 

 

II.6.5 Inmunofluorescencia e inmunocitoquímica 
 

Inmunocitoquímica. 

Las células fueron sembradas en placas de 12 pocillos a una densidad de 1 x 105 por 

pocillo, sobre cubreobjetos durante toda la noche. Las células tratadas como se describió 

anteriormente, fueron fijadas en metanol frío, se lavaron con PBS-T (3 x 100 μl/pocillo), y se 

permeabilizaron con Triton X-100 0,2% en PBS por 10 min. Se incubaron con H2O2 (20 vol) 

7% en PBS por 15 min (para bloquear las peroxidasas endógenas). Luego de los lavados con 

PBS-T se bloquearon con BSA 2% en PBS-T por 20 min. La incubación con el anticuerpo 

primario STAT3 (sc-7179, SantaCruz Biotechnology) (1:400) o p65 (R1487P, Acris) (1:400) 

se realizó por 1 h a temperatura ambiente. La exposición al segundo anticuerpo IgG 

biotinilado anti-conejo (DAKO LSAB+Kit, HRP) fue por 30 min y por último se realizó una 

incubación con estreptavidina conjugada con peroxidasa (DAKO LSAB+Kit, HRP) por 30 

min. La reacción de peroxidasa con 3,3’-diaminobenzidina (DAKO LSAB+Kit, HRP) como 

cromógeno se realizó bajo microscopio invertido, mostrando un precipitado marrón en el sitio 

de unión del antígeno con el anticuerpo. Las células incubadas sin el anticuerpo primario 

fueron usadas como controles negativos de marcación. El montaje se realizó con medio de 

montaje hidrofílico. Para el análisis cuantitativo el área celular fue segmentada en cada imagen 

(cinco secciones de cada grupo), se determinó la intensidad media y se consideró la diferencia 

entre este valor y el fondo. Los resultados se expresaron como la media ± SEM. El valor P fue 

estimado usando el Test t de Student (dos colas). 
 

Inmunofluorescencia y microscopía. 

Las células fueron sembradas en placas de 12 pocillos a una densidad de 1 x 105 por 

pocillo, sobre cubreobjetos durante toda la noche. Las células fueron fijadas en metanol frío y 

permeabilizadas durante 10 min con 0,5% Triton X-100/ PBS, lavadas con PBS, y luego 

bloqueadas con 5% de BSA/PBS. Las células fueron incubadas durante toda la noche con los 

anticuerpos primarios descriptos en la tabla 4, diluidos en 4% BSA / 0,1% Tween 20/PBS 
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(solución de incubación). Posteriormente las células se lavaron con PBS e incubaron con 

anticuerpos secundarios conjugados a diversos fluoróforos. Los controles negativos fueron 

realizados reemplazando los anticuerpos primarios por la solución de incubación. Luego de los 

correspondientes lavados y el montaje, las muestras fueron analizadas por microscopía laser de 

escaneo confocal utilizando un microscopio Olympus Fluo view FV 1000 y un objetivo de 

inmersión en agua Olympus 60×/1.20 NA UPLAN APO. Los filtros de excitación y emisión 

usados fueron los siguientes: excitación Alexa Fluor 488: 488 nm; emisión: filtro pasa banda 

505-525 nm; excitación Alexa Fluor 555: 543 nm; emisión: filtro pasa banda 560-620 nm. La 

microscopía de campo amplio o fluorescencia fue llevada a cabo usando un microscopio 

Olympus IX71 con objetivo de inmersión en agua 40× /1.15 NA, una lámpara de excitación de 

mercurio y filtros adecuados (camara: Hamamatsu Orca CCD C4742-95). 

 

Tabla 4.Anticuerpos para inmunofluorescencia 

Anticuerpo Dilución 

Anti-STAT3 (sc-7179) desarrollado en conejo 1:200 

Anti HO-1 (SPA896) desarrollado en conejo 1:200 

Anti HO-1 (OSA-110) desarrollado en ratón 1:100 

Anti p65 (R1487P) desarrollado en conejo 1:200 

Anti AR (sc-7305) desarrollado en ratón 1:200 

 

Procesamiento de imágenes. 

Las imágenes de microscopía confocal y de campo amplio fueron procesadas para su 

presentación con el software ImageJ (http://rsb.info.nih.gov, National Institutes of Health). En 

las imágenes de fluorescencia se restó el fondo de cada canal (medido en un área sin células) y 

en algunos casos se aplicó un filtro (de mediana, de radio igual a 1 píxel) solo con fines de 

presentación. Los análisis de co-localización se realizaron luego de restar el fondo y de 

segmentar cada célula manualmente. Se utilizó el plug-in de ImageJ de correlación de 

intensidad para calcular el coeficiente de Manders. El producto de la diferencia de las medias 

(PDM) y los gráficos de frecuencia de dispersión fueron realizados también mediante el 

mismo plug-in de ImageJ. Se analizaron 14 a 26 células para cada tratamiento. La 

translocación de STAT3 fue analizada cuantificando las imágenes de microscopía creando una 

rutina en Matlab como se indica a continuación. 
 

 

 

 

 



                                                                                                                                                   Materiales y Métodos 

 

72 

 

Segmentación (núcleo, citoplasma). 

Se restó el fondo de cada canal (mediana). La segmentación fue realizada manualmente 

para cada célula usando las imágenes verdes de HO-1 o mediante el contorno celular en 

microscopio de contraste de fase. Tras la segmentación, el núcleo fue definido como los 

pixeles donde la señal de 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (azul) era mayor a 60 

cuentas. Esta segmentación llevó a la creación de dos máscaras: célula y núcleo.  
 

Estimación de la distribución intracelular de STAT3. 

Los píxeles en “núcleo” y “célula” fueron sumados para el canal rojo (STAT3). Así se 

obtuvo la medida “STAT3 total” (STAT3t) y “STAT3 nuclear” (STAT3n). Para estimar la 

distribución intracelular de STAT3, se calculó el cociente STAT3n/STAT3t. Esta calibración 

interna fue elegida para eliminar la influencia de la ganancia de amplificación y el factor de 

zoom para cada condición de adquisición de la imagen. 

 

 

II.7 Muestras de tumores de líneas de cáncer de próstata humano creciendo como 

xenotransplantes en ratones nu/nu  

 

II.7.1 Histología e inmunohistoquímica 
 

Los tumores subcutáneos previamente generados (Gueron et al. 2009) y fijados fueron 

utilizados par inmunohistoquímica. Para ello se utilizó el sistema del complejo biotina-

estreptavidina-peroxidasa (LSAB ® + kit, HRP, DAKO). Brevemente, los cortes fueron 

desparafinados con xileno e hidratados con etanol en concentraciones decrecientes y con agua 

destilada. Se bloqueó la actividad de la peroxidasa endógena con H2O2 3% (v/v) durante 10 

min. Se realizaron varios lavados con PBS y se bloquearon los sitios inespecíficos con BSA 

2% (p/v) en PBS durante 20 min. La recuperación de antígenos se llevó a cabo con el sistema 

de microondas (750W, 3 x 1 min) en buffer citrato de sodio 10 mM; pH=6. Para estudiar la 

expresión de STAT3 las muestras se incubaron con el anticuerpo anti-STAT3 diluido 1:400 en 

PBS, ON a 4ºC en cámara húmeda. Los controles negativos se realizaron incubando a las 

muestras con PBS en ausencia del anticuerpo primario. Luego los cortes se incubaron con un 

segundo anticuerpo anti IgG biotinilado (DAKO LSAB + Kit, HRP) por 30 min y por último 

con estreptavidina conjugada con peroxidasa (DAKO LSAB + Kit, HRP) por 30 min. La 

reacción de la peroxidasa con el cromógeno 3,3´-diaminobencidina (DAB) (DAKO LSAB + 

Kit, HRP) formó un precipitado marrón en el sitio de unión del antígeno con el anticuerpo. Se 
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realizó una leve contra-coloración con hematoxilina al 10% y finalmente los cortes fueron 

montados con bálsamo, en forma definitiva, para su posterior evaluación. Los preparados 

fueron evaluados por el Dr. Roberto P. Meiss, Jefe de la División Patología Experimental de la 

Academia Nacional de Medicina. Para el análisis cuantitativo el área celular fue segmentada 

en cada imagen (cinco secciones de cada grupo de tumores) se determinó la intensidad media 

y se consideró la diferencia entre este valor y el fondo. Los resultados se expresaron como la 

media ± SEM. El valor P fue estimado usando el Test t de Student (dos colas). 

 

 

II. 8 Análisis estadístico 
 

La evaluación estadística de los datos se realizó en base a los valores promedios y desvío 

estándar (SD) o promedio de error estándar (S.E.M) de “n” experimentos independientes. Para 

los ensayos in vitro se utilizó el test de Mann-Whitney (test no-paramétrico) con P<0,05 como 

criterio para la significancia estadística.  
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Los andrógenos y el AR son críticos para el desarrollo del PCa (Zhu y Kyprianou 

2008) y la activación constitutiva del dominio de unión al ligando de dicho receptor, aún en 

ausencia de hormonas, es suficiente para convertir un PCa hormona-dependiente a un estado 

refractario (Chen C. D. et al. 2004). El AR recluta varios co-activadores/co-represores y 

factores de transcripción modificando la expresión de genes blanco (Roy et al. 2001). 

Recientemente se reportó que las citoquinas participan en la modulación de la activación del 

AR y en el crecimiento y diferenciación del PCa (Chun et al. 2009).  

Aproximadamente entre el 80% y el 90% de los tumores metastásicos de próstata son 

inicialmente sensibles a andrógenos, motivo por el que se utiliza como terapia la castración 

química o deprivación hormonal (Amaral et al. 2012). Sin embargo, con el tiempo este tipo de 

terapia muchas veces falla y el cáncer progresa a una etapa conocida como resistente a la 

castración o refractario a hormonas, donde el tumor crece a pesar de la ablación de 

andrógenos. 

Se ha demostrado que muchas vías de señalización pueden contribuir a una activación 

incrementada del AR durante la progresión del PCa al estado refractario a hormonas (Zhu y 

Kyprianou 2008). Por ello la regulación en algunas de tales vías tendría propiedades anti-

tumorales en el PCa. 

En nuestro laboratorio documentamos por primera vez que la hemo oxigenasa-1 (HO-

1) se expresa en carcinomas primarios prostáticos humanos y se localiza en el núcleo (Sacca et 

al. 2007). En líneas celulares de PCa comprobamos que la inducción farmacológica y genética 

de su expresión induce su localización nuclear e inhibe la proliferación, la migración y la 

invasión, retarda el crecimiento de tumores in vivo y modula negativamente la expresión de 

genes relacionados con la inflamación y la angiogénesis (Gueron et al. 2009). Además 

demostramos que la inducción de HO-1 desafía el disparo de la angiogénesis in vivo a través 

de un mecanismo parcialmente mediado por NFB (Ferrando et al. 2011). 

Teniendo en cuenta estos antecedentes que reportan la actividad anti-tumoral de HO-1 

y que la translocación nuclear de esta proteína se encuentra bien descripta y ocurre en 

respuesta a diferentes estímulos (Lin Q. et al. 2007; Sacca et al. 2007; Gueron et al. 2009), 

HO-1 podría actuar como un co-regulador de receptores nucleares o bien modificar el 

microambiente tumoral modulando la expresión de factores inflamatorios y angiogénicos que 

actuarían como co-reguladores de dichos receptores generando un fenotipo tumoral menos 

agresivo. 
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I. EFECTOS DE HO-1 SOBRE EL CICLO CELULAR EN CÉLULAS DE CÁNCER 

DE PRÓSTATA 
 

El cáncer es un conjunto de enfermedades que puede desencadenarse como 

consecuencia de una proliferación descontrolada de las células, la cual es provocada por fallas 

en los sistemas de regulación de la división celular. 

El ciclo celular es controlado en forma positiva por el ensamblaje de las cdk con 

múltiples ciclinas específicas de cada fase. Es ampliamente aceptado que existen reguladores 

negativos del ciclo como por ejemplo, las proteínas p21CIP1/WAF1 y p27Kip1, que se acoplan al 

complejo ciclina/cdk y lo inhiben (Bagui et al. 2000).  

Existen diferentes puntos de control en el ciclo durante los cuales las células pueden 

quedar detenidas, debido a que no se encuentran en condiciones de dividirse. Los dos puntos 

regulatorios más importantes son G0/G1 y G2/M (Schweizer et al. 2008). Las células de 

cáncer evaden estos controles regulatorios y esto no solo les confiere ventajas proliferativas, 

sino también una susceptibilidad aumentada a la acumulación de alteraciones genéticas 

adicionales, promoviendo así la tumorigénesis (De Falco y De Luca 2010). 

Considerando que previamente en nuestro laboratorio demostramos que HO-1 

disminuye la proliferación de las células de PCa (Gueron et al. 2009), decidimos investigar si 

la sobre-expresión de HO-1 afecta la progresión del ciclo celular. 

 

 

I.1 HO-1 induce la acumulación de la población celular en la fase G2/M del ciclo 
 

Para determinar si la disminución de la proliferación por inducción de HO-1 en el PCa 

es consecuencia de alteraciones en la progresión del ciclo, decidimos utilizar la línea celular 

PC3HO-1 transfectada establemente con un plásmido de expresión de HO-1 y su control 

(PC3pcDNA3, transfectada con el vector vacío). La línea PC3HO-1, en la cual la inducción de 

la expresión de HO-1 es de 5 veces, fue generada en nuestro laboratorio a partir la línea 

parental PC3, insensible a andrógenos y con niveles basales bajos de HO-1 (Gueron et al. 

2009).  

Mediante citometría de flujo analizamos la distribución de las poblaciones celulares en 

las diferentes fases del ciclo para ambas líneas, empleando la marcación con ioduro de 

propidio. 
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La sobre-expresión de HO-1 aumentó significativamente el porcentaje de células en la 

fase G2/M respecto al control (19,82% vs 10,08%; P<0,05) a expensas de una ligera 

disminución en la fase G1 (P<0,05) (Fig. 22). 

De acuerdo con los hallazgos previos del laboratorio, en los cuales se detectó una 

reducción en la proliferación de las células PC3HO-1 en comparación con el control (Gueron 

et al. 2009), esta acumulación de células en fase G2/M en la línea que sobre-expresa HO-1, 

podría indicar un arresto en dicha fase del ciclo. 

 

 

 

Figura 22. Efecto de la sobre-expresión de HO-1 en la progresión del ciclo celular en la línea PC3. 
Las células PC3HO-1 y PC3pcDNA3 fueron analizadas mediante marcación con Ioduro de Propidio (IP) 

por citometría de flujo. A) Patrón de fluorescencia de la tinción con IP para la distribución de la 

población celular. Se muestra un experimento representativo de tres experimentos independientes. 

B) Las barras representan el porcentaje de células en cada fase del ciclo y se expresa como la media ± 

SD de tres experimentos independientes. La tabla muestra los valores de las medias. Diferencia 

significativa: * P<0,05.  
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I.2 HO-1 modifica los niveles de proteínas reguladoras del ciclo celular 
 

Para determinar si la acumulación de células en la fase G2/M inducida por HO-1 se 

debe a un arresto del ciclo celular, evaluamos mediante Western blot la expresión de proteínas 

involucradas en la regulación del ciclo. Aislamos extractos proteicos de las líneas PC3HO-1 y 

PC3pcDNA3 y analizamos los niveles de 14-3-3 y Ciclina B debido a que está claramente 

documentada la participación de ambas proteínas en la transición G2/M (Canela et al. 2003; 

Hermeking y Benzinger 2006) y particularmente la inducción de 14-3-3 se ha observado aún 

en células con p53 mutado (Sang et al. 2006). No se detectaron cambios significativos en la 

expresión de ninguno de estos dos componentes del sistema en respuesta a la sobre-expresión 

de HO-1 (Fig. 23).  

Adicionalmente analizamos la expresión de otros factores involucrados tanto en la 

progresión del ciclo como en la regulación de este punto de control. Evaluamos los niveles de 

Ciclina A y E2F1. La inducción de HO-1 provocó una disminución en los niveles de estos 

reguladores positivos de progresión (Fig. 23). Determinamos la expresión de los inhibidores 

del ciclo p21CIP1/WAF1 y p27Kip1. Se evidenció un claro incremento en los niveles de estas 

proteínas en las células PC3HO-1 respecto a las controles (Fig. 23). Estos resultados muestran 

que la acumulación de células en la fase G2/M corresponde a un arresto del ciclo celular, 

provocado por un incremento en los inhibidores y una disminución de las proteínas de 

progresión  Ciclina A y E2F1, en respuesta a la inducción de HO-1. 

 

Figura 23. La inducción de HO-1 modifica la expresión de proteínas reguladoras del ciclo celular en la 
línea celular PC3. 
Se realizaron lisados de proteínas totales de las líneas PC3HO-1 y PC3pcDNA3 y la expresión de las 

proteínas indicadas se analizaron por Western blot. Los números debajo de las bandas representan la 

cuantificación de los niveles proteicos realizada usando el software ImageJ, se relativizaron a los 

niveles de Actina  de cada muestra y al control. Se muestra un experimento representativo de tres 

experimentos independientes con resultados similares. 
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A partir de estos resultados podemos proponer que la sobreexpresión de HO-1 

produce un arresto del ciclo celular en la fase G2/M 

 

 

II. EFECTOS DE HO-1 SOBRE LA SEÑALIZACIÓN DEL RECEPTOR DE 

ANDRÓGENOS EN CÉLULAS DE CÁNCER DE PRÓSTATA 
 

Observando el arresto del ciclo celular que produce la sobre-expresión de HO-1 en 

células de PCa, decidimos estudiar la vía del AR por su importancia como factor pro-

proliferativo de las células de próstata tanto en condiciones fisiológicas como patológicas.  

Los andrógenos son importantes para la proliferación de las células de PCa y en los 

cánceres la ablación de dichas hormonas controla el crecimiento tumoral hasta que la 

enfermedad progresa hacia el estadío de independencia de andrógenos. Estudios histoquímicos 

realizados en muestras de pacientes con cánceres refractarios a hormonas muestran que estos 

tumores poseen altos niveles de expresión del AR (Ruizeveld de Winter et al. 1994; Yuan y 

Balk 2009). 

Trabajos previos de nuestro laboratorio (Sacca et al. 2007; Gueron et al. 2009; 

Ferrando et al. 2011) demostraron que HO-1 modula negativamente el crecimiento de las 

células de PCa in vitro y de los tumores xenotransplantados en ratones nu/nu in vivo. En base a 

estos antecedentes decidimos analizar el efecto de HO-1 en la modulación de la señalización 

del AR. 

 

 

II.1 HO-1 reprime la transcripción del PSA en respuesta a testosterona 
 

El gen del PSA como se mencionó previamente es un blanco específico de la 

señalización por el AR, esto se debe a la presencia en su promotor de secuencias de respuesta 

a andrógenos (ARE) (Balk et al. 2003), que son sitios donde el AR, activado por testosterona, 

se asocia al ADN promoviendo la transcripción génica. 

En nuestro laboratorio se diseñó previamente un gen reportero, conteniendo la región 

correspondiente a 4,3 Kb desde el sitio de inicio de la transcripción del promotor del gen del 

PSA río arriba del gen de la luciferasa. Esta región contiene los tres sitios ARE descriptos 

hasta el momento, que permiten la regulación por andrógenos (Zalazar 2009). 

Mediante un ensayo con este gen reportero acoplado a luciferasa se evaluó en la línea 

celular LNCaP (sensible a andrógenos) la actividad del promotor del gen del PSA. Para activar 
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al AR las células se estimularon con testosterona y se midió la actividad de luciferasa en 

condiciones basales o de sobre-expresión de HO-1, mediante la transfección transiente de 

dichas células con un vector de expresión para esta proteína. 

El tratamiento con testosterona produjo la esperada inducción de la actividad del 

promotor del PSA respecto al control (7,4 veces; P<0,01). La sobre-expresión de HO-1 causó 

una represión significativa (50%; P<0,05) en la inducción de la actividad del gen reportero en 

presencia de la hormona (Fig. 24). Sin embargo, la sobre-expresión de HO-1 no ocasionó 

cambios en los niveles basales de la actividad de luciferasa.  

 

 
Figura 24. Represión por HO-1 de la actividad del promotor de PSA en la línea celular LNCaP. 
La células LNCaP transfectadas transientemente con el plásmido de expresión de HO-1 (pcDNA3HO-1) 

o el plásmido vacío (pcDNA3) fueron co-transfectadas con el plásmido reportero que contenía 4,3 Kb 

del promotor de PSA clonado río arriba del gen de luciferasa (PSA-luc). Las células fueron cultivadas 

en medio libre de rojo fenol, suplementado con suero deprivado de hormonas, en ausencia o 

presencia de testosterona (10 M, 24 h). Posteriormente fueron lisadas y se llevó a cabo el ensayo de 

luciferasa. Cada transfección se realizó por triplicado. Los datos se normalizaron respecto a la 

concentración de proteínas totales. Se muestra un experimento representativo de 3 experimentos 

independientes. Se graficó la media ± SD. Diferencia significativa: ** P<0,01; * P<0,05. 

 
Para verificar el efecto represor de HO-1 sobre la transcripción del PSA, decidimos 

evaluar los niveles del ARNm del PSA en condiciones de estimulación del AR con 

testosterona y bajo la inducción de HO-1 tanto a nivel genético, mediante transfección con el 

vector de expresión de HO-1, como a nivel farmacológico por tratamiento con hemina, un 

inductor específico de HO-1 (Gueron et al. 2009). Mediante RT-qPCR observamos un 

aumento significativo en los niveles del ARNm del PSA cuando las células fueron tratadas con 

testosterona (P<0,01). Sin embargo, el incremento en la actividad transcripcional del PSA fue 

reprimido tanto por inducción genética (28,2%; P<0,01) como farmacológica (63,7%; P<0,05) 



                                                                                                                                                                      Resultados 

 

81 

 

(Fig. 25, panel izquierdo) de HO-1. Para cada tratamiento se confirmó el aumento de los 

niveles del ARNm de HO-1 (Fig. 25, panel derecho).  

 

 

Figura 25. Represión por HO-1 de los niveles de ARNm de PSA en la línea celular LNCaP. 

Las células LNCaP fueron transfectadas transientemente con el plásmido de expresión de HO-1 

(pcDNA3HO-1) o el plásmido vacío (pcDNA3) (panel superior) o se trataron con vehículo (control) o 

hemina (80 mM, 24 h) (panel inferior) y se cultivaron en medio sin rojo fenol, suplementado con 

suero depletado de hormonas, en ausencia o presencia de testosterona (10 M, 24 h). 

Posteriormente se extrajo el ARN total y se evaluaron los niveles de ARNm de PSA (panel izquierdo) o 

de HO-1 (panel derecho) por RT-qPCR. Cada transfección se realizó por triplicado. Los datos se 

normalizaron respecto Actina . Se muestra un experimento representativo de 3 experimentos 

independientes. Se graficaron las veces de inducción respecto del control ± SD calculada como se 

describe en materiales y métodos. Diferencia significativa: ** P<0,01; * P<0,05. 

 

Con el objetivo de extender nuestros hallazgos de la modulación negativa ejercida por 

HO-1 sobre la inducción del gen del PSA provocada por testosterona, decidimos utilizar otra 

línea celular de PCa. A partir de la línea PC3, insensible a andrógenos y con niveles basales 

bajos de HO-1, en nuestro laboratorio generamos la línea PC3HO-1 con expresión estable de 

esta proteína y su control (PC3pcDNA3, transfectada con el vector vacío) (Gueron et al. 

2009). Como estas células no expresan al AR, fueron también transfectadas transientemente 

con un vector de expresión de este receptor.  

Mediante el ensayo de genes reporteros, comprobamos que las células transfectadas 

con el AR respondían al tratamiento con testosterona, incrementando la actividad del promotor 

del PSA. Nuevamente observamos también en esta línea celular, que la sobre-expresión de 
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HO-1 parcialmente reprimía (27,3%; P<0,05) la inducción de la actividad del promotor 

provocada por la hormona (Fig. 26).  

 

 
Figura 26. Represión por HO-1 de la actividad del promotor de PSA en la línea celular PC3. 

La células PC3HO-1 y PC3pcDNA3 transfectadas transientemente con el plásmido de expresión del AR 

fueron co-transfectadas con el plásmido reportero que contiene 4,3 Kb del promotor de PSA clonado 

río arriba del gen de luciferasa (PSA-luc). Las células fueron cultivadas en medio sin rojo fenol 

suplementado con suero deprivado de hormonas, en ausencia o presencia de testosterona (10 M, 

24 h). Posteriormente fueron lisadas y se llevó a cabo el ensayo de luciferasa. Cada transfección se 

realizó por triplicado. Los datos se normalizaron respecto a la concentración de proteínas totales. Se 

muestra un experimento representativo de 3 experimentos independientes. Se graficó la media ± SD. 

Diferencia significativa: ** P<0,01; * P<0,05. 

 

En resumen, estos hallazgos revelan que HO-1 reprime la transactivación del AR 

inducida por la hormona, definiendo un nuevo rol para esta proteína como regulador 

negativo de la actividad del AR en respuesta a testosterona. 

 

 

II.2 HO-1 no modifica ni la expresión ni la localización celular del AR en respuesta a 

testosterona 
 

El AR pertenece a la familia de receptores nucleares de hormonas esteroides, se 

localiza en el citoplasma, y cuando es activado por su ligando, se fosforila, dimeriza y se 

transloca al núcleo actuando como un factor de transcripción, asociándose y regulando a 

promotores génicos. 

Basándonos en el efecto de represión que ejerce HO-1 sobre la transcripción del gen 

del PSA decidimos estudiar los mecanismos involucrados. Teniendo en cuenta que muchos 

autores reportan una disminución en la transcripción del PSA como consecuencia de la 

reducción en la expresión (Han H. Y. et al. 2008; Wang X. L. et al. 2011) o en la translocación 
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nuclear del AR (Stan y Singh 2009; Darshan et al. 2011), nos propusimos investigar el efecto 

de HO-1 sobre los niveles de expresión y sobre la localización del receptor en respuesta al 

tratamiento con testosterona. Utilizamos células LNCaP estimuladas con esta hormona y 

analizamos por RT-qPCR la transcripción del gen del AR en ausencia o presencia de hemina y 

los niveles proteicos de este receptor por Western blot (Fig. 27). Pudimos verificar que el 

tratamiento con testosterona incrementaba la expresión del AR tanto a nivel del ARNm (Fig. 

27 A) como de la proteína (Fig. 27 B). Sin embargo, el tratamiento con hemina no produjo 

modificaciones en el AR en ninguna de las condiciones experimentales ensayadas (Fig. 27). 

De esta forma concluimos que la inducción de HO-1 en las células LNCaP no altera los 

niveles de expresión del AR, ya sea en condiciones basales o bajo activación con testosterona. 

 

 

Figura 27. La inducción de HO-1 no modifica los niveles de expresión del AR en la línea celular LNCaP. 
Las células LNCaP fueron cultivadas en medio sin rojo fenol suplementado con suero deprivado de 

hormonas, en ausencia o presencia de testosterona (10 M, 24 h) y se trataron con vehículo (control) 

o con hemina (80 mM, 24 h). A) Se extrajo el ARN total y los niveles de ARNm del AR se determinaron 

por RT-qPCR. Los datos se normalizaron respecto Actina . Se muestra un experimento representativo 

de 3 experimentos independientes. Se graficaron las veces de inducción respecto del control ± SD 

calculada como se describe en materiales y métodos. B) Se realizaron lisados de proteínas totales y se 

analizaron los niveles del AR por Western blot. La Actina  se utilizó como control de carga. Se 

muestra un experimento representativo de 3 experimentos independientes.  

 

Para determinar si la inducción de HO-1 producía un cambio en la localización celular 

del AR, en condiciones basales o cuando el receptor es activado por testosterona, realizamos 

fraccionamiento subcelular de los extractos proteicos de LNCaP y medimos los niveles del AR 

por Western blot. De acuerdo a lo reportado en otros trabajos (Liu S. et al. 2010; Kim Y. S. et 

al. 2012) comprobamos la localización nuclear del receptor en respuesta a testosterona, pero 

no detectamos diferencias significativas provocadas por el tratamiento con hemina en cuanto a 

la localización nuclear del AR (Fig. 28 A). 
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Estos resultados fueron confirmados mediante inmunofluorescencia. Como muestra la 

figura 28 B, el AR se localiza en el núcleo en respuesta a la estimulación por testosterona, pero 

su distribución celular no se modifica por inducción de la expresión de HO-1.  
 

 
 

Figura 28. La inducción de HO-1 no modifica la localización celular del AR en la línea LNCaP. 
Las células LNCaP fueron cultivadas en medio sin rojo fenol suplementado con suero deprivado de 

hormonas, en ausencia o presencia de testosterona (10 M, 24 h) y se trataron con hemina (80 mM, 

24 h) o vehículo (control). A) Se prepararon extractos proteicos citosólicos y nucleares y se 

determinaron los niveles de AR y HO-1 por Western blot. Para controlar la eficiencia del 

fraccionamiento subcelular se reveló con anticuerpo anti Actina ß, marcador citosólico, y con 

anticuerpo Lamina A/C, marcador nuclear. Se muestra un experimento representativo de 3 

experimentos independientes. B) Las células fueron fijadas en metanol y se estudió por 

inmunofluorescencia la distribución del AR (rojo: Alexa Fluor 555). Los núcleos se marcaron con DAPI 

(azul). La co-localización nuclear (magenta) se muestra en los paneles Merge. Se muestra un 

experimento representativo de 3 experimentos independientes. Magnificación final 400x. 
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En conjunto estos resultados demuestran que la represión en la expresión del PSA 

causada por HO-1, no se debe ni a una disminución en la expresión del AR ni a cambios en su 

localización bajo inducción de HO-1. 

 

 

III. ESTUDIO DE LA FUNCIÓN NUCLEAR DE HO-1 Y SU ASOCIACIÓN A 

FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN EN CÉLULAS DE CÁNCER DE PRÓSTATA 
 

HO-1 es una proteína citoprotectora, responsable de catalizar la degradación oxidativa 

del grupo hemo. Fue inicialmente descripta como una proteína de localización microsomal 

(Yoshinaga et al. 1982). Actualmente se sabe que HO-1 también se encuentra en membrana 

plasmática, mitocondria y núcleo; y aún se trata de identificar sus funciones en los distintos 

compartimentos (Grochot-Przeczek et al. 2012).  

Trabajos llevados a cabo en nuestro laboratorio, demostraron por primera vez la 

localización nuclear de HO-1, lo cual podría a asociarse a una nueva función para esta proteína 

en el PCa más allá su actividad catalítica (Sacca et al. 2007; Gueron et al. 2009). Nuestro 

siguiente objetivo fue caracterizar el rol de HO-1 en los diferentes compartimentos celulares 

en el PCa. 

 

 

III.1 HO-1 se asocia a los promotores génicos de MMP9, uPA y PSA en respuesta a 

testosterona 
 

Considerando nuestros hallazgos sobre la localización nuclear de HO-1 en carcinomas 

primarios de próstata (Sacca et al. 2007), en células de PCa con inducción de HO-1 (Gueron et 

al. 2009) y en xenotransplantes de PCa (Gueron et al. 2009), decidimos investigar su función 

nuclear y examinamos su capacidad para asociarse a promotores de genes relevantes en la 

carcinogénesis prostática mediante la técnica de inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP). 

Las células fueron tratadas con testosterona o con vehículo durante 24 h y luego del 

crosslinking de las proteínas con el ADN, se realizó la inmunoprecipitación (IP) con un 

anticuerpo específico anti-HO-1 o anti-IgG como control de especificidad. Mediante qPCR 

evaluamos el enriquecimiento usando primers específicos para la región promotora proximal 

de los genes de: uPA, MMP9, PSA, VEGF y Ciclina D1, empleando como control la 

asociación de HO-1 al promotor de ß-Globina. Consideramos un reclutamiento a un promotor 

dado a aquel enriquecimiento que fuese 3 veces superior al del control. Cuando las células 
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fueron estimuladas con testosterona observamos un enriquecimiento en las regiones 

promotoras de uPA, MMP9 y PSA (Fig. 29), indicando la asociación de HO-1 al promotor de 

estos genes involucrados en la progresión del cáncer. 

 

 

Figura 29. Reclutamiento de HO-1 a los promotores de uPA, MMP9 y PSA en la línea celular LNCaP . 
Se realizó la técnica de ChIP en las células LNCaP cultivadas en medio sin rojo fenol suplementado con 

suero deprivado de hormonas, en ausencia o presencia de testosterona (10 M, 24 h). Se 

inmunoprecipitó HO-1 o IgG como control de especificidad. El ADN-ChIP fue analizado por qPCR 

utilizando primers específicos localizados en las regiones promotoras proximales de los genes uPA, 

MMP9, PSA, VEGF y Ciclina D1 o ß-Globina como control negativo. Las veces de enriquecimiento se 

calcularon relativizando a IgG y al input. Se muestra un experimento representativo de 3 

experimentos independientes. Se graficó la media ± SD. Diferencia significativa: * P<0,05. 

 

 

III.2 HO-1 no se asocia al AR 
 

Como demostramos previamente HO-1 se asocia a los promotores de los genes de 

uPA, MMP9 y PSA, y regula la transcripción génica de PSA en presencia de testosterona. Sin 

embargo, HO-1 es una proteína pequeña, no es un factor de transcripción y por lo tanto no 

posee dominios de unión al ADN, que le permitan unirse directamente a las regiones 

promotoras de los genes. De este modo consideramos que HO-1 podría regular la transcripción 

del PSA como resultado de interacciones proteína-proteína, probablemente asociándose a 

aquellas que forman parte de complejos transcripcionales. 

Al observar que HO-1 es reclutado al promotor del gen del PSA y que ejerce un efecto 

represor sobre la inducción del mismo por testosterona, evaluamos si HO-1 podría estar 

interactuando con el AR. Para probar esta hipótesis realizamos ensayos de co-

inmunoprecipitación de proteínas utilizando un anticuerpo policlonal anti-HO-1, en la línea 
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celular LNCaP sometida a tratamiento con testosterona, hemina, ambas o sus respectivos 

vehículos como control. Realizamos la detección del AR mediante Western blot, en los 

extractos proteicos inmunoprecipitados, incubando con un anticuerpo específico para dicho 

receptor. El input demuestra la presencia de las distintas proteínas en los extractos proteicos 

totales. Con estos resultados comprobamos que no hay interacción entre HO-1 y AR en las 

diferentes condiciones experimentales ensayadas (Fig. 30).  

 

 

 

Figura 30. HO-1 no se asocia al AR en la línea celular LNCaP. 
Las células LNCaP fueron cultivadas en medio libre de rojo fenol suplementado con suero deprivado 

de hormonas en ausencia o presencia de testosterona (10 M, 24 h) y tratadas con hemina (80 mM, 

24 h) o vehículo (control). Los extractos celulares se inmunoprecipitaron (IP) usando un anticuerpo 

policlonal anti-HO-1 o IgG como control negativo. Los inmunocomplejos se analizaron por Western 

blot con los anticuerpos indicados. Una fracción de los extractos proteicos (10% ) fue revelada para las 

proteínas estudiadas con el fin de controlar la eficiencia de la técnica (input). Este experimento se 

repitió tres veces con resultados similares. 

 

 

III.3 HO-1 se asocia a STAT3 
 

STAT3 es un transductor de señales que se encuentra el citoplasma y al ser activado 

por una señal (en las células de próstata IL-6, entre otros factores), dimeriza, migra al núcleo y 

se asocia al ADN en secuencias reguladoras. Este factor de transcripción se encuentra 

constitutivamente activo en una amplia variedad de tumores incluyendo los de próstata. En 

diversos trabajos se demostró su importante participación en la progresión del PCa 

(Abdulghani et al. 2008; Zoubeidi et al. 2009). En base a estas evidencias decidimos 

investigar si la asociación entre HO-1 y STAT3 podría mediar el efecto de HO-1 sobre la 

activación transcripcional del AR. Mediante un ensayo de co-inmunoprecipitación, utilizando 

un anticuerpo policlonal específico para HO-1, detectamos por Western blot la interacción 

entre HO-1 y STAT3 en células LNCaP tratadas o no con hemina y/o testosterona (Fig. 31). 
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Con estos resultados demostramos que HO-1 es capaz de asociarse a un factor de 

transcripción, que está bien documentado por su rol en la transactivación del AR en el PCa. 

 

 

 

Figura 31. HO-1 interacciona con STAT3 en la línea celular LNCaP. 
Las células LNCaP fueron cultivadas en medio libre de rojo fenol, suplementado con suero deprivado 

de hormonas en ausencia o presencia de testosterona (10 M, 24 h) y se trataron con hemina (80 

mM, 24 h) o vehículo (control). Los extractos celulares se inmunoprecipitaron (IP) usando un 

anticuerpo policlonal anti-HO-1 o IgG como control negativo. Los inmunocomplejos se analizaron por 

Western blot con los anticuerpos indicados. Una fracción de los extractos proteicos (10% ) fue 

revelada para las proteínas estudiadas con el fin de controlar la eficiencia de la técnica (input). Este 

experimento se repitió tres veces con resultados similares. 

 
Posteriormente decidimos evaluar mediante microscopía de fluorescencia la co-

localización de STAT3 y HO-1 en las células LNCaP bajo tratamiento con testosterona, 

hemina, ambos o sus respectivos vehículos (control). Las imágenes de la figura 32 A muestran 

que el tratamiento con hormona estimula la localización nuclear de STAT3. Asimismo se 

observa el aumento de la expresión y de la localización nuclear de HO-1 por tratamiento con 

hemina. El porcentaje de co-localización entre ambas proteínas fue cuantificado mediante el 

coeficiente de Manders. Se detectó un aumento significativo de la co-localización de ambas 

proteínas por tratamiento con hemina, respecto al control (52%, P<0,01) y por tratamiento con 

testosterona y hemina respecto al tratamiento con la hormona sola (50%; P<0,05) (Fig. 32 B).  
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Figura 32. HO-1 co-localiza con STAT3 en la línea celular LNCaP. 
Las células LNCaP fueron cultivadas en medio libre de rojo fenol, suplementado con suero deprivado 

de hormonas en ausencia o presencia de testosterona (10 M, 24 h) y se trataron con hemina (80 

mM, 24 h) o vehículo (control). A) Se estudió por inmunofluorescencia la distribución de STAT3 

mediante un anticuerpo primario anti-STAT3 y un anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor 555 

(rojo), y la distribución de HO-1 mediante un anticuerpo primario anti-HO-1 y un anticuerpo 

secundario conjugado a Alexa Fluor 488 (verde). La co-localización se observa en los paneles Merge 

(amarillo). Se muestra un experimento representativo de 3 experimentos independientes. 

Magnificación final 400x.B) El coeficiente de Manders (STAT3/HO-1) fue calculado para cada célula 

individual. Se graficó la media ± SD. Diferencia significativa: ** P<0,01; * P<0,05. 

 

En resumen, en esta sección demostramos por primera vez que HO-1 se asocia a 

promotores génicos, que es capaz de interactuar con el factor de transcripción STAT3 y que 

co-localiza con el mismo en presencia de hemina. 

 

 

IV. EFECTO DE HO-1 EN LA SEÑALIZACIÓN DEL FACTOR DE 

TRANSCRIPCIÓN STAT3 EN CÉLULAS DE CÁNCER DE PRÓSTATA 
 

Como mencionamos anteriormente la vía de señalización del factor STAT3 es 

importante en la progresión del PCa al encontrarse constitutivamente activa. También se 

demostró que su inhibición lleva a la apoptosis de las células del PCa (Barton et al. 2004).  

Este factor de transcripción se activa principalmente en las células prostáticas por 

medio de la citoquina pro-inflamatoria IL-6, la cual se une a su receptor. Esta señal dispara la 

fosforilación de STAT3, que dimeriza y migra al núcleo asociándose a elementos de respuesta 

específicos en el ADN. STAT3 regula procesos involucrados en la carcinogénesis como la 

proliferación, la apoptosis, la angiogénesis y la metástasis (Huang S. 2007). 

Basándonos en la asociación que observamos previamente entre STAT3 y HO-1 y 

considerando la importancia de esta vía en el PCa, nuestro siguiente objetivo fue estudiar el 

efecto de la inducción de HO-1 en este camino de señalización. 

 

 

IV.1 HO-1 modula negativamente a STAT3 en células de PCa sensibles a andrógenos 
 

Decidimos evaluar el efecto de la inducción de HO-1 en la expresión de STAT3, así 

como también en su activación en las células de PCa sensibles a andrógenos. Las células 

LNCaP se trataron con testosterona para activar la vía del AR, con hemina para inducir a HO-

1 y con ambos para investigar el efecto conjunto sobre STAT3. Los cultivos controles fueron 

expuestos a los respectivos vehículos. Adicionalmente a estos tratamientos, la vía de STAT3 
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se estimuló por tratamiento con IL-6. Los niveles proteicos de STAT3 y de la forma activa del 

mismo (pSTAT3Y705) se determinaron por Western blot con anticuerpos específicos en estos 

extractos celulares. Acorde con reportes previos de Aaronson y colaboradores (Aaronson et al. 

2007), observamos que el tratamiento con testosterona aumentó significativamente los niveles 

de STAT3 (1,62 veces; P<0,05) (Fig. 33, panel izquierdo y derecho inferior) y que dicho 

aumento disminuyó significativamente por tratamiento con hemina (18,4%; P<0,05). Cuando 

la vía de STAT3 se estimuló con IL-6, se detectó un marcado aumento (3,3 veces; P<0,05) en 

los niveles totales de STAT3 respecto al control (Fig. 33, panel izquierdo y derecho inferior). 

Nuevamente el tratamiento con hemina parcialmente reprimió (43,1%; P<0,05) dicha 

inducción (Fig. 33). Asimismo comprobamos que IL-6 produjo el esperado aumento en la 

activación de STAT3 en las células LNCaP, detectado por la fosforilación del factor (Fig. 33, 

panel izquierdo). El tratamiento con hemina disminuyó significativamente los niveles de 

pSTAT3 en presencia de IL-6 (47,3%; P<0,05) (Fig. 33, panel izquierdo y derecho superior). 

Este efecto inhibitorio también se detectó en las células LNCaP tratadas con testosterona 

cuando se cultivaron en presencia de hemina (42,2%; P<0,05) (Fig. 33, panel izquierdo y 

derecho superior). 

 

 

Figura 33. HO-1 disminuye los niveles de STAT3 y pSTAT3 en la línea celular LNCaP. 
Se realizaron lisados de proteínas totales extraídas de células LNCaP cultivadas en medio sin rojo 

fenol suplementado con suero deprivado de hormonas controles o estimuladas con IL-6 (10 ng/ml, 24 

h) y tratadas con testosterona (10 M, 24 h), hemina (80 mM, 24 h), ambos o sus respectivos 

vehículos. Se analizaron los niveles de STAT3, pSTAT3 y HO-1 por Western blot. Los niveles de Actina  

se utilizaron como control de carga. Las proteínas se cuantificaron usando el software ImageJ. Los 

gráficos de barras representan la medición cuantitativa de pSTAT3
y705

 normalizado a STAT3 total 
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(panel superior derecho) o STAT3 normalizado respecto a Actina  (panel inferior derecho). Se 

graficaron las veces de inducción respecto del control ± SD calculada como se describe en materiales 

y métodos. Diferencia significativa: * P<0,05.  

 

 

IV.2 HO-1 induce la retención citoplasmática de STAT3 en células de PCa sensibles 

a andrógenos 
 

Considerando que la activación de STAT3 requiere de su fosforilación y localización 

nuclear, decidimos analizar si la inducción de HO-1 producía alteraciones en la localización de 

STAT3. Se realizaron fraccionamientos subcelulares a fin de obtener los extractos proteicos 

nucleares y citoplasmáticos de cultivos de células LNCaP estimuladas con IL-6 y tratadas o no 

con hemina. Los niveles de STAT3 total y de pSTAT3 se determinaron por Western blot en 

los extractos citoplasmáticos y nucleares y el enriquecimiento de cada fracción se verificó por 

detección de Actina  y Lamin A/C, respectivamente (Fig. 34). La exposición a hemina 

disminuyó la translocación de pSTAT3 al núcleo (56,3%, P<0,05) mientras que al mismo 

tiempo incrementó la retención de pSTAT3 en el citosol (Fig. 34).  

 

 

Figura 34. HO-1 disminuye la localización nuclear de pSTAT3 en la línea celular LNCaP. 
Las células LNCaP estimuladas con IL-6 (10 ng/ml, 24 h) se expusieron a hemina (80 mM, 24 h) o 

vehículo. Las fracciones nucleares y citoplasmáticas fueron extraídas y los niveles de STAT3, pSTAT3 y 

HO-1 se analizaron por Western blot. La pureza de las fracciones citoplasmática y nuclear se verificó 

por detección de Actina  y Lamin A/C, respectivamente. Se muestra un experimento representativo 

de 3 independientes. Los gráficos de barras representan la medición cuantitativa de pSTAT3
y705

 

normalizado a STAT3. Se graficaron las veces de inducción respecto del control ± SD calculada como 

se describe en materiales y métodos. Diferencia significativa: * P<0,05. 

 

A fin de corroborar que la inducción de HO-1 provocaba la retención de STAT3 en 

citoplasma cuando las células se estimulaban con IL-6, decidimos examinar su localización en 
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los diferentes compartimientos celulares mediante la técnica de microscopía confocal. La 

inmunomarcación de STAT3 se realizó con un anticuerpo primario específico y un anticuerpo 

secundario acoplado a Alexa 555. De acuerdo con los resultados anteriores, mediante esta 

técnica confirmamos que la proteína STAT3 se localiza en el núcleo tras el estímulo con IL-6 

y que cuando las células son tratadas con hemina, dicha localización preferentemente nuclear 

disminuye a expensas de la retención aumentada de este factor en el citoplasma (Fig. 35 A). 

La cuantificación de la población de células discriminadas en función de la localización 

celular de STAT3 mostró el mismo resultado (Fig. 35 B). 

 

Figura 35. HO-1 retiene a STAT3 en el citosol en células LNCaP estimuladas con IL-6 en la línea celular 
LNCaP. 
Se estudió la expresión y distribución de STAT3 visualizada mediante inmunofluorescencia por tinción 

de células LNCaP estimuladas con IL-6 (10 ng/ml, 24 h) en ausencia o presencia de hemina (80 mM, 24 

h). STAT3 se observa en rojo (Alexa Fluor 555) y los núcleos en azul (DAPI). La co-localización nuclear 

(magenta) se muestra en los paneles Merge. La segmentación de la célula entera y el núcleo (DAPI) 

fue realizada para calcular la tasa de STAT3n/STAT3t y STAT3c/STAT3t en un análisis célula a célula. La 

cuantificación de la localización subcelular de STAT3 se muestra como %  de STAT3 en el citoplasma 

(barra roja) y STAT3 en el núcleo (barra azul). Barra de escala: 10 m. Se muestra una imagen 

representativa de cada grupo. Se realizaron 3 experimentos independientes con resultados similares. 
 

 

IV.3 HO-1 reprime la expresión de genes regulados por STAT3 en células de PCa 

sensibles a andrógenos 
 

Como describimos previamente, la vía de señalización de STAT3 requiere que en 

respuesta a un estímulo externo (en el PCa puede ser la citoquina pro-inflamatoria IL-6) 

STAT3 se fosforile, se transloque al núcleo y se asocie a promotores génicos regulando su 
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transcripción. Entre los genes que responden directamente a STAT3 podemos mencionar a Bcl 

xL (Linfoma de células B extra largo) y a Ciclina D1, ambos relacionados con la 

supervivencia celular e importantes en la transformación oncogénica del cáncer. 

Con el objetivo de evaluar si las diferencias disparadas por hemina sobre la activación 

y la retención citoplasmática de STAT3 en el citosol, podían afectar la expresión de genes 

blanco de STAT3, analizamos los niveles de los ARNm de Bcl xL y Ciclina D1. El 

tratamiento con IL-6 efectivamente indujo la transcripción de estos genes (Bcl-xL 2,4 veces; 

P<0,05 y Ciclina D1 3,12 veces; P<0,01), mientras que la inducción farmacológica de HO-1 

reprimió significativamente dicho incremento en ambos casos (Bcl-xL: 64,74%; P<0,05 y 

Ciclina D1: 33,85%; P<0,05) (Fig. 36). Como control se analizó la inducción de la expresión 

de STAT3 por IL-6 (Fig. 36). 
 

 

Figura 36. HO-1 reprime los niveles de ARNm de Bcl-xL y Ciclina D1 inducidos por IL-6 en la línea 
celular LNCaP. 
Las células LNCaP fueron estimuladas con IL-6 (10 ng/ml, 24 h) en ausencia o presencia de hemina (80 

mM, 24 h). Se extrajo el ARN total y se evaluaron los niveles de ARNm de Bcl-xL (panel izquierdo 

superior), de Ciclina D1 (panel inferior) y de STAT3 (panel superior derecho) por RT-qPCR. Los datos se 

normalizaron respecto a Actina . Se graficaron las veces de inducción respecto del control ± SD 

calculada como se describe en materiales y métodos. Diferencia significativa: * P<0,05; **P<0,01. 
 

Para corroborar que HO-1 interfiere con la vía de señalización de STAT3 decidimos 

validar su efecto represor estudiando la transcripción de genes regulados por este factor, pero 

en esta ocasión, utilizando una construcción de STAT3 constitutivamente activa (STAT3C). 

Esta construcción se generó por la sustitución de los residuos cisteína por C661A y C663N, 

que permiten la dimerización y la activación de STAT3 (Bromberg et al. 1999). Las células 
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LNCaP fueron transfectadas con STAT3C y expuestas a hemina o vehículo. Mediante RT-

qPCR se evaluaron los niveles del ARNm de genes blanco de la vía de STAT3 como uPA, 

Survivina y Ciclina D1. La inducción de STAT3 se confirmó por el incremento de los niveles 

de su ARNm en las células transfectadas con STAT3C (Fig. 37, panel inferior derecho). 

También se corroboró que en estas células se mantenía la sobre-expresión de HO-1 producida 

por el tratamiento con hemina (Fig. 37, panel inferior izquierdo). 

La forma constitutivamente activa de STAT3 efectivamente incrementó los niveles de 

expresión de uPA, Survivina y Ciclina D1 (2,1 veces; P<0,05, 6,4 veces; P<0,01 y 2,6 veces; 

P<0,05, respectivamente) (Fig. 37, panel superior). El tratamiento con hemina reprimió 

significativamente la inducción de la transcripción de cada uno de estos genes (uPA: 55,68%, 

Survivina: 24,62% y Ciclina D1: 28,87%; P<0,05, respectivamente) (Fig. 37, panel superior). 

Estos resultados son consistentes con los hallazgos sobre el efecto inhibitorio mediado por 

HO-1 en la estimulación de la vía de STAT3 provocada por IL-6, descriptos previamente en la 

figura 36. 
 

 

Figura 37. HO-1 disminuye los niveles de ARNm de uPA, Survivina y Ciclina D1 inducidos por STAT3C en 
la línea celular LNCaP. 
Las células LNCaP transfectadas transientemente con el plásmido de expresión de STAT3 

constitutivamente activo (STAT3C) o el plásmido vacío (pcDNA3) fueron cultivadas con hemina (80 

mM, 24 h) o vehículo (control). Se extrajo el ARN total y se evaluaron los niveles de ARNm de STAT3, 

HO-1, uPA, Survivina y Ciclina D1 por RT-qPCR. Los datos se normalizaron respecto Actina . Se 

muestra un experimento representativo de por lo menos 3 experimentos independientes. Se 



                                                                                                                                                                      Resultados 

 

96 

 

graficaron las veces de inducción respecto del control ± SD calculada como se describe en materiales 

y métodos. Diferencia significativa: * P<0,05; **P<0,01. 

 

A partir de estas observaciones podemos proponer que la inducción de HO-1 

disminuye la transcripción de genes blanco de la vía de señalización de STAT3, debido a una 

disminución en su activación probablemente como consecuencia de la retención de este factor 

en el citoplasma. 

 

 

IV. 4 HO-1 disminuye la expresión de STAT3 en células de PCa insensibles a 

andrógenos 
 

Previamente demostramos que la inducción de HO-1 reprime la expresión de STAT3 

aún cuando esta proteína es activada por su ligando IL-6, en la línea celular LNCaP que es 

sensible a andrógenos. Teniendo en cuenta que la línea PC3, insensible a andrógenos, presenta 

niveles endógenos constitutivamente activos de STAT3 (Mora et al. 2002), nuestro próximo 

objetivo fue estudiar si el efecto represor de HO-1 sobre los niveles de STAT3 es extrapolable 

a este nuevo contexto experimental. Así nos propusimos analizar la expresión de STAT3 en la 

línea celular PC3HO-1 (Gueron et al. 2009) y su control (PC3pcDNA3). Mediante RT-qPCR 

determinamos los niveles endógenos de STAT3 en dichas células. Comprobamos que los 

niveles de ARNm de STAT3 estaban significativamente disminuidos (28,3%; P<0,05) en las 

células con sobre-expresión de HO-1 respecto al control (Fig. 38 A). Esta reducción también 

se evidenció a nivel proteico mediante Western blot (Fig. 38 B). De esta manera confirmamos 

que el efecto represor de HO-1 sobre la vía de STAT3 ocurre también en células de PCa 

insensible a andrógenos.  

 

 

Figura 38. La sobre-expresión de HO-1 disminuye la expresión del STAT3 en la línea celular PC3. 
A) Se extrajo el ARN total de las células PC3HO-1 y PC3pcDNA3, y los niveles de ARNm de STAT3 se 

determinaron por RT-qPCR. Los datos se normalizaron respecto Actina . Se muestra un experimento 
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representativo de por lo menos 3 experimentos independientes. Se graficaron las veces de inducción 

respecto del control ± SD calculada como se describe en materiales y métodos. Diferencia 

significativa: * P<0,05. B) Se realizaron lisados de proteínas totales de los cultivos de las células 

PC3HO-1 y PC3pcDNA3 y se analizaron los niveles de STAT3 por Western blot. Los niveles de Actina  

se usaron como control de carga. Se muestra un experimento representativo de 3 experimentos 

independientes. 

 

En resumen nuestros hallazgos sugieren que HO-1 es un modulador negativo de 

STAT3 tanto en células de PCa sensibles como insensibles a andrógenos.  

 

 

V. EFECTO DE HO-1 SOBRE LA EXPRESIÓN DE STAT3 IN VIVO 
 

Trabajos previos de nuestro laboratorio demostraron que la inducción genética de HO-

1 retarda el crecimiento tumoral in vivo (Gueron et al. 2009) y que cumple un rol crítico como 

modulador negativo del disparo de la angiogénesis (Ferrando et al. 2011). Este efecto 

inhibitorio de HO-1 sobre el crecimiento tumoral se correlaciona con la represión de la 

expresión de genes inflamatorios, entre ellos IL-6 (Gueron et al. 2009). Esta interleuquina a 

través de circuitos autócrinos y parácrinos (Culig et al. 2005; Aaronson et al. 2007) afecta la 

vía de STAT3 (Aaronson y Horvath 2002) y en consecuencia el crecimiento tumoral (Mora et 

al. 2002). Nuestro próximo objetivo fue evaluar la expresión y localización de STAT3 

utilizando un modelo in vivo. 

 

 

V.1 HO-1 promueve la retención citoplasmática de STAT3 in vivo en tumores de 

PCa xenotransplantados 
 

En las secciones anteriores demostramos que la inducción de HO-1 por hemina 

promueve la localización citoplasmática del factor de transcripción STAT3, cuando éste es 

activado por su ligando IL-6, en la línea celular LNCaP y la disminución de la expresión de 

STAT3 en la línea PC3. Nuestro próximo interrogante fue analizar si la sobre-expresión de 

HO-1 modula la vía de STAT3 in vivo. Para ello, utilizamos muestras obtenidas a partir del 

modelo de inoculación de células tumorales humanas PC3HO-1 y su respectivo control 

(PC3pcDNA3) creciendo como xenotransplante en el flanco de ratones inmunosuprimidos 

atímicos nu/nu desarrollados previamente en nuestro laboratorio (Gueron et al. 2009). Al 

analizar la expresión de STAT3, ambos grupos de tumores (PC3HO-1 y PC3pcDNA3) 

mostraron inmunomarcación positiva; sin embargo, los tumores controles presentaron 
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marcación predominantemente nuclear, mientras que en los tumores que sobre-expresan HO-1 

se detectó una gran población de células con inmunomarcación positiva principalmente 

citoplasmática (Fig. 39 A). Compatible con estos resultados, cuando medimos mediante RT-

qPCR los niveles de ARNm para STAT3 en los tumores PC3HO-1, dichos niveles resultaron 

significativamente menores (20%; P<0,05) respecto a los detectados en los tumores controles 

(Fig. 39 B). Reportes previos de nuestro grupo de trabajo demostraron que los tumores 

PC3HO-1 crecidos como xenotransplantes en ratones nu/nu durante 23 días presentaban 

significativamenter menor tamaño y eran menos vascularizados que los tumores controles 

(Gueron et al. 2009; Ferrando et al. 2011). De este modo HO-1 altera la vía de STAT3, tanto 

in vitro como in vivo modulando la malignidad de las células de PCa y contribuyendo así al 

efecto antitumoral previamente descripto. 

 

 

Figura 39. La sobre-expresión de HO-1 disminuye la expresión de STAT3 in vivo. 
Células PC3HO-1 y PC3pcDNA3 se inyectaron (s.c.) en el flanco derecho de ratones nude (nu/nu) 

atímicos. Los animales se sacrificaron a los 23 días y se extrajeron los tumores. A) Se realizó la 

detección de STAT3 por inmunohistoquímica. Los tumores PC3pcDNA3 (panel izquierdo) muestran 

una inmunomarcación positiva para STAT3, predominantemente nuclear, en un moderado número de 

células tumorales (25X), inserto: marcación nuclear intensa (40X). Los tumores PC3HO-1 (panel 

derecho) muestran inmunomarcación positiva para STAT3 tanto en núcleo como en citoplasma en un 

gran número de células tumorales (25X); inserto: área que muestra un patrón de marcación 

predominantemente citoplasmático positivo, difuso e intenso (40X). B) Los tumores PC3HO-1 y 
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PC3pcDNA3 fueron congelados en nitrógeno líquido y posteriormente se extrajo el ARN total y los 

niveles de ARNm de STAT3 se determinaron por RT-qPCR. Los datos se normalizaron respecto Actina 

. Se muestra un experimento representativo de 3 experimentos independientes. Se calculó la media 

± SD y se graficó como porcentaje respecto al control que se consideró 100% . *Diferencia 

significativa, P<0,05. 

 

Estos resultados demuestran que la inducción de HO-1 atenúa la señalización de la vía 

de STAT3, tanto in vitro como in vivo en el PCa, probablemente como consecuencia de la 

retención de este factor en citoplasma. 

 

 

VI. EFECTO DE LA INDUCCIÓN DE HO-1 EN LA INTERACCIÓN ENTRE LAS 

VÍAS DE SEÑALIZACIÓN DE STAT3 Y DEL RECEPTOR DE ANDRÓGENOS 

EN CÉLULAS DE CÁNCER DE PRÓSTATA 
 

Múltiples hallazgos han demostrado que en células tumorales de próstata existen 

numerosas vías de transducción de señales que están alteradas y promueven la interacción de 

factores de transcripción con el AR, causando la activación del mismo a bajas concentraciones 

de testosterona circulante (Nadiminty y Gao 2012).  

STAT3 está involucrado en la patogénesis del PCa (Ni et al. 2000). Se demostró una 

clara interrelación entre las vías de señalización de STAT3 y AR (Ueda et al. 2002; 

Yamamoto et al. 2003). La activación constitutiva de STAT3 se ha observado en células y 

tejidos de PCa (Ni et al. 2000; Mora et al. 2002). Además se demostró que la inhibición de 

este camino lleva a la apoptosis en las células de PCa (Ni et al. 2000) y que STAT3 interactúa 

físicamente con AR conduciendo a su activación independiente de ligando (Nadiminty y Gao 

2012).  

Considerando la participación de STAT3 en la activación del AR y los resultados 

expuestos en las secciones anteriores, donde demostramos que la inducción de HO-1 conduce 

a una disminución en la actividad del AR y a una reducción en la señalización de STAT3, 

nuestro siguiente interrogante fue determinar si la represión ejercida por HO-1 sobre el AR era 

consecuencia de la interferencia provocada por HO-1 sobre la señalización de la vía de 

STAT3.  
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VI.1 HO-1 induce la retención citoplasmática de STAT3 en células de PCa 

estimuladas con IL -6 y activadas con testosterona 
 

En una primera aproximación al estudio del efecto de HO-1 sobre la interacción entre 

los caminos de señalización de STAT3 y AR, decidimos estudiar la localización celular de 

STAT3 en respuesta a la inducción de HO-1 en presencia y ausencia de testosterona. 

Para ello las células fueron tratadas con IL-6 para estimular la vía de STAT3, con 

testosterona para activar la vía del AR y en presencia de hemina, para evaluar el efecto de la 

inducción de HO-1. Los controles fueron tratados con los vehículos. Mediante tinción 

inmunocitoquímica analizamos la expresión de STAT3 empleando marcación con un 

anticuerpo específico para esta proteína. En primer lugar mediante esta técnica, validamos que 

el tratamiento con testosterona induce la expresión de STAT3 y su localización nuclear (Fig. 

40). Consistente con los resultados previos, demostramos además en este análisis que las 

células estimuladas con IL-6 mostraron alta tinción nuclear y citoplasmática de STAT3. Esta 

inmunomarcación se presentó disminuida significativamente por el tratamiento con hemina 

tanto en las células expuestas o no a testosterona (Fig. 40, panel superior). La 

inmunorreactividad diferencial de STAT3 fue evaluada cuantitativamente (Fig. 40, panel 

inferior). 

 

 
Figura 40. HO-1 reduce la expresión de STAT3 estimulada por IL-6 en la línea celular LNCaP en 
presencia o ausencia de testosterona. 
Las células LNCaP fueron cultivadas en medio sin rojo fenol suplementado con suero deprivado de 

hormonas, estimuladas con IL-6 (10 ng/ml, 24 h) y tratadas con testosterona (10 M, 24 h), hemina 

(80 mM, 24 h), ambos o sus respectivos vehículos (control). Las células se fijaron con metanol. Se 
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estudió por marcación inmunocitoquímica la distribución de STAT3. Magnificación final 400x. Se 

cuantificó la inmunorreactividad diferencial de STAT3. Se calculó la media ± SD y se graficó como 

porcentaje respecto al control que se consideró 100% . Diferencia significativa: ** P<0,01. 

 

Se realizó un análisis más detallado del efecto de la inducción de HO-1 sobre la 

distribución subcelular de STAT3 mediante inmunofluorescencia en células estimuladas con 

IL-6 y activadas con testosterona. Los resultados obtenidos confirmaron los hallazgos previos 

(Fig. 40), evidenciando además la retención citoplasmática de STAT3 en las células tratadas 

con testosterona y hemina respecto al control tratado solo con testosterona (Fig. 41 A). Estos 

datos se confirmaron por cuantificación calculando el porcentaje de señal de STAT3 en la 

fracción nuclear (barra azul) y en la fracción citoplasmática (barra roja) (Fig. 41 B). 

 

 
 
 

 
Figura 41. HO-1 retiene a STAT3 en citosol en células LNCaP estimuladas con testosterona e IL-6. 
La expresión y distribución celular de STAT3 se visualizó mediante tinción por inmunofluorescencia de 

células LNCaP cultivadas en medio libre de rojo fenol suplementado con suero deprivado de 

hormonas, estimuladas con IL-6 (10 ng/ml, 24 h) y testosterona (10 M, 24 h) en ausencia o presencia 

A. 

B. 
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de hemina (80 mM, 24 h). A) STAT3 se observa en rojo (Alexa Fluor 555) y los núcleos en azul (DAPI). 

La co-localización nuclear (magenta) se muestra en los paneles Merge. Se muestra una imagen 

representativa de cada grupo de células. Barra de escala: 10 m. B) Cuantificación célula a célula de la 

localización subcelular de STAT3 expresada como porcentaje de la señal de STAT3 en el citoplasma 

(barra roja) y en el núcleo (barra azul).  

 

 

VI.2 STAT3 media la represión por HO-1 de la vía de señalización del AR 
 

Con el objetivo de evaluar si STAT3 por si mismo podía mediar la represión por HO-1 

de la transcripción del PSA, se midió la actividad del promotor de este gen en células LNCaP 

co-transfectadas con STAT3C o su control y tratadas con testosterona para activar al AR en 

presencia de hemina para inducir a HO-1. También se utilizó un mutante dominante negativo 

de STAT3 (STAT3DN), el cual no puede ser fosforilado en la Tyr705, compitiendo con la 

proteína wild type por la quinasa responsable (Bromberg et al. 1999). 

En la figura 42 observamos que la transfección de las células LNCaP con STAT3C 

provocó el esperado aumento de la actividad del PSA-luc por tratamiento con testosterona 

(6,64 veces de inducción; P<0,05) respecto a su control transfectado con el vector vacío y 

estimulado con la hormona (3,05 veces de inducción; P<0,01). Estos datos son consistentes 

con las observaciones realizadas por De Miguel y colaboradores (De Miguel et al. 2003) en 

cuanto a la co-activación del AR por STAT3. Por otro lado, observamos que el tratamiento 

con hemina reprimió la inducción de la actividad del reportero provocada por la hormona en 

condiciones de activación de STAT3 (testosterona y hemina vs testosterona: 55% de represión; 

P<0,05) (Fig. 42). También se comprobó el efecto represor de la hemina en las células 

transfectadas con pcDNA3 tratadas con la hormona (Fig. 42). La participación de la vía de 

STAT3 en la activación del AR se demostró mediante la co-transfección con el mutante 

negativo el cual abolió completamente la inducción provocada por la hormona (Fig. 42).  
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Figura 42. HO-1 atenúa la activación del promotor del PSA provocada por STAT3 y testosterona en la 
línea celular LNCaP. 
La células LNCaP transfectadas transientemente con el plásmido de STAT3C (constitutivamente 

activo), el plásmido STAT3DN (forma dominante negativa de STAT3) o el plásmido vacío (pcDNA3) 

fueron co-transfectadas con el plásmido reportero PSA-luc. Las células fueron cultivadas en medio 

libre de rojo fenol suplementado con suero deprivado de hormonas y se trataron con testosterona 

(10 M, 24 h), hemina (80 mM, 24 h), ambos o sus respectivos vehículos (control). Posteriormente 

fueron lisadas y se llevó a cabo el ensayo de luciferasa. Cada transfección se realizó por triplicado. Los 

datos se normalizaron respecto a la concentración de proteínas totales. Se muestra un experimento 

representativo de 3 experimentos independientes. Se graficó la media ± SD. Diferencia significativa: 

** P<0,01; * P<0,05. 

 

Para validar estos resultados evaluamos los niveles de ARNm del gen del PSA en las 

mismas condiciones. Como se muestra en la figura 43 A, confirmamos mediante RT-qPCR el 

efecto inhibitorio de la hemina sobre los transcriptos del PSA en células LNCaP transfectadas 

con STAT3C tratadas con testosterona. Esta represión por hemina también se detectó en las 

células transfectadas con el vector vacío bajo inducción hormonal (Fig. 43 A). Como control, 

se verificó la inducción provocada por STAT3C en los niveles del ARNm de STAT3 y aquella 

producida por el tratamiento con hemina en los niveles de HO-1. (Fig. 43 B). 

Cabe aclarar que la disminución en la expresión del PSA provocada por hemina se 

detectó también a nivel del ARNm en las células transfectadas con STAT3DN y tratadas o no 

con testosterona (Fig. 43 A).  
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Figura 43. HO-1 reprime la inducción de la expresión del ARNm de PSA provocada por STAT3 y 
testosterona en la línea celular LNCaP. 
La células LNCaP transfectadas transientemente con el plásmido de STAT3C (STAT3 constitutivamente 

activado), el plásmido STAT3DN (dominante negativo de STAT3) o el plásmido vacío (pcDNA3), fueron 

cultivadas en medio libre de rojo fenol suplementado con suero deprivado de hormonas y se trataron 

con testosterona (10 M, 24 h), hemina (80 mM, 24 h), ambos o sus respectivos vehículos (control). 

Posteriormente se extrajo el ARN total. Mediante RT-qPCR se evaluaron los niveles de A) ARNm de 

PSA y B) ARNm de HO-1 y ARNm de STAT3. Cada transfección se realizó por triplicado. Los datos se 

normalizaron respecto Actina . Se graficaron las veces de inducción respecto del control ± SD 

calculada como se describe en materiales y métodos. Diferencia significativa: ** P<0,01; * P<0,05. 

 

Para confirmar si el rol inhibitorio de HO-1 sobre la activación del promotor de PSA es 

mediado por la atenuación de la vía de STAT3, examinamos los efectos del silenciamiento de 

esta proteína mediante RNAi usando un sistema de transducción viral con un lentivirus que 

codifica para el shSTAT3 o el sh control (GL2). Las células LNCaP transducidas con el 

plásmido de silenciamiento o control se trataron con testosterona, hemina y la combinación de 

ambas. Se verificó el silenciamiento de STAT3 y se comprobó una significativa reducción a 

nivel del ARNm y a nivel de la proteína (Fig. 44 A). Este nivel de silenciamiento se reflejó en 

la disminución de la inducción de los niveles del PSA por testosterona en las células 

transducidas con el shSTAT3 respecto al control (GL2) (Fig. 44 B). 
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La inducción de HO-1 por hemina no se vio afectada por la reducción en los niveles de 

STAT3 (Fig. 44 B). El efecto represor de HO-1 se mantuvo tanto en las células transducidas 

con el vector control como en las células que tenían silenciada la expresión de STAT3 (Fig. 44 

B).  

 

 

Figura 44. Efecto del silenciamiento de STAT3 y la inducción de HO-1 sobre la transcripción de PSA en 
la línea celular LNCaP. 
Las células LNCaP fueron transducidas con vectores virales conteniendo shSTAT3 o el vector control 

(GL2) y se cultivaron en medio libre de rojo fenol suplementado con suero deprivado de hormonas 

bajo tratamiento con testosterona (10 M, 24 h), hemina (80 mM, 24 h), ambos o sus respectivos 

vehículos (control). Se realizó la extracción del ARN total y de las proteínas de estas células. A) Se 

evaluaron los niveles de silenciamiento de STAT3 a nivel de ARNm por RT-qPCR y mediante Western 

blot de los extractos proteicos. B) Se determinaron los niveles de ARNm de PSA y de HO-1 por RT-

qPCR. Los datos se normalizaron respecto Actina . Se muestra un experimento representativo de 3 

experimentos independientes. Se graficaron las veces de inducción respecto del control ± SD 

calculada como se describe en materiales y métodos. Diferencia significativa: ** P<0,01; * P<0,05. 

 

Una posible explicación para el hecho de que la represión por hemina sobre el gen del 

PSA se observa aún cuando eliminamos parcialmente a STAT3 del sistema celular, es que 

HO-1 también participa en la represión de otras vías de transducción alternativas a STAT3, 

como por ejemplo NFB (Ferrando et al. 2011), las cuales tienen relevancia en la activación 

del AR (Zhang L. et al. 2009). 
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VI.3 HO-1 disminuye la co-localización de STAT3 y AR 
 

En base a los resultados previos, los cuales demuestran que HO-1 reduce la 

señalización de STAT3, nos propusimos estudiar si AR y STAT3 co-localizan en el núcleo de 

las células cuando éstas son tratadas con testosterona y estimuladas con IL-6 y examinar cómo 

se modifica esta disposición bajo la inducción de HO-1. 

Realizamos ensayos de microscopía confocal utilizando anticuerpos primarios 

específicos para cada proteína en células LNCaP tratadas con IL-6 para estimular a STAT3 y 

con testosterona para activar al AR. Con anticuerpos secundarios conjugados a fluoróforos 

evaluamos la co-localización de STAT3 (Alexa Fluor 488, verde) y AR (Alexa Fluor 555, 

rojo). Las imágenes de la figura 45 A muestran la localización nuclear de AR inducida por la 

hormona y la de STAT3 estimulada por la citoquina. Un alto grado de co-localización entre las 

señales de STAT3 (verde) y AR (rojo) fue observado cuando se realizó el Merge de las 

imágenes (amarillo). Sin embargo, una disminución significativa en la co-localización nuclear 

de STAT3 y AR se detectó cuando las células fueron expuestas a hemina, lo cual podría 

asignarse a la retención citoplasmática de STAT3 en las células bajo inducción de HO-1 (Fig. 

45 A). Mediante un análisis cuantitativo de la co-localización para estimar el grado de 

solapamiento de las señales de fluorescencia, también evidenciamos una disminución 

significativa en los valores del coeficiente de Manders relativo a los controles no tratados con 

hemina (0,88 ± 0,01 vs 0,91± 0,01; P<0,05; n=25 células, Fig. 45 B). El mapa de co-

localización, el cual muestra el producto de las diferencias en las medias de intensidad para 

cada fluorocromo (Fig. 45 C, panel superior) permite ver la localización principalmente 

nuclear de ambas proteínas en ausencia de hemina. Sin embargo, de manera coherente con lo 

demostrado en las secciones anteriores la inducción de HO-1 disminuyó la co-localización de 

STAT3 y AR, como puede apreciarse en el mapa de co-localización (Fig. 45 C, panel inferior). 

En la figura 45 D los gráficos de dispersión reflejan como ambas proteínas se encuentran 

juntas en el tratamiento control, lo cual se evidencia como un ángulo cercano a 45°, y ocurre 

una disminución en la co-localización mediante la inducción de HO-1, mostrado como un 

aumento de la dispersión respecto a esta línea de ajuste de 45°. 
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Figura 45. HO-1 disminuye la co-localización nuclear de AR y STAT3 en la línea celular LNCaP. 
Las células LNCaP cultivadas en medio libre de rojo fenol suplementado con suero deprivado de 

hormonas fueron estimuladas con IL-6 (10 ng/ml, 24 h) y testosterona (10 M, 24 h) en ausencia o 

presencia de hemina (80 mM, 24 h). Las células fueron fijadas y teñidas con un anticuerpo primario 

anti-STAT3 y un anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor 488 (fluorescencia verde) y con un 

anticuerpo primario anti-AR y un anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor 555 (fluorescencia 

roja). A) Se analizó la co-localización de STAT3 y AR por microscopía confocal. El grado de 

solapamiento de los canales verde y rojo se observa en amarillo el panel Merge. B) Se calculó el 

coeficiente de Manders (STAT3/AR) en células individuales, Diferencia significativa: * P<0,05. C) Mapa 

de co-localización. D) La frecuencia de dispersión se calculó mediante el programa imageJ con un 

plug-in de análisis de correlación de intensidades (canal1 Alexa Fluor 488; canal2 Alexa Fluor 555). 

Barra de escala: 10 m. 

 

Considerando la menor co-localización nuclear detectada en presencia de hemina entre 

AR y STAT3 y a fin de validar si dicho efecto se debe a la retención de STAT3 en el 

citoplasma, analizamos la distribución celular de STAT3 y HO-1, en las mismas condiciones 

experimentales. Realizamos ensayos de microscopía confocal utilizando anticuerpos primarios 

específicos para cada proteína en células LNCaP. Con anticuerpos secundarios conjugados a 

fluoróforos evaluamos la co-localización de STAT3 (Alexa Fluor 555, rojo) y de AR (Alexa 
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Fluor 488, verde). Observamos que STAT3 y HO-1 exhiben un mayor grado de co-

localización citoplasmática en presencia de hemina respecto al control (Fig. 46 A). Este mayor 

grado de co-localización se corroboró mediante el coeficiente de Manders que mostró un 

significativo aumento en sus valores respecto al control no tratado con hemina (0.90±0.01 vs 

0.86±0.01, P<0.001; n=21 células) (Fig. 46 B). Estos datos también se comprobaron al 

analizar el mapa de co-localización y la frecuencia de dispersión (Fig. 46 C y D). Estos 

resultados coinciden con los experimentos de inmunofluorescencia mostrados en la sección 

III.3 y en la figura 32. 

Así confirmamos nuestra hipótesis que HO-1 interrumpe la vía de activación de AR en 

presencia de hormona favoreciendo la retención citoplasmática de STAT3, bloqueando su 

señalización y especulamos que esto impediría la interacción entre AR y STAT3. 

 
 

Figura 46. Hemina aumenta la co-localización citoplasmática de STAT3 y HO-1 en la línea celular 
LNCaP. 
Las células LNCaP cultivadas en medio libre de rojo fenol suplementado con suero deprivado de 

hormonas fueron estimuladas con IL-6 (10 ng/ml, 24 h) y testosterona (10 M, 24 h) en ausencia o 

presencia de hemina (80 mM, 24 h). Las células fueron fijadas y teñidas con un anticuerpo primario 
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anti-HO-1 y un anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor 488 (fluorescencia verde) y con un 

anticuerpo primario anti-STAT3 y un anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor 555 

(fluorescencia roja). A) Se analizó la co-localización de STAT3 y HO-1 por microscopía confocal. El 

grado de solapamiento de los canales verde y rojo se observa en amarillo el panel Merge. STAT3 se 

observa en verde (Alexa Fluor 488), AR se observa en rojo (Alexa Fluor 555) y la co-localización 

nuclear (amarillo) se muestra en los paneles Merge. B) Se calculó el coeficiente de Manders 

(STAT3/HO-1) en células individuales. Diferencia significativa: * P<0,001. C) Mapa de co-localización. 

D) La frecuencia de dispersión se calculó mediante el programa imageJ con un plug-in de análisis de 

correlación de intensidades (canal 1: Alexa Fluor 488; canal 2: Alexa Fluor 555). Barra de escala: 10 

m.  
 

VI.4 HO-1 disminuye la asociación entre STAT3 y AR 
 

Previamente se describió en la línea celular LNCaP una asociación entre STAT3 y AR 

cuando las células eran tratadas con IL-6 y testosterona y la consecuente activación de los 

elementos de respuesta al AR (Aaronson et al. 2007). En base a estos antecedentes y a los 

resultados de los estudios de co-localización anteriormente expuestos, nos propusimos 

investigar si la inducción de HO-1 podía alterar la asociación entre ambas proteínas. 

Para ello llevamos a cabo ensayos de co-inmunoprecipitación en células LNCaP 

estimuladas con IL-6 y expuestas a testosterona, hemina o ambos tratamientos combinados. 

Las células controles se trataron con los respectivos vehículos. La inmunoprecipitación se 

realizó con una anticuerpo específico anti-STAT3 y se evaluó la asociación entre STAT3 y 

AR mediante análisis de Western blot. Evidenciamos la interacción entre ambos factores en la 

condición control y bajo estímulo con testosterona. La presencia de hemina claramente 

bloqueó dicha interacción en las células cultivadas en presencia o ausencia de testosterona 

(Fig. 47). 

 

 

Figura 47. La inducción de HO-1 bloquea la asociación de STAT3 y AR en la línea celular LNCaP. 
Se realizaron lisados de proteínas totales extraídas de células LNCaP cultivadas en medio sin rojo 

fenol suplementado con suero deprivado de hormonas, estimuladas con IL-6 (10 ng/ml, 30 min) y 

tratadas con testosterona (10 M, 24 h), hemina (80 mM, 24 h), ambos o sus respectivos vehículos 

(control). Se inmunoprecipitaron (IP) 500 g de proteínas provenientes de estos extractos con un 
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anticuerpo policlonal anti-STAT3 o IgG como control negativo. Los inmunocomplejos se analizaron por 

Western blot con los anticuerpos indicados. Una fracción de los extractos proteicos (10% ) fue 

revelada para las proteínas estudiadas con el fin de controlar la eficiencia de la técnica (input). Este 

experimento se repitió tres veces con resultados similares.  

 

Conforme a estos resultados podemos inferir que AR y STAT3 presentan una menor 

interacción cuando la expresión de HO-1 está inducida en el entorno celular. 

Con el objetivo de detectar con más detalle si esta disminución en la asociación de 

ambas proteínas impactaba en las vías de transducción de señales ejecutadas por los dos 

factores de transcripción, nos propusimos analizar si la reducción de la interacción entre AR y 

STAT3 ocurría en el compartimiento nuclear de las células.  

Para responder a este interrogante efectuamos ensayos de co-inmunoprecipitación en 

extractos nucleares y citoplasmáticos de células LNCaP, en condiciones experimentales en las 

que ambos factores se encuentran activados mediante estimulación con testosterona y con IL-6 

en presencia o ausencia de hemina. La inmunoprecipitación se realizó con una anticuerpo 

específico anti-STAT3 y se evaluó la asociación entre STAT3 y AR mediante análisis de 

Western blot. Los resultados presentados en la figura 48 demostraron que existía una fuerte 

interacción entre ambas proteína en la fracción nuclear, cuando las células estimuladas con IL-

6 fueron expuestas a hormona. Es interesante resaltar que el tratamiento con hemina 

claramente redujo esta asociación en la fracción nuclear. 

 

 

 

Figura 48. La inducción de HO-1 provoca una fuerte reducción de la interacción nuclear de STAT3 y AR 
en la línea celular LNCaP. 
Se realizaron extracciones de proteínas de las fracciones nuclear y citoplasmática de células LNCaP 

cultivadas en medio sin rojo fenol suplementado con suero deprivado de hormonas, estimuladas con 

IL-6 (10 ng/ml, 30 min) y tratadas con testosterona (10 M, 24 h), hemina (80 mM, 24 h), ambos o sus 

respectivos vehículos (control). Se inmunoprecipitaron (IP) proteínas (250 g) provenientes de las 

fracciones nucleares (N) y citoplasmáticas (C) con un anticuerpo policlonal anti-STAT3 o IgG como 

control negativo. Los inmunocomplejos se analizaron por Western blot con los anticuerpos indicados. 

Una fracción de los extractos proteicos (10% ) fue revelada para las proteínas estudiadas con el fin de 
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controlar la eficiencia de la técnica (input). Este experimento se repitió tres veces con resultados 

similares.  

 

Los resultados mostrados anteriormente en conjunto nos permiten concluir que HO-1 

altera la localización y por ende la señalización de STAT3. Esto trae aparejado una reducción 

en la co-activación del AR por STAT3, que se manifiesta por la represión de su gen blanco 

específico, el PSA. Finalmente podemos inferir que estos hallazgos son producto de la 

interferencia en la asociación física entre ambos factores en el núcleo, provocada por la 

inducción de HO-1. 

 

 

VII. EFECTO DE LA INDUCCIÓN DE HO-1 EN LA VÍA DE SEÑALIZACION DE 

NFB 
 

La inflamación ha sido descripta como un agente etiológico importante en el PCa 

permitiendo el desarrollo de lesiones pre-neoplásicas que conllevan al desarrollo del 

adenocarcinoma (De Marzo et al. 2007) y que podrían contribuir a la transición del PCa hacia 

la enfermedad resistente a la castración (CRPC) (Gueron et al. 2012). 

Entre las señales que participan en este ambiente inflamatorio, encontramos que la vía 

de NFB constituye un punto clave en la asociación de la inflamación y el cáncer (Gueron et 

al. 2012). 

En nuestro laboratorio demostrado previamente que la sobre-expresión de HO-1 

reprime la vía de NFB, induciendo la acumulación de IB (inhibidor de NFB) y 

disminuyendo los niveles de IKK (quinasa de IKB) en líneas celulares de PCa (Ferrando et al. 

2011). Además NFB está involucrado tanto en la activación del AR (Zhang L. et al. 2009) y 

en consecuencia del PSA (Chen C. D. y Sawyers 2002), como en su interacción con STAT3 

(Grivennikov y Karin 2010). Recientemente se propuso que STAT3 se requería para la 

correcta inducción de IL-6 por NFB demostrando que ambos factores co-existían en 

complejos nucleares y que STAT3 participaba en la retención de NFB en el núcleo celular 

(Yoon et al. 2012). En base a estas observaciones nuestro siguiente objetivo fue evaluar si la 

inducción de HO-1 altera la localización de NFB, lo cual justificaría la modulación negativa 

de la vía de NFB y a su vez incrementaría el efecto represivo sobre STAT3 y su interacción 

con el AR. 
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VII.1 HO-1 disminuye la expresión de p65 en células de PCa sensibles a andrógenos 
 

Considerando que previamente demostramos que HO-1 reprime la señalización de 

STAT3 modificando su localización subcelular, decidimos analizar por inmunocitoquímica la 

distribución de p65, la subunidad activa de NFB, en células LNCaP tratadas con IL-6, en 

presencia o ausencia de hemina. La inducción de HO-1 por hemina produjo una significativa 

disminución en la expresión de p65 (Fig. 49).  

 

 

Figura 49. Inmunocitoquímica de la expresión de p65 en la línea celular LNCaP. 
Las células LNCaP se cultivaron en presencia de IL-6 (10 ng/ml) y se trataron o no con hemina (80 mM, 

24 h). Las células se fijaron con metanol. Se estudió por inmunocitoquímica la distribución celular de 

p65. Magnificación final 400x. Se cuantificó la inmuno-reactividad diferencial de p65 normalizada a la 

condición control. Se calculó la media ± SD. Diferencia significativa: * P<0,05.  

 

 

VII. 2 HO-1 reduce la localización nuclear de p65 en células de PCa insensibles a 

andrógenos 
 

En base a lo observado nos propusimos analizar el efecto de la inducción de HO-1 

sobre la distribución de p65 en otra línea celular de PCa. Para ello realizamos experimentos de 

microscopía confocal en células PC3 expuestas a IL-6 y tratadas en ausencia o presencia de 

hemina. Se realizó la inmunomarcación con un anticuerpo primario específico anti-p65 y un 

anticuerpo secundario acoplado al fluoróforo Alexa Fluor 555 (verde). NFB se detectó en 

núcleo y citoplasma en las células crecidas en condiciones controles. Bajo tratamiento con 
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hemina se comprobó una clara retención citoplasmática de p65 (Fig. 50, panel izquierdo). La 

cuantificación de la tasa de localización de NFB nuclear demostró una significativa 

reducción respecto a su distribución total en las células con inducción de HO-1 (Fig. 50, panel 

derecho).  

 

 
 

Figura 50. HO-1 retiene a p65 en el citosol en la línea celular PC3. 
Se estudió por microscopía confocal la distribución de p65 en células PC3 estimuladas con IL-6 (10 

ng/ml, 24 h) y tratadas en ausencia o presencia de hemina (80 mM, 24 h). p65 se observa en verde 

(Alexa Fluor 555) y el contorno celular en DIC (Diffential-Interference Contrast). La segmentación de la 

célula entera y el núcleo fue realizada para calcular la tasa de NFBn/NFBt en un análisis célula a 

célula. Se muestra una imagen representativa de cada grupo. Barra de escala: 10 m. 
 

Estos resultados nos sugieren que la inducción de HO-1 atenuó los niveles de p65 en 

las células sensibles a hormona e indujo su retención citoplasmática en células insensibles a 

andrógenos, en ambos casos bajo el estímulo de IL-6. 

 

En resumen, estos resultados nos muestran que HO-1 es capaz de modular por lo 

menos dos caminos de señalización involucrados en la carcinogénesis prostática e 

inflamación y cuya acción conjunta o individual puede co-regular al AR. 
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El PCa es una enfermedad cuya mortalidad está asociada al desarrollo de las 

metástasis; desafortunadamente muchos de los pacientes se presentan al momento del 

diagnóstico con la enfermedad diseminada. La terapia de elección para estos pacientes es la 

ablación hormonal. En una primera etapa tanto el tumor como las metástasis regresionan, sin 

embargo, la mayoría de los pacientes presentan una recurrencia de la enfermedad en un 

período comprendido entre los 12 y los 18 meses (Narayanan et al. 2010). Esto ocurre porque 

inicialmente las células de cáncer, al igual que las células normales de la próstata, requieren de 

los andrógenos para sobrevivir y proliferar; no obstante, existen múltiples mecanismos que le 

permiten al tumor evolucionar a un estado en que no requiere de las hormonas para crecer. 

Uno de dichos mecanismos implica la activación de otras vías de señalización que pueden 

estimular al AR y en consecuencia la transcripción regulada por el mismo, incluso en ausencia 

de andrógenos (Mostaghel y Nelson 2008; Culig y Santer 2012). La comprensión de los 

mecanismos moleculares involucrados en la activación del AR constituye un punto clave en el 

desarrollo de nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento de esta enfermedad. 

La transcripción mediada por el AR requiere de la formación de un complejo activo a 

través del reclutamiento de varios co-activadores y factores de transcripción (Roy et al. 2001). 

A su vez, la intensidad y la selectividad de las reacciones de transcripción dependen de la 

presencia de los co-reguladores, los cuales son críticos para la función de un gen en un tejido 

específico (Lonard y O'Malley B 2007; O'Malley y Kumar 2009). Además estos co-

activadores regulan una variedad de procesos biológicos fuera del núcleo tales como la 

traducción del ARNm, la función mitocondrial, la invasión y la motilidad (Lonard y O'Malley 

B 2007). Las citoquinas participan de la modulación de la activación del AR y por ende del 

crecimiento y de la diferenciación del PCa (Chun et al. 2009).  

La inflamación crónica juega un rol esencial en las alteraciones que dirigen la 

progresión de esta enfermedad. La secreción de mediadores inflamatorios, principalmente la 

citoquina pro-inflamatoria IL-6, en el microambiente tumoral estimula vías muy importantes 

como la de STAT3 y la de NFB, que favorecen la sobrevida de las células tumorales así 

como la resistencia a la castración (Bollrath y Greten 2009; Shodeinde y Barton 2012).  

El daño oxidativo tiene una función central en la carcinogénesis prostática (Aydin et al. 

2006). La generación de ROS se encuentra estrechamente asociada a la inflamación y a la 

transformación maligna (De Marzo et al. 2007). Así, el estrés oxidativo provocado por la 

célula tumoral altera el microambiente que la rodea probablemente induciendo cambios post-

traduccionales en ciertos co-reguladores con diferentes funciones compartimentales (Lonard y 

O'Malley B 2007; O'Malley y Kumar 2009).  
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La inducción de HO-1 y los productos de su actividad enzimática representan un 

evento clave en la respuesta celular a insultos pro-oxidativos y pro-inflamatorios (Jozkowicz 

et al. 2007). Esta proteína participa en el mantenimiento de la homeostasis celular reduciendo 

la injuria oxidativa, atenuando la inflamación y regulando la proliferación (Grochot-Przeczek 

et al. 2012). Los niveles basales de expresión de HO-1 varían entre las diferentes células y 

tejidos y se ha propuesto que actúa como un biosensor regulando el destino celular (Wegiel et 

al. 2008). La gravedad de la falta de expresión de esta proteína citoprotectora se pone de 

manifiesto en un modelo genético de ratones HO-1-/-, en los cuales la ausencia de la misma se 

asocia con severas anormalidades en el sistema inmune y con el desarrollo de un fenotipo 

inflamatorio crónico (Poss y Tonegawa 1997). Estos animales presentan dificultades para 

resolver infecciones y otras patologías, revelando así su función en el control de la 

homeostasis celular (Soares y Bach 2009; Paine et al. 2010). En humanos la deficiencia de 

HO-1 prácticamente no ocurre; se reportaron solo dos casos de esta condición genética 

(Yachie et al. 1999; Radhakrishnan et al. 2011). En contraste los ratones transgénicos para 

HO-1 se encuentran protegidos de la inflamación, de la disfunción vascular y de la formación 

de tejidos fibróticos post-infarto (Wang G. et al. 2010). Además la sobre-expresión de HO-1 

contrarresta los efectos citotóxicos pro-oxidativos y pro-inflamatorios causados por el hemo, 

vía la represión de la expresión de moléculas pro-inflamatorias como citoquinas y moléculas 

de adhesión e impidiendo de este modo el influjo leucocitario (Lundvig et al. 2012). 

Se demostró que HO-1 se expresa en diferentes tipos de tumores, tales como 

linfosarcoma, adenocarcinoma de mama y pulmón, hepatoma, glioblastoma, melanoma, 

sarcoma de Kaposi, carcinoma de células escamosas, cáncer de páncreas y tumores cerebrales 

(Jozkowicz et al. 2007). Sin embargo, existen opiniones contradictorias sobre el rol de HO-1 

en la carcinogénesis; su efecto parece depender del tipo de tumor (Jozkowicz et al. 2007; 

Grochot-Przeczek et al. 2012). 

Trabajos anteriores realizados por nuestro laboratorio y por otro grupo de investigación 

han asociado a HO-1 con la carcinogénesis prostática (Maines y Abrahamsson 1996; Sacca et 

al. 2007). Previamente documentamos que la inducción de HO-1 en células de PCa provoca su 

translocación nuclear e inhibe la proliferación celular in vitro y retarda el crecimiento tumoral 

in vivo (Gueron et al. 2009). Acorde a esos resultados, en este trabajo de tesis demostramos 

que las células PC3 que sobre-expresan HO-1 presentan un arresto del ciclo celular en la fase 

G2/M, que se corroboró por la disminución de la expresión del marcador de progresión del 

ciclo E2F1 y de la Ciclina A, involucrada en la transición de la fase S, y el aumento de las 

proteínas inhibitorias del ciclo celular, p21CIP1/WAF1 y p27Kip1 (Fig. 22 y 23). Resultados 



                                                                                                                                                                    Discusión 
 

 

117 

 

similares sobre el perfil de inducción de p21CIP1/WAF1 en respuesta a la sobre-expresión de HO-

1 también fueron reportados en células mesangiales glomerulares y en células del músculo liso 

pulmonar (Kumar D. et al. 2010; Li M. et al. 2012). En concordancia con los datos 

presentados en esta tesis, Kitano y colaboradores (Kitano et al. 2012) comprobaron que un 

análogo de la vitamina K, provocaba arresto mediado por la inducción de HO-1 en la misma 

fase del ciclo en células de neuroblastoma. No obstante, Hu y colaboradores (Hu et al. 2013) 

recientemente demostraron que en células de carcinoma esofágico el arresto en G2/M, 

inducido por inhibidores de las vías de p38 MAPK y mTOR, estaba asociado a la disminución 

en los niveles de HO-1. Estos resultados contradictorios pueden deberse a que el efecto 

regulatorio que HO-1 ejerce sobre distintos procesos celulares depende del tipo de célula y del 

tipo de tejido (Loboda et al. 2008; Grochot-Przeczek et al. 2012; Gueron et al. 2012). 

También debe considerarse que la función de HO-1 podría estar condicionada por las 

múltiples modificaciones genéticas y la alteración que ellas producen en el microambiente 

tumoral (Wegiel et al. 2008; Grochot-Przeczek et al. 2012).  

Teniendo en cuenta que los andrógenos y el AR son críticos para la proliferación de las 

células de próstata (Zhu y Kyprianou 2008), en este trabajo nos propusimos estudiar el efecto 

de HO-1 en la vía de señalización del AR, por su importancia como factor de proliferación en 

el PCa. Los resultados obtenidos demuestran por primera vez que la inducción de HO-1 

reprime la transcripción del PSA en las células de PCa (Fig. 24-26), lo cual indica que HO-1 

estaría interrumpiendo la señalización del camino del AR.  

Generalmente se acepta que la represión en la transcripción del PSA es consecuencia 

de la reducción en la expresión del AR (Han H. Y. et al. 2008; Wang X. L. et al. 2011) o de la 

disminución de su translocación nuclear (Stan y Singh 2009; Darshan et al. 2011) en respuesta 

a diferentes estímulos. Sin embargo, nuestros resultados comprueban que el mecanismo de 

interrupción de la señalización del AR por inducción de HO-1 no se debe a cambios en los 

niveles del AR ni en su translocación nuclear (Fig. 27 y 28). También demostramos que no 

existe una interacción física directa entre HO-1 y el AR (Fig. 30). En conjunto estas 

observaciones nos llevaron a investigar el mecanismo molecular por el cual HO-1 disminuye 

la activación del AR.  

Nuestro grupo de investigación previamente demostró la expresión nuclear de HO-1 en 

carcinomas humanos primarios de próstata naive de tratamiento (Sacca et al. 2007). En líneas 

celulares de PCa confirmamos que la sobre-expresión de HO-1 regula su localización nuclear 

(Gueron et al. 2009). De este modo, además de su función citoprotectora frente al estrés 

celular y la inflamación, los procesos en los que participa HO-1 son cada vez más numerosos y 
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más distantes del rol anti-inflamatorio y anti-oxidante que se atribuye a los productos de su 

actividad catalítica. Si bien hay pocos trabajos en los que se propone una función nuclear para 

HO-1, diferente a la degradación del hemo que ocurre en el citoplasma, actualmente en la 

bibliografía permanentemente aparecen más publicaciones que le asignan a esta proteína una 

función relacionada a la regulación de la expresión génica. Entre ellos el grupo de Dennery 

(Lin Q. et al. 2007) propone que HO-1 podría regular la transcripción de genes, incluso su 

propia transcripción (Lin Q. S. et al. 2008). El grupo de Dulak comprobó que HO-1 es capaz 

de regular subpoblaciones de miRNA modificando patrones de diferenciación celular 

(Kozakowska et al. 2012). Recientemente el grupo de Raimondo determinó que el efecto 

protector de HO-1 sobre la citotoxicidad inducida por Imatinib (inhibidor de la quinasa Abl) 

no involucra a los sub-productos de HO-1 sino a su translocación nuclear seguida de clivaje 

proteolítico (Tibullo et al. 2012). En el campo del cáncer, nuestro grupo de investigación fue 

el primero en documentar la localización nuclear de HO-1 (Sacca et al. 2007). También 

mostramos que la inducción farmacológica o genética de HO-1 inhibe la proliferación, la 

migración y la invasión celular (Gueron et al. 2009). Además, la inoculación s.c. de las células 

PC3HO-1 en ratones nu/nu retardó el crecimiento tumoral y estos tumores presentaron menos 

vascularización, con vasos sanguíneos de menor densidad que los controles y con expresión 

disminuida de genes inflamatorios y angiogénicos como Angiopoyetina1, Factor tipo 

angiopoyetina 3, CXCL (quimoquinas motivo C-X-C) 1, CXCL3, CXCL10 y CXCL5, VEGF-

D, IL-6, IL8, MMP9, trombospodina1 y VEGF-A (Gueron et al. 2009; Ferrando et al. 2011). 

El grupo de Curino-Facchinetti también detectó la localización nuclear de HO-1 en otros tipos 

de tumores, como en cáncer de células escamosas de cabeza y cuello (Gandini et al. 2012) y 

en carcinoma de células pequeñas de pulmón (Degese et al. 2012). Más aún, en simultáneo 

con la escritura de este manuscrito se determinó en nuestro laboratorio y en colaboración con 

el MD Anderson Cancer Center que tumores derivados de células PC3HO-1 creciendo en el 

fémur de ratones SCID también presentaban inmunorreactividad positiva nuclear de HO-1 

(Ferrando 2013). Asimismo esta particular localización se encontró en un microarray de 

tumores humanos de próstata resistentes a la castración creciendo como xenotransplantes 

subcutáneos en ratones SCID (Ferrando 2013). En resumen, a través de los diferentes modelos 

experimentales utilizados por nuestro grupo podemos asegurar que la localización nuclear de 

HO-1 obedece a un fenómeno biológico finamente regulado por ciertos estímulos celulares y 

no es el resultado de eventos que ocurren al azar.  

Cabe destacar que en este trabajo de tesis mediante la técnica de ChIP demostramos 

por primera vez que HO-1 se asocia a los promotores de genes implicados en la angiogénesis y 
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la progresión del PCa como MMP9, uPA y PSA (Fig. 29), sugiriendo así un nuevo rol nuclear 

para HO-1, como un posible co-regulador de la transcripción. Hallazgos de nuestro laboratorio 

previos a esta tesis, mostraron que la inducción de HO-1 reprime la expresión e inhibe la 

actividad de MMP9 in vitro e in vivo (Gueron et al. 2009; Ferrando et al. 2011). 

Posteriormente, otro grupo publicó también que la expresión de HO-1 media la represión de 

MMP9 en cáncer de mama (Chen H. W. et al. 2013). Es de destacar en base a los datos 

obtenidos del ChIP, que los productos proteicos de los tres genes que reclutan a HO-1 en su 

promotor cumplen funciones directamente relacionadas a la carcinogénesis prostática 

(Rabbani et al. 2010; Williams et al. 2011; Kwon et al. 2012; Gupta et al. 2013). 

Como mencionamos, un hallazgo importante de esta tesis es la clara regulación de la 

expresión del PSA que observamos en respuesta a la inducción de HO-1 en cultivos de PCa 

(Fig. 24-26). Sin embargo, como HO-1 no posee en su secuencia dominios de unión al ADN y 

por lo tanto no puede unirse directamente a promotores génicos, necesitaría asociarse a 

factores de transcripción que si lo hagan. En la actualidad no hay trabajos en los que se reporte 

que HO-1 puede interactuar con proteínas reguladoras de la transcripción en tumores y 

creemos que la identificación de dichos factores y la comprensión de los mecanismos 

moleculares involucrados, es un objetivo central para nuestras investigaciones sobre la 

carcinogénesis prostática.  

STAT3 es un factor de transcripción que afecta la supervivencia celular, el 

metabolismo, el crecimiento, la diferenciación y la migración en múltiples órganos (Levy y 

Lee 2002), y se ha informado que cumple un rol en la reparación epitelial (Ridley et al. 2003). 

Además, el papel de STAT3 en la migración celular se ha demostrado en varios modelos 

experimentales (Yamashita et al. 2004), afectando la motilidad celular a través de caminos 

transcripcionales y no transcripcionales (Ridley et al. 2003; Silver et al. 2004).  

En el PCa avanzado, STAT3 se encuentra constitutivamente activo y el aumento de la 

expresión de pSTAT3 en los pacientes se correlaciona con una mayor severidad de la 

enfermedad y con un menor tiempo de sobrevida (Mora et al. 2002; Tam et al. 2007). La 

activación constitutiva de STAT3 se cree que es una consecuencia de los niveles circulantes 

incrementados de IL-6 detectados en pacientes con PCa refractario a hormonas (Drachenberg 

et al. 1999). Basándonos en estos antecedentes exploramos si HO-1 interactuaba con este 

factor. Mediante técnicas de co-inmunoprecipitación, determinamos que HO-1 interactúa con 

STAT3 en células de PCa (Fig. 31). La importancia del hallazgo de la interacción entre el 

factor de transcripción y la proteína anti-inflamatoria, nos lleva a pensar que HO-1 podría 

asociarse a otros factores de transcripción y así se uniría a promotores génicos regulando 
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procesos nucleares. Pero fundamentalmente nos conduce a concluir que esta interacción entre 

HO-1 y STAT3 revela un mecanismo que sustenta la acción anti-tumoral de HO-1 descripta 

previamente por nuestro grupo (Gueron et al. 2009; Ferrando et al. 2011) y confirmada en esta 

tesis. 

Dado que la inflamación es un componente crítico del crecimiento tumoral y la 

progresión (Bonecchi et al. 2011), el control de los mediadores de la inflamación juega un 

papel crucial en el desencadenamiento y avance de la malignidad (Gueron et al. 2011). En 

trabajos anteriores demostramos que la sobre-expresión de la HO-1 se correlaciona con una 

reducción de los niveles de factores pro-inflamatorios y pro-angiogénicos (Gueron et al. 2009; 

Ferrando et al. 2011). Entre ellos la expresión de IL-6 se encontró disminuida en células de 

PCa con mayores niveles de HO-1 (Gueron et al. 2009). La IL-6 se une a los receptores 

transmembrana gp130 y señaliza a través de las quinasas JAK para fosforilar y activar al factor 

de transcripción STAT3 (Chang et al. 2010). Este factor desempeña funciones en diversos 

procesos celulares y es necesario para la embriogénesis normal en el ratón (Mohr et al. 2012). 

Como se mencionó anteriormente además está involucrado en la progresión tumoral del PCa y 

en la inflamación asociada al escape tumoral (Yu et al. 2009). 

Considerando los antecedentes mencionados, en el presente trabajo decidimos 

investigar el efecto de HO-1 en la señalización de la vía de STAT3. Para cumplir con este 

objetivo analizamos la localización celular de STAT3 bajo inducción de los niveles de HO-1 

en las células de PCa y en tumores que sobre-expresan HO-1 creciendo como xenotransplantes 

en ratones nu/nu. Nuestros resultados demuestran claramente que el aumento de HO-1 provoca 

la retención citoplasmática de STAT3, tanto in vivo como in vitro (Fig. 34, 35, 39 y 41). 

Utilizando otros compuestos anti-tumorales también se reportó en el PCa el efecto 

inhibitorio del crecimiento mediado por la disminución de la translocación nuclear de STAT3. 

Se comprobó que el Sulforafano, un agente derivado del brócoli, inhibe la viabilidad de las 

células de PCa y previene el desarrollo de tumores y las metástasis en sitios distantes en un 

modelo murino transgénico. Estos autores demostraron que dicho compuesto inhibía la 

activación de STAT3 inducida por IL-6 y que este efecto provocaba la apoptosis de las células 

cancerígenas (Hahm y Singh 2010). Del mismo modo el dialiltrisulfuro, un compuesto 

derivado del ajo, disminuye la translocación nuclear de STAT3 y la expresión de sus genes 

blanco en el PCa (Chandra-Kuntal y Singh 2010). En otros tipos de tumores el bloqueo de la 

señalización de STAT3 también es responsable del control del crecimiento de las células 

tumorales. Por ejemplo, en el cáncer de ovario el 3,3’-Diindolilmetano, presente en vegetales 

crucíferos, inhibe la migración y la formación de estructuras vasculares por supresión de la 
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señalización de STAT3, como consecuencia de la menor translocación nuclear de este factor 

(Kandala y Srivastava 2012).  

De acuerdo con estas publicaciones, los resultados de los estudios in vitro llevados a 

cabo en esta tesis muestran que la disminución en la localización nuclear de STAT3 causada 

por sobre-expresión de HO-1, también se asocia a una señalización atenuada de STAT3 en el 

PCa, reflejada a través de la represión de sus genes blanco bajo inducción con IL-6 (Fig. 36 y 

37). Entre los genes diana de STAT3 se encuentran genes involucrados en la progresión del 

ciclo, en la angiogénesis, en la metástasis y en la señalización anti-apoptótica. Estos incluyen a 

Ciclina D1, VEGF, Bcl xL, Survivina, uPA, MMP9. La regulación positiva de estos genes en 

el cáncer está bien documentada (Shodeinde y Barton 2012) y por este motivo la interrupción 

en el camino de señalización de STAT3 surge como una estrategia novedosa para el diseño de 

terapias contra esta patología (Shodeinde y Barton 2012; McFarland et al. 2013).  

El eje HO-1/STAT3 también cumple un rol crítico en otras enfermedades como la 

lesión pulmonar, el daño por isquemia/reperfusión (IRI) y la malaria. Se propone que ambos 

tanto HO-1 como el monóxido de carbono, requieren de STAT3 endotelial para ejercer sus 

efectos preventivos frente al daño. A su vez STAT3 confiere protección a las células 

endoteliales mediante mecanismos dependientes e independientes de HO-1. Aparentemente 

existiría un sistema de retroalimentación positiva entre STAT3 y HO-1, en el cual STAT3 

activa a HO-1, lo cual conduce a la producción de monóxido de carbono, que a su vez activa a 

STAT3. Estas observaciones marcan una interdependencia entre HO-1 y STAT3. La 

especulación radica, en que la presencia de este sistema aseguraría la activación óptima de dos 

vías de señalización protectoras vitales mediadas por HO-1 y STAT3, optimizando así la 

defensa contra la lesión pulmonar letal (Zhang X. et al. 2006).  

Este eje también está implicado en la regulación de la respuesta inmune innata en el 

hígado en condiciones de IRI, alterando la señalización de PI3K/PTEN, modulando PI3K/Akt 

y por lo tanto, proporcionando una retroalimentación negativa sobre la inflamación mediada 

por el receptor tipo Toll 4 del sistema inmune innato. Estos resultados establecen nuevas bases 

para el tratamiento terapéutico de la inflamación hepática y del IRI en los pacientes receptores 

de trasplantes (Ke et al. 2012). En el paludismo también se muestra una interesante 

interrelación entre HO-1, CXCL10/CXCR3 y STAT3, vinculando a estas moléculas en la 

patogénesis de esta enfermedad (Liu M. et al. 2012).  

Durante los últimos años, el campo del cáncer ha sido testigo de cómo la regulación de 

la respuesta inmune tumoral ha dado un paso adelante en la inmunoterapia contra esta 

enfermedad. La comprensión de los mecanismos celulares y moleculares subyacentes a la 
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activación de células del sistema inmune y al mantenimiento de la homeostasis podrían 

desentrañar la complejidad del proceso inmunológico del escape tumoral (Zwirner et al. 

2010). En este contexto, HO-1 también podría estar involucrado en dicho escape, ejerciendo 

un rol protector en los procesos mediados por los linfocitos T efectores, tales como Th1, Th2 y 

Th17 (Xia et al. 2008). Más aún, la activación constitutiva de STAT3 tanto en células 

tumorales como en las diversas células del sistema inmune en el estroma tumoral, se demostró 

que inhibe la expresión de numerosos factores y moléculas necesarias para el rechazo tumoral. 

Dentro de estos factores encontramos CCL5, IL-12, TNFα, INF, INF, CLX10, CD40, 

CD80, CD86 y las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase II (Yu et al. 

2007). Estos trabajos muestran la relevancia de la vía de HO-1/STAT3 como un eje interesante 

para la inmunoterapia del cáncer.  

Nuestros resultados revelan que la inducción de HO-1 conduce a una asociación con 

STAT3 (Fig. 31) y a una retención de este factor en el citoplasma (Fig. 34, 35, 39 y 41). Este 

hecho está acompañado de una disminución en la señalización de STAT3 (Fig. 36 y 37). En 

este trabajo también demostramos la disminución en la actividad transcripcional del AR (Fig. 

24-26). En base al conjunto de estas observaciones resultaba imperante estudiar el rol de la 

modulación en la vía de STAT3 en el contexto de la disminución de la señalización del AR. 

En el PCa se sabe que la formación de complejos entre STAT3 y AR y la funcionalidad 

de los mismos está afectada por factores que conforman un loop regulatorio 

parácrino/autócrino, que activa diferentes cascadas de señalización (Aaronson et al. 2007). En 

este trabajo de tesis demostramos que HO-1 no se asocia directamente al AR (Fig. 30) pero 

que interactúa con STAT3 (Fig. 31). De esta manera HO-1 podría estar interrumpiendo la 

activación del AR como consecuencia de su efecto represor sobre la vía de STAT3 

Durante la progresión del PCa, los tumores inicialmente responden a la ablación de 

andrógenos pero frecuentemente evolucionan hacia la resistencia a la castración (Dayyani et 

al. 2011) y se han identificado varios mecanismos que pueden mediar esta progresión (Devlin 

y Mudryj 2009). Uno de dichos mecanismos implica la activación de caminos de señalización 

alternativos que pueden encender al AR y en consecuencia la transcripción regulada por este 

receptor, incluso en ausencia de hormonas (Culig 2011). Entre ellos, está claramente 

documentado que la IL-6 se encuentra elevada con alta frecuencia en pacientes con carcinoma 

de próstata (Nakashima et al. 2000). Esta citoquina activa la señalización del AR en LNCaP, 

que como explicamos previamente es una línea celular sensible a andrógenos que expresa el 

receptor hormonal (Culig et al. 2002). Se propuso que la IL-6 influye en el crecimiento del 

tumor a través de efectos de señalización que generan un loop autócrino/parácrino (Culig et al. 
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2005; Aaronson et al. 2007), mediante la activación de la cascada JAK/STAT (Aaronson y 

Horvath 2002). Además se demostró que STAT3 está activado en los carcinomas de próstata 

(Mora et al. 2002).  

La asociación física entre STAT3 y AR fue descripta en diferentes condiciones. De 

manera coincidente con nuestras observaciones, Matsuda y colaboradores (Matsuda et al. 

2001) comprobaron que la interacción entre ambos factores requería la estimulación del AR 

por testosterona. En contraposición otros autores reportaron que dicha asociación dependía de 

la estimulación con IL-6, pero era independiente de la presencia hormonal (Chen T. et al. 

2000; Aaronson et al. 2007). No obstante, se demostró que los andrógenos potencian la 

respuesta al eje IL-6/STAT3 (Ueda et al. 2002; Aaronson et al. 2007; Tam et al. 2007); de este 

modo ambas vías se mantienen activas en forma sinérgica. En la investigación abordada en 

esta tesis, se evaluó si HO-1 era capaz de provocar cambios en los niveles de los reguladores 

de transcripción o si afectaba las interacciones entre estos factores, lo cual en consecuencia 

podría modificar la comunicación entre diversas vías de señalización. Los cambios dinámicos 

en respuesta a estímulos extracelulares pueden ocurrir a través de varios mecanismos 

(Aaronson et al. 2007).  

En este contexto, exploramos si HO-1 alteraba la activación del AR a través de la 

interrupción de la señalización de STAT3. Nuestros resultados nos permitieron comprobar que 

efectivamente el impacto negativo de HO-1 sobre la señalización del AR se debe a la 

perturbación que HO-1 provoca en la vía de STAT3. La sensibilización del AR a la 

testosterona en nuestro modelo depende de STAT3, porque la expresión de un dominante 

negativo de STAT3 o el silenciamiento de esta proteína reduce la respuesta del AR a la 

hormona (Fig. 42-44) y por el contrario la expresión ectópica de STAT3C aumenta la 

transcripción del PSA (Fig. 42 y 43). Más aún, demostramos que la inducción de HO-1 

claramente reprime esta activación, interfiriendo con la señalización de STAT3 como se 

reflejó mediante la disminución de la expresión de genes blanco de esta vía (Fig. 36 y 37). 

Como mencionamos anteriormente nuestros resultados de imunoprecipitación revelan 

que no existe una asociación directa entre HO-1 y AR, sino que HO-1 interactúa con STAT3. 

Los estudios de microscopía confocal que realizamos en cultivos celulares estimulados con 

testosterona e IL-6 bajo tratamiento con hemina, permitieron comprobar que la colocalización 

nuclear de AR y STAT3, provocada por la activación de estos factores, se encontraba 

disminuida por la inducción farmacológica de HO-1 (Fig. 45) y que este efecto en parte se 

debía a la retención citoplasmática de STAT3 (Fig. 34, 35, 39 y 41). Mediante co-

inmunoprecipitación confirmamos que la inducción de HO-1 disminuye la interacción entre 
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STAT3 y AR en el núcleo (Fig. 48). Estos datos brindan apoyo a nuestra hipótesis que 

propone que HO-1 está interfiriendo en la asociación entre AR y STAT3, afectando la 

funcionalidad del complejo activo formado entre ambas proteínas. En resumen, en presencia 

de hemina la retención citoplasmática de STAT3 disminuye su activación y su asociación con 

el AR y de este modo la inducción de HO-1 reprime la actividad transcripcional del receptor 

nuclear, afectando la tumorigenicidad de las células de PCa. Aunque en este trabajo 

demostramos claramente que HO-1 disminuye la activación mediada por STAT3 del AR en 

respuesta a andrógenos, cuando se reprimió o silenció STAT3 se continuó observando el 

bloqueo ejercido por HO-1 sobre la transcripción del PSA (Fig. 43 A y 44 B). Una posible 

explicación para la represión por hemina sobre el gen del PSA, que se mantiene aún cuando 

eliminamos parcialmente a STAT3 del sistema celular, es que HO-1 también participa en la 

represión de otras vías de transducción alternativas a STAT3 (Ferrando et al. 2011), las cuales 

tienen relevancia en la activación del AR (Zhang L. et al. 2009). 

Los sistemas biológicos exhiben con frecuencia redundancia que puede explicar la 

respuesta alterada a diferentes factores. Por lo tanto, no podemos descartar que otras vías de 

señalización estén afectadas por HO-1, tales como la vía pro-inflamatoria de NFB. 

Recientemente reportamos que la actividad anti-angiogénica de HO-1 en células de PCa es 

mediada por la interrupción de la señalización de NFB (Ferrando et al. 2011). La inducción 

de HO-1 en células PC3 provocó la acumulación del inhibidor I kappa B (IB), la disminución 

de los niveles de los transcriptos de la quinasa de IB (IKK), y de esta manera promovió la 

formación del complejo por la unión de NFB y su inhibidor, impidiendo así la activación de 

este camino de señalización (Ferrando et al. 2011). Varios genes involucrados en la 

tumorigénesis son regulados por STAT3 y NFκB, ya sea en forma sinérgica o 

individualmente. Recientemente se propuso que STAT3 es requerido para la inducción 

adecuada de IL-6 por NFB, demostrando que ambos factores existen como complejos 

nucleares idénticos en el promotor proximal de IL-6 y que a su vez STAT3 participa en la 

retención nuclear de NFB (Yoon et al. 2012). Estos hallazgos llevaron a los autores a sugerir 

que estos dos factores transcripcionales oncogénicos son activados simultáneamente por un 

mecanismo intrínseco durante condiciones de estrés de las células cancerosas, induciendo de 

forma cooperativa a diversos factores de supervivencia (Yoon et al. 2012). Cabe destacar 

además, como fue descripto previamente, que STAT3 también media la activación de la vía de 

NFB en cáncer favoreciendo la acetilación del complejo RELA (p65)-p50 y promoviendo así 

la activación de la transcripción de genes pro-tumorales. Además de interactuar con la vía de 

STAT3, NFB estimula la señalización del AR (Chen C. D. y Sawyers 2002; Zhang L. et al. 
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2009), favoreciendo el crecimiento tumoral independiente de hormonas (Jin et al. 2008). 

Debido a la importancia de NFB en las vías de señalización de STAT3 y de AR previamente 

estudiadas, y considerando el marco inflamatorio del PCa en su etiología y progresión, en este 

trabajo investigamos la expresión y localización subcelular de RELA (p65) en el PCa. 

Nuestros resultados demuestran que la inducción de HO-1 también media la disminución de la 

expresión de RELA en células sensibles a andrógenos y la retención citoplasmática de NFB 

en células insensibles a hormona bajo estímulo con IL-6 (Fig. 49 y 50). Por lo tanto, podemos 

proponer la hipótesis de que la inducción de HO-1 modula negativamente la activación y las 

vías de señalización de ambos factores, STAT3 y NFB, contribuyendo al control de la 

proliferación celular, la invasión, la migración y el crecimiento tumoral en el PCa e 

impidiendo la angiogénesis (Fig 51).  

En conclusión, HO-1 fundamentalmente en nuestro modelo experimental ejercería su 

función anti-tumoral por interrupción de caminos de señalización claves en el PCa. 

Considerando que HO-1 pertenece a una familia de chaperonas y se la ha clasificado como 

HSP32 (Morse y Choi 2005), no podemos descartar que su capacidad de atenuar estas vías de 

señalización se deba a alteraciones conformacionales provocadas por su asociación a los 

complejos proteicos determinantes de la actividad de las diferentes vías de señalización. Por 

otro lado no podemos omitir que su translocación nuclear y asociación a promotores génicos 

también sea responsable de su rol anti-tumoral. Actualmente se están llevando a cabo en 

nuestro laboratorio estudios de proteómica para identificar al interactoma de HO-1. 

En resumen, se necesitan más estudios para comprender la complejidad de la 

interrupción de la interacción cruzada cooperativa de estas vías de señalización y si estas 

evidencias sustentan la posibilidad de que HO-1 emerja como un blanco terapéutico en el PCa.  
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Figura 51. Respresión mediada por HO-1 en los caminos de activación del AR. 

El esquema resume la interrupción que ejerce HO-1 sobre la actividad transcripcional del AR. Se 

muestran la vía de activación del AR dependiente de andrógenos y las redes de señalización 

alternativas que actúan durante la independencia hormonal. Estos caminos responden a estímulos 

inflamatorios como las citoquinas y sus receptores conduciendo al encendido de las vías de STAT3 y 

NFB, las cuales a su vez modulan la señalización del AR en el PCa. Figura adaptada de Gao 

(http://www.ucdmc.ucdavis.edu/urology/research/example/example_gao.html). 
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