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Resumen

Modulacién in vivo del desarrollo y evolucion de linfomas T por el estado
tiroideo

Resumen

Las hormonas tiroideas (HTs) son importantes reguladoras de la respuesta
inmune, pero su participacion en el desarrollo tumoral es controversial. El objetivo
de este trabajo fue estudiar la modulacién de las HTs sobre el comportamiento
biolégico y evolucién del linfoma T EL-4 creciendo in vivo en ratones singeneicos
eu- (controles), hiper- (hiper) o hipotiroideos (hipo).

El tratamiento de las células EL-4 in vitro con HTs indujo un aumento en la
proliferacién y cambios en los niveles de expresion de reguladores del ciclo
celular a tiempos cortos, pero llevd a la apoptosis a tiempos mas largos de cultivo.

La inoculacién de las células EL-4 en animales hiper desarroll6 tumores sélidos
de mayor volumen que el de los Controles, pero los hipo presentaron un mayor
namero de metastasis. Adicionalmente, los tumores hiper mostraron un aumento
en los niveles de expresién de ciclinas, mientras que en los hipo encontramos
niveles incrementados de p16, p27 y p53. Los tumores hiper también exhibieron
mayor angiogénesis por inmunohistoquimica y una expresiébn aumentada de

metaloproteasas, por gqRT-PCR, junto con incrementada apoptosis.

Por otra parte, los ratones hiper mostraron un menor infiltrado linfocitario tumoral,
compuesto por un menor porcentaje de linfocitos CD8+ que los ratones control.
Por otra parte, los bazos de estos animales presentaron una aumentada
proporcién y actividad de células NK, junto con un menor porcentaje de células
supresoras de origen mieloide. Los ratones hipo, sin embargo, mostraron una
reduccion en la actividad citotéxica especifica contra células tumorales.



Resumen

Nuestros resultados sugieren que el estado tiroideo es capaz de modular el
crecimiento tumoral a través de mecanismos que involucran la regulacion de
proteinas relacionadas con la progresion y/o arresto del ciclo celular y de la
angiogénesis, y a través del control de la respuesta inmune antitumoral que puede

limitar su diseminacion.

Palabras clave: linfoma T, estado tiroideo, ciclo celular, apoptosis, angiogénesis,

inmunidad antitumoral.



Abstract

Thyroid status modulates the in vivo development and evolution of T
lymphomas

Abstract

Thyroid hormones (THs) are important regulators of immune response, but their
role in tumor development is still controversial. The aim of this work was to
evaluate THs involvement in the biological behavior and evolution of the EL-4 T
lymphoma, growing in vivo in singeneic eu- (controls), hyper- (hyper) or
hypothyroid (hypo) mice.

The in vitro treatment of EL-4 cells for short periods of time with THs increased cell
proliferation and led to changes in the expression of cell cycle regulators.
However, longer treatment with THs induced apoptosis in these cells.

Hyperthyroid mice that were inoculated with EL-4 cells showed an increased solid
tumor volume compared to controls, while hypo exhibited a higher number of
metastases. These results were associated with an increment in the expression of
cyclins in hyper tumors, and higher levels of p16, p27 and p53 in tumors from hypo
mice. An immunohistochemical analysis of tumor sections demonstrated an
increased angiogenesis in hyper tumors, which was accompanied with an
augmented expression of metalloproteases, measured by qRT-PCR, and an

increased apoptosis.

Furthermore, a lower number of tumor infiltrating lymphocytes was found in hyper
mice, which was comprised of a decreased percentage of CD8" lymphocytes
compared to controls. However, the spleens obtained from these animals showed
an increased proportion and activity of NK cells, together with a diminished
percentage of tumor derived suppressor cells. Hypo mice, on the other hand,

displayed a reduced tumor-specific cytotoxic activity.



Abstract

Our results suggest that thyroid status can directly modulate tumor development
through the regulation of proteins that are involved with the cell cycle progression
and/or arrest and through the regulation of angiogenesis. Together with this,
thyroid status can also regulate tumor dissemination as a result of the modulation

of the anti-tumor immune response.

Keywords: T lymphoma, thyroid status, cell cycle, apoptosis, angiogenesis, anti-

tumor immunity.
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Introduccion

1.1. Hormonas Tiroideas
1.1.1. Glandula tiroides

La tiroides es la glandula encargada de la sintesis y secrecion de las Hormonas
Tiroideas (HTs). Esta compuesta por dos lébulos, derecho e izquierdo, respecto
de la traquea y conectados por el istmo. Puede haber ademas un pequefio lébulo
llamado piramidal en contacto con el istmo (Figura 1.1).

Figura 1.1: Ubicacion anatémica de la glandula tiroides.

Hueso Hioides

Li to Cricotiroideo -
igamento Cricotiroideo LI i}

Cartilago Tiroides

Cartilago Cricoides

Glandula Tiroides

Lobulo Piramidal
Lobulo derecho
Istmo

Lébulo izquierdo

Traquea .

Representacién frontal de la glandula tiroides y sus limites. La tiroides, ubicada en la region
infrahioidea junto al cartilago tiroides, consta de un I6bulo a la derecha y otro a la izquierda de la
trdquea, unidos por el istmo, el cual puede presentar una prolongacién a la que se denomina
I6bulo piramidal. El istmo se encuentra justo debajo del nivel del cartilago cricoides. Se muestra
ademas el ligamento cricotiroideo que une los cartilagos tiroides y cricoides. Adaptado de:
es.wikipedia.org

La glandula esta situada en la region infrahioidea en la parte frontal del cuello
junto al cartilago tiroides, yace sobre la traquea, a la que rodea hasta alcanzar

posteriormente al eséfago. Tiene un flujo sanguineo muy alto en relacién a su
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tamano, ya que esté irrigada por las arterias tiroideas superiores, ramificacion de
la carotida externa, e inferiores que derivan de la subclavia. Hay tres venas que la
drenan, que son las venas tiroideas superior, media e inferior y que desembocan
en las yugulares internas (Dumont y col, 2008).

Figura 1.2: Histologia de la glandula tiroides

Corte histologico de la glandula tiroides tefiida con hematoxilina y eosina, en un aumento 40X. Se
observan los foliculos, que estan formados por el coloide y el epitelio folicular, junto con células C
o parafoliculares, cuya tincién es mas débil. Adaptado de: www.deltagen.com.

La tiroides estd compuesta por foliculos o acinos que pueden ser considerados,
tanto desde el punto de vista estructural como funcional, como las unidades
primarias o secretoras del érgano (Figura 1.2). Las células de los foliculos son las
productoras de las hormonas y el lumen es el depésito. Las paredes del foliculo
estan formadas por un epitelio continuo de una célula de profundidad, el
parénquima tiroideo. Dentro del foliculo y contenido en el lumen se encuentra el
coloide, constituido por una mezcla de proteinas, principalmente la tiroglobulina
(Tg), pero también hay otras iodoproteinas de menor peso molecular y proteinas
séricas, entre ellas la albumina (Livolsi, 2001).
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Adicionalmente a las células foliculares hay células individuales o pequefios
grupos de células que se ubican entre los acinos (Figura 1.2). Estas células
parafoliculares, o células C, secretan calcitonina (o tirocalcitonina) en respuesta al
aumento del calcio sérico. Fuera de los foliculos hay células endoteliales y
fibroblastos (Livolsi, 2001).

1.1.2. El eje Hipotalamo-Hipofiso (Pituitario)-Tiroideo (HPT).

La sintesis de HTs esta finamente regulada por el eje HPT (Figura 1.3). El
componente neuronal del eje es el hipotdlamo, que esta ubicado en la regidn mas
rostral del cerebro, en el diencéfalo. Actia como un integrador que recibe sefales
de todo 6rgano sensorial relacionado con el estado del entorno interno y externo y
responde rapidamente con la liberacion de neurotransmisores y neuropéptidos
dentro del SNC y hacia la hipofisis. Contiene varios grupos de células con fenotipo
neuronal que, en respuesta a un estimulo despolarizante, liberan péptidos o
neurotransmisores hacia el plexo capilar portal localizado en el tallo infundibular

de la glandula hipéfisis anterior.

La hormona hipotalamica involucrada en el eje HPT es la hormona liberadora de
tirotrofina (TRH), producida por un grupo especifico de células en los nucleos
arcuato y paraventricular del hipotalamo. La TRH es un tripéptido sintetizado a
través del clivaje de una prohormona (pre-pro-TRH), cuyo procesamiento se inicia
durante el transporte axonal luego de la remocion de un péptido sefal. Los
clivajes subsiguientes se van produciendo a medida que los péptidos circulan por
el axén hacia la terminal del nervio (Carr y col, 1993).

La TRH es liberada de las terminales nerviosas en la zona externa de la
eminencia media al sistema capilar portal. El tripéptido alcanza a sus receptores
localizados en células de la hipodfisis anterior, llamadas tirotropos, los que son
estimulados para la produccion de tirotrofina (TSH). La unién del ligando a estos
receptores acoplados a proteina G lleva a la fosforilacién y a cambios en las
concentraciones de proteinas nucleares que interaccionan con los genes

involucrados en la sintesis de TSH, incrementando su transcripcion.
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Figura 1.3: Eje hipotalamo hipofisario tiroideo

Nucleo
paraventricular

Hipotalamo
/

Hipofisis '

Representacion esquematica del eje HPT, mostrando las neuronas liberadoras de TRH en el
nacleo paraventricular (NPV) proyectando sus terminales a la zona externa de la eminencia media.
Esto ocurre de forma bilateral, aunque en este esquema se muestra la proyeccién unilateralmente.
La TRH viaja a través del sistema vascular porta hipofisario estimulando la sintesis y liberacién de
TSH de los tirotropos. Esta molécula actia en la glandula tiroides promoviendo la biosintesis y
liberacion de T3 y T4. Estas son liberadas en la circulacién general para cumplir su importante
papel fisiolégico que es el de regular el metabolismo. Adicionalmente inducen la retroalimentacién
negativa en los tirotropos de la hipdfisis y en las neuronas del NPV encargadas de la liberacién de
TRH. Adaptado de: Williams Textbook of Endocrinology, 11° edicién.

La TSH y presumiblemente la TRH, son liberadas de forma pulsatil, con pulsos
que ocurren por intervalos de 90 a 180 minutos en humanos (Gore y Roberts,
2003). Los estudios sobre la liberacion pulsatil de TSH en humanos demuestran
que ésta cambia a lo largo de un periodo de 24 hs, alcanzando su maximo entre
el atardecer y las 4 hs. Los niveles de TSH descienden al mediodia y permanecen
bajos hasta que se reinicia el ciclo. Este ritmo circadiano seria controlado por el
nucleo supraquiasmatico del hipotalamo (Gore y Roberts, 2003).
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La TSH, hormona glicoproteica de 30 kDa, es un heterodimero formado por dos
subunidades, a y B, unidas de forma no covalente. La subunidad a es idéntica a la
de las gonadotropinas, LH y FSH, mientras que la subunidad B le confiere
especificidad, siendo la que se une al receptor en la célula tiroidea. Sin embargo,
la subunidad B libre es inactiva, de lo que se desprende que la subunidad a es
necesaria para la expresion de la actividad biolégica de la hormona (Grossmann y
col, 1997). El receptor de TSH esta acoplado a proteina G, tiene 7 dominios
transmembrana y se localiza fundamentalmente en la glandula tiroidea (Graves y
Davies, 2000). La TSH liberada de la hip6fisis anterior, por lo tanto, actia a nivel
de sus receptores en la glandula tiroidea, induciendo la produccion de HTs
(Figura 1.3).

La T3 y T4, al ser liberadas a circulacion, se unen en gran proporcién a sus
proteinas transportadoras y menos del 1% permanece en forma libre. Las HTs
que circulan en forma libre actian a nivel de sus 6rganos diana en la modulacion
del metabolismo celular o participan en el mecanismo de retroalimentacion
negativa a nivel del hipotalamo y la hip6fisis inhibiendo la sintesis y liberacion de
TRH y TSH respectivamente (Figura 1.3).

Este control tan preciso permite mantener constantes las concentraciones de T3 y
T4 y asi evitar tanto el exceso como la carencia de estas hormonas, ambas
circunstancias sumamente adversas para el organismo, en especial en etapas

tempranas de su desarrollo (Gore y Roberts, 2003).
1.1.3. Sintesis y metabolismo de las hormonas tiroideas

La sintesis de HTs se activa por la unién de la TSH a su receptor especifico, que
regula positivamente a una variedad de genes tiroideos incluyendo el simporter
Na+/l- (NIS), la Tg y la peroxidasa tiroidea (TPO). Los productos de estos genes
intervienen en la sintesis de T3 y T4 (Lin X'y col, 2004; Riedel y col, 2001).

Para la sintesis y secrecion de las HTs, las células foliculares realizan una serie

de funciones especializadas esquematizadas en la Figura 1.4.
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Figura 1.4: Sintesis y secrecion de las hormonas tiroideas.
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Se sefalan los pasos que llevan a la sintesis de HTs, su almacenamiento en la Tg y finalmente su
secrecion. Adaptado de http.//www.docstoc.com/docs/Thyroid-Function.

En la membrana basal se encuentra la proteina NIS, que realiza una captacién
activa de ioduro, concentrandolo como Nal. El ioduro incorporado es luego
transportado hacia la membrana apical, donde sale al coloide mediante una
proteina transportadora denominada pendrina. Alli la TPO produce la oxidacion
del ioduro a iodonio, que es luego incorporado a la Tg para producir dos tipos de
iodotirosinas  hormonalmente inactivas, las monoiodotirosinas (MIT) vy
diiodotirosinas (DIT). La TPO participa en el acoplamiento de las iodotirosinas
para formar las iodotironinas T3 y T4. Para poder disponer de las mismas para su
secrecion, la célula folicular capta gotitas del coloide por endocitosis. Luego se
produce la ruptura proteolitica de los enlaces que unen a las HTs a la Tg, de
modo que tanto la T4 como la T3 pueden acceder al torrente sanguineo. La mayor
liberacién de HTs se da en la forma de T4, siendo su concentracién en suero 40
veces mayor que la de T3 (Lester Reed, 2001).
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Solo una pequefia proporcién de las HTs circula en forma libre con capacidad de
entrar en la célula y ejercer los efectos bioldgicos. La mayor proporcion de las
HTs se encuentra unida a proteinas transportadoras. La T4 se une a la globulina
transportadora de HTs (TBG) en un 70%, a la albumina en un 20% y a la
transtiretina (TTR) en un 10%. La T3, por su lado, se une principalmente a TBG
(80%), y el resto a TTR y a albumina (Lester Reed, 2001).

La T4 puede ser convertida en T3 a través de la 5’-deiodinacion del anillo externo
de la T4 por dos tipos de deiodinasas. La deiodinasa de tipo 1, localizada
principalmente en la membrana plasmatica de células del higado y del riiidn, es
responsable de la conversién de la mayor parte de T4 a T3 en circulacion. La
deiodinasa de tipo 2 se encuentra localizada en el reticulo endoplasmatico de
células de cerebro, hipdfisis y tejido adiposo y tiene como funcién la conversién de
T4 a T3 para uso intracelular. Este paso metabdlico constituye el camino principal
para la provisién de T3 en diferentes tejidos (Darras y Van Herck, 2012).

1.1.4. Mecanismos de accion de las hormonas tiroideas
1.1.4.1. Mecanismos gendémicos

Los receptores clasicos para HTs (TRs) son factores de transcripcion especificos.
Estos receptores unen preferentemente T3 con una afinidad varias veces superior
que la de T4. Los TRs se encuentran asociados al ADN adn en ausencia de
hormona tiroidea, regulando la expresién de genes (Yen y col, 2006).

Los TRs estan codificados por dos genes diferentes, TRa y TRB. El gen TRa
genera por empalme (splicing) alternativo de exones tres isoformas, TRa1, TRa2
y TRa3, que difieren en la regién carboxilo terminal donde esta ubicado el dominio
de union a la hormona. EI gen TRp origina dos isoformas a través de la eleccion
de un promotor alternativo: TRB1, TRB2 y TRB3. La expresion de los genes para
estos receptores es variable, siendo el TRB2 el involucrado principalmente en la
regulacién de la produccion de la TSH. En el hipotalamo, esta isoforma es quizas
la Unica responsable de la regulacién negativa del gen de TRH por parte de la T3
(Oetting y Yen, 2007). La regulacion de la expresion de las isoformas de TRs es

20



Introduccion

dependiente del tejido y regulada por el desarrollo, por lo que los TRs cumplen
funciones isotipo-dependientes (Cheng y col, 2010).

Figura 1.5: Mecanismo gendémico de accion de las hormonas tiroideas
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Factores de transcripcion
generales

(A) Esquema que muestra la unién del TR al ADN mediante su dominio de unién al ADN (DBD) y
en ausencia de T3 en el dominio (LBD) de unién al ligando. La unién constitutiva del TR al
correpresor provoca el reclutamiento de proteinas histidina acetilasa, lo que causa la
condensacién de la cromatina y la represion de la transcripcion. (B) Al unirse la T3 al TR provoca
el intercambio del correpresor por un coactivador, se descondensa la cromatina y se facilita la
transcripcion. Adaptado de Juvenal (2009).

La T3, una vez que atraviesa la membrana plasmatica, se une a su receptor en el
nacleo. El receptor se dimeriza con otro receptor de T3, para formar un
homodimero, o con el receptor de retinoides RXR para formar un heterodimero
(Lee y Privalsky, 2005). La heterodimerizacion con RXR incrementa
draméticamente la union de los TRs al ADN, la respuesta del TR a T3 y la
activacién transcripcional (Cheng y col, 2010). Los dimeros interactian con el

ADN, a través del reconocimiento de secuencias de aminoacidos del dominio de
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union al ADN presentes en el receptor, y de secuencias nucleotidicas especificas
gue se encuentran presentes en aquellos genes cuya expresion esta regulada por
la T3. Estas secuencias nucleotidicas se conocen como elementos de respuesta a
hormona tiroidea (TRE) (Yen y col, 2006).

En ausencia de T3, el TR se une constitutivamente a correpresores nucleares,
que se caracterizan por reclutar otras proteinas accesorias que a su vez
compactan a los nucleosomas y reprimen el proceso de transcripcién (Figura 1.5
A). Al unirse con la T3, el receptor cambia de conformaciéon y disminuye su
afinidad por los corepresores, intercambiandolos por coactivadores, lo que lleva a
que la cromatina se desenrolle, facilitdndose por lo tanto la transcripcion (Figura
1.5 B), (Aranda y Pascual, 2001; Yen, 2001; Oetting y Yen, 2007). En el caso de
los genes regulados negativamente el proceso es el inverso; estos pueden ser
estimulados en ausencia de hormonas e inhibidos cuando la T3 se une a su
receptor. Estos efectos gendmicos generan respuestas biolégicas que llevan
desde horas a dias (Yen, 2001; You y col, 2010).

Las HTs ejercen su actividad en todos los sistemas del organismo, ya que sus
receptores se expresan en todos los tejidos. Sin embargo, cada tejido presenta
una respuesta distinta frente a las HTs, ya que poseen diferente expresion de
receptores y de sus isoformas y ademas presentan desigualdades en la actividad

de las deiodinasas.

Las principales acciones sistémicas de estas hormonas abarcan el aumento del
metabolismo basal, con estimulacion de la termogénesis y regulacion del
consumo de oxigeno celular. EI aumento de la funcidén tiroidea induce un
incremento en la captacion de glucosa, la demanda de vitaminas y modifica las
concentraciones de proteinas y enzimas séricas. En cuanto al metabolismo de los
lipidos, las HTs tienen diferentes acciones metabdlicas en diversos tejidos diana,
cuyo resultado global es un descenso en la concentraciébn plasmatica del
colesterol total (Hulbert, 2000).

Las HTs ejercen, también, una serie de acciones periféricas fundamentales para
el correcto funcionamiento de varios 6rganos y sistemas. Entre ellas, suprimen la

secrecion de TSH por parte de las células tirotropas hipofisarias, regulando
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negativamente la transcripcién de sus genes por un mecanismo mediado por la
deiodinacion intracelular de T4 en T3. A nivel del SN, tienen un papel fundamental
en el desarrollo del cerebro del feto y durante el periodo neonatal. Ademas

regulan proteinas y glucidos que participan en la mielinizacion (Williams, 2008).

En el higado, estimulan las enzimas que regulan la lipogénesis y la lipdlisis,
inducen la sintesis de transaminasas y de proteinas plasmaticas. Son capaces de
regular el numero de receptores B adrenérgicos en el corazon, aumentando la
sensibilidad a catecolaminas. Adicionalmente, en este dérgano, presentan un
efecto inotrépico y cronotrépico positivo a través de mecanismos que disminuyen
la resistencia vascular sistémica. En el tejido adiposo, la T3 regula el consumo
basal de oxigeno, el almacenamiento graso, la lipogénesis y la lip6lisis. También
induce la diferenciacién del tejido adiposo y estimula la proliferacién de los
adipocitos (Hulbert, 2000).

Los efectos hormonales se extienden al musculo esquelético, donde favorecen la
accion contractil, la biosintesis de miosina y de enzimas lisosémicas, asi como
también la captacion de glucosa. Un correcto funcionamiento tiroideo es
fundamental para el desarrollo éseo (Gogakos y col, 2010). Por otro lado, una
secrecion inadecuada de estas hormonas se ha relacionado con irregularidades a
nivel gonadal.

1.1.4.2. Mecanismos no gendmicos de accion de HTs

En la actualidad se conoce que las HTs ejercen ademas acciones rapidas, que
llevan a la activacién de eventos celulares complejos que previamente no habian
sido atribuidos a estas hormonas. Como se observa en la Figura 1.6, los sitios de
accién no genémica de las HTs han sido localizados en la membrana plasmatica,
en el citoplasma y en organelas celulares (Bassett y col, 2003).

Varias evidencias sugieren que las acciones no genomicas de las HTs podrian
iniciarse en el citoplasma celular o ser mediadas por un receptor de membrana
plasmatica. Con respecto a las primeras, estan mediadas por TR citoplasmaticos.
Se ha observado, por ejemplo, que el TRB1 citoplasmatico lleva a la activacién de

PI3BK y posterior activacion de la transcripcion génica. También se ha detectado
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TRa citoplasmatico en células endoteliales, que lleva a la activacién de la 6xido

nitrico sintasa, contribuyendo con la vasodilatacion (Cheng y col, 2010).

Figura 1.6: Mecanismos no gendmicos de accion de las hormonas tiroideas
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Via la integrina avf33, las HTs en la membrana estimulan MAPK (ERK1/2) mediante la fosfolipasa
C (PLC) y la protein quinasa C (PKC). La activacion de ERK1/2 promueve el trafico de proteinas
residentes en el citoplasma hacia el nucleo y la fosforilaciéon en serinas de nucleoproteinas tales
como ER-a, TR-B1, STAT-1a, y Trip230. Los complejos eventos celulares inducidos por los
receptores de membrana incluyen angiogénesis (células de musculo liso endotelial y vascular) y la
proliferacion de células tumorales. En el citoplasma, la T3 puede activar PI3K e iniciar rio abajo la
transcripcion de genes especificos. La activacion de PI3K puede incluir los TRB1 o TRa residentes
en el citoplasma. Una forma truncada de TRa1 (TRAa1) en el citoplasma media la acciéon de T4
sobre el citoesqueleto de actina. T3y T4 pueden activar también PI3K por unién a la integrina
avB3. Adaptado de Davis y col, 2008 y de Cheng y col, 2010.

Davis y col. (2006), por otra parte, han demostrado en varios tipos celulares que
el receptor para los efectos no gendémicos de HTs recae en la molécula de la

integrina aVB3 (Davis y col, 2006 y 2011), a través de la cual se transducen
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sefiales que pueden modular el tréfico intracelular de proteinas y la actividad de
los canales idnicos en la membrana plasmatica (Davis y col, 2011). Estos
receptores tienen mayor afinidad por T4 que por T3. Se ha visto in vitro que la T4
en concentraciones fisiolégicas y la T3 en concentraciones suprafisiolégicas son
capaces de inducir la proliferacion celular dependiente de la activacion de ERK1/2
(Davis y col, 2011).

Algunas de las acciones atribuidas a efectos no genémicos de HTs, mediados por
receptores de membrana, son la activacion de la bomba Ca?-ATPasa, la
captacion de 2-deoxiglucosa en timocitos, células cardiacas y adipocitos; la
activacion de la bomba Na*/K* y del antiporter Na*/H* en varios tipos celulares; la
inactivaciéon de corrientes de Na* en miocardiocitos y neuronas sensoriales y la

activacién de procesos de endocitosis (Cheng y col, 2010).

Acciones celulares complejas también son iniciadas o moduladas por los
receptores de membrana de HTs. Entre las acciones mas importantes se
encuentran el trafico intracelular de proteinas, la migracion de células neuronales
y gliales y la agregacion de plaquetas. Es muy importante también el efecto no
gendmico de HTs sobre la proliferacion celular. En particular, se ha visto que las
HTs tienen un efecto pro-angiogénico y estan involucradas en el desarrollo
tumoral (Cheng y col, 2010). Por lo tanto, los efectos hormonales que comienzan
de forma “no gendmica”, pero que inducen la activacion de factores de
transcripcion, llevan finalmente a efectos dependientes del ADN (Cheng y col,
2010).

1.1.5. Patologias tiroideas

Los niveles hormonales normales en sangre son de entre 4.5y 12.5 ug/dl para la
T4 y entre 100 y 200 ng/dl para la T3. Los valores de TSH, por su parte, deben
oscilar entre 0.4 y 4.0 mUI/L. Cuando estos valores se encuentran por encima o
por debajo del rango normal, esto puede estar indicando la existencia de una

patologia tiroidea primaria.

Las mujeres tienen una predisposicion 10 veces mayor que los hombres al

desarrollo de patologias tiroideas. Algunos factores pueden incrementar aun mas
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la predisposiciéon a esta enfermedad, entre los mas importantes se encuentran el
embarazo, la edad superior a 60 anos, la existencia de antecedentes familiares o
la presencia de patologias como anemia perniciosa, diabetes tipo |, artritis

reumatoidea, lupus o insuficiencia adrenal primaria.

1.1.5.1. Hipertiroidismo

El hipertiroidismo es un desorden en el cual los niveles de HTs estan por encima

de los normales. Puede tener causas diversas:

> Enfermedad de Graves: Es un desorden autoinmune, en el cual se producen
anticuerpos que reconocen y activan el receptor de TSH. Estos anticuerpos
inducen el crecimiento y la funcionalidad de las células foliculares tiroideas,
llevando a una excesiva produccion de T3 y T4. En los pacientes con esta
patologia se detecta un infiltrado linfocitario heterogéneo en el parénquima de
la tiroides, junto con un infiltrado retro-orbital (Morshed y col, 2012).

> Nodulos tiroideos: Frecuentemente se producen ndédulos en la tiroides, que en
general no son funcionales. Sin embargo, algunos de estos ndédulos pueden
convertirse en hiperreactivos llevando al bocio multinodular téxico, que es la
causa mas frecuente de hipertiroidismo espontaneo (Faggiano y col, 2011).

> Tiroiditis: Es una inflamacién de la glandula que lleva a que ésta aumente de
tamafno y comience a liberar hormonas al torrente sanguineo. En su etapa
aguda, las caracteristicas son indistinguibles de la enfermedad de Graves. Hay
tres formas de tiroiditis: sub-aguda, silenciosa y de post parto. Esta condicion
es temporal, de 1 a 3 meses, pero cuando se revierte puede llevar al
hipotiroidismo (Samuels, 2012).

> Alto consumo de iodo: El exceso de consumo de iodo en la dieta, la exposicién
a medios de contraste radiograficos o el consumo de medicamentos que
contengan una gran cantidad de iodo, como la amiodarona puede llevar a que
la glandula produzca altos niveles de hormonas que son liberados a circulacion
(Reid y Wheeler, 2005).

> Algunas causas raras de hipertiroidismo incluyen cancer tiroideo metastasico,
tumores de ovarios que producen hormonas tiroideas, tumores trofoblasticos
gue producen gonadotrofina coridnica y activan receptores de TSH altamente
sensibles o tumores pituitarios secretores de TSH (Reid y Wheeler, 2005).
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Los sintomas mas comunes en el hipertiroidismo son la irritabilidad o nerviosismo,
la fatiga o debilidad muscular, intolerancia al calor, trastornos de suefio,
temblores, taquicardias, diarreas frecuentes, pérdida de peso, cambios de humor
y bocio. La magnitud de estos sintomas depende de la edad del paciente, la
duracién de la enfermedad y la magnitud del exceso hormonal. Los sintomas se
relacionan con la estimulaciéon por HTs del catabolismo y con el aumento de la

sensibilidad a catecolaminas (Reid y Wheeler, 2005).
1.1.5.2. Hipotiroidismo

El hipotiroidismo, por otro lado, es una enfermedad en la cual se producen bajos
niveles de HTs. Puede tener diversas causas:

> Enfermedad de Hashimoto: Es un desorden autoinmune y la causa mas
frecuente de hipotiroidismo en adultos de paises desarrollados. Se origina por
la existencia de linfocitos T o anticuerpos contra la TPO y/o Tg, que se asocian
con la destruccion de los foliculos tiroideos. Se caracteriza por una marcada y
difusa infiltracion linfocitaria en el parénquima tiroideo, que genera una
acumulacion de linfocitos T, células plasmaticas y centros germinales, junto con
células dendriticas y macréfagos (Morshed y col, 2012).

> Tiroiditis: Tal como se mencioné anteriormente, es una inflamacién de la
glandula que la lleva a producir altos niveles de HTs. Luego de dos o tres
meses la situacion se revierte y puede llevar a un estado de hipotiroidismo
antes de volver a los valores normales (Samuels, 2012).

> Hipotiroidismo congénito: Es el desorden enddcrino mas comun en neonatos, y
causa retardo mental si no es tratado a tiempo. La mayoria de los casos estan
asociados con anormalidades durante el desarrollo de la glandula tiroides,
aunque también pueden deberse a defectos genéticos en las proteinas
involucradas en las sintesis de las HTs (Grasberger y Refetoff, 2011).

» La remocion quirdrgica parcial o total de la glandula tiroides o el tratamiento
con iodo radiactivo de la glandula tiroides por hipertiroidismo, generalmente
llevan al desarrollo de hipotiroidismo (Faggiano y col, 2011).

> Algunos medicamentos pueden interferir en la producciéon de HTs y llevar a un
estado de hipotiroidismo. Los agonistas de dopamina, glucocorticoides vy
analogos de somatostatina pueden afectar la funcidn tiroidea mediante la
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supresion de TSH. También pueden afectar los niveles de TSH la metformina,

drogas antiepilépticas y el carbonato de litio (Faggiano y col, 2011).

Los sintomas mas comunes en el hipotiroidismo son la fatiga, ganancia de peso,
intolerancia al frio, dolor en articulaciones y musculos, constipacién, piel y cabello
secos, baja sudoracién, ciclos menstruales irregulares e infertilidad, depresiéon y

latidos cardiacos lentos (Gaitonde y col, 2012).

1.2. Cancer

El cancer es un proceso de crecimiento y diseminacién incontrolados de células
que puede aparecer practicamente en cualquier lugar del cuerpo. El tumor suele
invadir el tejido circundante y puede provocar metastasis en puntos distantes del
organismo. Esta patologia involucra cambios dinamicos en el genoma, que son
transmitidos en cada divisidbn celular a las células hijas durante un numero
indefinido de generaciones, aun cuando el estimulo que provocé inicialmente
dicho cambio ya no esté presente. En general, se originan por mutaciones en
oncogenes que les otorgan una ganancia de funcion dominante o en genes

supresores tumorales, los cuales presentan una pérdida de funcion recesiva.
1.2.1. Linfomas

Los linfomas son de particular importancia en el desarrollo de este trabajo de
tesis. Constituyen un grupo heterogéneo y amplio de sindromes linfoproliferativos
tumorales, clasificados en base a criterios morfolégicos, inmunolégicos, genéticos
y clinicos. Se generan por la expansién clonal de una linea o sublinea linfoide,
gue presenta alterados algunos de los mecanismos de homeostasis, por lo que se
produce su transformacién neoplasica.
Los linfomas de células T periféricos (PTCL) constituyen aproximadamente el 10-
15% del total de las neoplasias linfoides (de Leval y Gaulard, 2011). Con una
incidencia anual aproximada de 1,77 por cada 100.000 habitantes, su frecuencia
varia geograficamente, siendo su prevalencia mayor en Asia (Dearden y col,
2011; Armitage, 2013; William y Armitage, 2013). Estos linfomas resultan de la
proliferacién clonal de linfocitos T maduros post-timicos. La ultima clasificacién de
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neoplasias hematopoyéticas de la OMS ha dividido a este grupo de deso6rdenes
de acuerdo a su forma de presentacion, segun sea predominantemente leucémica
(diseminada), ganglionar, extraganglionar o cutanea (Jaffe y col. 2008; Dearden y
col, 2011). Las variedades mas comunes son las de tipo nodal, que incluyen al
linfoma de células T periféricas no especificado de otro modo (PTCL-NOS), al
linffoma de células grandes anaplasico (ALCL) y al linfoma de células T
angioinmunoblastico (AILT). Usualmente afectan a adultos y son méas frecuentes
en hombres que en mujeres. Aunque algunos subtipos pueden seguir un curso
prolongado mas benigno, la gran mayoria de pacientes con PTCL tiene mal
prondstico, debido a la combinacion de un curso clinico agresivo y a la falta de
tratamientos especificos (Foss y col, 2011). No se dispone de protocolos
estandares para el tratamiento de pacientes con PTCL, los que son generalmente
tratados con los regimenes terapéuticos disenados para los linfomas de células B.
Sin embargo este enfoque general tiene un resultado muy pobre, siendo habitual
la presentacion de recaidas y pocas las opciones eficaces para la terapia de
rescate (Foss y col, 2011). Los mecanismos moleculares que intervienen en la
patogénesis de los linfomas estan basados en el estudio de la desregulacion de
genes que resultan ser indispensables para la sobrevida de las células linfoides.
Estos estudios también aportan informacion vital para el disefio y desarrollo de
regimenes terapéuticos especificos para PTCL (Jaffe y col, 2008).

1.2.2. Participacion del eje tiroideo en procesos neoplasicos

Existen evidencias que sugieren alteraciones en el eje tiroideo durante el curso de
enfermedades neoplasicas, asi como también que las HTs tienen efectos sobre el
crecimiento y desarrollo tumoral, aunque los resultados hasta la fecha no son

concluyentes.

En este sentido, Reddy y col (2007) han sugerido que los pacientes con
hipotiroidismo tienen un mayor riesgo de desarrollar algun tipo cancer hepatico o
de mama. Franklyn y col. (1999) también han demostrado una mayor incidencia
de cancer en pacientes hipotiroideos, y también han visto que los pacientes con
hipertiroidismo presentan un menor desarrollo de neoplasias que los individuos

eutiroideos. Esto ultimo probablemente relacionado con el aumento de la funcidn
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inmunoldgica del huésped ejercido por las HTs, lo que facilitaria la resistencia

tumoral.

Sin embargo, también se ha descripto una menor incidencia de carcinoma
mamario en pacientes hipotiroideas (Cristofanilli y col, 2005) y una menor
incidencia y mortalidad en pacientes tratadas con radioiodo por su hipertiroidismo.
En concordancia con esto, varias evidencias indican que el cancer puede
ocasionalmente permanecer en estadio “dormido” por tiempos prolongados y que
la normalizacién del estado tiroideo mediante la terapia de reemplazo hormonal
conduce a la reactivacién de la enfermedad (Theodossiou y Schwarzenberger,
2000). Asimismo, el hipotiroidismo clinico ha sido asociado con una mayor
sobrevida en varios tipos de procesos malignos aunque los mecanismos
involucrados son desconocidos (Toms y col, 1998). Hercbergs (1999) ha sugerido
que el hipotiroidismo incrementaria la predisposicion a que se genere una
regresion de los neoplasmas, tanto espontanea como inducida por terapia, a

través de un mecanismo apoptoético.

Estudios in vitro han demostrado el incremento de la proliferacién de una linea
celular leucémica por accién de T3 (Brtko y col., 1992) y del linfoma T murino
BW5147 por tratamiento con concentraciones fisiolégicas de T3 y T4 (Barreiro
Arcos y col, 2011). Sin embargo, el tratamiento crénico con HTs indujo la
apoptosis de linfocitos normales y tumorales (Mihara y col, 1999; Barreiro Arcos y
col, 2013).

Por otra parte, estudios realizados en modelos experimentales indican que el
crecimiento tumoral se exacerba en animales hipertiroideos y se enlentece en los
hipotiroideos. Asi por ejemplo, en ratones hipotiroideos se vio inhibido tanto el
crecimiento local como metastasico de tumores originados a partir de lineas de
hepatomas. El hipertiroidismo, por otra parte, acelerd el crecimiento del hepatoma
de Morris en ratas y el de dos fibrosarcomas en raton (Hercbergs, 1996). También
se comprobo que el crecimiento de tumores humanos de prostata y pulmonar esta
enlentecido en ratones atimicos o tratados con propiltiouracilo. Este efecto fue
revertido por el tratamiento con T3 (Theodossiou y col, 1999).
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Por su parte la patologia neoplasica puede llevar a alteraciones en el eje tiroideo.
Asi, se ha descripto la disminucién de los niveles séricos de HTs en animales
singeneicos transplantados con linfomas (Besedovsky y col, 1989). También
existe una correlacién positiva entre el cancer de mama y el desarrollo de
alteraciones tiroideas de origen autoinmune (Giani y col, 1996). Las alteraciones
en el metabolismo de las hormonas tiroideas son dos veces mas comunes en
pacientes con cancer que no han sido tratados por su enfermedad que en
individuos sanos (Digel y col, 2011). Mas aun, es comun el sindrome de T3 baja
en pacientes de edad avanzada con injurias graves o diversas enfermedades
terminales, siendo un indicador de un peor prondstico (Tognini y col, 2010). Sin
embargo, también se ha detectado este sindrome en pacientes pediatricos con
linfoma Hodgkin (Mohn y col, 2001).

Teniendo en cuenta estas evidencias, se puede deducir la existencia de un
fenémeno bidireccional en el que el estado tiroideo puede afectar el balance entre
la proliferacién y la muerte de las células tumorales y por otro lado, el tumor puede

afectar la funcién tiroidea.
1.2.3. Caracteristicas generales de los procesos neoplasicos

Para estudiar en profundidad el efecto del estado tiroideo sobre el desarrollo de
neoplasias, es necesario conocer las caracteristicas que distinguen a las células
tumorales de las normales y que les otorgan la capacidad de proliferar
descontroladamente y hacer metastasis en sitios distantes. A continuaciéon se
detallan las capacidades adquiridas por las células tumorales, descriptas por
Hanahan y Weinberg en el afio 2000, que se encuentran representadas en la
Figura 1.7.
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Figura 1.7: Capacidades adquiridas en cancer

Angiogénesis
sostenida

Capacidades adquiridas por la mayoria de las células tumorales durante su desarrollo a través de
diversas estratégias mecanisticas. Adaptado de Hanahan y Weinberg, 2000.

> Autosuficiencia de senales de crecimiento: Para dividirse, las células
normales requieren de sefnales de crecimiento que las activen y las saquen de un
estado quiescente. Estas senales son factores solubles, componentes de la matriz
extracelular o moléculas de adhesion célula-célula, que se unen a sus receptores
y activan la divisién celular. Las células tumorales adquieren la capacidad de
dividirse independientemente de estos factores. Muchas células producen por si
mismas factores de crecimiento, otras sobreexpresan receptores que las hacen
hiperreactivas, y también hay células tumorales que cambian el patréon de
expresion de integrinas hacia aquellas que generan sefales que favorecen el
crecimiento. Otros mecanismos, aun mas complicados, incluyen alteraciones en
las cascadas de senalizacién intracelular luego de la activacion de los receptores
o integrinas por un ligando especifico.

> Insensibilidad a sehales anti-proliferativas: Ademas de los factores de
crecimiento, existen también factores solubles o de matriz extracelular que inhiben

la divisién y llevan al arresto del ciclo celular. Algunas células tumorales adquieren
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la capacidad de independizarse de estas senales. Lo hacen principalmente
mediante la activacion de proteinas que regulan la entrada a la fase G del ciclo
celular o por la disminucion de la expresion de los receptores de factores
inhibitorios.

> Evasion de la apoptosis: El crecimiento celular no sé6lo esta determinado por
su tasa de proliferacion, sino también por su tasa de muerte. Frente a la deteccion
de anormalidades, tales como dafio al ADN, desbalances en las sefales
intracelulares por activacion de oncogenes, insuficientes factores de
supervivencia o hipoxia, las células disparan procesos de apoptosis. Sin embargo,
las células tumorales presentan mecanismos que impiden estos procesos. Estos
mecanismos se basan principalmente en la sobreexpresion de genes
antiapoptoticos como Bcl-2 o la pérdida de reguladores proapoptoticos, que esta
generalmente mediada por la funcionalidad de p53.

> Potencial proliferativo ilimitado: Las células tumorales, a diferencia de las
normales, tienen un potencial de crecimiento ilimitado. Este tipo de células no
sufren de acortamiento de los telomeros y no entran en senescencia. Esto es
posible porque sobreexpresan la enzima telomerasa, encargada de colocar las
repeticiones de hexanucleétidos al final del ADN de los telémeros.

> Angiogénesis: Casi todas las células en todos los tejidos se encuentran
ubicadas a una distancia no mayor de 100 um de un capilar sanguineo. Las
células que conforman neoplasias incipientes en general no tienen capacidad
angiogénica, pero para poder crecer en tamafio, hacen un “switch angiogénico” y
comienzan a producir VEGF y FGF, disminuyen la expresién de factores anti-
angiogénicos como trombospondina 1 o interferon (IFN) B o inducen cambios en
la expresién de integrinas hacia aquellas que son pro-angiogénicas.

> Invasion tisular y metastasis: El asentamiento de las células tumorales en
tejidos distantes es la principal causa de muerte por cancer. Lo que permite que
estas células puedan separarse del tejido tumoral y entrar en circulacion son los
cambios en la expresién de integrinas y de proteinas de adhesion célula-célula,
principalmente cadherinas, que son las que unen a las células con la matriz

extracelular, y la activacién de proteasas extracelulares que degradan la matriz.

Adicionalmente, en el ano 2011 Hanahan y Weinberg han agregado otras dos

caracteristicas de las células tumorales sumadas a las descriptas anteriormente
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(Figura 1.8). Una de ellas es la desregulacién del metabolismo celular, que
permite la supervivencia celular mediante la glicélisis anaerdbica y que afecta no
solo el crecimiento de las células tumorales, sino también la migracion de las
mismas para la generacion de metastasis (Han y col, 2013). La otra caracteristica
fundamental que presentan todos los tumores es la capacidad de evadir la
vigilancia del sistema inmune, responsable de la eliminacién de la mayoria de las
células tumorales incipientes, mediante la deteccidn de antigenos extrafios en las

mismas.

Figura 1.8: Capacidades adicionales adquiridas en cancer

Caracteristicas emergentes

Desregulacién del =2 Evasion del sistema
metabolismo celular inmune

Mutaciones e ~dh Inflamacion promotora
de tumores

inestabilidad genémica

Factores facilitadores

Capacidades adquiridas por la mayoria de las células tumorales y caracteristicas tumorales que
permiten el establecimiento de todas las capacidades descriptas. Adaptado de Hanahan y
Weinberg, 2011.

Junto con estas caracteristicas, Hanahan y Weinberg (2011), también
describieron dos factores que facilitan el establecimiento de neoplasias. Uno de
estos factores es la aparicibn de mutaciones e inestabilidad gendomica en las
células, que induce la mayoria de las caracteristicas de las células tumorales
previamente mencionadas. El otro factor necesario para el establecimiento de
neoplasias es el proceso inflamatorio, que podria aportar moléculas bioactivas al
microambiente tumoral, tales como citoquinas y factores de crecimiento. En

algunos tipos de cancer, el proceso inflamatorio estd presente antes de que
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ocurra la transformacién maligna, mientras que, en otros casos, el cambio
oncogeénico induce un microambiente inflamatorio que promueve el desarrollo del

tumor (Montovani y col, 2008).

Es importante volver a resaltar que, si bien todas las caracteristicas descriptas por
Hanahan y Weinberg (2011) tienen un amplio consenso, no incluyen la influencia
del microambiente tumoral crucial para el desarrollo y evolucién del tumor. La
inclusién de los mediadores y efectores celulares de la inflamacién como un factor
promotor de la formacién de tumores es un primer paso hacia ese sentido,
aunque corresponde solo a una porcion del microambiente tumoral, compuesto
por una compleja y dinamica red de interrelaciones entre numerosos tipos
celulares que lo componen (Floor y col, 2012). En este contexto es ademas de
especial atencién la relacién entre el estroma y el epitelio tumoral, ya que
alteraciones a nivel de estas interacciones reciprocas podrian llevar a la

carcinogénesis (Sonnenschein y Soto, 2013).
1.2.3.1. Proliferacion y ciclo celular

Para poder dividirse las células entran en el denominado ciclo celular, un proceso
ordenado y repetitivo en el tiempo, en el que la célula proliferante crece y se
divide en dos células hijas (Figura 1.9).

La interfase es la fase mas larga del ciclo, ocupando casi el 95% del mismo, y
comprende tres etapas:

> Fase Gy (Gap 1): En esta primera fase del ciclo celular tiene lugar el
crecimiento celular, dado que la célula sintetiza proteinas y RNA para la posterior
divisién celular. Es una fase muy importante porque aqui se decide el destino de
la célula, si continla dividiéndose o sale del ciclo celular. En condiciones
desfavorables para la célula o frente a senales inhibitorias, las células pueden
permanecer durante tiempos prolongados en G o hasta pueden ingresar en un
estado de no divisién llamado Gy.

» Fase S: Fase en la cual ocurre la replicacion del ADN y la duplicacion de los
cromosomas.

> Fase G, (Gap 2): Continua el crecimiento celular y la duplicacién de proteinas
y RNA, observandose cambios en la estructura celular, que indican el principio de
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la division. Esta fase termina cuando los cromosomas empiezan a condensarse al

inicio de la mitosis.

La mitosis corresponde a la fase M del ciclo celular. En esta fase la célula
progenitora se divide para formar dos células hijas. Esta compuesta por dos
eventos principales: la division del nucleo, o mitosis, y la division de la célula o

citocinesis.

Figura 1.9: Fases del ciclo celular

Esquema representativo de las fases del ciclo celular. Frente a estimulos proliferativos, las células
atraviesan la interfase (I), que esta compuesta por las fases Gap1 (G;), sintesis (S) y Gap2 (Gy) y
luego ingresan en la fase de mitosis (M), lo que lleva a la formacion de dos células hijas. Adaptado
de: Galderisi y col, 2003.

Para asegurar el correcto desarrollo del ciclo, es decir, que cada nueva célula hija
reciba un genoma completo, tanto el inicio y progresién de la fase S, como la
mitosis deben ser controladas exhaustivamente. En este control del ciclo celular
son muy importantes las ciclinas, las quinasas dependientes de ciclinas (Cdks) y
sus inhibidores (Cdkl), y los genes supresores tumorales (Lim y Kaldis, 2013).

1.2.3.1.1. Ciclinas

Las ciclinas son proteinas reguladoras del ciclo celular, que forman complejos
enzimaticos con quinasas dependientes de ciclinas (Cdks), encargadas de
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fosforilar residuos de serina y treonina de proteinas regulatorias especificas. Cada

complejo ciclina-Cdk regula distintas partes del ciclo celular (Figura 1.10).

Figura 1.10: Regulacion de la expresion de ciclinas a lo largo del ciclo
celular

Concentracion

Fase G4 Fase S Fase G, Mitosis

Esquema representativo de la regulacién de la expresion de ciclinas a lo largo del ciclo celular.
Adaptado de: Roberti y col, 2009.

Las ciclinas D conforman la subunidad regulatoria del complejo formado con Cdk4
o Cdk6 y son importantes durante la transicion Go/Gy. La ciclina D1 fosforila al
retinoblastoma (Rb), bloqueando su efecto inhibitorio sobre el factor de
transcripcion E2F, involucrado en la expresién de un gran numero de genes
regulatorios. La ciclina D1 se ha visto sobreexpresada en varios tipos de cancer,
incluyendo el adenoma de paratiroides (Imanishi y col, 2001; Corbetta y col,
2007), cancer de mama (Casimiro y col, 2012), préstata y colon, linfomas (Siddon
et. al., 2012) y melanomas. Las alteraciones de las otras ciclinas D en células
tumorales son menos frecuentes. La ciclina D2 se ha visto sobreexpresada en
algunos tumores gastricos (Tacano y col, 2000) y de colon (Leach y col, 1993). La
ciclina D3 raramente se encuentra sobreexpresada en tumores humanos, salvo
en algunos subtipos de carcinomas mamarios (Bartkova y col, 1996) y tumores
cerebrales Buschges y col, 1999).

La ciclina E forma un complejo con Cdk2 en la fase G del ciclo celular, lo cual es
necesario para la transicién G1/S. Este complejo fosforila p27Kip1, un inhibidor de

las ciclinas D, que es degradado en el proteasoma y ademas promueve la
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expresion de la ciclina A y, como consecuencia, la entrada y la progresién de la
fase S.

La ciclina A, por su parte, forma complejos enzimaticos con Cdkil y Cdk2.
Dependiendo de cual es la quinasa que forma esta unién, favorece la progresién
de la fase S o la transicién de la fase G a la fase M, respectivamente. Esta ciclina
se une a importantes reguladores del ciclo celular, como proteinas de la familia
Rb, factores de transcripcion E2F-1 y a proteinas de la familia p21.

Cdk1 también se une a la ciclina B, lo cual es necesario para la progresién de las
células a lo largo de la fase M. Las ciclinas A y B son consideradas ciclinas
mitoticas y son rapidamente degradadas durante la mitosis.

Alisi y col. (2005) reportaron que el estado tiroideo modula la proliferacion de los
hepatocitos mediante la regulacibn de proteinas del ciclo celular. El
hipertiroidismo aumenta la expresion de las ciclinas D1, E y A, al favorecer la
formaciéon de complejos ciclinas-cdks y disminuir la expresion de inhibidores de
Cdks y las proteinas proapoptoticas p53 y p27. Por el contrario, en condiciones de
hipotiroidismo se encontrd una disminucion en los niveles de expresion de ciclinas

y un incremento en la expresion de proteinas proapoptoéticas.
1.2.3.1.2. Inhibidores de Cdks

El ciclo celular es interrumpido en respuesta a diversas senales antiproliferativas,
como la privacion de factores de crecimiento y citoquinas o dafio al ADN,
principalmente por la inhibicion de la fosforilacion de la proteina de Rb. Esto lleva
a la inhibicion de factores de transcripcion E2F, que son necesarios para la
activacién transcripcional de genes necesarios para la sintesis del ADN. Los
principales mediadores de este efecto son los inhibidores de Cdks.

Los inhibidores de Cdks estan divididos en dos familias: la familia CIP/KIP, que
incluye a p21 y p27 y la familia INK4, que incluye las proteinas p15y p16. Ambas
familias difieren en su estructura, mecanismo de accién y especificidad (Figura
1.11).
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Figura 1.11: Inhibidores de quinasas de ciclinas en el ciclo celular
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Se muestran los puntos del ciclo celular regulados por los miembros de las familias INK4 y
CIP/KIP. Adaptado de: Galderisi y col, 2003

Los componentes de la familia INK4 interactian previniendo la formacion
especifica de complejos ciclina/Cdk e inhiben la actividad de Cdk4 y Cdk6, ambos
involucrados en el control de la fase Gi. Como consecuencia de esto, se inhibe la
fosforilacién de Rb, que lleva a la inhibiciéon de la transcripcion de una variedad
de proteinas necesarias para la progresion de Gy a S y para la replicacién del
ADN, incluyendo las ciclinas E y A (Mirzayans y col, 2012b).

El componente mas importante de la familia es p16, que se encuentra mutado en
muchas neoplasias. Ademas de su rol como inhibidor del ciclo celular, existen
numerosos reportes que involucran a p16 en otros roles dentro de la célula.
Participa en los procesos de angiogénesis, invasion tumoral, diseminacién celular
y apoptosis, entre otros, mediante la regulacién negativa de la transcripcién de

diversos genes implicados en estos procesos (Mirzayans y col, 2012b).
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A diferencia de p16, la expresion de p15 se induce cuando las células estan
expuestas a TGF-B y es esencial en la regulacion de los efectos inhibitorios del
ciclo celular de esta citoquina (Hannon y Beach, 1996). Es importante destacar
que se ha reportado el silenciamiento transcripcional de p15, por metilaciéon de su
promotor, en leucemias mieloides y linfoblasticas, mielomas mdltiples y linfomas
(Hayslip y Montero, 2006). El silenciamiento transcripcional de genes supresores
de tumores, asociado a la metilacion del ADN, es un evento epigenético comun en
las neoplasias hematolégicas.

Los miembros de la familia CIP/KIP también interactuan e inhiben la actividad de
los complejos Cdk/ciclinas.

Cuando hay dafno al ADN se genera un aumento en la concentracién y actividad
de la proteina p53, que promueve la transcripcion de p21. Como consecuencia,
p21 bloquea el ciclo celular en la transicion G1/S, a través de la unién con los
complejos Cdk4/ciclina D y Cdk2/ciclina E. Este freno del ciclo celular permite a la
célula reparar el ADN danado antes de la replicacion. A su vez, p21 también
ejerce su efecto sobre el ciclo celular mediante la inhibicion del antigeno nuclear
de proliferacién celular (PCNA) y la degradacién de Rb (Mirzayans y col, 2012).
p21 inhibe también a la ciclina B1, regulando de esta manera también la transicién
de Gz a S (Mirzayans y col, 2012). Se ha visto in vitro que la deplecién de HTs
inhibe la proliferacion de células de glioblastoma mediante el arresto de las
células en Gy, como resultado de la induccién de p21 (Toms y col, 1998).

La proteina p27, por su parte, juega un rol crucial en la comunicacién entre las
sefiales extracelulares de regulacion del crecimiento celular y la progresion o
salida del ciclo celular. En respuesta a diversas sefiales tanto intra- como
extracelulares, p27 se une a Cdk2, que es la quinasa predominante para la
progresién entre la fase Gy y S, y asi evita los eventos replicativos sucesivos,
llevando al arresto en G1 (He y col, 2012).

1.2.3.1.3. Genes supresores tumorales

Los genes supresores tumorales son genes fundamentales en la regulacién del

ciclo celular. Su rol principal es inhibir el ciclo frente a condiciones celulares
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adversas e impedir la proliferacibn excesiva. Estos genes se encuentran
frecuentemente mutados en diversos tipos de tumores. Algunos de los genes
supresores tumorales que se encuentran mas frecuentemente mutados en
linfomas son p53, Rb y PTEN (Nagai y col, 2002; Murakami y Tanaka, 1991), que

seran brevemente descriptos a continuacion.

En su publicacion en la revista Nature, Lane (1992) denominé a la proteina p53
como “guardian del genoma’. Esto se debe a que frente a situaciones de hipoxia,
estrés del reticulo endoplasmatico, agentes que dafien al ADN, disfuncién de los
microtubulos, acortamiento de los telémeros, estrés oxidativo o la activacion de
oncogenes, se activa p53, que a su vez activa otras proteinas efectoras que
evitan el desarrollo de neoplasias. Como ya mencionamos anteriormente, p53
puede activar la transcripcién de proteinas que frenan el ciclo celular, como p21.
También regula la expresion de proteinas que regulan la apoptosis, entre las que
se encuentra Bax, que es regulada tanto directa como transcripcionalmente de
forma positiva por p53 (Chipuk y col, 2004). Regula también proteinas
involucradas en la angiogénesis, como VEGF, que es inhibida por p53
(Ghahremani y col, 2013). Se demuestra claramente la importancia de esta
proteina como supresora tumoral en datos clinicos, donde se observdé que mas
del 50% de los tumores humanos presentan mutaciones en el gen de p53. En el
caso de los linfomas este nimero es un poco menor, de aproximadamente 30%
(Soussi, 2001).

Como ya mencionamos previamente, cuando el Rb es fosforilado por los
complejos ciclinas/Cdks, se frena la progresion del ciclo celular entre las fases Gj
y S, mediante la inhibicién de los factores de transcripcion E2F. EI Rb también
realiza un control no transcripcional del ciclo celular, mediante la estabilizacion de
p27. Ademds del control del ciclo celular en G4, Rb tiene acciones sobre otras
funciones celulares, que incluyen la diferenciacién celular, mediante el control de
la transcripcion de las proteinas involucradas (Lipinski y Jacks, 1993), la
interaccién con enzimas remodeladoras de la cromatina, con lo que regula la
expresion global de genes (Harbour y Dean, 2000) y el control de la estabilidad
gendmica (Hernando y col, 2004).
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El PTEN es la fosfatasa del fosfatidilinositol (3, 4, 5)-trifosfato (PIP3). Regula
negativamente los niveles intracelulares del PIP3 y la cascada de sefalizacion
Akt/PKB. Por lo tanto, es un regulador de la homeostasis celular y también esta
relacionado con la regulacion de diversas funciones celulares basicas, entre las
que se encuentran la migracion celular y la quimiotaxis (Sulis y Parsons, 2003).
Se lo considera un gen supresor de tumores, ya que se ha reportado su mutacion
en un numero significativo de canceres de mama y de préstata, en carcinomas de
endometrio, glioblastomas, algunos melanomas y en linfomas no-Hodgkin (Sakai
y col, 1998).

1.2.3.2. Angiogénesis

La angiogénesis es el proceso por el cual se forman nuevos vasos sanguineos a
partir de la vasculatura normal preexistente. Esto ocurre en diferentes tejidos
frente a condiciones fisiolégicas (embriogénesis, reparacion de heridas) y
patoldgicas (enfermedades inflamatorias, cancer). La angiogénesis esta regulada
por un balance delicado de sefnales paracrinas, que incluyen citoquinas
proinflamatorias y factores de crecimiento. Estas promueven y regulan la
proliferacidon y migracion de células endoteliales, remodelado de la matriz
extracelular, reclutamiento de pericitos y la estabilizacién de los nuevos vasos.
Entre las moléculas mas importantes en cuanto a su efecto regulatorio sobre la
angiogénesis, se encuentran las angiopoyetinas (Ang-1 y Ang-2), la familia del
receptor de tirosina quinasas Tie-2, el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) (Figueroa-Vega y col,
2009).

El crecimiento tumoral, la invasién y la formacidén de metéstasis estan fuertemente
relacionados con la angiogénesis. Los nuevos vasos formados promueven el
crecimiento tumoral, ya que facilitan la llegada de oxigeno y nutrientes y permiten
la remocion de catabolitos. El proceso de angiogénesis consiste en una serie de
pasos regulados, que se muestran en la Figura 1.12.

Las células tumorales secretan factores proangiogénicos, principalmente VEGF y
FGF, activando a las células endoteliales que conforman capilares cercanos a la

zona donde se generd la neoplasia. Como consecuencia, éstas comienzan a

42



Introduccién

secretar metaloproteasas de matriz (MMPs), con el fin de degradar la matriz
extracelular y migrar hacia el estimulo. Alli, las células endoteliales proliferan y
generan brotes vasculares. Estos dan lugar finalmente al desarrollo de una red
circulatoria funcional con el posicionamiento perivascular de células de soporte,

como los pericitos (Risau, 1997).

Figura 1.12: Proceso de angiogénesis tumoral
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Célula endotelial Membrana basal

(1) En los tumores recientemente formados se genera hipoxia, que lleva a la activacién de genes
proangiogénicos como el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEFG) o el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF). (2) La secrecién de estos factores activa células endoteliales de
capilares cercanos preexistentes, que producen metaloproteasas de matriz (MMPs) para romper la
matriz extracelular y poder migrar hacia el estimulo. (3) Las células endoteliales proliferan y
forman brotes vasculares. (4) Luego de la formacién de una nueva matriz extracellular y una nueva
membrana basal, el nuevo vaso sanguineo esta disponible para la oxigenacién del tejido y la
eliminacién de desechos. Adaptado de: Weiss y col, 2012.

Los estudios realizados sobre la modulacién de la angiogénesis por el estado
tiroideo arrojaron resultados muy diversos. Por un lado, la endostatina, un
inhibidor natural de la angiogénesis, se vio aumentada en sueros de pacientes
hipertiroideos y disminuida en pacientes hipotiroideos (Kucharz y col, 2003). Sin
embargo, se han encontrado niveles séricos aumentados de moléculas
proangiogénicas, como Tie-2 y Ang-2, en pacientes con la enfermedad de Graves,
lo cual fue revertido por el tratamiento con agentes antitiroideos (Figueroa-Vega y
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col, 2009). Experimentos realizados in vitro demuestran un efecto positivo de la
T4 en la induccidn de la angiogénesis, que seria mediado por la via no gendmica
de accion de estas hormonas (Bergh y col, 2005).

1.2.3.3. Mecanismo de apoptosis celular

Como vimos previamente, la evasion de la apoptosis es una de las caracteristicas
principales de un proceso tumoral. Defectos en los factores que inducen la
apoptosis pueden eventualmente llevar a la expansién de células neoplasicas. La
resistencia a la apoptosis puede también aumentar el escape de las células

tumorales de la vigilancia del sistema inmune.

Existen dos vias alternativas para el inicio de la apoptosis, una es mediada por
receptores de muerte sobre la superficie celular, comunmente llamada via
extrinseca, y la otra es mediada por la mitocondria, la via intrinseca (Figura 1.13).
Ambas vias convergen en la activacion de caspasas, que clivan sustratos
celulares y llevan a cambios bioquimicos y morfolégicos, caracteristicos de la

apoptosis.

Los miembros de la familia de las caspasas comparten dos caracteristicas claves:
son sintetizados como proenzimas y activados por clivaje por otras caspasas
originando una cascada de eventos proteoliticos. Los 14 miembros de la familia
de las caspasas se dividen en: caspasas ejecutoras, encargadas de clivar
sustratos particulares que llevan a la apoptosis; y caspasas iniciadoras, que
actuan rio arriba, activando proteoliticamente a las caspasas ejecutoras. Las
caspasas iniciadoras se activan por autoprotedlisis; entre ellas se encuentran las
caspasas 2, 8 y 9. Entre las caspasas ejecutoras, la mas estudiada es la caspasa
3, responsable del clivaje del regulador de p21 y de la endonucleasa dependiente
de Ca/Mg. Esta ultima al activarse corta el ADN en fragmentos nucleosomales.

Las células que entran en el proceso de apoptosis sufren una serie de cambios
morfolégicos comunes. Estos cambios incluyen la separacién de la célula de sus
vecinas, alteraciones de las membranas celulares con aumento de la
permeabilidad y ampollado (blebbing), densidad celular aumentada, compactacion

y segregacion de la cromatina nuclear. Posterior a la condensacion de la
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cromatina, el ndcleo se fragmenta y se forman los cuerpos apoptéticos que son
eliminados al entorno extracelular, donde son endocitados por células fagociticas,
lo que evita la lesién y la consiguiente respuesta inflamatoria.

Figura 1.13: Mecanismos de induccién de apoptosis celular
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Via extrinseca y la via intrinseca de apoptosis celular. En la primera, ligandos especificos se unen
a receptores de muerte, existe activacion de caspasas iniciadoras que activan por protedlisis a las
efectoras; en la segunda via el estimulo apoptético provoca dafios a nivel mitocondrial con
liberaciéon de citocromo c y activacion de caspasas iniciadoras y efectoras. Ambas vias conducen a
la muerte celular por la actividad proteolitica de las caspasas sobre sustratos especificos.
Adaptado de: Coto (2007).

En la via intrinseca, los estimulos apoptéticos inducen darios a nivel mitocondrial,
tales como la pérdida del potencial de membrana (despolarizacién), con la
consecuente alteraciéon del funcionamiento de la cadena respiratoria mitocondrial,
la liberacién de calcio y de citocromo c. La salida del citocromo ¢ desde el espacio

intermembrana mitocondrial hacia el citosol activa la cascada proteolitica de
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caspasas. El citocromo ¢ se une a Apaf-1 y permite que esta proteina reclute
caspasa 9. Esta ultima es activada por clivaje y procesa a las caspasas efectoras
provocando la fragmentacion del nucleo celular (Slee y col, 1999).

La integridad mitocondrial esta regulada por la familia de proteinas Bcl-2. Por un
lado, las proteinas antiapoptéticas como Bcl-xL previenen la despolarizacion de la
membrana interna mitocondrial inhibiendo la liberacibn de citocromo c.
Adicionalmente Bcl-2 forma un complejo con Apaf-1, proteina que se une al
citocromo ¢ durante la induccién de la apoptosis, impidiendo su accién. Por otro
lado, Bad y Bax son proteinas proapoptoticas que se unen a la membrana externa
mitocondrial formando poros. Este hecho altera la permeabilidad de la membrana
mitocondrial, desestabilizandola, generando una reduccion de su potencial redox
y permitiendo la salida del citocromo ¢ hacia el citosol. El balance entre la
expresion de proteinas proapoptéticas y antiapoptéticas determina la induccién o

no de la apoptosis celular.

1.3. Inmunidad

Como mencionamos previamente, una de las caracteristicas comunes a la
mayoria de los procesos tumorales es la inflamacion (Mantovani, 2009). En
algunos tipos de cancer, el proceso inflamatorio se presenta previamente a la
transformacién maligna, mientras que, en otros casos, el cambio oncogénico
induce un microambiente inflamatorio que promueve el desarrollo del tumor
(Montovani y col, 2008). Independientemente de su origen, este proceso puede
contribuir a la formacion de neoplasias mediante la liberacion de moléculas
bioactivas en el microambiente tumoral, que incluyen factores de crecimiento que
mantienen la senalizacion proliferativa, factores de supervivencia que evitan la
muerte celular, factores proangiogénicos y enzimas de remodelado de la matriz
extracelular (Hanahan y Weinberg, 2011). Esto contribuye a la proliferacion y a la
supervivencia de las células malignas, promueve la angiogénesis y la metastasis,
altera la respuesta inmune adaptativa y las respuestas a las hormonas y agentes

quimioterapéuticos.
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Sin embargo, el sistema inmune, a través de la inmunovigilancia tumoral, es
responsable de la eliminacion de la mayoria de las células tumorales incipientes.
Ademads evita la progresion de tumores en fase tardia y la formacion de
micrometastasis (Hanahan y Weinberg, 2011).

1.3.1. Inmunidad Antitumoral

El concepto de inmunovigilancia tumoral fue propuesto por Sir Macfarlane Burnett
y Lewis Thomas en 1957, pero no fue tenido en cuenta por muchos anos, debido
a la falta de evidencias experimentales. Sin embargo, hoy se sabe que una
efectiva vigilancia tumoral por el sistema inmune es critica para mantener la

homeostasis del individuo.

El microambiente tumoral esta compuesto por células tumorales, tejido estromal y
matriz extracelular. El sistema inmune es un componente muy importante del
microambiente tumoral. En las ultimas décadas se ha estudiado exhaustivamente
la compleja interrelacion entre las células tumorales y la respuesta inmune del
huésped. Se han relacionado varias deficiencias inmunoldgicas con un aumento
en el desarrollo tumoral, tanto en humanos como en modelos murinos. En
pacientes con tratamientos inmunosupresores prolongados, asi como también en
modelos animales con modificaciones genéticas que comprometen las funciones
inmunes, se ha observado un incremento en la aparicién de tumores (Dunn y col,
2002). El sistema inmune es capaz de identificar y eliminar células tumorales en
base a la expresion de antigenos tumorales especificos o0 de moléculas inducidas
por el estrés celular.

La inmunovigilancia, o inmunoedicion, como se la denomina actualmente, consta
de tres fases: la eliminacién, el equilibrio y el escape (Figura 1.14). En la fase de
eliminacion el sistema inmune detecta y elimina células tumorales que se
desarrollan por fallas en sus mecanismos intrinsecos de supresion tumoral. La
eliminacién puede ser completa, cuando no queda ninguna célula tumoral, o
incompleta, cuando sélo una porcién de las células fue eliminada. En este ultimo
caso, las células tumorales ingresan a una fase de equilibrio, donde siguen
evolucionando y acumulando cambios que modulan la expresién de antigenos

tumorales. En esta fase, el sistema inmune continta actuando y eliminando los
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clones tumorales susceptibles. Sin embargo, pueden aparecer variantes celulares
capaces de resistir, evitar o suprimir la respuesta inmune, llevando a la fase de
escape. Durante esta fase el sistema inmune no es capaz de contener el
crecimiento tumoral, por o que se genera un crecimiento progresivo del tumor
(Swann y Smyth, 2007).

Figura 1.14: Supresion tumoral extrinseca por el sistema inmune
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Las células transformadas que escaparon al control intrinseco son objeto de mecanismos
extrinsecos de supresion tumoral, que detectan y eliminan los tumores en desarrollo antes de que
sean clinicamente visibles, mediante la inmunoedicién. Esta consta de tres fases: eliminacion,
equilibrio y escape. DR5, receptor de muerte 5; IDO, indolamina 2,3-dioxigenasa; MICA/B,
antigenos relacionados a CMH clase | A y B; RAE1, transcripto temprano de &cido retinoico 1;
sMICA/B, MICA/B soluble; ULBP, proteina de uniéon a UL16. Adaptado de Swann y Smith, 2007.

Como se puede observar en la Figura 1.14, son varios los componentes del
sistema inmune que intervienen en el proceso de inmunoedicion. A modo de
resumen, las células del sistema inmune que participan en la inmunidad

antitumoral son:
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> Linfocitos T CD8" efectores citotoxicos

> Linfocitos T CD4" colaboradores (Th1y Th2)

> Células citotoxicas naturales (NK)

> Células NKT

> Linfocitos B

> Macréfagos

» Linfocitos T regulatorios (Tregs)

> Células supresoras de origen mieloide (MDSC)

La participacion de cada uno de estos componentes del sistema inmune se detalla

a continuacion.
1.4.1.1. Linfocitos T citotoxicos

Uno de los principales mecanismos de inmunidad antitumoral es la destruccion de
las células tumorales por los linfocitos T citotdéxicos (CTL) CD8". Los CTL
especificos de tumores desempefian una funcion de vigilancia reconociendo y
destruyendo las células con potencial maligno que expresan péptidos derivados
de proteinas celulares mutantes o de proteinas de virus oncogénicos que son
presentadas en asociaciéon con moléculas de clase | del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH-I). Cuando reconocen un péptido extrano, se activan y
producen perforinas (proteinas formadoras de poros), granzimas, esterasas de
serinas e IFN-y o TNF-q; (Figura 1.15), que llevan a la destruccién de la célula
tumoral. (Mitra y col, 2003)

Se ha visto recientemente que los CTL son muy importantes en el microambiente
tumoral. Numerosos estudios realizados en biopsias de pacientes con melanoma,
cancer de ovario, carcinoma renal, cancer de vejiga y otros tumores, indican que
los tumores sélidos que presentan un infiltrado tumoral (TIL) con mayor

proporcién de CD8" tienen un mejor pronéstico (Hadrup y col, 2013).
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Figura 1.15: Respuesta de los linfocitos T citotéxicos (CTL) frente a células
tumorales
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Los CTLs interactian con las células tumorales a través de la unién del receptor de células T
(TCR) al péptido tumoral expresado junto con moléculas de clase | del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) en la superficie tumoral. La interaccién también incluye la unién de
moléculas de adhesién, como la molécula de adhesion intracelular (ICAM-1) con el antigeno
asociado a la funcién leucocitaria 1 (LFA-1) y Fas (CD95) con Fas ligando (CD95L). La destruccion
de la célula tumoral es mediada por la liberacion de perforinas, esterasas de serinas, interferon y
(IFN-y), granzima B y/o el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) por los CTLs. Adaptado de Mitra y
col, 2008.

1.4.1.2. Linfocitos T colaboradores

Las células T colaboradoras CD4" también participan en la inmunidad antitumoral,
y son activadas por células presentadoras de antigenos (APCs) que internalizan
los antigenos tumorales y los expresan en el contexto de moléculas del CMH-II.
Los linfocitos Th1 son de particular interés en la respuesta inmune antitumoral, ya
que secretan principalmente IFN-y, TNF-a e IL-2, citoquinas que activan a los
CTLs, a las células NK y a los macréfagos (Figura 1.16). La secrecién de TNF-a y
de IFN-y por las células Th1 no sélo facilita la activacion de los CTL, sino que
también induce un aumento de la expresion de moléculas del CMH de clase | por
las células tumorales, lo que las hace mas susceptibles a la lisis por los CTL. El
IFN-y secretado podria también activar a los macréfagos, que fagocitan también a

las células tumorales (Mitra y col, 2003).
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Figura 1.16: Respuesta de los linfocitos T colaboradores frente a células

tumorales
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Las células presentadoras de antigenos (APCs), como los macréfagos y las células dendriticas,
fagocitan a las células tumorales y presentan los antigenos en el contexto de moléculas del CMH
de clase Il, que interactian con el receptor de células T (TCR) de las células Th. Estas responden
secretando citoquinas, que activan otras células inmunes, como células NK y CTL. Los
macrofagos también secretan moléculas liticas y TNF-a. Las células dendriticas también secretan
IL-12, TNF-a y NO,. Adaptado de Mitra y col, 2003

Las células T colaboradoras pueden tener también un efecto antitumoral directo a
través de la secrecion de citoquinas como TNF-a o mediante la accién sobre las
células tumorales a través del ligando relacionado con TNF inductor de apoptosis
(TRAIL) o via Fas/FasL. Sin embargo, su efecto antitumoral més importante es
ejercido al favorecer la activacién de los CTLs. Las células Th activadas expresan
transientemente CD40L, el que interactia con el CD40 en la superficie de las
células dendriticas, activandolas e incrementando la expresion de moléculas de
CMH y moléculas co-estimulatorias. Esto resulta en el aumento de la produccién
de citoquinas indispensables para las respuestas de CTLs, tales como la IL-12.
Una vez que se generan CTLs efectores, éstos son capaces de reconocer y
destruir las células tumorales sin necesidad de co-estimulacion (Kennedy y Celis,
2008).
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1.4.1.3. Células NK

El componente antitumoral mas importante en la inmunidad innata esta
constituido por las células NK. Estas células tienen la capacidad de producir IFN-y
y de esta manera colaboran también en la activacion de la inmunidad adaptativa.
Sin embargo, su caracteristica mas importante es su capacidad de distinguir a las
células “estresadas” (células tumorales, células infectadas con algun virus o
dafnadas por agentes fisicos o quimicos) de aquellas que son normales. Reciben
su nombre porque son células capaces de “matar” a las células que reconocen

como extranas.

Las células NK presentan una gran variedad de receptores que les permiten
detectar sus blancos celulares, protegiendo a las células normales. Estos incluyen
receptores inhibitorios, activadores, de adhesion y receptores de citoquinas. El
reconocimiento del CMH-| suministra sefales inhibitorias que impiden que estas
células se activen frente a células propias. Las células tumorales frecuentemente
presentan una baja o nula expresion del CMH-I, por lo que pueden ser
reconocidas por las células NK. Ademas de los receptores inhibitorios, las células
NK también estan equipadas con receptores activadores, entre los que se destaca
NKG2D. Existen varios ligandos para este receptor, que son proteinas inducidas
por estrés y son generalmente expresadas por células tumorales. Es el balance
entre la activacion de receptores activadores o inhibidores lo que determina la
respuesta o no de la célula NK (Vivier y col, 2012; Figura 1.17).

Una vez activadas, las células NK liberan perforinas, que generan poros en la
membrana plasmatica de la célula blanco, y granzimas que ingresan a través de

esos poros e inducen la apoptosis o la lisis osmética de la célula.

Las células NK pueden ser activadas también como consecuencia del estimulo
recibido por citoquinas secretadas por macréfagos o células dendriticas, como IL-
2, IL-10, IL-15, IL-18, IL-21, IL-23 y los interferones a/f. Esto induce la secrecion
de IFN-y, que lleva a la generacion de CTLs y a la diferenciacion de células T
hacia un perfil Th1 (Zwirner y col, 2007)
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Figura 1.17: Reconocimiento de células tumorales por las células NK
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(A) Las céluas NK son tolerantes a las células sanas del huésped, ya que la fuerza de las senales
activadoras que reciben cuando encuentran este tipo de células es enmascarda por la activacion
de receptores inhibitorios. (B) frecuentemente las células tumorales pierden la expresién de
moléculas CMH-I1, por lo que las células NK se activan en respuesta a ellas, ya que no hay mas
enmascaramiento por CMH-I de las sefales activadoras. (C) Las células “estresadas” activan a las
NK, ya que aumentan la expresion de ligandos activadores. En ambos casos, la activacion de las
células NK lleva a la eliminacion directa del tumor (mediante la citotoxicidad mediada por NK) o
indirecta (por la produccién de citoquinas pro-inflamatorias, como IFN-y). Adaptado de Vivier y col,
2012.

1.4.1.4. Células NKT

Las células NKT son un subtipo de células T regulatorias involucradas en
diferentes procesos patolégicos que incluyen la autoinmunidad, la proteccidon
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contra tumores e infecciones bacterianas. Su activacidén resulta en citoxicidad,
proliferacion, y produccion rapida de citoquinas que activan subsecuentemente
varias células inmunes incluyendo células NK, dendriticas, linfocitos By T. Tienen
la capacidad de producir tanto citoquinas Th1 como Th2, asi como la de modular
la produccion de las mismas por otras células inmunocompetentes. Estas células
similares a las de la inmunidad innata, comparten ademas caracteristicas de
aquellas de la inmunidad adaptativa. Reconocen glicolipidos en el contexto de
moléculas atipicas del CMH, a saber el CD1d. La lista de glicolipidos capaces de
inducir la activacion de células NKT esta en constante crecimiento e incluye
antigenos bacterianos diversos y glicolipidos expresados endégenamente (Joyce
y col, 2011). Frecuentemente cumplen funciones opuestas, tanto efectoras como
regulatorias que dependen del antigeno involucrado en su induccion. Asi, esta
interaccién puede estar asociada a una alta polarizacién de tipo Th1 y por ende
generar fuertes respuestas antitumorales. (Terabe y Berzofsky, 2008; Aspeslagh y
col, 2013).

1.4.1.5. Linfocitos B

El rol de los linfocitos B en la inmunidad antitumoral fue poco estudiado y aun no
se tienen resultados definitivos. Sin embargo es claro que estas células cumplen
un rol importante en estos procesos y se ha visto en ratones depletados de

células B un incremento en el crecimiento de tumores (Di Lillo y col, 2010).

Se han descripto diferentes formas de accién de los linfocitos B frente a la
presencia de células tumorales (Figura 1.18). Los linfocitos B pueden inducir la
regresion tumoral mediante un efecto citotoxico directo sobre las células
tumorales, aunque se desconoce aun su mecanismo de accién. Las células B
también actian como APCs, induciendo la respuesta de células T. Sin embargo,
el rol mas conocido de los linfocitos B es la destruccion de la célula tumoral por la
produccién de anticuerpos especificos. Esta puede ser mediada por células, entre
las que se encuentran las células NK, neutréfilos, células T o macréfagos, o
dependiente de complemento (Namm y col, 2012).



Introduccién

Figura 1.18: Respuestas de los linfocitos B frente a células tumorales
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Los linfocitos B se activan por el reconocimiento de antigenos tumorales. Esta activacion
desencadena distintas respuestas, entre las que se encuentra la producciéon de anticuerpos anti-
tumorales, la diferenciacion en células B regulatorias (Breg), la lisis de las células tumorales en
forma directa o la presentacion antigénica a CTLs, que lleva a la activaciéon de estas Gltimas y a la
lisis del tumor. CpG, citosina fosfodiester guanina oligodeoxinucleétidos; LPS, lipopolisacaridos;
anti-CD40, anticuerpo monoclonal anti-CD40; ADCC, citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos; CDC, citotoxicidad dependiente de complemento. Adaptado de: Namm y col, 2012.

Recientemente se ha descubierto una subpoblacion de linfocitos B, productora de
IL-10, que actuaria como inmunosupresora, las células B regulatorias (Breg). Se
han descripto dos mecanismos de accién distintos para las mismas. Schioppa y
col (2011) proponen que, mediante la secrecion de IL-10, las células Breg inhiben
la capacidad de las células CD8" de secretar IFN-y frente a un estimulo tumoral.
Por otra parte, los resultados obtenidos por Olhanud y col (2011) indican que las
Breg inducen la diferenciacién de las células T CD4" en células Treg, mediante la
produccién de TGF-B y el contacto célula-célula. Ambos mecanismos llevan
finalmente a la inhibicién de la citotoxicidad mediada por células T CD8" (Balkwill
y col, 2012).
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1.4.1.6. Macrofagos

Los macréfagos tienen diversas funciones en la inmunidad antitumoral, que
dependen del microambiente en el que se encuentran. En general, los
macréfagos aislados de tumores presentan un fenotipo del tipo M2, secretan
bajos niveles de IL-12 y altos niveles de IL-10. Son macréfagos que no producen
especies reactivas de nitrdgeno, tienen una baja capacidad presentadora y
citolitica y producen altos niveles de factores proangiogénicos, metaloproteasas y
catepsinas. Debido a esto, contribuyen a la inestabilidad genémica, regulacién de
la senescencia, promocién de la angiogénesis, remodelacion de la matriz
extracelular y promocién de la invasion y la metéstasis (Biswas y Mantovani,
2010). Sin embargo, también se han detectado en algunos tipos de tumores,
macréfagos con fenotipo del tipo M1, que liberan factores antiangiogénicos y
tienen la capacidad de lisar los tejidos y células tumorales mediante la liberacion
de enzimas lisosémicas, intermediarios reactivos de oxigeno y 6xido nitrico. Una
vez activados, producen citoquinas como TNF-a, que pueden destruir tumores
mediante efectos toxicos directos, y de forma indirecta por sus efectos sobre las
vasculatura tumoral (Abbas y col, 2000; Lamagna y col, 2006).

1.4.1.7. Linfocitos T regulatorios (Tregs)

Los linfocitos T regulatorios CD4"CD25" (Tregs) fueron identificados por
Sakaguchi y col (1995) como un subtipo natural de linfocitos T CD4"
(aproximadamente 5-10% de los linfocitos T presentes en sangre periférica) que
constitutivamente expresan la molécula CD25 y que suprimen respuestas de
linfocitos T efectores (CD4* y CD8") in vivo. Se ha sugerido al factor de
transcripcion forkhead box P3 (FoxP3) como un marcador intracelular confiable de
estas células. En pacientes con diferentes tipos de tumores, entre los que se
destacan los de pulmén, pancreas, mama, ovario y piel, se encontré6 un niamero
incrementado de células CD4"CD25"FoxP3" tanto en circulacion como en

infiltrados peri- e intratumorales (llarregui y col, 2007).
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Figura 1.19: Supresion de la inmunidad antitumoral mediada por Tregs
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(A) Mecanismos de inmunosupresion mediados por el contacto célula-célula de las Tregs con
diferentes células del sistema inmune, particularmente células CTL, NK y APCs. (B) Las células
Tregs liberan citoquinas y otras moléculas que inhiben la actividad de células CTL, NK y APCs.
Adaptado de: Mougiakakos y col, 2010.

Se conocen diferentes mecanismos a través de los cuales las células Treg
median su actividad inmunosupresora (Mougiakakos vy col, 2010; Figura 1.19). El
primer mecanismo descripto fue la inmunosupresién mediada por el contacto
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célula-célula. Las Tregs interactian con células T efectoras y NK a través de un
TGF-B de membrana y por medio de “inyecciones” de AMPc. Mediante otros
factores de membrana también interactdan con APCs, lo que lleva a la atenuacion
de la co-estimulacion y la presentacidon antigénica y al aumento de la actividad de
indolamina (IDO), que tiene un impacto negativo sobre las células T (Figura 1.19
A).

Las Tregs también secretan factores solubles como galectina-1 y prostanglandina
E2 (Figura 1.19 B), que suprimen la actividad de células T efectoras y NK, o
factores como perforinas y granzimas, que inducen la muerte celular de las
mismas. Sobre la superficie celular, las Tregs presentan ectoenzimas (CD39,
CD73), que median la metabolizacién del ATP a adenosina, un potencial supresor
de células T (Antonioli y col, 2013). Adicionalmente, la actividad de APCs también
es inhibida por factores solubles secretados por Tregs, como IL-10 y TGF-
soluble (André y col, 2009).

1.4.1.8. Células supresoras de origen mieloide

Las células supresoras de origen mieloide (MDSC) constituyen una poblacién
heterogénea de células mieloides inmaduras compuesta por macréfagos,
granulocitos, DCs y otras poblaciones de origen mieloide en estadios tempranos
de diferenciacion, que ejercen una actividad inmunosupresora en el
microambiente tumoral. En ratones, las MDSC se definen como células con un
fenotipo Gr-1" CD11b" que se acumulan en el bazo, y en algunos casos en
ganglios linfaticos de animales portadores de tumor.

Las MDSC expresan tenores normales de CMH-I, pero niveles significativamente
reducidos de CMH-II y de moléculas co-estimulatorias. La actividad funcional de
las MDSC se manifiesta a través de su capacidad de inhibir la produccién de IFN-
y por linfocitos T CD8" en respuesta a péptidos provenientes de antigenos
tumorales presentados en la superficie de las MDSC (llarregui y col, 2007; Figura
1.20). Este efecto depende de la expresiéon de CMH-1 por las MDSC y requiere del
contacto célula-célula o de la combinacion de mediadores como iINOS, ARGH1,
ciclooxigenasa 2, prostaglandina E2, TGF- e IL-10 (Khaled y col, 2013).
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Figura 1.20: Supresion de la inmunidad antitumoral por MDSC
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La activacion de células T es suprimida por la produccién de arginasa y ROS, la nitracién del TCR,
deprivacion de cisteina y la induccion de células T regulatorias (Tregs). La inmunidad innata es
inhibida por la regulacién negativa de la IL-12 producida por macréfagos, el aumento de la IL-10
producida por MDSC y la supresion de la citotoxicidad mediada por NK. La presentacion
antigénica es limitada por la expansién de MDSC a expensas de las células dendriticas. Adaptado
de: Rosenberg y Sinha, 2009.

La subpoblacién de células MDSC Gr-1* CD115", ademas de ser capaz de inhibir
in vitro la proliferacién de linfocitos T, promueve la expansién de células T
regulatorias CD4*CD25"FoxP3" (Tregs) in vivo (Huang y col, 2006). Se sabe
también que las MDSC regulan la actividad de las células NK, pero los resultados
obtenidos hasta el momento son controversiales. Algunos estudios demostraron
que las MDSC inhiben la actividad citotdxica de las células NK y su produccién de
IFN-y, mediante el bloqueo del receptor NKG2D, necesario para su activaciéon. Sin
embargo, otros estudios demuestran que las MDSC expresan Rae-1, el ligando
de NKG2D, y por lo tanto, las activan (Ostrand-Rosenberg y Sinha, 2009).
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1.4.2. Antecedentes que senalan interacciones entre el eje tiroideo y el

sistema inmune

Las interacciones entre las hormonas del eje tiroideo y el sistema inmune han sido
principalmente  sustentadas por la presencia de TRs en células
inmunocompetentes y por las alteraciones de la inmunidad frecuentemente
observadas durante las fluctuaciones fisioldgicas o patolégicas de las HTs (Fabris
y col, 1995; Stagi y col, 2005).

Tanto el hipotiroidismo en humanos como el inducido experimentalmente en
roedores reducen la actividad timica, efectos que se revierten mediante el
tratamiento con HTs (Fabris y col, 1995). Adicionalmente, se ha demostrado que
el hipotiroidismo experimental produce la involucion del bazo y de los ganglios
linfaticos y deprime las respuestas inmunes humoral y celular (Chaterjee vy
Chandel, 1983; Ohashi e Itoh, 1994). Se ha descripto en humanos, tanto la
supresion de la inmunidad mediada por células en el hipotiroidismo severo, como
también el restablecimiento de la funcién linfocitaria durante el gradual retorno al
estado eutiroideo (Schoenfeld y col, 1995). Respecto a los efectos del
hipertiroidismo sobre las respuestas celular y humoral la situacidén no es tan clara.
En este sentido, se ha observado tanto el aumento como la reduccién de las
respuestas primarias de anticuerpos (Fabris y col, 1995) asi como también de la

proliferacion linfocitaria T o B (Chaterjee y Chandel, 1983).

Estudios realizados en nuestro laboratorio en modelos murinos demostraron que
los linfocitos B y T de ratones hipertiroideos presentan una mayor proliferacion
inducida por mitbgenos o por antigenos en comparacion con animales eutiroideos,
lo cual fue relacionado con un incremento en la sefalizacién intracelular,
principalmente PKC, implicada en la activacién linfocitaria. También se detect6 en
ratones hipertiroideos un incremento en los niveles de citoquinas que son
cruciales en la activacion de células T, principalmente IL-2 e IFN-y luego de una
estimulacién antigeno especifica e IL-6 y TNF-a como resultado de un estimulo
inflamatorio (Klecha y col, 2000 y 2006).

Sin embargo, a pesar de que es muy dificil elucidar los efectos de las hormonas
tiroideas sobre la respuesta inmune en individuos sanos eutiroideos debido a que
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su regulacién es dependiente de un conjunto intrincado de interacciones con
diversas hormonas y factores, un estudio en individuos sanos de edad avanzada
sin patologia tiroidea demuestra que la concentracion de HTs esta asociada
positivamente con marcadores de inflamacion, células de tipo NK, expresion de
IL-6 por monocitos activados, porcentaje de linfocitos T de memoria y aumentada
densidad de receptores para IL-2 en células T (Hodkinson y col, 2009).
Adicionalmente, se encontrd una asociacién negativa entre la concentracién de
HTs y la apoptosis temprana de linfocitos y la relacion entre células T naivey CTL
(Hodkinson y col, 2009). En ratones envejecidos se observaron resultados
similares, indicando que las HTs pueden estar involucradas en una reduccion de
la respuesta inmune con la edad, que puede ser revertida por el tratamiento con
T4 (EI-Shaikh y col, 2006).

En base a las evidencias descriptas arriba, que avalan indiscutiblemente la
existencia de una delicada red de control neuroenddcrino de la funcionalidad
inmune, resulta de suma importancia tener en cuenta su potencial participacion en
enfermedades neoplasicas, incluyendo los sindromes linfoproliferativos (Krueger y
col, 2002).
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2.1. Hipétesis de trabajo

Nuestra hipdtesis de trabajo es que las HTs modulan in vivo el crecimiento y
evolucion de los linfomas T a través de la regulacion del balance entre
proliferacidén y apoptosis, la regulacién de la expresion de proteinas moduladoras
del ciclo celular y de la secrecidn de factores pro- y antiangiogénicos y mediante

la modulacion de la respuesta inmune antitumoral.
2.2. Objetivos
2.2.1. Objetivos generales

Para comprobar la hipotesis arriba mencionada, los objetivos generales de este
trabajo fueron los siguientes:

1. Analizar el efecto in vitro del tratamiento de células del linfoma T EL-4 con
HTs.

2. Evaluar el efecto del estado tiroideo sobre el crecimiento y desarrollo del
linfoma T EL-4 inoculado de forma subcutanea en ratones singeneicos,

evaluando los mecanismos moleculares implicados.

3. Estudiar el efecto del estado tiroideo sobre la respuesta inmune antitumoral
en ratones inoculados con células EL-4.

2.2.2. Objetivos especificos

Para cumplir los objetivos generales planteamos los siguientes objetivos
especificos:

1. Estudiar in vitro el efecto del tratamiento con T4, hormona empleada en los
tratamientos in vivo, sobre las células del linfoma T EL-4, en particular:

a. El efecto del tratamiento con T4 por tiempos cortos sobre la proliferacién
celular, mediante el anadlisis de expresién del antigeno nuclear de

proliferacion celular (PCNA).
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b. El efecto del tratamiento con T4 por tiempos cortos sobre la regulacion del
ciclo celular, mediante el analisis de los niveles de expresion de ciclinas,
inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas y genes supresores
tumorales.

c. El efecto del tratamiento prolongado (mas de 5 dias) con T4 en relacién a
la induccion de la apoptosis, por marcacidon con Anexina/IP y por la
medicidn de la expresion de genes involucrados en estos procesos.

2. En animales eu-, hipo- e hipertiroideos inoculados subcutaneamente con

células EL-4 a fin de obtener tumores sélidos, analizar:

a. El comportamiento bioldégico de dichos tumores analizando la latencia, la
velocidad de crecimiento y el tamano tumoral.

b. La diseminacion tumoral a través de la cuantificacién de las metastasis.

c. La tasa de proliferacién de las células tumorales a través de la expresion
de PCNA vy la cuantificacién de las divisiones celulares en funcién del
tiempo.

d. La expresién de proteinas reguladoras del ciclo celular en los tumores, a fin
de encontrar alteraciones en la regulacién de la progresion y/o arresto del
ciclo celular. Se analizara el perfil de expresién de ciclinas, inhibidores de
quinasas dependientes de ciclinas y genes supresores tumorales.

e. El nivel de apoptosis en los tumores sdélidos a fin de encontrar una posible
correlacién en el balance entre proliferacién/apoptosis y la velocidad de
crecimiento tumoral en los distintos grupos experimentales. Para ello, se
analizarda la expresién de caspasas claves en los procesos apoptéticos.

f. El nivel de angiogénesis y neovascularizacion en los tumores.

g. La expresién de metaloproteasas producidas por las células tumorales con
accion sobre la matriz extracelular MMP2 y MMP9 y de sus inhibidores
tisulares (Timps).

3. En animales normales, hipo- e hipertiroideos inoculados subcutaneamente con

células EL-4 analizar la respuesta inmune antitumoral:



a.

b.

Hipétesis y objetivos

Evaluar el nimero y distribucién de subtipos de células del sistema inmune
en los ganglios drenantes del tumor y realizar la comparaciéon con los
ganglios no drenantes. En particular, evaluar:

i. Distribucion de linfocitos By T (tanto CD4* como CD8")

ii. Porcentaje de células NK

iii. Distribucion de células inmunosupresoras, Treg y MDSC
Cuantificar el infiltrado linfocitario en los tumores y determinar la
distribucién de las subpoblaciones presentes en el mismo.
Evaluar el numero y distribucién de los subtipos de células del sistema
inmune en bazos.
Determinar la actividad de células NK y de los linfocitos T citotoxicos en
bazos.

Estos estudios nos permitieron demostrar la regulacidén ejercida por el estado

tiroideo en el desarrollo y progresion tumoral, evidenciar la participacidon

directa de las HTs sobre el crecimiento del tumor y los mecanismos inmunes

gue contribuyen a la diseminacién de la patologia.
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3.1. Suspensiones celulares y condiciones de cultivo

La linea celular murina EL-4 (American Type Culture Collection—ATCC—, numero
de catalogo TIB-39, gentil donacién del Dr. Norberto Zwirner, IBYME-CONICET)
es un linfoma T, CD3+ que expresa el haplotipo H-2b y Thy-1.2 (CD90) y el
receptor de células TaB. Estos marcadores de superficie fueron testeados

rutinariamente por citometria de flujo con los anticuerpos correspondientes.

Las células fueron cultivadas en una concentracién éptima de 1-5x10° células/ml
en frascos de cultivo T-25 o T-75 (Corning, NY, USA) con medio RPMI 1640
(GIBCO-Life Technologies, Grand Island, NY, USA) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB, GIBCO-Life Technologies), 2mM de glutamina (GIBCO-
Life Technologies), 100 ug/ml de penicilina y 150 ug/ml de estreptomicina
(GIBCO-Life Technologies), en estufa gaseada (Sanyo Electric Co., Osaka,
Japon) a 37°C con 5% de CO.. El medio de cultivo fue renovado cada dos dias

una vez que las células alcanzaron el crecimiento exponencial.

Cuando se indica en los resultados, también se emplearon células EL-4
sincronizadas o quiescentes por deprivacién del SFB en el medio de cultivo
(Barreiro Arcos y col 2011) durante 24 hs.

Las células fueron mantenidas como macrocultivos en frascos de cultivo T-25 o T-
75 (Corning, NY) para la obtencidén de extractos celulares para los ensayos de
Western Blot o para la extraccidon de ARN. Las células fueron cultivadas por
diferentes tiempos en presencia o ausencia de concentraciones fisiolégicas de L-
Tiroxina (T4, 1x107M, SIGMA-Aldrich St. Louis, MO, USA), que fue adicionada al

comienzo del cultivo en los experimentos indicados.
3.2. Ensayos in vitro en células EL-4
3.2.1. Tratamiento con T4 a tiempos cortos

Para los ensayos a tiempos cortos de cultivo, se utilizaron células quiescentes,
previamente mantenidas en medio RPMI con 1% de SFB durante 24 horas. Las
células fueron incubadas con T4 (1x107M) durante 12, 24 o 30 horas en RPMI

con 1 % de SFB. Finalizada la incubacién, las células fueron centrifugadas a 400g
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durante 5 minutos. El pellet obtenido fue congelado a -20°C para realizar
posteriormente la extraccién de proteinas o colocado en Tri-Reagent (Molecular
Research Center, Cincinnati, Ohio, USA) para la extraccién de ARN.

3.2.2. Tratamiento con T4 a tiempos largos

Los tratamientos a tiempos largos de cultivo con T4 fueron realizados con células
EL-4 en crecimiento exponencial. Las mismas fueron incubadas con T4 (1x107M),
durante 5, 12 o 15 dias en RPMI con 10 % de SFB. Finalizado el tiempo de
cultivo, 1x10° células fueron marcadas con Anexina/IP, segln el protocolo que se
describird a continuacién. El resto de las células fueron centrifugadas a 400g
durante 5 minutos. El pellet obtenido fue congelado a -20°C para realizar
posteriormente la extraccion de proteinas o colocado en Tri Reagent para la

extraccion de ARN.
3.2.3. Marcacion con loduro de Propidio y Anexina V-FITC

Las células cultivadas por 5, 12 o 15 dias con T4 (1x107M) fueron lavadas con
PBS y centrifugadas a 400g durante 5 min. El pellet fue resuspendido en 0,1 ml
del buffer de unién a Anexina (HEPES/NaOH 10mM, pH 7,5; NaCl 0,14M; CaCl,
2,5mM) y luego incubado durante 15 min con 5ul de Anexina V-FITC (Sigma-
Aldrich) y 10ul de IP 50ug/ml (Sigma-Aldrich). Las células fueron luego analizadas
por citometria de flujo, detectando la fluorescencia a 580 nm (IP) y 520 nm
(Anexina V-FITC). Mediante el software Flow Jo (Tree Star, Inc., Ashland, OR,
USA) se realizaron, para cada muestra, graficos de dot plot, donde se observa el
porcentaje de células que presenta cada una de las marcas y las que tienen doble
marca. Los resultados se expresan como % de células en cada condiciéon (sin
marca, marcadas con IP, FITC o con ambas marcas) respecto del total de células
analizado (Walsh y col, 1998).

3.2.4. Analisis por RT-PCR en Tiempo Real

A partir de células EL-4 resuspendidas en Tri-Reagent, se realiz6 el protocolo de
extraccion de ARN segun las instrucciones del fabricante. Brevemente, se agregé

cloroformo y luego de una centrifugacién se obtuvo la fase acuosa, a partir de la
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cual el ARN fue precipitado por agregado de isopropanol. Luego de un lavado con

etanol 75%, el precipitado fue resuspendido en agua de calidad mili-Q.

La cuantificacién del ARN obtenido se realizd mediante el Nanodrop 2000
(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA) a través de la medicion de la
absorbancia a 260nm. A fin de detectar posibles contaminaciones, se evalud
también en el Nanodrop la relacién entre las absorbancias a 260 y 280nm. Las
muestras utilizadas en todos los casos presentaron una relacion 260/280 entre 1.7
y 2.1, indicando que las muestras tenian una alta pureza. A su vez, 2 ul del ARN
total fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 1% coloreado con
bromuro de etidio para evaluar la integridad del ARN por deteccion de las bandas
correspondientes a las subunidades pequeria y grande (18S y 28S) de ARN
ribosomal, y descartar asi su degradacion.

Para realizar la retrotranscripcion del ARN mensajero (ARNm) se utilizaron 2ug
del ARN total. Se utilizd el sistema comercial Omniscript RT kit (Qiagen,
Dusseldorf, Alemania) segun las instrucciones de los fabricantes, usando como
primer un oligo dT de 15 nucleétidos de longitud (Biodynamics, Buenos Aires,
Argentina). Como control negativo se realizé una transcripcion reversa sin enzima

para descartar la presencia de ADN genémico en las muestras.

Las secuencias de los primers fueron disefiadas usando el software Primer
Express 1.5 (PE Biosystems) o el IDT Primer Quest, que incorpora el software
Primer3 (version 2.2.3) (Integrated DNA Technologies, Inc). Los primers fueron
localizados preferentemente en uniones exén-exdn o dos exones que tuvieran un
intron entre medio para evitar que se transcriba el ADN genomico y disefiados de
manera que los amplicones tuvieran 50-200 bp de longitud (Tabla 3.I). Los
oligonucleétidos utilizados en estos ensayos fueron comprados a Life
Technologies o Biodynamics.
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Tabla 3.1: Secuencias de los primers utilizados para las RT-PCR

cuantitativas en Tiempo Real.

Gen Secuencias de primers tm | T(2C) | [primer]
» 5-GGC CAG CTG AGC TTA AAG AAA C-3' 58.3
Ciclina A2 5-CGG GTA AAG AGA CAG CTG CAT-3’ 581 | ©1 08
. 5-AGG GTC GTG AAG TGA CTG GAAACA-3 | 60.2
Ciclina B1 5-CTT GGG CAC ACA ACT GTT CTG CAT-3' 603 | © 08
. 5-CCA AAA GCA TTC CAT TTC AAA G -3 57.2
Ciclina D1 5'-CCA ACA CAC ACC AGC AAC ACT -3’ 581 | O 1
. 5-ACT TCA AGT TTG CCA TGT ACC CGC-3 60.1
Ciclina D2 5-TTC AGC AGC AGA GCT TCG ATT TGC-3' 602 | O3 0.4
. 5-TGC GTG CAA AAG GAG ATG AA -3 59.0
Ciclina D3 5-TCA CAG ACC TCC AGC ATG CA-3' 597 | 60 08
. 5-TGC TAC TTG ACC CAC TGG ACT CT-3' 58.9
Ciclina E1 5 TGG CGT GGC CTC CTT AAC-3’ 582 | 60 0.8
5-TGG GAA ACC TGG AGA GTA GAT GA-3 58.7
p15/INK4B 5-GAA TCC CCA CAC ATG ACA GTA CA-3’ 583 | 8 0.8
5-GTC AAC TAC GGT GCA GAT TCG A-3’ 59.0
P16/INK4A 5-CAC CGG GCG GGA GAA-3 585 | 8 0.8
. 5-TGT GGC TCC CTC CCT GTC T-3' 59.2
p21/Cipf 5-GCAG GGT GCT GTC GCT TCT-3 sgg | °8 08
. 5-CCT GGC TCT GCT CCA TTT GA-3' 59.9
p27/Kip1 5-ACG GAT GGA GCG CAA AAC-3' 580 | 98 08
53 5-GCA TCC CGT CCC CAT CA-3’ 598 | oo 04
P 5-GGA TTG TGT CTC AGC CCT GAA-3 58.7 ;
Rb 5-GGT CTG GCA ACA CCC ACA A-3’ 589 | oo 1
5-GAT GTC CCA AAT GAT TCA CCA A-3' 58.2
5-GGT TCT TGG AAA ACG GTG CTT AT-3' 50.4
PTEN 5-TGA AAC CTC CCA TGT GCT GAT-3 590 | 63 0.4
8ad 5-CAG GGA GAA GAG CTG ACG TAC A-3 656 | 5 08
5-CGGC TCC GTG GCT ATT GCA-3' 67.2 :
Bol.2 5-TCC CGA TTC ATT GCA AGT TGT A-3’ 662 | oo 0
5-AAG GCA ACC ACA CCA TCG A-3' 66.6 ;
5-TGA TGA GGA GAT GGC TTG CCA GAA-3' | 60.3
Caspasa 3 5-ACC TTC CTG TTA ACG CGA GTG AGA-3’ 599 | 83 04
. | 5-GCT ATC CAG AAA ACC GCT CAA -3 62.0
B2-microglobulina | 5, AT GTC TCG ATC CCA GTA GAC GGT-3 62.0 | !

Secuencias de primers disefados con los softwares Primer Express 1.5 e IDT Primer Quest. Se
indica la temperatura de melting (tm) de cada primer en °C, la temperatura a la cudl se realizé la
PCR (T°C) y la concentracion a la cual se utilizo el par de primers [primer] en uM.

Las reacciones de PCR en Tiempo Real se llevaron a cabo en un termociclador

Rotor Gene-6000 (Corbett, Life Sciences, Sydney, Australia) usando el kit

comercial Mezcla Real 2x (Biodynamics), que contiene un colorante verde similar

al Sybr Green. Cada reaccién fue realizada por triplicado, en un volumen final de

12,5 ul, utilizando como templado 2,5 pl de ADNc diluido (diluciéon 1:10 de la

reaccion de transcripcion reversa).
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Al inicio de la reacciéon de PCR se desnaturalizé el ADNc a 95°C durante 5 min.
Esto fue seguido por 40 ciclos de 10 seg a 95 °C, 15 seg a 58-63 °C (segun el par
de primers) y 20 seg de extension a 72 °C. La deteccion de los productos de PCR
se realiz6 finalizados los 20 seg de extensién de cada ciclo, mediante la medicién
de la fluorescencia originada por la unién del colorante a ADN doble cadena.

Para verificar que la fluorescencia medida sea originada por un solo producto de
PCR, y no ademas por otros productos inespecificos, finalizados los 40 ciclos de
PCR, las reacciones fueron sometidas a un protocolo de disociacion por calor
(Ririe y col, 1997).

Como puesta a punto del método, se realizaron curvas de diluciones seriadas
1:10 de las muestras con cada par de primers para evaluar la eficiencia de la
reaccion para las condiciones determinadas. Se consideraron adecuadas aquellas
condiciones en las cuales la curva presentaba una eficiencia de 90%-105%.
También se realizaron curvas de concentracion de cada par de primers y se
determin6 que la concentracién a utilizar seria la menor a la cual no se observa

formacion de dimeros y la eficiencia se mantiene entre 90%-105%.

Todas las muestras fueron comparadas contra el gen de referencia de la proteina
B2-microglobulina, un gen normalizador, usado como control interno para la
normalizacién de los datos, procedimiento necesario para la correccién de las

variaciones en calidad y cantidad de ADNCc.

Para el analisis de los resultados y el célculo de las diferencias entre tratamientos
se utilizd el software Rotor Gene-6000, mediante el método de AACt (Livaka y
Schmittgen, 2001).

3.2.5. Analisis de expresion de proteinas por Western Blot

Para la obtencién de los extractos proteicos de células EL-4 tratadas con T4, los
pellets celulares que habian sido previamente congelados a -20°C, fueron
incubados durante 30 min en agitacion a 0°C en 100 pl de una solucién con
PIPES 20mM, 2-B-mercaptoetanol 10mM, EDTA 2 mM, EGTA 2mM, Igepal 0,5%,
conteniendo los siguientes inhibidores de proteasas: fenilmetil sulfonil fluoruro
(PMSF) 1 mM, leupeptina 10ug/ml, aprotinina 2ug/ml, NaF 10mM y NaVO, 1TmM.
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Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a alta velocidad para obtener
las fracciones solubles en el sobrenadante. La concentracidon de proteinas en
cada muestra se determiné utilizando un reactivo de Bradford comercial (Bradford
Reagent, Sigma-Aldrich) segun el protocolo sugerido por el fabricante, con la
posterior medicion a 595nm en el espectrofotometro de placas Multiscan
Spectrum (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

Para la corrida electroforética, se realizé la desnaturalizacion de 30 pg de
proteinas de cada muestra en solucion de carga (SDS 2%, glicerol 10%, Tris-HCI
62,5 mM pH 6,8; azul de bromofenol 0,2%, 2-B-mercaptoetanol 1%) durante 5 min
a 100°C. Luego, las muestras fueron sembradas en geles de poliacrilamida al
7,5%, 10% 0 12% para separar dichas proteinas por SDS-PAGE y transferirlas a
membranas de PVDF o nitrocelulosa. Como marcador de peso molecular, se
utilizé el estandar Full-Range Rainbow (Amersham-GE, Buckinghamshire, Reino
Unido). Para corroborar la eficiencia de la carga y de la transferencia, dichas

membranas fueron coloreadas con Ponceau S.

Las membranas obtenidas luego de la transferencia fueron bloqueadas con leche
descremada 5% en Tris-HCI 100 mM, pH 7,5 y NaCl 0,9% con Tween-20 0,1%
(TTBS) durante 1 hora. Posteriormente fueron lavadas con TTBS e incubadas
durante la noche a 4°C, con un anticuerpo anti-PCNA o anti B-actina hechos en
raton y conejo, respectivamente (Santa Cruz Biotechnology), y diluidos 1:2000 en
BSA 1% en TTBS,

Tras realizar tres lavados con TTBS, las membranas fueron incubadas durante 1
hora con anticuerpos policlonales anti-lgG de conejo o de raton, segun
corresponda, hechos en cabra y acoplados a peroxidasa (Santa Cruz
Biotechnology). Las bandas obtenidas para cada proteina fueron detectadas por
quimioluminiscencia usando el kit comercial ECL Western Blotting Analysis
System (Amersham-GE), y revelando mediante la utilizacién del documentador de
geles Image Quant LAS 4000 (GE Healthcare, Uppsala, Suecia). Finalmente, se
realizd un andlisis densitométrico de las bandas obtenidas, utilizando el software
GelPro Analyzer versién 3.1.00.00 (Media Cybernetics). Los valores obtenidos
para cada banda fueron relativizados en todos los casos al valor obtenido para la
banda de B-actina.
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3.3. Obtencion de modelos experimentales in vivo

Los animales utilizados fueron adquiridos en la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Buenos Aires o en el Instituto de Investigaciones Biomédicas
(BIOMED)-UCA-CONICET. Se emplearon ratones C57BI/6J (C57) (H-2°) hembras
de 8 semanas de edad, que fueron tratados como se detalla a continuacion. Los
protocolos experimentales en animales fueron aprobados por el Comité
Institucional para Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL),

Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires
3.3.1. Modelo de Hipertiroidismo

Para lograr el estado hipertiroideo se administré T4 en el agua de bebida de los
ratones a tratar, ya que esta hormona sintética constituye el tratamiento estandar
de reemplazo hormonal empleado en los pacientes hipotiroideos. Si bien existen
evidencias sobre el uso de terapias combinadas de T4 y T3, sigue siendo la T4 la
hormona de eleccion, dada su eficacia y seguridad (Ma y col, 2009; Okosieme,
2011). Por otra parte, la vida media de la tiroxina es mayor que la de la T3, lo que
permite lograr una potencia constante y una accion prolongada al ser convertida a
T3 en los tejidos periféricos (Mendoza Patino, 2008). Para obtener ratones
hipertiroideos, por lo tanto, se les administrd6 T4 en una concentracion de 12 mg/l
en el agua de bebida, durante 28 dias. Se utiliz6 la sal sédica de T4 (Sigma-
Aldrich) convenientemente disuelta en 0,1N de NaOH, con el agregado inmediato
de agua corriente de modo de lograr un pH no mayor a 7,8. Esta concentracién de
T4 en el agua de bebida durante 28 dias genera un aumento en los valores
séricos de T4, que va de 5,5%0,7 pg/dl en ratones eutiroideos a 32,7+1,8 ug/dl en
los ratones tratados con esta concentracion de T4. También induce un incremento
en los valores séricos de T3, pasando de 115+12,5 ng/dl en ratones eutiroideos a
423+47,1 ng/dl en ratones tratados con T4 en el agua de bebida.

3.3.2. Modelo de Hipotiroidismo

Se conocen tres métodos para promover bajos niveles de HTs in vivo: la
tiroidectomia, la administracion de "'l y el tratamiento con agentes antitiroideos.

Se seleccioné un método que no produjera modificaciones del sistema inmune, de
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por si o a través de otros factores como el estrés provocado en su
implementacion. Ademas, se priorizé la practicidad operativa y la reproducibilidad
del mismo. Tanto la extirpacion quirurgica de la tiroides como la aplicacion del
is6topo radiactivo tienen efectos directos sobre el sistema inmune (Ohashi e Itoh,
1994; Ballardin y col, 2002 y 2004) y ademas ofrecen mayor complejidad desde el
punto de vista operativo y de infraestructura, por lo que el tratamiento con drogas
antitiroideas result6 ser el mas apropiado. Entre los agentes antitiroideos
disponibles utilizamos el propiltiouracilo (PTU, Sigma-Aldrich), de reconocida
eficacia en el tratamiento de pacientes con hipertiroidismo, considerado de
eleccion incluso en circunstancias particulares como el embarazo y la lactancia
(Streetman y Khanderia 2003; Chattaway y Klepser, 2007). La droga per se
practicamente no afecta la funcion inmune, sbélo se ha descripto cierta
interferencia sobre la proliferacién linfocitaria a dosis muy altas, muy superiores a
las alcanzadas en plasma en el tratamiento del hipertiroidismo (Hallengren y col,
1980). De todas formas, mas recientemente se ha sugerido con énfasis que los
efectos observados sobre la inmunidad no serian producidos en forma directa por
la droga, sino causados por el déficit de HTs que la misma provoca (Volpe, 2001).

El PTU es una tiourea que interfiere con la oxidacion del iodo por interaccion con
la peroxidasa tiroidea, inhibiendo de esta forma la sintesis de T3 y T4.
Adicionalmente, este agente inhibe la deiodinasa involucrada en la conversion
periférica de T4 a T3, lo que resulta en una disminucion significativa tanto de los
niveles plasmaticos de las HTs como en la restriccion de su ingreso a las células,
reduciendo de este modo su actividad hormonal (Fabris, 1973; Geffner y col,
1975). El farmaco se administré disuelto en el agua de bebida en 0,5 g/l durante
15 dias. Es importante destacar que la dosis de PTU empleada esta en el rango
de la minima dosis de mantenimiento del estado eutiroideo en pacientes con

enfermedad de Graves (Kashiwai y col, 2003).

3.3.3. Determinaciones hormonales en sueros

3.3.3.1. Determinaciones de T3y T4

Para el dosaje de los niveles de hormonas tiroideas en sangre, los ratones fueron
anestesiados en camara de CO, y posteriormente sangrados a través del seno
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retro-orbital. La sangre obtenida fue centrifugada y se separ6 el suero, donde se
realizd la determinacion de los niveles hormonales de T3 y T4 por técnicas
radioinmunoanaliticas empleando kits comerciales para HTs humanas
(Immunotech, Praga, Republica Checa), siguiendo las indicaciones del fabricante.
Esto es posible gracias a la alta reactividad cruzada con las hormonas murinas
por tratarse de hormonas peptidicas. Brevemente, se utilizaron tubos recubiertos
con anticuerpos monoclonales anti- T3 o T4, a los cuales se agregaron las
muestras de suero junto con un trazador de T3 o T4 marcado con 1'®. Se realiz6
una incubacioén de 1 hora, en agitacion y temperatura ambiente, y luego se aspird
el contenido de los tubos. Los kits proveen calibradores de concentraciones
conocidas de T3 y T4, que son procesados de igual manera que los sueros y son
utilizados para generar una curva estandar. Posteriormente se determiné la
radiactividad de la T3 o T4 unida al anticuerpo en contador de centelleo solido
(Alfanuclear). Los resultados de dosis fueron calculados a partir de las curvas de
calibraciéon rectificadas por logit-log, con el programa EXCEL. Se realizaron
también los correspondientes controles de calidad internos, intra-ensayo y entre-

ensayos.

3.3.3.2. Radioinmunoensayo para la determinacion cuantitativa de
Tirotrofina (TSH)

Los valores de TSH en suero no pudieron ser cuantificados por métodos
comerciales por ser ensayos desarrollados con elevada sensibilidad vy
especificidad para la TSH humana, sin reaccién cruzada con la TSH murina. Por
este motivo el dosaje de TSH en los sueros de los ratones se realizd6 con un
radioinmunoensayo puesto a punto con los siguientes reactivos provistos por el

Dr. Parlow (National Hormone and Pituitary Program, NIH, USA):

e TSH de rata (NIDDK-rTSH-I1-9) (AFP-115428): ampollas de 100 pg de TSH
liofilizado, para radioiodinacion.

e Antisuero de cobayo anti-TSH murina (AFP98991) en suero normal de cobayo
en solucion fosfato salina (PBS), provisto liofilizado para reconstituir a 1 ml. Ka =
1x10'° a2x10"°M™.
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e Preparacion de referencia de TSH de raton purificada (AFP51718MP) para la

preparacion de estandares, provista en ampollas de 100 ug.

La radioiodinacién directa de la TSH (NIDDK-rTSH-I-9) (AFP-115428) con '®I
(New England Nuclear) se realizé empleando el método de lodogen (1,3,4,6
tetracloro 3,6 difenil glicouril-Sigma Aldrich), desarrollado por Fraker y Speck,
(1978). Se realizo la titulacion del antisuero para determinar la dilucion del mismo
a emplear en el ensayo. Asi se seleccion6 la dilucion 1:950000, tal que en
ausencia de antigeno frio fuera capaz de unir el 50% del antigeno marcado
agregado en trazas (Ekins, 1974). Los calibradores, en un rango de
concentraciones entre 20 y 300 ng/ml, se fabricaron a partir de una solucion
madre preparada con la TSH de referencia (AFP51718MP) solubilizada en PBS
con seroalbumina bovina (BSA) al 1%. Adicionalmente se prepararon muestras de
control de calidad empleando sueros hipertiroideos como matriz, con el agregado
de cantidades conocidas de TSH. Para que estas muestras pudieran en efecto ser
empleadas como muestras de control de calidad, se realizaron 5 ensayos iniciales
para establecer su rango de concentraciones.

Para la realizacion de los ensayos se siguid el siguiente protocolo: Se agregé a
cada tubo 0,2 ml de antisuero, 0,15 ml de trazador y 0,05 ml de hormona fria
(calibrador o muestra). Luego de un periodo de incubacion de 16 horas en frio
(4°C), se separo la fraccion unida de la libre por el agregado de un segundo Ac
anti-gamma globulina de cobayo, obtenido en cabra (Antibodies Incorporated,
California, USA). Se realizd una segunda incubacién de media hora y luego se
procedi6é a centrifugar durante 20 minutos a 600g. En cada tubo, la fraccion libre
presente en el sobrenadante se eliminé por aspiracion y se conservd el

precipitado para su medicién en un contador gamma (Alfanuclear).

Los resultados de dosis fueron calculados a partir de las curvas de calibracién
rectificadas por logit-log, con el programa EXCEL y posteriormente se realizaron
los correspondientes controles intra- y entre-ensayos.
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3.3.4. Modelo de linfoma T singeneico
3.3.4.1. Obtencion de tumores solidos

Se utilizé un modelo de trasplante tumoral singeneico en ratones C57BI/6J (H-2°)
con diferentes estados tiroideos, utilizando la linea celular proveniente de estos

mismos ratones, el linfoma EL-4.

Las células del linfoma T EL-4 fueron mantenidas en cultivo, tal como se
menciond previamente (Seccidn 3.1), y antes de la inoculacién, fueron lavadas
con PBS estéril, contadas usando el colorante de exclusion Azul Tripan (Sigma-
Aldrich) y resuspendidas a una concentracién de 1,5x10° células/ml en PBS.
Posteriormente, 200yl de esta suspension celular fueron inoculados por via
subcutanea de manera de generar un tumor solido. A partir del dia en el cual el
tumor comenzaba a ser palpable se midié a diario el ancho y el largo del tumor
utilizando un calibre y se calcul6 el volumen tumoral como V = 1/6 x largo x

(ancho)?.

Al dia 10 luego de la inoculacién subcutanea, cuando las diferencias en el tamano
tumoral entre los grupos comenzaron a ser significativas, los ratones fueron
sacrificados por dislocacién cervical y los tumores generados fueron extraidos en
su totalidad. Se reqistré el peso de los tumores extraidos y posteriormente el
tejido fue dividido para ser utilizado en diferentes experimentos. Por un lado, los
tumores fueron fijados en paraformaldehido 4% para ser incluidos luego en
parafina y cortados con micrétomo. Por otra parte, se obtuvieron suspensiones
celulares por disgregacion mecénica de los tumores en una malla metalica de
1mm. Las suspensiones celulares fueron lavadas con PBS y centrifugadas. El
pellet resultante fue utilizado para realizar las extracciones de proteinas y ARN
totales y para ser analizado por citometria con marcadores especificos.

3.3.4.2. Ensayos de metastasis experimentales

Al realizar la inoculacidon subcutanea de las células EL-4 encontramos soélo
esporadicamente la aparicidbn de metastasis espontaneas en higado. Dado que
los tumores generados son de crecimiento muy rapido y las normas de bienestar
animal indican que los animales portadores de tumor deben ser sacrificados al
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alcanzar un volumen tumoral de 2,5 cm?, en este tiempo no se pudo observar la
formacion de metastasis. Por este motivo, y para estudiar la diseminacion de las
células del linfoma T EL-4, estas fueron mantenidas en cultivo, tal como se
menciond previamente, y antes de la inoculacién fueron lavadas con PBS estéril,
contadas usando el colorante de exclusion Azul Tripan y resuspendidas a una
concentracion de 1,6x10° células/ml en PBS. Se inocularon 300 pl de esta
suspension celular por via endovenosa. Diez dias después los animales fueron
sacrificados y se realizé una inspeccidn anatémica para detectar la presencia de
nddulos metastasicos en diferentes 6rganos y tejidos. Los 6rganos con presencia
de nodulos metastasicos fueron fijados en paraformaldehido al 4% en PBS para
su posterior andlisis histopatolégico. Se realiz6 un recuento del numero de
nddulos metastasicos presentes en cada 6rgano mediante observacion del 6rgano

completo con lupa.
3.4. Caracterizacion morfologica y molecular del tumor sélido
3.4.1. Analisis histopatologico de los tumores

Los tumores soélidos formados de manera subcutdnea en los ratones con
diferentes estados tiroideos fueron extraidos y fijados en paraformaldehido al 4%
en PBS durante 24 horas. Luego fueron colocados en etanol 80% durante 2 horas
para eliminar el buffer fosfato e inmediatamente después en etanol 96%.
Posteriormente, los tejidos fueron incluidos en parafina, segun técnicas
convencionales, cortados en un micrétomo con un espesor de 5 um y colocados
sobre portaobjetos. Para la coloracion y/o marcacion de los cortes con
anticuerpos especificos, los mismos fueron posteriormente desparafinados con
xilol e hidratados por pasajes de 5 minutos a través de distintos alcoholes, en el
siguiente orden: etanol absoluto, etanol 96%, etanol 70%, seguidos de un lavado
con agua destilada y un lavado con PBS.

Finalizada la coloracién o la marcacion por inmunohistoquimica, los cortes fueron
deshidratados nuevamente, mediante el pasaje por los alcoholes antes
mencionados, pero en orden inverso, y colocados en xilol. Posteriormente, se
realiz6 el montaje en Balsamo de Canada sintético (Canadax de Biopur, Rosario,

Argentina) y se realiz6 la observacion en microscopio optico.
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3.4.1.1. Coloracion con hematoxilina-eosina

Luego de la hidratacién, los cortes fueron coloreados con solucion de
hematoxilina (Biopur, Rosario, Argentina) durante 1 min y lavados con agua
corriente para permitir el viraje hacia el violeta. Luego, se realiz6 la coloracidén con
eosina (Biopur, Rosario, Argentina) durante 2 min, seguido de lavados con agua

corriente.
3.4.1.2. Coloracion tricromica de Masson

Luego de la hidratacién, los cortes fueron coloreados con hematoxilina durante 1
minuto, para tenir los ndcleos, y lavados con agua corriente. Posteriormente,
fueron coloreados con fucsina punzd, que tife citoplasmas, durante 5 minutos,
lavados con agua e incubados durante 5 minutos con &acido fosfomolibdico
(pH=3), para eliminar las coloraciones inespecificas. Finalmente, los cortes fueron
coloreados con verde luz durante 10 minutos, para tefir el tejido conjuntivo, y

lavados con solucién acuosa de acido acético glacial al 1% durante 5 minutos.
3.4.1.3. Inmunohistoquimica

Antes de realizar la inmunohistoquimica (IHQ), los cortes fueron incubados
durante 20 min en buffer citrato (citrato de sodio 10mM, pH=6) a 100°C, para
realizar la recuperacion antigénica y facilitar el desenmascaramiento de
antigenos. Luego de dos lavados con agua, se realizd la inhibicion de la
peroxidasa enddégena mediante la incubacién de los cortes durante 20 minutos
con HxO, 3% en agua. Posteriormente, se realizd el bloqueo de sitios
inespecificos con suero normal de caballo (Vectastain ABC Kit, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA), durante 60 min a temperatura ambiente en
camara humeda. Finalmente, se realizdé una incubacion durante toda la noche a
4°C con los anticuerpos que figuran en la Tabla 3., diluidos en PBS con 5% de

suero de caballo (Vectastain ABC Kit), segun se muestra en la tabla.
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Tabla 3.1I: Anticuerpos utilizados para IHQ

Anticuerpo Fabricante Origen Dilucion
Caspasa 3 activada Abcam conejo 1:50
CD31 Abcam conejo 1:50
Santa Cruz ] )
PCNA Biotechnology raton 1:100

Anticuerpos utilizados para los ensayos de IHQ. Se indica el fabricante, la especie donde se
origind el anticuerpo y la dilucién en la que fue utilizado en estos ensayos.

Los cortes fueron luego lavados con PBS e incubados durante 1 hora con el
anticuerpo biotinilado “Biotinilated Universal Antibody” (Vectastain ABC Kit), hecho
en caballo, anti-lgG de ratén e IgG de conejo. Luego de este tiempo, los cortes
fueron lavados e incubados durante 30 minutos con el complejo avidina biotina del
Vectastain ABC kit. Finalmente, los cortes fueron revelados con el kit comercial
Peroxidase Substrate Kit DAB (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), segun
las instrucciones del fabricante.

3.4.2. Ensayos de division celular del linfoma T creciendo in vivo

Las células fueron cultivadas en condiciones normales, como se describid
previamente. Antes de implantar los tumores, las células EL-4 fueron coloreadas
con carboxifluorescein diacetato succinimidil ester (CFSE) del kit comercial
Vybrant CFDA SE Cell Tracer Kit (Life Technologies). Brevemente, las
suspensiones celulares se incubaron con CFSE 20 puM durante 15 minutos a
37°C, se lavaron y se re-incubaron por otros 30 minutos en medio fresco para
eliminar el exceso de colorante que no se unidé covalentemente a las proteinas
celulares. Posteriormente, las células marcadas fueron inoculadas
subcutdneamente, tal como se describié anteriormente. Seis dias después, los
ratones fueron sacrificados y los tumores soélidos formados fueron extraidos vy
disgregados en una malla metalica de 1 mm. Las suspensiones de células
tumorales obtenidas se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con formaldehido
al 3,7% en PBS. Luego, se analizaron con un citometro de flujo BD FACSCalibur

por andlisis de fluorescencia a 492 nm (Lyons, 1999).
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3.4.3. Analisis por RT-PCR en Tiempo Real

Para estudiar la expresion de ARNm en los tumores de ratones con diferentes
estados tiroideos, a las suspensiones celulares originadas por disgregacion
mecanica de los tumores se les agregé Tri Reagent segun el procedimiento
descripto por el fabricante. Luego, se procedido de la misma manera que se
describe en la Seccién 3.2.4.

Para la amplificacion de los genes de interés se utilizaron los primers que fueron

descriptos en la Tabla 3.1, sumados a los que se muestran en la Tabla 3.lII.

Tabla 3.1lI: Secuencias de los primers utilizados para las RT-PCR
cuantitativas en Tiempo Real.

Gen Secuencias de primers Tm | T(2C) | [primer]
Bax 5-TGG AGC TGC AGA GGATGA TTG-3’ 67.6 58 08
5-AGC TGC CAC CCG GAA GA-3 67.2 ’
Bel-XL 5-CTG TGC GTG GAA AGC GTA GA-3 66.3 58 08
5-CCA ACT TGC AAT CCG ACT CA-¥ 66.1 ’
MMP-2 5-TCT GGT GCT CCA CCA CAT ACA ACT-3 60.1 58 0.8

5-CTG CAT TGC CAC CCATGG TAA ACA-3 60.3
5-TGA ACA AGG TGG ACC ATG AGG TGA-3' | 60.2

MMP-9 5-TAG AGA CTT GCA CTG CAC GGT TGA-3 | 603 | 2° 0.8
Timp1 5-GGT GTG CAC AGT GTTTCCCTG TTT-3' | 602 | 05
5-AAG CAA AGT GAC GGC TCT GGT AGT-3' | 60.4 :
Timp2 5-TTT CTA GCC ACA CCA GGC AGATGA3' | 602 | 0
5-GGT TTG CTG GGA AGG CAT TTG AGT-3' | 60.2 ’
. 5-ACC ACT GCT TTG TCC AGG TGT TTG-3' | 60.0
imp3 58 0,8

5-ATG GAA ATG GTT GTG CCT TCT GCC-3’ 60.3

Secuencias de primers disefiados con los softwares Primer Express 1.5 e IDT Primer Quest. Se
indica la temperatura de melting (tm) en °C de cada primer, la temperatura a la cual se realizé la
PCR (T°C) y la concentracion a la cual se utiliz6 el par de primers ([primer]) en unidades pM.

3.4.4. Analisis de expresion de proteinas por Western blot

A partir de suspensiones celulares obtenidas por disrupcion mecanica de los
tumores se obtuvieron los extractos proteicos y se realiz6 un SDS-PAGE de la

misma manera que se explica en la Seccién 3.2.5.
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Las membranas obtenidas luego de la transferencia fueron bloqueadas con leche
descremada 5% en Tris-HCI 100mM, pH 7,5 y NaCl 0,9% con Tween-20 0,1%
(TTBS) durante 1 hora. Posteriormente fueron lavadas con TTBS e incubadas con
los anticuerpos que figuran en la Tabla 3.1V, durante la noche, a 4°C. En todos los
casos, los anticuerpos fueron diluidos en 1% de BSA en TTBS.

Tabla 3.1V: Anticuerpos utilizados para Western Blot

Anticuerpo Fabricante Origen Dilucion
Ciclina D1 Cell Signaling conejo 1:1000
Ciclina D3 Cell Signaling raton 1:1000
Ciclina E Cell Signaling raton 1:1000

p16 Bi%?géir%rlgzy conejo 1:500
p27 B%?géﬁr%lgzy raton 1:1000
p53 B%?gé?]rglgzy raton 1:1000
PCNA Bi?géﬁglgz . raton 1:2000
B-actina B%?er]é?]rwcc)rll;Zy conejo 1:2000

Anticuerpos utilizados para los ensayos de Western Blot. Se indica el fabricante, la especie donde
se originé el anticuerpo y la dilucién en la que fue utilizado en estos ensayos.

Tras realizar tres lavados con TTBS, las membranas fueron incubadas durante 1
hora con anticuerpos policlonales anti-lgG de conejo o de ratén, segun
corresponda, hechos en cabra y acoplados a peroxidasa (Santa Cruz
Biotechnology). Las bandas obtenidas para cada proteina fueron detectadas por
quimioluminiscencia usando el kit comercial ECL Western Blotting Analysis
System (Amersham-GE), y revelando mediante la utilizacién del documentador de
geles Image Quant. Finalmente, se realizé un andlisis densitométrico de las
bandas obtenidas, utilizando el software GelPro Analyzer version 3.1.00.00
(Media Cybernetics). Los valores obtenidos para cada banda fueron relativizados

en todos los casos al valor obtenido para la banda de 3-actina.
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3.4.5. Determinacion de la generacion de nuevos vasos sanguineos

Las células EL-4 fueron inoculadas subcutaneamente en el flanco inguinal
izquierdo de ratones C57 eu-, hiper- o hipotiroideos. Como control, se realiz6
también una inoculacién de azul tripan en el flanco inguinal derecho, para poder
comparar posteriormente el nUmero de vasos sanguineos presentes en la zona de
inoculacién del tumor respecto a una zona similar sin presencia de células
tumorales. Al dia 6, cuando los tumores comenzaban a ser palpables y eran de
pequeno tamafno para poder observar los vasos sanguineos intratumorales, los
ratones fueron sacrificados y se realiz6 una observacién de las zonas de los
in6culos (tanto derecha como izquierda) para detectar la presencia de vasos
sanguineos, tanto intratumorales como peritumorales. El recuento de vasos

sanguineos se realizé mediante lupa.

3.4.6. Determinacion de la actividad de metaloproteasas en sueros mediante

zimografia

Se obtuvo la sangre de ratones controles, hiper- e hipotiroideos portadores de
tumores de 10 dias, segun el método descripto previamente, en la Seccidn
3.3.3.1. Los sueros obtenidos fueron diluidos en un buffer conteniendo Tris-HCI
0,01M, glicerol 10%, SDS 0,02g/ml, azul de bromofenol 0,002% vy B-
mercaptoetanol 0,01% y a partir de estas muestras se realizé un SDS-PAGE en
geles de acrilamida al 10% conteniendo 1mg/ml de gelatina. Finalizada la corrida
electroforética, los geles fueron incubados 2 veces durante 30 minutos en un
buffer conteniendo Tris-HCI 0,05M y triton X-100 0,025%, seguido de tres lavados
de 5 minutos con un buffer Tris-HCI 0,05M. Los geles fueron luego incubados
durante 24 horas a 37°C en un buffer de incubacion que contenia Tris-HCI 0,05M,
NaCl 0,15M y CaCl, 10mM. Finalizado este tiempo, los geles fueron fijados con
una solucién de metanol 50% y acido aceético 7%, tefidos con Azul de Coomasie
G250 0,25% (Sigma-Aldrich) y fotografiados. Posteriormente se realiz6 la
densitometria de las bandas obtenidas mediante el software GelPro Analyzer
version 3.1.00.00 (Media Cybernetics).
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3.5. Estudio del estado inmunolégico

Para evaluar el estado del sistema inmune en los animales con diferentes estados
tiroideos y portadores de tumores EL-4, se analizaron los bazos, ganglios y
tumores con el fin de detectar alteraciones inducidas por exceso o falta de HTs.

3.5.1. Suspensiones de células linfoides

De cada ratén en estudio se obtuvieron el bazo, el ganglio inguinal drenante y el
no drenante. Los linfocitos de ganglios y bazos se obtuvieron por disrupcion de los
organos en una malla de metal de 1 mm. Las suspensiones celulares obtenidas
fueron centrifugadas y lavadas con medio RPMI 1640 suplementado con SFB al
10%, glutamina 2mM y 100pg/ml de estreptomicina (Invitrogen, Carlsbad,
California, USA). En el caso de las suspensiones de células provenientes de
bazo, estas fueron previamente incubadas durante 5 minutos en hielo con un
buffer conteniendo NH4CI 0,15 M, Ko.CO3 10 mM y EDTA 0,13 mM para lisar los
glébulos rojos, y posteriormente centrifugadas. Las células fueron luego contadas
con la coloracién de exclusion Azul Tripdn que permite calcular la viabilidad
celular, la cual siempre superé el 95%.

Para obtener los linfocitos infiltrantes en el tejido tumoral, los tumores sélidos
formados por inoculacién subcutanea de las células EL-4, fueron disgregados en
una malla de metal de 1mm. Las suspensiones celulares obtenidas fueron
incubadas en PBS y se realiz6 un recuento de células totales por la coloracion
con Azul Tripan en cdmara de Neubauer. Posteriormente, fue analizada por
citometria de flujo la presencia de ceélulas inmunes infiltrantes en el tumor

mediante marcacién con anticuerpos especificos.
3.5.2. Analisis por citometria de flujo

Para realizar el analisis de las subpoblaciones de células inmunes presentes en
ganglios, bazos y tumores, luego de ser centrifugadas, las suspensiones celulares
obtenidas fueron lavadas con PBS y resuspendidas en buffer de citometria (SFB
al 1% y azida al 0,02% en PBS).
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3.5.2.1. Deteccion de marcadores de membrana

Para la deteccién de marcadores de membrana, 1x10° células provenientes de las
suspensiones celulares de bazos, ganglios o tumores fueron incubadas durante
30 min a 4°C con los anticuerpos correspondientes a cada subpoblacién, como

figuran en la Tabla 3.V, en un volumen final de 30 pl por tubo.

Tabla 3.V: Anticuerpos utilizados para la deteccion de antigenos de

membrana por citometria

Anticuerpo Conjugado a Fabricante Para detectar Dilucién
CD3 FITC eBioscience Linfocitos T 1:750
CD4 FITC eBioscience Linfocitos T 1:30

colaboradores
L Linfocitos T )
CcDs8 PE eBioscience citotoxicos 1:30
CD19 FITC eBioscience Linfocitos B 1:30
NK1.1 FITC eBioscience Células NK 1:30
Gri1 PE eBioscience Células 1:30
supresoras de
CD11b APC eBioscience | origen mieloide 1:30
CD4 PE eBioscience Linfocitos T 1:750
CD25 FITC eBioscience regulatorios 1:150

Anticuerpos utilizados para los ensayos de citometria. Se indica el fluorocromo al que esta unido el
anticuerpo, el fabricante, el subtipo de células inmunes a la que esta dirigido y la dilucion en la que
fue utilizado en estos ensayos.

Luego de la incubacion, las muestras fueron lavadas 2 veces con buffer de
citometria y fueron fijadas en formaldehido al 1% en PBS. Los distintos subtipos
de células inmunes fueron identificados mediante analisis citométrico usando el
citdbmetro de flujo BD FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, California, USA),
el PARTEC (Munster, Alemania) o el Accuri (BD Biosciences). Se construyeron
los histogramas o dot plots correspondientes y se calcularon los porcentajes de
cada subpoblacién. Para determinar las marcas inespecificas se usaron los
correspondientes controles de isotipo, que nunca superaron el 1%.
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3.5.2.2. Deteccion de FoxP; en Tregs

Para realizar la marcacion del factor de transcripcién FoxPs, que caracteriza a las
células T regulatorias, luego de la marcacién de superficie con CD4-PE y CD25-
APC, tal como se explicé en la Seccion 3.5.2.1, las células fueron centrifugadas,
lavadas y permeabilizadas durante 30 min a 4°C con el buffer FIX’PERM
(eBioscience). Luego, las células fueron lavadas 2 veces en Buffer PERM
(eBioscience) y posteriormente incubadas con 1 ul del anticuerpo anti-FoxP3
(eBioscience) en 30 yl de Buffer PERM. Finalizado este periodo, las células
fueron lavadas con el mismo buffer y luego fijadas con paraformaldehido 1% en
PBS. Para el analisis de la subpoblacién correspondiente a las células Tregs por
citometria de flujo, se seleccionaron las células CD4" y sobre esta poblaciéon se
realizd un dot plot con los otros dos marcadores, para determinar la poblacion

celular que tuviera la triple marca.
3.5.3. Ensayo de actividad de células NK

Para realizar estos ensayos se utilizaron las células YAC-1 provistas por la
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, Virginia, USA). Las células
YAC-1 fueron mantenidas en cultivo en medio RPMI 1640 suplementado con 10
% de SFB, glutamina 2mM y 100ug/ml de estreptomicina. La citotoxicidad de las
células NK de los animales de los distintos grupos experimentales contra las
células YAC-1 fue evaluada de acuerdo con el método de fragmentacién de ADN
(Ayres y col 2003; Wunderlich y col, 1997). Brevemente, las células YAC-1 fueron
marcadas con 5 uCi de [°H]-Timidina durante 3 horas, antes de llevar a cabo los
ensayos de citotoxicidad. Las suspensiones celulares de bazos se obtuvieron
como se describié arriba. Se colocaron 1x10° células YAC-1 en microplacas de 96
pocillos y se agregaron entre 2x10° y 6x10° células de bazo en los pocillos para
obtener diferentes relaciones de células dianas y efectoras (entre 1:20 y 1:60).
Luego se incubd durante 3,5 horas a 37°C en una atmoésfera de CO; al 5%. Las
placas fueron cosechadas sin congelar. El porcentaje de actividad citotoxica se
calcul6 como la relacion NK = 100 x (SR - ER)/SR, donde SR es la lisis
espontanea y ER es la lisis especifica.
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3.5.4. Ensayo de actividad citotoxica especifica contra células EL-4

Para la evaluacion de la actividad citotoxica especifica contra las células
tumorales se utiliz6 un método basado en la marcacién de células con CFSE
(Jedema y col, 2003). Para ello, se obtuvieron suspensiones celulares de bazos
provenientes de animales portadores de tumor, que fueron co-cultivados durante
5 dias con células EL-4 irradiadas con 30Gy (Centro de irradiacién Cebirsa,
Buenos Aires, Argentina) en una relacion 10:1, con el fin de obtener una
expansion de aquellos clones de células T que se activan en presencia de las
células tumorales. Finalizado ese periodo, las células obtenidas fueron co-
incubadas con células EL-4 marcadas con 5 yM de CFSE durante 4 horas (de la
misma manera que fue descripto en la Seccion 3.4.2). El cocultivo resultante fue
luego marcado con 10 pl de IP 50 pg/ml para la deteccion de las células lisadas.
Se analizé la citotoxicidad por citometria de flujo, considerando lisadas a aquellas
células que presentaron doble marca CFSE™/IP*.

3.6. Analisis estadistico

Para todos los experimentos se calcularon las medias, desviaciones estandares y
errores estandares de los grupos. La significancia estadistica se evalué mediante
analisis de varianza (ANOVA) de una o dos vias, segun corresponda, con
contraste de Tukey. Para el analisis de crecimiento tumoral se utiliz6 el analisis de
ANOVA con medidas repetidas. Las diferencias se consideraron significativas
cuando p<0,05. Estos andlisis estadisticos se realizaron utilizando la version
GraphPad Prism 5.00 para Windows y el software InfoStat de la Universidad de
Cérdoba, Argentina (para el analisis de varianza de dos vias).
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En este trabajo analizamos la participacién de las HTs en la biologia de un linfoma
T. Para ello, en primer lugar, se puso en evidencia el efecto directo de T4,
hormona empleada en el establecimiento del hipertiroidismo in vivo, en el balance
entre proliferacion y apoptosis de células EL-4 en cultivo. En segundo término se
estudié si el estado tiroideo afecta el establecimiento y desarrollo de dicho linfoma
creciendo in vivo en ratones singeneicos como tumor solido. En este ultimo caso
se estudiaron los mecanismos implicados tanto en la regulacion del tamano

tumoral como los vinculados con la generacion de metastasis en otros érganos.
4.1. Efectos del tratamiento in vitro de células del linfoma T EL-4 con HTs

Hemos descripto previamente que el cultivo de las células del linfoma T BW5147
(H-2¢) con hormonas tiroideas (T3 y T4) induce un incremento en el indice de
proliferacién celular (Barreiro Arcos y col, 2006). Dado que en los estudios in vivo
se trabajé con la linea celular EL-4, nos parecié importante conocer si la misma
era igualmente susceptible a la modulacién por las HTs. Cabe senalar que la linea
EL-4 fue originalmente establecida a partir de un tumor inducido por 9,10-dimetil-
1,2-benzantraceno en ratones C57BI/6N. Son células de fenotipo inmaduro, que
no expresan los marcadores de diferenciacion CD4 o CD8 en la superficie celular,
pero si expresan CD3, CD90 y H-2°. Ademas, dado que la hormona que se utiliza
para la generacion de ratones con estado hipertiroideo es la L-T4, evaluamos sus

efectos directos sobre las células EL-4.
4.1.1. Efecto in vitro de la tiroxina sobre la proliferacion linfocitaria

Para corroborar la regulacién ejercida por HTs en la linea EL-4, incubamos dichas
células con concentraciones fisiolégicas de L-T4 (T4, 1x107M) durante 12, 24 o
30 horas. Posteriormente evaluamos los niveles de expresion genémica y proteica
de PCNA, mediante las técnicas de gRT-PCR y western blot respectivamente,

como marcadores de células en proliferacion.

Los resultados obtenidos indican que el tratamiento de las células EL-4 con T4
induce un incremento de los niveles de expresion gendmica de PCNA a partir de
las 12 horas de tratamiento, manteniéndose aumentados hasta las 30 horas

(Figura 4.1-A). Por otra parte, los niveles proteicos del mismo gen se ven
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aumentados a partir de las 24 horas de tratamiento con la hormona, siendo esta

diferencia aun mayor a las 30 horas (Figura 4.1-B).

Por lo tanto, el tratamiento de las células EL-4 con T4 por tiempos cortos, de
hasta 30 horas, induce un incremento de los niveles de expresion de PCNA, lo

que indicaria un aumento de la proliferacién de esta linea celular.

Figura 4.1: Efecto de la T4 sobre la expresion de PCNA en células EL-4
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Las células EL-4 fueron arrestadas por deprivaciéon de SFB durante 24 hs y posteriormente
incubadas con T4 (1x10'7M) durante los tiempos indicados (0 hs, 12 hs, 24 hs o 30 hs). Posterior-
mente se extrajo el ARN total o se obtuvieron los extractos proteicos. Panel A: Se grafican los
resultados obtenidos por qRT-PCR a partir del ARN total, con primers especificos para PCNA,
mediante el andlisis de AACt de n=3 ensayos y utilizando como gen normalizador la B2-
microglobulina. Panel B: Bandas representativas del andlisis de western blot realizado sobre los
extractos proteicos utilizando un anticuerpo anti-PCNA. Panel C: Andlisis densitométrico de las
bandas correspondientes a n=3 ensayos de western blot. * Difieren significativamente del control
con p<0,05.
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4.1.2. Efectos del tratamiento con tiroxina sobre la regulacion del ciclo
celular en células EL-4

A continuacion evaluamos si el efecto proliferativo de la T4 sobre las células EL-4
es acompanado por una modulaciéon de proteinas reguladoras del ciclo celular.
Para ello, incubamos las células durante 12 o 24 horas con T4 y estudiamos los
niveles de expresion del ARNm de ciclinas, de inhibidores de quinasas
dependientes de ciclinas y de supresores tumorales por gRT-PCR.

La ciclinas, proteinas reguladoras del ciclo celular que interactian en complejos
enzimaticos con quinasas dependientes de ciclinas (Cdks) modulando su
actividad, muestran patrones de expresion y degradacién que contribuyen a la
coordinacion temporal de cada evento del ciclo. En primer lugar, al evaluar la
expresion de las Ciclinas D1, D2 y D3, que regulan la entrada en la fase Gy,
encontramos que los niveles de Ciclina D3 estaban aumentados a las 12 horas de
tratamiento con T4, mientras que los niveles de expresion de la Ciclina D2 se ven
incrementados recién a las 24 horas de tratamiento, sin observarse cambios en la

expresion del ARNm de la Ciclina D1 (Figura 4.2).

Figura 4.2: Modulacion de la expresion de ciclinas en células EL-4 por T4
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Andlisis del patron de expresion del ARNm de ciclinas en células EL-4 arrestadas y estimuladas
por los tiempos indicados (0 hs, 12 hs 0 24 hs) con T4 (1x107M). Se evaluaron las ciclinas A2, B1,
D1, D2, D3 y E1. Se grafican el promedio + ES de n=3 resultados obtenidos por el anadlisis de
AACt utilizando como gen normalizador la B2-microglobulina. Difieren significativamente con
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

91



Resultados

También evaluamos la expresion de las Ciclinas E y A, que son importantes para
la entrada y progresion en la fase S del ciclo celular. Encontramos un incremento
en los niveles de expresion de la Ciclina A2 a las 24 horas de tratamiento con la
hormona, pero no observamos cambios en la expresion de la ciclina E1 (Figura
4.2).

Dado que la Ciclina B es un regulador de la transicion G./M, analizamos también
sus niveles de expresidon gendmicos, observandose un incremento en células con

24 horas de tratamiento con T4 (Figura 4.2).

Por otra parte, analizamos la expresion de inhibidores de quinasas dependientes
de ciclinas (Cdkls). Estas proteinas son reguladores claves de la progresion del
ciclo celular porque interactian con los complejos ciclina-Cdk e impiden la

actividad de las Cdks, limitando el avance a través de las fases del ciclo.

Figura 4.3. Modulacion de los niveles de expresion de inhibidores de
quinasas en células EL-4 por T4
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Andlisis por gRT-PCR de células EL-4 tratadas con T4 (1x10'7M) por los tiempos indicados (0 hs,
12 hs 0 24 hs). Se evaluaron los inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas p15, p16, p21 y
p27. Se grafican los resultados obtenidos por el analisis de AACt de n=3 ensayos, utilizando como
gen normalizador la 32-microglobulina. * Difieren significativamente con p<0,05.

Encontramos un aumento significativo de p27/Kip1 y p16/INK4A, dos inhibidores
de quinasas dependientes de ciclinas que regulan el ingreso en la fase Gy, en
células con 12 y 24 horas de tratamiento con T4 (Figura 4.3). Por el contrario, no

observamos diferencias en los niveles de expresién de p15/INK4B, que también
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es un importante inhibidor de la progresion de la fase G (Figura 4.3). En cuanto a
p21/Cip1, inhibidor de la progresion de la fase S, observamos un incremento de
sus niveles de ARNm a las 12 horas de tratamiento, pero no a las 24 horas
(Figura 4.3).

Existen varios genes supresores tumorales cuya expresion se encuentra alterada
en linfomas. Entre estos genes se encuentran p53, Rb, y PTEN, cuya expresion
también evaluamos en células tratadas con T4 por 12 y 24 horas. Como se
observa en la Figura 4.4, el tratamiento con T4 durante 12 horas indujo un
importante aumento de los niveles del ARNm tanto de Rb como PTEN, pero no de
p53. Este aumento fue revertido a las 24 horas, obteniéndose niveles de

expresion similares al control.

Figura 4.4: Modulacién de los niveles de expresion de genes supresores
tumorales en células EL-4 por T4
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Evaluacion de la modulacién por T4 (1x107M) de la expresiéon de los ARNm de las proteinas
supresoras de tumores Rb, p53 y PTEN a distintos tiempos (0 hs, 12 hs 0 24 hs). Se muestran los
resultados obtenidos por el andlisis de AACt, utilizando como gen normalizador la [(2-
microglobulina, de n=3 ensayos independientes. Difieren significativamente con *p<0,05; **p<0,01.

4.1.3. Induccién de apoptosis en células EL-4 por tratamiento prolongado
con tiroxina

A pesar de los resultados obtenidos que indican que las HTs son capaces de
activar la proliferacién de linfomas T, se ha visto también en nuestro laboratorio

que el tratamiento in vitro del linfoma T BWS5147 puede inducir procesos
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apoptoéticos que llevan a la muerte celular. Estos efectos fueron observados en
incubaciones por tiempos prolongados (mayores a 5 dias) con T4 (Barreiro Arcos
y col, 2013). Por este motivo, evaluamos también el efecto del tratamiento cronico
con T4 sobre las células EL-4.

Figura 4.5: Induccion de muerte celular por el tratamiento con T4 por
tiempos prolongados
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Células EL-4 fueron incubadas con T4 (1x107M) durante los tiempos indicados (5, 12 0 15 dias) y
posteriormente marcadas con Anexina-FITC y loduro de Propidio (IP). En el panel A se muestran
dot plots representativos de los andlisis por citometria realizados para células sin tratamiento
(Control) y células tratadas con T4 por 5, 12 y 15 dias. En el panel B se grafican los datos
correspondientes a n=3 experimentos independientes (*p<0,05; **p<0,01).

Los resultados del andlisis por citometria de flujo, obtenidos por marcacion de las
células con Anexina-FITC y loduro de Propidio, muestran que el tratamiento con
T4 indujo la muerte celular a partir del dia 5, siendo este efecto mas importante

aun al dia 15 luego de iniciado el tratamiento (Figura 4.5).

Para confirmar que los efectos observados por el tratamiento crénico con T4 se

deban efectivamente a la induccion de procesos apoptoéticos y no a otros tipos de
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muerte celular, evaluamos los niveles de expresion del ARNm de proteinas de la
familia Bcl-2, que regulan la permeabilizacion de la membrana externa

mitocondrial y, por lo tanto, los procesos de apoptosis.

Figura 4.6: Modulacién de los niveles de expresion de proteinas de la familia
Bcl-2 por tratamiento prolongado con T4
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Se extrajo el ARN total de células EL-4 que fueron incubadas con T4 (1x10'7M) durante 15 dias y
se realiz6 una gRT-PCR con primers especificos para la proteina proapoptética Bad (A) y la
proteina antiapoptética Bcl-2 (B). Se grafican los resultados de n=3 ensayos independientes
obtenidos por el analisis de AACt utilizando como gen normalizador la B2-microglobulina. * Difieren
significativamente del control con p<0,05.

El analisis de la expresion del ARNm por gRT-PCR en células tratadas durante 15
dias con T4 mostr6 un aumento en los niveles de la proteina proapoptética Bad y
una reduccién de los niveles de la proteina antiapoptética Bcl-2 (Figura 4.6), lo
cual concuerda con los procesos que se llevan a cabo en la célula al producirse la

activacion de la apoptosis.

Otro de los factores que analizamos en las células tratadas con T4 por 15 dias fue
el nivel de expresion de la caspasa 3, caspasa efectora de las vias intrinseca y
extrinseca de la apoptosis. De acuerdo con lo esperado, observamos un
incremento en la expresion de dicha caspasa (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Modulacion de los niveles de expresion de caspasas por
tratamiento prolongado con T4
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Las células EL-4 fueron incubadas con T4 (1x10'7M) durante 15 dias. Posteriormente se extrajo el
ARN total y se realizé una gRT-PCR con primers especificos para la caspasa 3 o se obtuvieron las
proteinas totales para evaluar los niveles proteicos de la caspasa por western blot. Panel A: Se
grafican los resultados de n=3 ensayos independientes obtenidos mediante el andlisis de AACt
utilizando como gen normalizador la B2-microglobulina. * Difieren significativamente del control con
p<0,05. Panel B: se muestran bandas representativas de n=2 ensayos de western blot revelados

con un anticuerpo anti-caspasa 3.

Como conclusion de los resultados obtenidos in vitro, podemos afirmar que la T4
induce la proliferacién de la linea celular de linfoma T EL-4 a tiempos cortos de
cultivo. Sin embargo, el tratamiento crénico con la hormona por tiempos mayores

a 5 dias induce mecanismos que llevan a la muerte celular.
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4.2. Modulacion del crecimiento tumoral del linfoma T EL-4 por el estado
tiroideo

Los resultados obtenidos in vitro muestran la regulacion del crecimiento del
linfoma T EL-4 por el tratamiento con tiroxina. Partiendo de estos resultados, nos
resulté de interés evaluar si existe una modulacién del crecimiento tumoral in vivo
por el estado tiroideo. Por este motivo desarrollamos modelos murinos de
hipertiroidismo e hipotiroidismo, en los que se evalud la regulacion del crecimiento
del linfoma T EL-4 por el estado tiroideo y su relacion con el exceso o deficiencia

de hormonas tiroideas respectivamente.

4.2.1. Establecimiento de los modelos de hiper- e hipotiroidismo en ratones
C57BIl/6J

Con el fin de desarrollar modelos murinos con diferentes estados tiroideos
utilizamos ratones C57BI/6J (H-2°), singeneicos con la linea celular EL-4. La
obtencion de animales hipertiroideos se realiz6 mediante el tratamiento de los
ratones con T4 en el agua de bebida durante 28 dias, mientras que el estado de
hipotiroidismo se logré por el tratamiento con un agente antitiroideo, el
propiltiouracilo (PTU) en el agua de bebida durante 14 dias tal como se detall6 en
Materiales y Métodos.

4.2.1.1. Verificacion del estado tiroideo en los modelos experimentales
establecidos

Una vez finalizado el tratamiento correspondiente a cada grupo experimental y
para corroborar el estado tiroideo de los animales, realizamos la medicién de las
hormonas del eje tiroideo en los sueros de los ratones de los diferentes modelos

experimentales.

De acuerdo a lo esperado, los animales hipertiroideos (tratados con T4) tuvieron
niveles séricos de T3 y T4 mayores que los animales controles eutiroideos,
mientras que los ratones tratados con PTU, alcanzaron valores significativamente
menores para ambas hormonas (Tabla 4.1). Los niveles de TSH fueron muy bajos

(y por debajo del menor estandar de la curva dosis-respuesta) en el
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hipertiroidismo, en cambio aquellos obtenidos para los animales tratados con PTU

fueron significativamente superiores a los basales (Tabla 4.1).

Tabla 4.1: Evaluacion del eje HPT en los distintos modelos experimentales

Estado tiroideo T3 (ng/dl) T4 (ng/dl) TSH (ng/ml)
Eutiroideos 115+£12.5 5.5+0.7 47.815.4
Hipertiroideos 423+47.1* 32.7+1.8* <20
Hipotiroideos 60.6+10.2* <1.0 64.2+6.8"

Los niveles séricos de las hormonas tiroideas T3, T4 y TSH fueron determinados en animales
controles o luego del tratamiento con T4 (hipertiroideos) o el agente antitiroideo PTU
(hipotiroideos), mediante técnicas de RIA. Se muestran los valores promedio de cada grupo * ES.
* Difiere significativamente del grupo control con p<0,05.

Estos resultados indican que las dosis administradas, tanto de T4 como del
agente antitiroideo, son las adecuadas para lograr animales con regulacion
positiva 0 negativa del eje tiroideo tal como fuera demostrado previamente por

nuestro grupo en ratones endocriados Balb/c (H-2% (Klecha y col, 2000 y 2006).
4.2.2. El estado tiroideo regula el crecimiento tumoral

Para evaluar si el estado tiroideo interviene en la regulacion del desarrollo y
evolucion del linfoma T EL-4 inoculamos subcutdneamente las células EL-4 en
ratones control, hiper- e hipotiroideos con el fin de obtener tumores sélidos.

No encontramos diferencias en la latencia de aparicion del tumor, siendo de 6x1
dias para los tres grupos en estudio (datos no mostrados). Por otra parte, los
ratones hipotiroideos presentaron una tasa de crecimiento tumoral similar al grupo
control, mientras que los ratones hipertiroideos mostraron una mayor velocidad de
crecimiento tumoral en comparacion con los otros dos grupos experimentales,
evidenciada por un aumento mas rapido del volumen de dichos tumores. Esta
diferencia en los tamanos tumorales comenzé a ser significativa a partir del dia 10

post-inoculacién del tumor (Figura 4.8).
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Figura 4.8: Efecto del estado tiroideo en la progresion tumoral

(%]
J
*

—e— Control
—*— Hipertiroideo *
—+— Hipotiroideo

N
1

Volumen tumoral (cm®)

0 T T T
6 7 8 9 10 1 12 13
Numero de dias p.i.

Ratones controles, hipertiroideos o hipotiroideos fueron inoculados subcutdneamente con 3x10°
células EL-4. Se determind el volumen tumoral a distintos dias p.i, tal como se describié en
Materiales y Métodos. Se muestran los valores promedio de 8 ratones por grupo = ES. * Difiere
significativamente del grupo control con p<0,05.

Por este motivo, decidimos realizar todos los estudios posteriores a los 10 dias
luego de la inoculacion de las células EL-4. El peso de los tumores al momento de
la eutanasia en ratones hipertiroideos fue en promedio un 38 + 6% mayor que en
los controles (Figura 4.9).

Figura 4.9: Tamaio tumoral al dia 10 post-inoculacién
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A los 10 dias post-inoculacién subcutanea de las células EL-4, los tumores sélidos formados
fueron extirpados y pesados. En el panel A se muestra una fotografia representativa del tumor
extirpado para cada grupo experimental. El panel B corresponde a la media del peso tumoral de 8
ratones por grupo * ES. * Difiere significativamente del grupo control con p<0,05.
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4.2.3. Modulacion de la generacion y desarrollo de metastasis por el estado
tiroideo

Dado que uno de los procesos fundamentales en la evolucion del proceso tumoral
es el establecimiento de metastasis en diferentes érganos o tejidos, evaluamos
también si el estado tiroideo es capaz de regular la formacién de las mismas. Para
ello realizamos un test de metastasis experimentales que consiste en la

inoculacion endovenosa de las células.

Tabla 4.1I: Modulacién por el estado tiroideo del desarrollo de metastasis en
diferentes érganos

A B
Estado tiroideo | Higado | Rinon
Controles 68,8 % 87.5 %
(n=16)
Hipertiroideos 36,8 % 78.9 %
(n=19)
Hipotiroideos 61.2 % 94,1 %
(n=17)

Ratones controles, hiper- e hipotiroideos fueron inoculados por via endovenosa con 5x10° células
EL-4. A los diez dias post-inoculacion se observ6 la presencia de nodulos metastésicos en
diferentes 6rganos. Se determind el porcentaje de ratones con presencia de nédulos metastasicos
en higado o rifidn, respecto al total de ratones utilizados en los ensayos. Panel B: Fotografias
representativas de los higados y riflones con presencia de nédulos metastasicos.

El test de metastasis experimentales generalmente da origen a metastasis en
pulmén, ya que es el primer sitio donde las células tumorales ingresan a la
microcirculacién y a partir de alli pueden ser extravasadas y colonizar el tejido. Sin
embargo, en el analisis anatémico de los ratones inoculados con células EL-4 no
detectamos metastasis pulmonares pero si observamos ndédulos metastasicos en

higado y rifones.

De los ratones controles, el 68,8% desarrolld6 metéstasis hepaticas. Valores
similares se obtuvieron para los ratones hipotiroideos, mientras que este
porcentaje se redujo casi a la mitad en ratones hipertiroideos (Tabla 4.1l). Por otra

parte, el porcentaje de animales con metastasis renales fue aun mayor para los
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tres grupos, siendo los ratones hipotiroideos los que presentaron la mayor

prevalencia (Tabla 4.1I).

No sdélo observamos diferencias en cuanto al porcentaje de ratones que
desarrollaron metastasis, sino que también existen diferencias en el nimero de
nddulos metastasicos presentes en los rifones. Este numero (Figura 4.10) fue
significativamente mayor en ratones hipotiroideos respecto a los hipertiroideos.
Estos udltimos presentaron también menor numero de metastasis que los

controles, aunque las diferencias no resultaron estadisticamente significativas.

Figura 4.10. Modulacion por el estado tiroideo de la cantidad de nédulos

metastasicos renales
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Los ratones fueron inoculados por via endovenosa con 5x10° células EL-4. A los diez dias post-
inoculacion se determind el nimero de nédulos metastasicos renales. * Difieren significativamente
con p<0,05.

Por lo tanto, los niveles de HTs en circulacion son capaces de regular también el
establecimiento y desarrollo de metastasis. Los resultados obtenidos sugieren que
el estado de hipotiroidismo favorece los procesos que llevan al establecimiento de
las metastasis, mientras que el hipertiroidismo reduce la capacidad de las células

tumorales de colonizar otros tejidos.
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4.3. Accion del estado tiroideo sobre el crecimiento del tumor primario

Habiéndose observado diferencias en el crecimiento tumoral y desarrollo de
metastasis entre ratones con diferentes estados tiroideos, el siguiente objetivo fue
estudiar los factores que se encuentran afectados por HTs en el tumor primario.
Para ello, analizamos a nivel celular y molecular los efectos del exceso o
deficiencia de HTs en el tumor sélido generado por inoculacién subcutanea de
células de linfoma T EL-4.

4.3.1. Caracterizacion de los tumores solidos EL-4 de ratones con diferente
estado tiroideo

Con el fin de determinar las caracteristicas generales de los tumores EL-4
creciendo en ratones con diferentes estados tiroideos, realizamos una tincién con
Hematoxilina y Eosina (H&E) de cortes de los tumores que habian sido
previamente fijados y parafinados. El andlisis histologico determiné que los
tumores de los tres grupos experimentales estdn compuestos mayoritariamente
por células de linfoma indiferenciadas, con muy poca presencia de otros tipos
celulares. Presentan abundantes mitosis, nucleos aberrantes y una marcada
anisocariosis. También se observa una elevada vascularizacion y bajos niveles de

necrosis (Figura 4.11).

Los tumores de los ratones hipertiroideos, en particular, presentan un nimero de
mitosis mayor que los otros dos grupos y una mayor vascularidad. También se
observaron ndcleos con intensa picnosis, cariorexis € hipocromasia, lo cual indica
una mayor muerte celular. Los tumores de ratones hipotiroideos, por otra parte,
muestran nucleos hiper- e hipocromaticos, con areas de hemorragia difusa y dafo
vascular. Ademas presentan una mayor area de necrosis (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Analisis histologico de los tumores de ratones con diferente

estado tiroideo
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Imagenes representativas de cortes en parafina de tumores de ratones controles, hiper- e
hipotiroideos tefiidos con hematoxilina y eosina (H&E) o marcados con anticuerpos especificos
para PCNA y caspasa 3 mediante técnicas de inmunohistoquimica (IHQ). Las imagenes fueron
obtenidas en un aumento de 630X. Las puntas de flecha indican las mitosis en cortes con H&E y
las células positivas para caspasa 3 en cortes de IHQ. Tabla: Se muestran los promedios + ES de

n=4 cortes. * Difiere del control con p<0,05.
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Para corroborar lo observado por la tincibn con H&E, utilizamos métodos de
inmunohistoquimica (IHQ) para detectar mediante anticuerpos especificos células
positivas para PCNA o caspasa 3 activada, y asi determinar la presencia de
células en activa proliferacion o células que estdn sufriendo procesos de

apoptosis, respectivamente.

Como se puede observar en la Figura 4.11, en las areas no necréticas los
animales controles, hipertiroideos e hipotiroideos presentaron similar expresion de
PCNA, siendo positivos para PCNA aproximadamente el 90% de los nucleos.
Esto indicaria una alta tasa proliferativa en los tumores de los tres grupos en
estudio.

Sin embargo, los tumores de ratones hipertiroideos presentaron una mayor
expresion de caspasa 3 activada, lo que indicaria que estos tumores presentan
una mayor muerte celular al dia 10 luego de la inoculacién tumoral.

4.3.2. Modulacion de la expresion de PCNA en tumores por el estado tiroideo

Como vimos, no se pudieron establecer diferencias en los niveles de PCNA
mediante el andlisis por IHQ. Por este motivo, realizamos ensayos de gRT-PCR y
western blot a partir de muestras de tumores de los tres grupos experimentales,
para evaluar la existencia de diferencias en los niveles de expresion tanto

gendmica como proteica de dicho antigeno.

A pesar de no observar diferencias significativas en los niveles de expresién del
ARNm, detectamos un incremento de los niveles proteicos de PCNA en ratones
hipertiroideos (Figura 4.12), lo que podria ser indicativo de una mayor tasa de
proliferacién en los tumores de ratones de este grupo experimental.
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Figura 4.12: Expresion de PCNA en tumores de ratones con diferente estado

tiroideo
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Se obtuvieron los tumores de ratones control, hipertiroideos (Hiper) e hipotiroideos (Hipo) a los 10
dias p.i. Se realiz6 la extraccion de su ARN total y de las proteinas. Panel A: Se grafican los
resultados obtenidos por gRT-PCR a partir del ARN total con primers especificos para PCNA,
mediante el andlisis de AACt de n=3 ensayos y utilizando como gen normalizador la 2-
microglobulina. Panel B: Bandas representativas del andlisis de western blot realizado sobre los
extractos proteicos utilizando un anticuerpo anti-PCNA. Panel C: Andlisis densitométrico de las
bandas correspondientes a n=3 ensayos de western blot. * Difiere significativamente del control

con p<0,05.
4.3.3. Modulacion por el estado tiroideo de la proliferacion de células EL-4
creciendo in vivo.

Para asegurarnos de que la tasa de proliferacién de las células EL-4, creciendo
como tumor sélido, se encuentre efectivamente modulada por el estado tiroideo,
realizamos una tincién de las células EL-4 con el trazador CFSE antes de su
inoculacién subcutanea. EI CFSE es un colorante fluorescente verde que se une
espontanea e irreversiblemente a las proteinas intracelulares. A medida que las
células proliferan, el CFSE se distribuye equitativamente entre las células hijas, y
por lo tanto, la cantidad de colorante presente en el citosol se reduce a la mitad.

Seis dias después de la inoculacién de las células marcadas, obtuvimos
suspensiones celulares a partir de los tumores, que fueron analizadas por
citometria de flujo. Las células EL-4 que crecieron en animales hipertiroideos
mostraron una intensidad media de fluorescencia menor que aquellas

provenientes de animales controles e hipotiroideos (Figura 4.13), lo que indica
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que estas células se dividieron una mayor cantidad de veces. Por lo tanto, los
tumores solidos EL-4 tienen una mayor tasa de proliferacién cuando crecen en
animales hipertiroideos.

Figura 4.13: Intensidad de fluorescencia de CFSE en células EL-4 creciendo

como tumor soélido en animales con distinto estado tiroideo
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Las células EL-4 fueron marcadas con CFSE e inoculadas s.c. en ratones control, hipertiroideos
(Hiper) e hipotiroideos (Hipo). Seis dias post-inoculacién, se extrajo el tejido tumoral y se
cuantificd la intensidad de fluorescencia del CFSE por citometria de flujo. En el panel A se
muestra un histograma representativo de 4 experimentos independientes; T, representa la
intensidad de fluorescencia de CFSE en las células EL-4 previa su inoculacién en los animales.
En la tabla se muestran las intensidades de fluorescencia medias (IFM) para cada grupo. En el
panel B se grafica el % de IFM respecto al T, para cada grupo experimental. Difieren
significativamente del grupo control con *p<0,05 y **p<0,01.

4.3.4. Modulacion por el estado tiroideo de proteinas reguladoras del ciclo
celular en tumores EL-4

El aumento en la tasa proliferativa de las células creciendo en ratones
hipertiroideos podria ser explicado por una regulacién diferencial del ciclo celular.
Como observamos in vitro, las HTs pueden afectar el ciclo celular, mediante la
modulacién de la expresidn de sus proteinas reguladoras. Por lo tanto, evaluamos
los niveles de expresion genémica y proteica de reguladores del ciclo celular, a
saber las ciclinas, los inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas y los

supresores tumorales.
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Figura 4.14: Expresion diferencial de genes de ciclinas en tejido tumoral de
ratones eutiroideos, hipertiroideos e hipotiroideos.
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A partir de tumores de 10 dias provenientes de ratones control, hipertiroideos (Hiper) e
hipotiroideos (Hipo) se realiz6 la extraccion del ARN total y de las proteinas. Panel A:
Determinacion de los niveles del ARNm de las ciclinas D1, D2, D3, E1, A2 y B1 mediante gRT-
PCR. Se muestra el resultado del andlisis por AACt, utilizando como gen normalizador la B-
microglobulina, correspondiente a 4 ensayos independientes. Panel B: Bandas representativas de
4 experimentos independientes de western blot para el andlisis de la expresién proteica de las
ciclinas D1, D3 y E1 utilizando como proteina normalizadora la 3-actina. Panel C: Gréfico de
barras correspondiente a la media + ES del andlisis densitométrico de las bandas obtenidas para
cada grupo experimental. Difieren significativamente del grupo control con *p<0,05 y **p<0,01.

Encontramos un incremento en los niveles de expresion de las ciclinas D1, D3 y
E1 sb6lo en animales hipertiroideos, mientras que las ciclinas D2, A 'y B no se
vieron reguladas en ninguno de los grupos (Figura 4.14). Las ciclinas D son las
reguladoras principales de la transicion Go/G; y su actividad es crucial para la
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progresién del ciclo hacia la fase S, junto con la ciclina E, que se une y activa la
Cdk2 en la fase Gy del ciclo celular y favorece la transicién G+/S. Por lo tanto, el
aumento de los niveles de expresidon de estas ciclinas en los tumores de ratones

hipertiroideos podria favorecer el aumento de la tasa proliferativa de los mismos.

Figura 4.15: Expresion diferencial de inhibidores de quinasas dependientes
de ciclinas en tumores de ratones eu-, hiper- e hipotiroideos.
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A partir de tumores de 10 dias provenientes de ratones control, hipertiroideos (Hiper) e
hipotiroideos (Hipo) se realizé la extraccién del ARN total y de las proteinas. Panel A: Niveles de
expresion del ARNm de los inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas p15/INK4B,
p16/INK4A, p21/Cip1 y p27/Kip1 mediante gRT-PCR. Se muestra la media + ES de 3 ensayos
independientes analizados por AACt utilizando como gen normalizador al de la 32-microglobulina.
Panel B: Bandas representativas de 4 ensayos de western blot para determinar la expresion
proteica de los inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas p16/INK4A y p27/Kip1 utilizando
como proteina normalizadora la $-actina. Panel C: Grafico de barras correspondiente a la media
ES del analisis densitométrico de las bandas obtenidas para cada grupo experimental. Difieren
significativamente del grupo control con *p<0,05; difieren significativamente del hipertiroideo con
#5<0,01 y #p<0,05.

Evaluamos también en los tumores los niveles de expresién de los inhibidores de

quinasas dependientes de ciclinas. La proteina p16/INK4A que inhibe al complejo
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Cdk4-Ciclina D en la fase Gy del ciclo y p27/Kip1 que inhibe al complejo Cdk2-
Ciclina E/A en las fases G+/S se vieron aumentados en tumores de ratones
hipotiroideos. Por su parte, p15/INK4B y p21/Cip1, que actian como inhibidores
de las fases G y Gz respectivamente, no se vieron modulados en ninguno de los
grupos (Figura 4.15).

Figura 4.16: Expresion diferencial de genes supresores tumorales en tejido
tumoral de ratones eutiroideos, hipertiroideos e hipotiroideos.
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A partir de tumores de 10 dias provenientes de ratones control, hipertiroideos (Hiper) e
hipotiroideos (Hipo) se realizé la extraccion del ARN total y de las proteinas. Panel A: Evaluacion
de los niveles de expresion del ARNm de los reguladores de ciclo celular p53, Rb y PTEN
mediante qRT-PCR. Se muestra el resultado del andlisis de 3 ensayos por AACt, utilizando como
gen normalizador la 32-microglobulina. Panel B: Bandas representativas de 3 ensayos de western
blot para la determinacién de los niveles proteicos de p53 utilizando como proteina normalizadora

la B-actina. Panel C: Grafico de barras correspondiente a la media + ES del andlisis

densitométrico de las bandas obtenidas para cada grupo experimental. * Difiere significativamente

del control o * difiere del hipertiroideo con p<0,05.
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En el caso de los genes supresores tumorales que son los encargados de
proteger a las células de transformaciones malignas mediante la inhibicion del
ciclo celular, evaluamos aquellos que, como dijimos anteriormente, se encuentran
mas comUnmente alterados en linfomas, p53, Rb y PTEN. Unicamente
observamos una regulacion en los niveles de expresién de p53 que se encuentran
aumentados en tumores de animales hipotiroideos en comparacion con los
tumores de ratones hipertiroideos, los que a su vez estan disminuidos respecto de
los valores hallados en tumores controles (Figura 4.16). No se encontraron

diferencias en la expresién de PTEN o Rb en ninguno de los grupos estudiados.

4.3.5. Modulacion por el estado tiroideo de proteinas involucradas en

apoptosis en tumores EL-4

Sin embargo, el desarrollo y la progresion tumoral no dependen solamente del
grado de proliferacion de las células tumorales sino que existe entre otros factores
un balance entre proliferacién y apoptosis que participa en el avance tumoral.
Como hemos visto en la Figura 4.11, los tumores de ratones hipertiroideos tienen
un mayor numero de células de morfologia compatible con procesos apoptoticos y
ademas hay un mayor porcentaje de células que expresan caspasa 3 activada.
Por este motivo y para confirmar la existencia de apoptosis en los tumores de
ratones hipertiroideos, analizamos algunos factores relacionados con este

proceso.

En primer lugar, estudiamos los niveles de expresion de proteinas de la familia
Bcl-2 que hemos visto modificados in vitro por el tratamiento con T4 a tiempos
largos (Figura 4.6). Los tumores de ratones hipertiroideos mostraron un aumento
en la expresion del ARNm de la proteina antiapoptética Bax pero no se
observaron diferencias en cuanto a los niveles de expresion de las proteinas

antiapoptoticas Bcl-2 y Bel-xL (Figura 4.17).
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Figura 4.17: Expresion diferencial del ARNm de proteinas de la familia Bcl-2

en tumores de animales con diferentes estados tiroideos
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A partir de ARN total de tumores de ratones control, hipertiroideos (Hiper) e hipotiroideos (Hipo),
se determinaron los niveles de expresién del ARNm de la proteina proapoptotica Bax (A) y de las
proteinas antiapoptéticas Bcl-XL (B) y Bcl-2 (C) mediante qRT-PCR. Se muestra el resultado del
andlisis por AACt de 4 ensayos independientes utilizando como gen normalizador la B.-
microglobulina. * Difieren significativamente del grupo control con p<0,05.

Al activarse, Bax se une a la membrana mitocondrial y desencadena la pérdida
del potencial de membrana mitocondrial que lleva a la liberacién del citocromo c y
a la activaciéon de caspasa 3. El analisis por western blot demostré una mayor
expresion de caspasa 3 activada en los tumores de ratones hipertiroideos
respecto a los otros dos grupos experimentales (Figura 4.18) en concordancia

con lo observado previamente por IHQ.
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Figura 4.18: Expresion diferencial de caspasa 3 activada en tumores de

animales con diferentes estados tiroideos
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A partir de extractos de proteinas de tumores de ratones control, hipertiroideos (Hiper) e
hipotiroideos (Hipo) se realizé un western blot utilizando un anticuerpo anti-caspasa 3 activada.
Panel A: Bandas representativas del andlisis de western blot. Panel B: Andlisis densitométrico de
las bandas correspondientes a n=4 ensayos de western blot. * Difiere significativamente del control
con p<0,05.

Por lo tanto, los tumores creciendo en ratones hipertiroideos presentan un
incremento tanto en la proliferacion como en la apoptosis celular. Sin embargo, el
balance entre estos dos procesos que ocurren simultdneamente en el tumor, debe

llevar finalmente a un incremento en la velocidad de crecimiento tumoral.
4.3.6. Modulacion por el estado tiroideo de la angiogénesis en tumores EL-4

El crecimiento tumoral, la invasién y las metéstasis son procesos que se
encuentran altamente asociados con la angiogénesis. La formacion de nuevos
vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes promueve el crecimiento
tumoral ya que le aporta oxigeno, nutrientes y remueve catabolitos que pueden

ser toxicos para las células.

Para evaluar si la angiogénesis tumoral es modulada por el estado tiroideo, en
primer lugar se realiz el recuento mediante observacion por lupa del numero de
vasos en la zona de la piel donde se encontraba el tumor y se compard con la
misma zona en el flanco opuesto del raton. Cabe sefialar que dicho recuento se
realizd en la zona peritumoral por la imposibilidad de contabilizar los numerosos
vasos de pequefo calibre ubicados en el tumor al momento de conseguir su

deteccion por palpacién (Figura 4.19). En la figura indicada, puede apreciarse
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que los animales hipertiroideos presentaron una mayor vascularizacién a nivel
general en las zonas de piel evaluadas. Particularmente en el tumor y en las
zonas circundantes, este grupo también presenté una mayor vascularizacién
respecto al lado control.

Figura 4.19: Efecto del estado tiroideo en la angiogénesis tumoral

N
(2]
]

A Flanco derecho Flanco izquierdo B

N
=)
]

-
a
1

Control | /

v,

[y
o
1

I
)
]

Numero de vasos
(Relacion flanco Izg/der)

0.0-

Control  Hiper Hipo

(o]
N
g

Ne de vasos promedio / mm?
o
[

iy
a
1

o
a
1

g
(=)
1

Control Hiper Hipo

Las células EL-4 fueron inoculadas s.c. en ratones control, hipertiroideos (Hiper) o hipotiroideos
(Hipo). Al dia 6 post-inoculacion, cuando los tumores eran palpables, se realizé la observacién de
los vasos sanguineos peritumorales con lupa. Panel A: Fotografia representativa de 3 ensayos
independientes con 4 ratones por grupo. Panel B: Numero medio + ES de vasos sanguineos por
area en el flanco inguinal derecho (con tumor) relativo al flanco inguinal izquierdo (inoculado con
PBS).#Diferencia significativa (p<0,05). Panel C: Nimero promedio + ES de vasos sanguineos por
area en los flancos derecho e izquierdo.**Difiere significativamente del control con p<0,01.

También evaluamos el grado de angiogénesis en los tumores de 10 dias p.i. en
cortes del tejido. Realizamos una tincion con Tricromica de Masson que tifie con
verde las fibras de colageno y por lo tanto, permite detectar los vasos sanguineos
con mayor facilidad. También realizamos una marcacién por IHQ con CD31, una
proteina que se encuentra expresada principalmente en células endoteliales y que

es utilizada comunmente como marcador de angiogénesis.
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Figura 4.20: Analisis histolégico de tumores de ratones con diferente estado

tiroideo para detectar angiogénesis
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Imagenes representativas de cortes en parafina de tumores de ratones controles, hipertiroideos e

hipotiroideos tenidos con hematoxilina y eosina (H&E) y Tricrémica de Masson o marcados con

anticuerpos especificos para CD31 mediante técnicas de IHQ. Las imagenes fueron obtenidas en

un aumento de 630X. Las flechas negras indican microvasos, la flecha amarilla indica un area de

hemorragia y las flechas rojas indican marca positiva para CD31. Tabla: Media =+ ES de la

cuantificacién de los vasos sanguineos en 4 cortes de tumores de cada grupo experimental.

*Difiere significativamente del control con p<0,05.
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Como puede observarse en la Figura 4.20, los tumores de ratones hipertiroideos
presentan una mayor vascularizacién que los controles mientras que los tumores

de ratones hipotiroideos presentan un nivel de vascularizacion menor.

Por lo tanto, los tumores de ratones hipertiroideos presentan una mayor
angiogénesis tumoral, lo que permitiria una mejor distribucioén de los nutrientes y
del oxigeno entre las células tumorales favoreciendo por ende su crecimiento. Lo
contrario se da en los tumores de ratones hipotiroideos, que presentan una
reducida vascularizaciéon con zonas de hemorragia y dano vascular perjudiciales

para el crecimiento y desarrollo tumoral (Figura 4.20).

4.3.7. Modulacion por el estado tiroideo de metaloproteasas de matriz y sus
inhibidores tisulares en tumores EL-4

Las metaloproteasas de matriz (MMPs) son miembros de un grupo de enzimas
capaces de degradar proteinas de la matriz extracelular como el colageno y

participan en diversos procesos de remodelacion tisular.

Se evaluaron los niveles de expresion de las metaloproteasas 2 y 9 que son de
gran importancia en los procesos de angiogénesis y metastasis, en tumores de 10
dias provenientes de ratones con diferentes estados tiroideos.

La expresion de MMP-2 se encuentra significativamente aumentada en tumores
de ratones hipertiroideos y también se observa un aumento en la expresion de
MMP-9 aunque esta diferencia no es estadisticamente significativa (Figura 4.21).
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Figura 4.21: Modulacidon de la expresion de metaloproteasas de matriz por el
estado tiroideo
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Evaluacion de los niveles de ARNm de la metaloproteasa de matriz 2 (MMP-2) (A) y la
metaloproteasa de matriz 9 (MMP-9) (B) por qRT-PCR en tumores de 10 dias provenientes de
animales eutiroideos (control), hipertiroideos (Hiper) o hipotiroideos (Hipo). Se grafican los
resultados obtenidos mediante andlisis del AACt para 3 ensayos independientes utilizando como
gen normalizador la B,-microglobulina. * Difiere significativamente de los valores en animales
eutiroideos con p<0,05.

La actividad de estas proteasas se encuentra regulada por sus inhibidores
tisulares (Timps) que se unen a su sitio catalitico impidiendo su actividad. Y es la
relacion entre los niveles de MMPs y Timps la que determina la actividad

proteolitica en la matriz extracelular.

Al analizar los niveles de expresion de los Timps 1, 2 y 3 en los tumores
provenientes de los animales de los tres grupos experimentales, observamos un
incremento sélo de Timp1 en tumores de ratones hipotiroideos sin verse

modificada la expresiéon de Timp 2 y 3 en ninguno de los grupos experimentales.
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Figura 4.22: Modulacién de la expresion de inhibidores de metaloproteasas
de matriz por el estado tiroideo
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Evaluacion de los niveles de ARNm de los inhibidores tisulares de MMPs, Timp 1 (A), Timp 2 (B) y
Timp 3 (C) por qRT-PCR en tumores de 10 dias provenientes de animales eutiroideos (control),
hipertiroideos (Hiper) o hipotiroideos (Hipo). Se grafican los resultados obtenidos por el andlisis del
AACt de 3 ensayos independientes utilizando como gen normalizador la B,-microglobulina. *Difiere
significativamente de los valores en animales eutiroideos con p<0,05.

Se conoce que los niveles séricos de MMPs pueden estar alterados en diversas
condiciones patoldgicas, entre las cuales se encuentran diversos tipos de cancer
y en general estan relacionadas con un mal pronéstico (Nikkola y col, 2005). Por
este motivo analizamos la actividad de las MMPs 2 y 9 en los sueros de ratones
portadores de tumor. Tal como se observa en la Figura 4.23, no existe regulacion
en los niveles séricos de MMPs en ninguno de los grupos.
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Figura 4.23: Modulacidon de la actividad de metaloproteasas séricas por el
estado tiroideo
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Zimografia en geles de poliacrilamida copolimerizados con gelatina de sueros de ratones control,
hipotiroideos (Hipo) e hipertiroideos (Hiper) portadores de tumores EL-4, obtenidos a los diez dias
post-inoculacién. Las bandas de degradacion de la gelatina fueron reveladas mediante tincién con
Coomasie Blue y los resultados mostrados son la media + ES de 4 determinaciones
independientes.

Por lo tanto, los ratones hipertiroideos presentaron tumores con elevada
expresion de metaloproteasas y mayor angiogénesis, lo cual en general esta
relacionado con un mayor crecimiento tumoral y mayor desarrollo de metastasis.
Los tumores de ratones hipotiroideos, por el contrario, tienen una reducida
vascularizacién y sélo muestran un aumento en los niveles de expresion de
inhibidores de MMPs. Sin embargo, a pesar de estos resultados, el desarrollo de
metastasis es menor en ratones hipertiroideos que en los hipotiroideos, senalando
la participacion de otros factores modulados por las HTs que regulan la

diseminacion tumoral.
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4.4. El estado tiroideo modula la inmunidad antitumoral

Es conocido que el sistema inmune juega un rol critico en la vigilancia contra el
desarrollo de tumores. Por otra parte, en trabajos realizados en nuestro
laboratorio se ha visto que el estado tiroideo es capaz de modular la actividad del
sistema inmune (Klecha y col, 2000, 2005 y 2006).

En esta parte del trabajo estudiamos la respuesta inmune antitumoral en ratones
control, hiper- e hipotiroideos, inoculados con células EL-4, para elucidar su
participacion en las diferencias observadas en el crecimiento y diseminacion

tumoral entre estos grupos.
4.4.1. El estado tiroideo modula la respuesta inmune en el tumor primario

Frente a un estimulo tumoral, las células inmunes migran hacia el ganglio linfatico
mas cercano, para luego actuar sobre la zona afectada. Como consecuencia de
esto, en general los ganglios linfaticos drenantes aumentan de tamafo durante el

establecimiento de un tumor.

4.4.1.1. Evaluacion del efecto del estado tiroideo sobre los ganglios
linfaticos

Por este motivo, en primer lugar y en animales con distinto estado tiroideo
portadores de tumor, realizamos la extraccion de los ganglios inguinales linfaticos
tanto drenante (GD) como el contralateral, no drenante (GND) y se realiz6 un
recuento de células. Todos los recuentos de animales hipertiroideos fueron
significativamente mayores que los de los otros dos grupos (Figura 4.24-A),
indicando que los altos niveles de hormonas tiroideas circulantes inducen un
aumento del tamafo de los ganglios linfaticos en dichos animales. En los tres
grupos estudiados observamos ademas un mayor numero de células en el GD
respecto del GND, siendo esta diferencia del doble en ratones controles e
hipertiroideos y del triple en animales hipotiroideos (Figura 4.24-B). Este ultimo
dato podria estar relacionado con una mayor reactividad del sistema inmune local

frente al tumor primario en ratones hipotiroideos.
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Figura 4.24: Numero de células en los ganglios de ratones eu-, hiper- o
hipotiroideos portadores de tumores de 10 dias.
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Se determindé el nimero total de células mononucleares en ganglios de ratones control,
hipertiroideos (Hiper) o hipotiroideos (Hipo) mediante la tincion con el colorante de exclusion Azul
Tripan y recuento en camara de Neubauer. Panel A: Numero de células en el ganglio inguinal
drenante (GD) del tumor y en el ganglio inguinal no drenante (GND) de ratones de los tres grupos
experimentales. Panel B: Relacion entre el numero de células del ganglio drenante y el no

drenante de cada ratén. * Difieren del grupo control con p<0,05 y * difiere del correspondiente
ganglio no drenante con p<0,05.

4.4.1.1.1. Modulaciéon de la distribucion de subpoblaciones linfocitarias en
ganglios drenante y no drenante por el estado tiroideo

La composicion y caracteristicas del microambiente tumoral varian ampliamente y
son importantes en determinar la respuesta inmune antitumoral. Por ejemplo,
algunas células del sistema inmune, incluyendo células NK y linfocitos T
efectores, son capaces de generar potentes respuestas antitumorales. Sin
embargo, las células tumorales frecuentemente inducen microambientes
inmunosupresores que favorecen el desarrollo de poblaciones inmunosupresoras
de células inmunes, como las células supresoras de origen mieloide (MDSC) y las
células T regulatorias. El resultado de la regulacién de los componentes del

sistema inmune es un factor fundamental en la progresion tumoral.

Se analiz6 la distribucién de las subpoblaciones linfocitarias en GD y GND de
ratones eu-, hiper- e hipotiroideos mediante la marcacién de las suspensiones
celulares obtenidas con anticuerpos especificos y posterior analisis por citometria
de flujo.
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Figura 4.25: Distribucion de subpoblaciones linfocitarias en ganglios de
ratones control, hiper- e hipotiroideos portadores de tumor
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Se obtuvieron los ganglios inguinales drenante (GD) y no drenante (GND) de ratones controles,
hipertiroideos (Hiper) e hipotiroideos (Hipo) portadores de tumores de 10 dias. Las suspensiones
celulares obtenidas fueron marcadas con anticuerpos especificos unidos a fluorocromos para su
posterior analisis por citometria de flujo. Se muestran histogramas representativos de las células
de GD y GND de cada grupo marcados con CD3-FITC (A), CD19-FITC (C) y NK1.1-FITC (E). En
los graficos de barras se muestra la media * ES (n=4) de los porcentajes de células
correspondientes a cada subpoblacién: CD3* (B), CD19* (D) y NK1.1" (F).

En todos los grupos el porcentaje de linfocitos T (CD3*) se vio disminuido en GD
respecto al GND, a expensas de un aumento en los porcentajes de linfocitos B
(CD19%) (Figura 4.25), lo que podria deberse a una migraciéon de las células T
hacia el tumor para ejercer su actividad citotéxica. Sin embargo, los porcentajes
de células CD4" y CD8", y por ende la relacion CD4*/CD8" tanto en GND como en
GD fue similar para todos los grupos (Figura 4.25-B y D).

Por otra parte, el numero de células NK en ganglios fue muy bajo y no se
observaron diferencias en la distribucion de las mismas entre los grupos en
estudio (Figura 4.25-F).
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4.4.1.1.2. Modulacion de la distribucion de células inmunosupresoras en
ganglios por el estado tiroideo

En cuanto a las poblaciones de células inmunosupresoras, no se detecté en
ganglio la presencia de células MDSC pero si de Tregs. Los porcentajes de Tregs
fueron similares en GD y GND de ratones control e hipertiroideos pero los ratones
hipotiroideos mostraron un incrementado porcentaje de Tregs en el GD (Figura
4.26).

Figura 4.26: Porcentaje de Tregs en ganglios de ratones control, hiper- e
hipotiroideos portadores de tumor
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Se obtuvieron los ganglios inguinales drenante (GD) y no drenante (GND) de ratones controles,
hipertiroideos (Hiper) e hipotiroideos (Hipo) portadores de tumores de 10 dias. Las suspensiones
celulares obtenidas fueron marcadas con anticuerpos especificos: CD4-APC, CD25-FITC y FoxP3-
PE para detectar células T regulatorias (Tregs) por citometria de flujo. En el panel A se muestran
los dot plots representativos de los GD y GND para cada grupo, correspondientes a CD25-FITC
vs. FoxP3-PE de las células CD4". Los gréaficos de barras del panel B corresponden al valor
medio * ES del porcentaje de células CD4" CD25" FoxP3" de los GD y GND de cada grupo

experimental (n=3). * Difiere significativamente del ganglio no drenante (GND) con p<0,05.
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4.4.1.2. Evaluacion del efecto del estado tiroideo sobre el infiltrado tumoral

La respuesta inmune en el microambiente tumoral es uno de los factores cruciales
en la progresién de enfermedades neoplasicas. En general, una mayor infiltracion
de células inmunes correlaciona con un mejor pronéstico (Loi, 2013; Whiteside,
2013). Por este motivo analizamos la presencia de subpoblaciones positivas para
CD4, CD8 y CD19 en el infiltrado linfocitario tumoral (TIL) de ratones control,
hiper- e hipotiroideos. Cabe recordar que las células de origen T, EL-4, no
expresan CD4 ni CD8, por lo que esta marcacién nos permitié evaluar solo los TIL
sin marcacién de las células tumorales. Para ello, los tumores fueron disgregados
mecanicamente, marcados con anticuerpos especificos para cada una de las

subpoblaciones linfocitarias y analizados por citometria de flujo.
Figura 4.27: Modulacidn del infiltrado tumoral por el estado tiroideo
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Se extrajeron los tumores de 10 dias de ratones control, hipertiroideos (Hiper) e hipotiroideos
(Hipo) y se prepararon suspensiones celulares que fueron analizadas por citometria de flujo. Panel
A: Dot plot correspondiente al “forward scatter” vs “side scatter” representativo de cada grupo. El
“gate” mostrado (circulo azul) corresponde a las células que conforman el infiltrado linfocitario del
tumor. Panel B: Media + ES del porcentaje de células infiltrantes en 4 animales por grupo. * Difiere
del grupo control con p<0,05.
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El analisis por citometria de flujo del “forward scatter” vs. “side scatter” mostré una
poblacion minoritaria de células que se diferenciaron del resto por su tamafo y
granularidad, formando una nube separada (6valo azul en la Figura 4.27-A) que

fue la que tuvo marca positiva para los tres anticuerpos.

Como puede observarse en la Figura 4.27, el porcentaje de células infiltrantes fue
menor en tumores de ratones hipertiroideos respecto a los tumores de los otros
dos grupos experimentales.

4.4.1.2.1. Modulacioén de la distribucion de subpoblaciones linfocitarias en el
infiltrado tumoral por el estado tiroideo

El analisis de la composicion de subpoblaciones linfocitarias en el TIL sélo mostro

diferencias en los animales hipertiroideos, que presentaron un menor porcentaje
de células CD8" respecto a los otros dos grupos, sin modificaciones en la
proporcion de células T helper (CD4") (Figura 4.28). También se observd en
tumores de ratones hipertiroideos un incremento en el porcentaje de linfocitos B
(CD19%) (Figura 4.28).

Por otra parte, al realizar marcaciones para evaluar la presencia de células
inmunosupresoras, no se detectaron MDSC ni Tregs en el infiltrado tumoral de

estos ratones.
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Figura 4.28: Distribucion de subpoblaciones linfocitarias en el infiltrado

tumoral de ratones con diferente estado tiroideo
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A partir de tumores de 10 dias de ratones control, hipertiroideos (Hiper) e hipotiroideos (Hipo) se
prepararon suspensiones celulares, que fueron marcadas con anticuerpos especificos unidos a
fluorocromos y posteriormente analizadas por citometria de flujo. En los paneles A, By C se
muestran en color rojo los histogramas representativos para cada grupo experimental de las
células marcadas con CD8-PE (A), CD4-FITC (C) y CD19-FITC (E). Los histogramas de color
negro corresponden al control de isotipo. Los graficos de barras de los paneles B, D y F
corresponden a la media + ES de cada grupo experimental (n=4) de los porcentajes de células
positivas (respecto del total de células) para cada subpoblacién: CD8" (D), CD4* (E) y CD19" (F).

*Difiere significativamente del grupo control con p<0,05.

Todos estos resultados indican que el estado tiroideo es capaz de modular la
respuesta inmune antitumoral en la zona del tumor primario. A pesar de no
observarse diferencias a nivel del ganglio drenante, los ratones hipertiroideos
presentaron tumores con un menor infiltrado linfocitario. Este infiltrado, a su vez
contiene una menor proporcién de células T citotoxicas y una proporcion mayor
de linfocitos B respecto a los otros dos grupos. Estos datos, en conjunto,
sefialarian una reducida actividad antitumoral en la zona del tumor primario en
ratones con elevados niveles de hormonas tiroideas que podria estar relacionada

con el mayor crecimiento tumoral.
4.4.2. El estado tiroideo modula el sistema inmune a nivel sistémico

La diseminacion celular y la formacién de metastasis también estan reguladas
entre otros factores, por la actividad del sistema inmune a nivel sistémico. Cuando
una célula tumoral ingresa al torrente sanguineo y pretende colonizar otros

tejidos, son las células inmunes en circulacion las que actian para impedirlo.

Por este motivo, evaluamos si el estado tiroideo es capaz de alterar la distribucién
y funcionalidad de las células inmunes del bazo en respuesta al desafio tumoral.

A simple vista, al extraer los bazos de los ratones, pudimos observar que los
animales hipertiroideos tienen bazos de mayor tamano (Figura 4.29-A). El
recuento de esplenocitos fue acorde a esta observacion ya que, al igual que los
ganglios linfaticos, los ratones hipertiroideos presentaron una mayor cantidad de
células en bazo. De hecho, el numero de esplenocitos en ratones hipertiroideos
portadores de tumor fue aproximadamente un 50% mayor con respecto a los
valores hallados en los otros dos grupos experimentales (Figura 4.29-B).
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Figura 4.29: Namero de esplenocitos en los bazos de ratones eu-, hiper- o
hipotiroideos portadores de tumores de 10 dias.
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Se obtuvieron los bazos de ratones control, hiper- (Hiper) o hipotiroideos (Hipo) 10 dias después
de ser inoculados con células EL-4 y se determiné el niumero total de esplenocitos mediante la
tincion de las células con el colorante de exclusion Azul Tripan y recuento en camara de
Neubauer. Panel A: Fotografias representativas de los bazos obtenidos en cada grupo
experimental. La escala mostrada se encuentra en centimetros. Panel B: Se grafica el numero de
esplenocitos de cada grupo experimental como la media + ES de 8 ratones por grupo. ** Difieren
del grupo control con p<0,01.

4.4.2.1. Modulacion de la distribucion de subpoblaciones linfocitarias en

bazo por el estado tiroideo

Al analizar la distribucion de subpoblaciones linfocitarias en los bazos de ratones
portadores de tumores de 10 dias por citometria de flujo, no encontramos
diferencias en cuanto a la distribucion de linfocitos T CD4" o CD8" (Figura 4.30-A
y C), ni en la relacién entre ellos, que fue aproximadamente igual a 1. Pero si
encontramos diferencias en la proporciéon de linfocitos B (CD19%), que se vio
reducida en ratones hipertiroideos pero aumentada en ratones hipotiroideos
(Figura 4.30 E).
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Figura 4.30: Modulacién de la distribuciéon de subpoblaciones linfocitarias
en bazos de ratones portadores de tumor por el estado tiroideo
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A partir de bazos de ratones control, hiper- (Hiper) e hipotiroideos (Hipo), portadores de tumores
de 10 dias se prepararon suspensiones celulares que fueron marcadas con anticuerpos
especificos unidos a fluorocromos y posteriormente analizados por citometria de flujo. Se
muestran histogramas representativos para cada grupo experimental de los esplenocitos
marcados con CD8-PE (A), CD4-FITC (C) y CD19-FITC (E). Los graficos de barras indican el
porcentaje de células positivas para cada subpoblacion: CD8" (B), CD4" (D) y CD19" (F). Se
grafica la media + ES de cada grupo experimental (n=4). * Difiere significativamente del grupo
control con p<0,05.

Analizamos también la actividad citotdéxica especifica contra las células EL-4
mediada por células T CD8" en animales con distinto estado tiroideo, mediante la
marcacion con CFSE de células EL-4 enfrentadas a células citotéxicas. Estas
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ultimas fueron amplificadas previamente por cultivo in vitro de esplenocitos con
células tumorales irradiadas. La citotoxicidad se evalu6 por citometria de flujo y se

determind el % de lisis tal como se indic6 en Materiales y Métodos.

Figura 4.31: El estado tiroideo modula la actividad citotéxica de células CD8"
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Se obtuvieron los esplenocitos de ratones eutiroideos (Control), hipertiroideos (Hiper) e
hipotiroideos (Hipo) portadores de tumores de 10 dias. Para evaluar la actividad citotéxica
especifica las células fueron estimuladas in vitro con células EL-4 irradiadas durante 5 dias y luego
incubadas durante 4 horas con células EL-4 marcadas con CFSE. Finalmente, fueron marcadas
con loduro de Propidio (IP) y analizadas por citometria de flujo. Se consideré positivas para la lisis
a aquellas células que presentaban doble marca. Panel A: Histogramas representativos de cada
grupo correspondientes a la marcacién con IP, para el gate de células CFSE positivas. Panel B:
Gréfico de barras de la media £ ES de 4 animales por grupo. * Difiere significativamente del grupo
control con p<0,05.

A pesar de no verse modificada la proporcién de linfocitos CD8" en los ratones
hipotiroideos, estos mostraron una menor actividad citotoxica especifica contra
células EL-4 en comparacién con los otros dos grupos experimentales (Figura
4.31). Por ello, se puede concluir que existen factores modulados por hormonas
tiroideas que regularian la actividad antitumoral de los linfocitos T CD8%en estos

animales.
4.4.2.2. Modulacién de células NK en bazo por el estado tiroideo

Como componente importante de la inmunidad innata, también analizamos el
namero y actividad de células NK en bazos de ratones portadores de tumor. El

andlisis realizado por citometria de flujo, mediante la marcacion de los
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esplenocitos con el anticuerpo NK1.1, indic6 que el porcentaje de células NK en
ratones hipertiroideos es mayor al grupo control y que este porcentaje se
encuentra disminuido en ratones hipotiroideos (Figura 4.32 Ay B).

Figura 4.32: El estado tiroideo modula el numero y la actividad de células NK
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Células Yac-1 : esplenocitos

Se obtuvieron suspensiones celulares de bazos de ratones eu- (Control), hiper- (Hiper) e
hipotiroideos (Hipo) portadores de tumores de 10 dias. Panel A: Las células fueron marcadas con
el anticuerpo especifico para células NK, el NK1.1-FITC y analizadas por citometria de flujo. Se
muestran los histogramas representativos para cada grupo experimental. Panel B: Se muestra el
gréfico de barras correspondiente a la media + ES del porcentaje de células NK1.1* de 4 ensayos
independientes. Panel C: Se realizd el ensayo de citotoxicidad por liberacién de [3H]-Timidina,
como se indica en Materiales y Métodos. Los valores expresan la media = ES del porcentaje de
lisis para diferentes relaciones de célula blanco:efectora, luego de ser cultivadas durante 3,5

horas. * Difieren significativamente del grupo control con p<0,05.
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Para analizar la actividad litica de estas células realizamos un ensayo de
citotoxicidad empleando como blanco células YAC-1, previamente marcadas con
[®H]-Timidina, que fueron enfrentadas con diferentes cantidades de esplenocitos
provenientes de ratones con distinto estado tiroideo y portadores de tumor, tal

como se describe en materiales y métodos.

En la Figura 4.32-C se pueden observar los resultados obtenidos que muestran
un aumento en la actividad citotéxica de células NK provenientes de bazos de
ratones hipertiroideos en comparacion con células provenientes de bazos de los

otros dos grupos en estudio (Figura 4.32-C).

4.4.2.3. Modulacion de la distribucion de poblaciones inmunosupresoras en

bazo por el estado tiroideo

Las células supresoras de origen mieloide (MDSC) ejercen una actividad
inmunosupresora en el microambiente tumoral por inhibir la produccion de IFN-y
por linfocitos T CD8" (Khaled y col, 2013). Comprobamos que el estado tiroideo es
capaz de modular los niveles de MDSC en bazo, ya que se observé un porcentaje
disminuido de estas células en animales hipertiroideos en comparacién con los

otros dos grupos (Figura 4.33).

Las células T regulatorias (Tregs) también se encuentran involucradas en la
inmunidad antitumoral, ya que promueven el crecimiento tumoral mediante la
disminucion de la respuesta antitumoral a través multiples mecanismos. Sin
embargo, la distribucion de estas células no se vio modulada por el estado
tiroideo en los animales a los 10 dias p.i. de células EL-4 (Figura 4.33).
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Figura 4.33: Distribucion de subpoblaciones inmunosupresoras en bazos de
ratones portadores de tumor
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Se obtuvieron suspensiones celulares de bazos de ratones eu- (Control), hiper- (Hiper) e
hipotiroideos (Hipo) portadores de tumores de 10 dias que fueron marcadas con anticuerpos
especificos fluorescentes y posteriormente analizadas por citometria de flujo. En los paneles A 'y
B se muestran gréficos representativos para cada grupo experimental: (A) Dot plots de CD25-FITC
vs. FoxP3-PE para el gate de células CD4-APC"; (B) Gr1-PE vs. CD11b-APC. Los graficos de
barras corresponden a la determinacion de los porcentajes de células positivas para cada
subpoblacién: (C) Células T regulatorias (Tregs), CD4" CD25" FoxP3* y (D) células supresoras
tumorales de origen mieloide (MDSC), Gr1* CD11b". Se grafica la media + ES para cada grupo

experimental (n=4). * Difiere significativamente del grupo control con p<0,05.

Estos resultados muestran que el estado tiroideo es capaz de regular la actividad
antitumoral también a nivel sistémico, como demuestra el analisis de los bazos de

ratones portadores de tumor. Los ratones hipertiroideos presentan bazos mas

133



Resultados

grandes y, por lo tanto, mayor cantidad de células disponibles para reaccionar
frente a un antigeno tumoral. A su vez, los bazos de estos ratones presentan un
aumentado numero y actividad citotoxica de células NK, una menor proporcion de
linfocitos B y MDSC, lo cual es indicador de una mayor respuesta antitumoral a
nivel sistémico, que podria explicar la menor generacion de metéstasis en este
grupo experimental. Por otra parte, los bazos de ratones hipotiroideos tienen una
reducida actividad citotéxica de células CD8+ y un menor numero de células NK
que junto con una aumentada cantidad de células B, podria explicar por qué en

ratones hipotiroideos hay un mayor desarrollo metastasico.

Todos estos resultados demuestran que la respuesta inmune antitumoral se
encuentra modulada por el estado tiroideo. Esto puede ser critico para el
desarrollo y la evolucién de neoplasias y podria ser de importancia en la

terapéutica de la patologia tumoral.
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Una compleja relacion entre el tumor y el sistema inmune y enddécrino del
huésped participa de la regulacién del desarrollo y del crecimiento tumoral.
Mediante la produccidén de citoquinas y hormonas, derivadas tanto del huésped
como del tumor, se orquesta la evolucion y diseminacién de la patologia (Reiche y
col, 2004; Hammacher y col, 2005). Los linfomas de células T no son una
excepcion, dado que las citoquinas derivadas de las células de dichos linfomas
son capaces de modular la respuesta inmune antitumoral, favoreciendo la
progresién tumoral (Shu y col, 2010). Las células tumorales también se
encuentran expuestas a un complejo microambiente paracrino y enddcrino,
compuesto por una variedad de factores de crecimiento, citoquinas y hormonas
elaboradas por células vecinas o distales (Singh y Singh, 2009). Recientemente
encontramos en nuestro laboratorio que entre esos factores se encuentran las

hormonas tiroideas (Barreiro Arcos y col, 2011 y 2013).

En este trabajo de tesis evaluamos los mecanismos involucrados en la regulacion
del crecimiento y diseminaciéon de un linfoma T inducidos por el estado tiroideo.
Los resultados obtenidos in vitro indican que las HTs pueden regular directamente
el crecimiento tumoral mediante un efecto dual, donde a tiempos cortos de cultivo
las HTs median el incremento de la proliferacion celular, pero el tratamiento
prolongado con las hormonas lleva a la muerte celular por apoptosis. Asimismo,
los estudios realizados in vivo en ratones controles, hiper- e hipotiroideos también
muestran un efecto dual del estado tiroideo sobre el desarrollo tumoral. El
hipertiroidismo induce un aumento en la velocidad de crecimiento tumoral
mediado por la regulacién positiva del ciclo celular y de la proliferacién, del
aumento en la expresidbn de metaloproteasas y angiogénesis tumoral y una
reduccion del infiltrado de células inmunes en el tumor. Por otra parte, los ratones
hipotiroideos presentan una mayor diseminacién tumoral, debida principalmente a
la reduccion de la actividad antitumoral a nivel sistémico y posiblemente a la
regulacién del balance entre proliferacién y apoptosis, que evita la muerte de las
células tumorales en circulacion.

El primer trabajo que relaciona a las hormonas tiroideas con el desarrollo tumoral
fue publicado por Beatson en 1896, quién utilizé extractos de la glandula tiroides

como complemento para el tratamiento de un carcinoma mamario. En los afos
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sucesivos se ha puesto mucho esfuerzo experimental, clinico y epidemiol6gico
para poder definir y clarificar esta relacion (Hercbergs y col, 2010). Sin embargo,
los resultados obtenidos aun son controversiales.

Hace mas de 30 anos, Guernsey y col (1980) encontraron que la remocion de T3
y T4 del suero suprimia la transformacion neoplasica inducida por rayos X en
lineas celulares en cultivo, sin modificar la supervivencia celular. Mas aun, la
adicion de T3 al medio depletado de hormonas restablecia la frecuencia de
transformaciéon esperada. Borek y col (1983) también encontraron que la T3
facilitaba la carcinogénesis quimica. Goodman y col (1980) utilizaron PTU para
inducir el hipotiroidismo en ratas, lo que redujo el riesgo de cancer de mama luego
de la exposicién a 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA). El reemplazo hormonal
llevé a un incremento de un 78% en la incidencia de cancer de mama. Estos
estudios no fueron tenidos en cuenta durante un largo tiempo debido al tradicional
concepto de la accion genomica de las HTs sobre la transcripcion de genes
relacionados con la homeostasis de las células normales. Por este motivo,
durante muchos afos no se realizaron estudios clinicos que relacionaran la hipo-

o hiperfuncién tiroidea con el riesgo de desarrollar cancer (Hercbergs y col, 2010).

Recientemente se ha descripto un receptor para hormonas tiroideas ubicado en la
membrana plasmatica, que contribuiria a la proliferacion celular, la integrina a,s.
Estudios realizados en lineas humanas de cancer de mama (Tang y col, 2004), de
tiroides papilar y folicular (Lin y col, 2006), de glioma U-87 MG (Lin y col, 2009) y
de cancer de pulmén (Meng y col, 2011), demostraron que el tratamiento con
concentraciones fisiolégicas de T3 y T4 lleva a la activacion de ERK1/2 y
posteriormente induce la proliferacién celular, evidenciada por una acumulacién
de PCNA. Estos efectos se vieron bloqueados por el tratamiento de las células
con RGD, un péptido que impide la unién de las HTs a la integrina a,fs. Sin
embargo, los efectos de las hormonas tiroideas sobre el desarrollo de linfomas no
han sido estudiados.
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5.1. Efectos directos de las HTs sobre el crecimiento del linfoma T EL-4

Los linfomas de células T son un grupo heterogéneo de desérdenes clinicos
linfoproliferativos agresivos de considerable variacion clinica, morfoldgica,
inmunofenotipica y genética. Incluyen aproximadamente el 10-15% del total de las
neoplasias linfoides (de Leval y Gaulard, 2011) y tienen una incidencia anual
aproximada de 1,77 casos por cada 100.000 habitantes (Dearden y col, 2011).
Estos linfomas resultan de la proliferacion clonal de linfocitos T. Usualmente
afectan a adultos y son mas frecuentes en hombres que en mujeres. La gran
mayoria de los pacientes con linfomas T tiene mal prondstico, debido a la
combinacién de un curso clinico agresivo y a la falta de tratamientos especificos
(Foss y col, 2011).

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio demuestran que el tratamiento
in vitro del linfoma T murino BW5147 (BW, H-2) con HTs induce un aumento en
la proliferacién celular, que es mediado tanto por efectos genémicos como no
gendmicos de estas hormonas (Barreiro Arcos y col, 2006 y 2011). Sin embargo,
el intento de conseguir un modelo tumoral con esta linea de linfoma en ratones
singeneicos AKR (cepa murina donde se originé la linea) o C3H, ambas cepas de
haplotipo H-2%, fracasé ya que no pudimos obtener tumores sdlidos. Por ende,
decidimos trabajar con la linea de linfoma T murino EL-4, con la que fue factible
generar tumores solidos en ratones C57BI/6J, y al igual que la linea celular BW,
fue originada a partir de un linfoma de células T inmaduras o timoma. (Basile y
col, 2008).

Cuando confirmamos in vitro las acciones de las HTs en las células El-4,
encontramos que el tratamiento de las mismas con concentraciones fisioldgicas
de T4 también llevé al aumento en la proliferacion celular, evidenciada por
incremento en los niveles de expresion de PCNA a partir de las 12 horas de
cultivo. Estos resultados refuerzan las observaciones anteriores y demuestran que
las HTs tienen un rol importante en el desarrollo de los linfomas, a través de la

modulacién de mecanismos que controlan el crecimiento y division celular.
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El mecanismo mas importante en la regulacién del crecimiento celular es el
control del ciclo celular, que se ha visto modulado por HTs en otros tipos
celulares. En células GC de hipdfisis de rata, por ejemplo, el tratamiento con T3
estimula el crecimiento celular mediante la reduccién del tiempo de duplicacion
principalmente debido a un drastico acortamiento de la fase G1 del ciclo celular
(Barrera-Hernandez y col, 1999). Asimismo en cardiomiocitos de rata, el
tratamiento con T3 induce su entrada al ciclo celular mediante un incremento en la
expresion de la ciclina D1 (Ledda-Columbano y col, 2006). En base a estos
antecedentes, evaluamos el efecto del tratamiento de células EL-4 in vitro con

HTs sobre los niveles de expresion de reguladores del ciclo celular.

Como ya mencionamos en la introduccién, las ciclinas son miembros de una
familia de proteinas involucradas en la regulacién del ciclo celular, que forman
complejos con Cdks, activandolas. Sus niveles de expresion varian de acuerdo
con el estadio del ciclo en el que se encuentre dicha célula: cuando su
concentracion es baja, la funcidén de su correspondiente Cdk se encuentra inhibida
(Malumbres y Barbacid, 2001; Lim y Kaldis, 2013). Por lo tanto, el pasaje de las
células por los distintos puntos de control del ciclo celular depende, entre otras
cosas, de la concentracion de diferentes ciclinas. Para nuestra sorpresa, la ciclina
D1 no se vio modulada por el tratamiento con HTs in vitro, a pesar de que el
aumento de esta ciclina ha sido ampliamente relacionado con la regulacion del
ciclo celular por HTs en diversos tipos celulares (Verga Falzacappa y col, 2006;
Ledda-Columbano y col, 2006; Zhang y col, 2012). No obstante, el tratamiento de
las células EL-4 durante 12 horas con HTs indujo un incremento en la expresion
de la ciclina D3 que, al igual que la ciclina D1, esta involucrada en la regulacién
de la entrada a la fase G del ciclo celular. La expresiéon de esta ciclina retorné a
valores basales a las 24 horas de cultivo, cuando se detecté un aumento en los
niveles de expresion de las ciclinas D2, A2 y B1, que participan respectivamente
en la entrada a la fase Gy, en la progresion a través de la fase S y en la transicion
Go/M.

Sin embargo, la progresién del ciclo celular no sélo depende de los niveles de
expresion de ciclinas, sino que también esta regulado de forma negativa por
inhibidores de Cdks y proteinas supresoras de tumores (Johnson y Walker, 1999;
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Wesierska-Gadek y col, 2011), los cuales también se vieron modulados por el
tratamiento de las células EL-4 con HTs in vitro. En las células cultivadas por 12 y
24 horas con HTs se observd un incremento en los niveles de expresion de p16 y
p27, ambos encargados de inhibir la actividad de Cdk4 mediante diferentes
mecanismos, regulando asi de forma negativa la entrada en la fase Gy del ciclo
celular. Encontramos también un aumento de p21 a las 12 horas de cultivo con
HTs, efecto que fue revertido a las 24 horas. Esta proteina inhibe directamente la
actividad de las enzimas de los complejos ciclina-Cdk2 y ciclina-Cdk4, regulando
el avance en el punto de control G1/S del ciclo celular. También juega un papel
critico en la replicacion y en la reparacion de dafnos al ADN durante la fase S del
ciclo celular gracias a su capacidad de interaccion con la ADN polimerasa.

La expresion de p21 se encuentra normalmente regulada por p53, mecanismo
mediante el cual la célula detiene el ciclo celular como respuesta a un estimulo
apropiado. No observamos alteraciones en los niveles de expresion de este
supresor tumoral durante las 24 horas de cultivo con HTs, pero si detectamos un
aumento en los niveles de expresion de otros dos supresores de tumores, Rb y
PTEN, a las 12 horas de tratamiento, que retornaron a los valores basales a las
24 horas de cultivo con las hormonas. La funcién normal del Rb es detener la
division celular mediante la captura de los factores de transcripcion E2F
involucrados en la replicacion del ADN, mientras que PTEN detiene la progresién
del ciclo celular mediante la inhibiciébn de la via de sefalizacion intracelular
Akt/PKB.

Se ha demostrado en hepatocitos aislados el incremento en la expresion de
cicinas D y p21 junto con un aumento de la actividad de Rb inducida por
mitégenos (llyin y col, 2003). Adicionalmente, el tratamiento in vitro con factores
que inducen cambios en los niveles de expresion de las proteinas reguladoras del
ciclo celular puede llevar a la transformacién o al aumento del fenotipo maligno de
otros tipos celulares (Hu y col, 2009; Mukherjee y col, 2010). Mas aun, se ha visto
que la carcinogénesis mamaria inducida por DMBA involucra un aumento en la
expresion de ciclinas D y E, junto con p21 (Jang y col, 2000). Por lo tanto, los
resultados obtenidos por la incubacién de las células EL-4 in vitro durante 12 y 24

horas con HTs indican una desregulacion del ciclo celular, donde se produce un
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aumento en la expresion tanto de los reguladores positivos del ciclo celular, como
de los reguladores negativos del mismo. Del balance entre estas proteinas parece
depender el destino de las células EL-4 que, tal como indican nuestros resultados
en las primeras 30 horas de cultivo con HTs, lleva a la proliferacién, contribuyendo

de esta manera a la supervivencia de esta linea celular.

Sin embargo, ademas de su efecto proliferativo, se ha visto también un efecto pro-
apoptético de las HTs. Estd ampliamente comprobado que estas hormonas son
fundamentales para inducir la muerte celular durante la metamorfosis en anfibios
(Ishizuya-Oka, 2011). Mas aun, se ha visto que el tratamiento con
concentraciones fisiolégicas de HTs induce la muerte celular por apoptosis en
lineas celulares de hipéfisis de rata (Yehuda-Shnaidman y col, 2005; Chiloeches y
col, 2008) y de la linea celular mamaria MCF-7 (Sar y col, 2011). Sin embargo, lo
que resulta mas importante aun es el efecto observado por Mihara y col (1999)
sobre linfocitos T humanos. El tratamiento de células Jurkat tanto con T3 como
con T4 durante 14 dias indujo la apoptosis celular, mediada por un aumento en la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), la despolarizacién de la
mitocondria y la reduccion en la expresion proteica de Bcl-2. Resultados similares
fueron obtenidos al tratar células T de pacientes sanos con T3 durante 5 dias y al
incubar linfocitos T de pacientes con la enfermedad de Graves durante 24 horas,
lo que indicaria que la exposicidn cronica a HTs acelera la apoptosis tanto in vitro
como in vivo. Ensayos realizados con células BW en nuestro laboratorio indican
que el tratamiento con HTs durante mas de 5 dias induce apoptosis mediada por
un aumento en la actividad de INOS, en la generacidén de especies reactivas de
oxigeno y en la despolarizacion de la membrana mitocondrial (Barreiro Arcos y
col, 2013). La apoptosis linfocitaria, inducida por diversos estimulos, utiliza a la
caspasa 3 como un efector clave, que amplifica la senal de la caspasa 9, activa
PARP y lleva finalmente a la muerte de la célula (Shao y col, 2012).

En concordancia con estas observaciones, el tratamiento prolongado del linfoma
T EL-4 con T4 indujo un aumento en la apoptosis celular a partir del dia 5 de
cultivo, tal como indican los ensayos de medida por citometria mediante la
marcacién con Anexina-FITC junto con loduro de Propidio. Este incremento en la
apoptosis fue acompanado por un aumento en la expresion de la proteina pro-
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apoptética Bad y de las caspasas 3 y 9, junto con una reduccion en la expresion

de la proteina antiapoptética Bcl-2.

Por lo tanto, aunque parezcan contradictorios, los resultados obtenidos por el
tratamiento de las células EL-4 in vitro con concentraciones fisioldégicas de HTs,
sefnalan un efecto dependiente del tiempo de cultivo y probablemente relacionado
con la regulacion del ciclo celular. Dado que las hormonas regulan positivamente
tanto la expresion de las ciclinas como la de sus inhibidores y supresores
tumorales, el efecto parece depender del balance entre estas proteinas a lo largo
del tratamiento. Durante las primeras horas de cultivo, en el balance debe
predominar la expresién de ciclinas, por lo que se observa un incremento en la
proliferacion celular. Sin embargo, a tiempos mas largos de cultivo la
desregulacion del ciclo celular puede llevar a las células a la apoptosis. Entre los
reguladores del ciclo celular, p21 y p53 son los que mas frecuentemente se han
asociado con induccién de la apoptosis (Cox, 1997), aunque también se ha
demostrado un efecto pro-apoptético de p27 (Katayose y col, 1997) y de p16 que,
independientemente del estado de p53, lleva a la activacion del efector E2F1 (Wu
y Yu, 2009). En este sentido, en células humanas de leucemia promielocitica
tratados con 3,4-DHPEA se ha visto un incremento inicial de las ciclinas D3
seguido del aumento de los Cdkls p21 y p27, lo que se vio relacionado con una
reduccién de la proliferacion y un incremento en la apoptosis celular (Fabiani y
col, 2008).

Estos resultados nos dan una idea de como el exceso de HTs en circulacién
puede afectar a las células del linfoma T. Sin embargo, los tumores que se
desarrollan en un individuo estan compuestos ademds por un complejo
microambiente tumoral que contiene diferentes tipos celulares, factores solubles,
moléculas de sefalizacion y componentes de la matriz extracelular (Catalano y
col, 2013), todos ellos fundamentales en el desarrollo tumoral. Por este motivo, el
objetivo principal de este trabajo fue evaluar in vivo la modulacién por el estado
tiroideo del desarrollo del linfoma T EL-4.
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5.2. Modelos murinos para la evaluacion de los efectos del estado tiroideo
sobre el desarrollo del linfoma T EL-4 in vivo.

Existen numerosos estudios clinicos que pretenden determinar la relacion entre el
estado tiroideo del paciente y la predisposicién al desarrollo de enfermedades
neoplasicas, sin embargo no se han obtenido aun resultados concluyentes. Por
ejemplo, se ha descripto al hipertiroidismo como un factor de riesgo en el
desarrollo de cancer de ovario (Ness y col, 2000), de pulmén y préstata (Hallevik y
col, 2009) y de pancreas (Ko y col, 2007).

Por otra parte, algunos autores describen al hipotiroidismo como un factor de
riesgo para el desarrollo de cancer hepatico (Reddy y col, 2009) y de mama
(Reddy y col, 2009; Kuijpens y col, 2005). En contraste con estos resultados, se
ha asociado al hipotiroidismo clinico con una mayor sobrevida en varios tipos de
procesos malignos aunque los mecanismos involucrados son desconocidos
(Toms y col, 1998). En concordancia con estos ultimos resultados, Cristofanilli y
col (2005) han descripto una reducida incidencia de carcinoma mamario en
pacientes con hipotiroidismo primario, mientras que Hercbergs (1999) ha sugerido
que el hipotiroidismo incrementaria la predisposicidn a que se genere una
regresion de los neoplasmas, tanto espontanea como inducida por terapia, a

través de un mecanismo apoptoético.

Varias evidencias indican que el cancer puede ocasionalmente permanecer en
estadio “dormido” por largos periodos en pacientes hipotiroideos y que la terapia
de reemplazo hormonal conduce a la reactivacion de la enfermedad, al
normalizarse el estado tiroideo (Theodossiou y Schwarzenberger, 2000). Asi, se
ha documentado una mayor incidencia de carcinomas renales en mujeres
hipotiroideas tratadas con levotiroxina (Rosenberg, 1990). No obstante, el uso de
levotiroxina se ha asociado también con un menor riesgo de desarrollar cancer de
colon (Rennert y col, 2010).

Un reciente meta-analisis de diferentes estudios clinicos mostré6 que el
hipotiroidismo no se hallaria asociado con el riesgo de desarrollar cancer de

mama y que la terapia de reemplazo hormonal no reduciria su prevalencia
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(Angelousi y col, 2012). Sin embargo, los autores sugieren que estos resultados

no son concluyentes dada la heterogeneidad de los estudios analizados.

Probablemente la variabilidad en los resultados obtenidos por los diferentes
grupos de investigacion se deba a que existen patologias tiroideas con diversos
origenes, que podrian afectar de manera distinta el establecimiento y desarrollo
de tumores. Los analisis acerca de la relacién entre hormonas tiroideas y tumores
en humanos involucra principalmente a pacientes con enfermedades
autoinmunes, como las enfermedades de Hashimoto y Graves que llevan al hipo-
e hipertiroidismo respectivamente. Estas son dos de las patologias tiroideas mas
comunes, originadas en la desregulacion del sistema inmune (Brown, 2013).
Estos trabajos no establecen si los efectos observados son generados por la
accion directa de las HTs o por la autoinmunidad subyacente. En este sentido, la
autoinmunidad en pacientes hipertiroideos estd relacionada principalmente con
anticuerpos contra el receptor de TSH, que imitan la accién de esta hormona, por
lo que pueden alterar también la funcionalidad del sistema inmune tal como fue
demostrado para la TSH per se (Wang y Klein, 2001), y por ende, también puede

afectar el desarrollo tumoral.

El objetivo de nuestro trabajo fue evaluar la accién directa del exceso o defecto de
HTs sobre el desarrollo tumoral, independientemente de las alteraciones del
sistema inmune propias de patologias autoinmunes. Los resultados obtenidos de
modelos animales de hipo- e hipertiroidismo sin una condicion autoinmune son de
gran valor, ya que no sélo muestran la importancia de los niveles circulantes de
hormonas en el desarrollo tumoral, sino que también sugieren su participaciéon en
los desordenes tiroideos autoinmunes. Para ello, los animales hipotiroideos fueron
generados mediante la administracion de PTU al 0,05 % en el agua de bebida
durante 15 dias. Este agente antitiroideo actia bloqueando la sintesis de HTs e
inhibiendo la deiodinacion periférica de T4 a T3. Es importante destacar que la
dosis de PTU empleada esta en el rango de la minima dosis de mantenimiento del
estado eutiroideo en pacientes con enfermedad de Graves (Kashiwai y col, 2003).
Por otra parte, para inducir altos niveles de HTs, los ratones fueron tratados in
vivo con T4 en el agua de bebida, ya que esta hormona es la habitualmente

usada como reemplazo hormonal en pacientes hipotiroideos (Ma y col, 2009).
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Esto se debe principalmente a que su vida media es mayor a la de T3,
obteniéndose una potencia constante y una accién prolongada por ser convertida
a T3 en los tejidos periféricos. Para corroborar el adecuado establecimiento de los
estados de hipo- e hipertiroidismo, se dosaron los niveles hormonales en el suero
de los animales que recibieron los tratamientos indicados. Asi, se comprobé que
los animales hipotiroideos presentaron bajas concentraciones de HTs circulantes,
acomparfiadas por altos valores de TSH, mientras que los ratones hipertiroideos
presentaron concentraciones séricas de HTs aproximadamente 7 veces por
encima de los niveles de los ratones controles, y valores practicamente

indetectables de TSH sérica.

Con respecto al modelo tumoral, los ratones C57BI/6J fueron inoculados con
células EL-4 en forma subcutanea, para el desarrollo de tumores soélidos. Cabe
destacar que el 100% de los ratones inoculados subcutaneamente desarrollaron
tumores sélidos a partir del dia 5 posterior a la inoculacién de las células. La
elevada velocidad de crecimiento de los tumores generados impidié la deteccion
de metastasis espontaneas en la mayoria de los animales, ya que los mismos
debieron ser sacrificados antes del establecimiento de las mismas. Por lo tanto, la

diseminacion tumoral fue evaluada mediante el test de metastasis experimentales.

Los animales hipotiroideos presentaron una velocidad de crecimiento tumoral
similar a la de los controles eutiroideos, sin embargo mostraron una mayor
diseminacién tumoral. Asi, en este grupo hubo una mayor proporcién de ratones
con metastasis hepaticas y un aumento del nimero de metastasis renales
respecto a los otros dos grupos en estudio. Por el contrario, los ratones
hipertiroideos desarrollaron tumores sélidos de mayor tamafo que los hipo- o
eutiroideos, aunque tuvieron menor incidencia de metastasis hepéticas y un

menor nUmero de metastasis renales.

Si bien generalmente el mayor tamario tumoral est4 relacionado con un aumento
de la diseminacién tumoral e invasion de tejidos (Maffuz y col, 2006; Minn y col,
2007), nuestros resultados muestran un efecto dual del estado tiroideo sobre el
desarrollo de este linfoma, afectando de forma diferencial el crecimiento del tumor
primario y la diseminacion de células tumorales. En concordancia con nuestros

resultados, Martinez Iglesias y col (2009) observaron en ratones inoculados con
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células humanas de hepatocarcinoma (SK-hep1) y de cancer de mama (MDA-MB-
468) que el hipotiroidismo reduce el crecimiento del tumor primario, pero
incrementa la formacion de metastasis pulmonares evaluada mediante el test de
metastasis experimentales. Sin embargo y por tratarse el modelo empleado de un
transplante xenogeneico de células humanas en ratdén, los autores debieron
utilizar animales nude en donde no es posible evaluar la participacion de la
inmunidad antitumoral en estos efectos. De esta manera, todos los experimentos
realizados a continuacién se avocaron a dilucidar los mecanismos por los cuales
el estado tiroideo es capaz de regular el crecimiento y la diseminacién tumoral

incluyendo la regulacion ejercida sobre la inmunidad antitumoral.

5.3. Mecanismos por los cuales el estado tiroideo modula el crecimiento
tumoral

En primer lugar, analizamos las alteraciones inducidas por el estado tiroideo sobre
el crecimiento tumoral in vivo, con especial interés en la regulacion de la
proliferacion celular, la apoptosis, la angiogénesis tumoral y la respuesta inmune
antitumoral, que pudieran explicar las diferencias en el tamafo tumoral de los

ratones de los distintos grupos experimentales.

En la dinamica tumoral aparece un desequilibrio entre proliferacion y muerte
celular. La expresion alterada de proteinas implicadas en la regulacién y la
ejecucién de la apoptosis y del ciclo celular ha sido demostrada en varios tipos de
linfomas, asi como la importancia del nivel de apoptosis y de proliferacion en la
agresividad clinica de los sindromes linfoproliferativos (Sanchez-Beato y col,
2003; Agostinelli y col, 2008). Como hemos visto, el tratamiento in vitro de las
células EL-4 con T4 induce un incremento tanto de la proliferacién celular como
de la apoptosis, que es dependiente del tiempo de cultivo. Por este motivo,
analizamos la regulacién del balance entre la proliferacion y la apoptosis en los

tumores sélidos creciendo en los distintos grupos experimentales.

El andlisis histopatoldgico realizado sobre cortes de tumores provenientes de

ratones controles, hipo e hiper, indicé que los mismos eran muy homogéneos,
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compuestos principalmente por células de linfoma altamente indiferenciadas y con
una reducida presencia de otros tipos celulares. Todos los tumores mostraron un
elevado grado de vascularizacion y una alta tasa proliferativa con bajos niveles de

apoptosis y necrosis.

En particular, los tumores de ratones hipertiroideos presentaron un mayor
recuento de mitosis respecto a los tumores de animales eutiroideos y mayores
niveles proteicos de PCNA. Mas aun, la tincion de las células EL-4 con el
colorante CFSE indicé la existencia de un mayor numero de divisiones celulares
en los tumores de ratones hipertiroideos respecto a los otros dos grupos
experimentales. Sin embargo, también se observdé en estos tumores un
incrementado porcentaje de células con caracteristicas compatibles con procesos
apoptoticos, lo cual fue corroborado mediante inmunohistoquimica y western blot,
utilizando un anticuerpo contra la caspasa 3 activada. Dado que las alteraciones
de los factores pro- y antiapoptoticos, en particular Bax y Bcl-2, estan a menudo
asociadas con el pronéstico de linfomas T, (Zhang y col, 2003; Cheng y col, 2008;
Eischen y col, 2002), evaluamos su expresion y detectamos un incremento en los
niveles de ARNm de la proteina pro-apoptética Bax en ratones hipertiroideos.
Esta proteina se une a la membrana externa mitocondrial, formando poros que
generan una despolarizacién de la membrana mitocondrial, la salida del citocromo
c y el reclutamiento de la caspasa 9, que lleva finalmente a la activacion de la
caspasa 3 y a la apoptosis celular. Estos resultados concuerdan con las
observaciones realizadas in vitro, donde el tratamiento con T4 indujo tanto la

proliferacidbn como la apoptosis de las células EL-4.

En los cortes de los tumores provenientes de ratones hipotiroideos, por otra parte,
se pudo observar un elevado porcentaje de necrosis respecto a los otros dos
grupos, junto con un menor recuento de mitosis. Sin embargo, no se detectaron
diferencias en cuanto al nimero de divisiones de las células EL-4 en el tumor, ni
en los niveles de expresion de PCNA. Si bien no se encontraron variaciones
significativas en los niveles de expresion de factores involucrados en la regulacion
de la apoptosis, se encontré6 un menor porcentaje de células positivas para
caspasa 3 activada en este grupo respecto del control.
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Ademas del desequilibrio entre proliferacion y apoptosis, en los procesos de
linfomagénesis T se han descripto numerosas alteraciones a nivel de las
proteinas reguladoras del ciclo celular, que a su vez, contribuyen al desbalance
entre el crecimiento y la muerte de las células tumorales. Por este motivo, y dado
que las HTs modulan la expresion de estas proteinas en las células EL-4 in vitro,
evaluamos los niveles de expresion de las mismas en los tumores provenientes

de los ratones controles, hiper- e hipotiroideos.

La ciclina D1, por ejemplo, ha sido ampliamente relacionada con Ila
linfomagénesis de células T, y varios grupos han asociado su regulacién positiva
con un mal pronéstico en pacientes con linfomas linfoblasticos (Zukerberg y col,
1995; Kanavaros y col, 2001; Mao y col, 2006). Los ratones hipertiroideos
presentaron tumores con elevada expresion de esta ciclina que regula la entrada
a la fase Gy del ciclo celular. Adicionalmente, se observd también un incremento
en la expresidbn de la ciclina D3 en ratones hipertiroideos, cuyo incremento
también esta relacionado con la linfomagénesis T y cuya sobreexpresién esta
asociada con una baja sobrevida (Doglioni y col, 1998; Mgaller y col, 2001). Si bien
no se registraron diferencias en los niveles de expresién de la ciclina D2, se
observo que los tumores de ratones hipertiroideos presentaban un aumento en los
niveles de expresion del ARNm de la ciclina E, encargada de la regulacién de la
transicién entre las fases Gi y S. El incremento en su expresion también es
importante en la linfomagénesis T, en cooperacion con una reduccién en los

niveles de expresion de p27 (Karsunky y col, 1999; Geisen y col, 2003).

En los ultimos afnos, se ha comenzado a develar el papel clave que cumple p27
en la generacién y evolucién de linfomas de células T (Martins y Berns, 2002;
Geisen y col, 2003; Kang-Decker y col, 2004; Cheng y col, 2008). Se ha visto en
ratones transgénicos que la deficiencia en esta proteina lleva a la hiperplasia de
células T y al desarrollo de linfomas T espontaneos (Cheng y col, 2008). Se ha
observado un aumento de la expresion de p27 en tumores de ratones
hipotiroideos, sin embargo, no se encontraron diferencias en relacién a la
expresion de esta proteina en el hipertiroidismo experimental. Estos resultados
concuerdan con las observaciones realizadas in vitro, donde el incremento en los

niveles de HTs indujo tanto la proliferacién como la apoptosis de las células EL-4.
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Asimismo, evaluamos también en todos los tumores la expresion de otros
inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas, como p15, p16 y p21.
Encontramos aumento de la expresion de p16 en tumores de ratones con
hipotiroidismo. Reportes previos también relacionan a este Cdkl con desérdenes
linfoproliferativos (Zhang y col, 2007; Nagasawa y col, 2006; Navas y col, 2002).
Sin embargo, los niveles de expresion de p15 y p21 no se vieron modificados en
los tumores de ninguno de los grupos estudiados, a pesar que se ha sugerido que
p21 esta implicado en la evolucién de linfomas derivados de células T (el-Deiry y
col, 1994; Kanavaros y col, 2001).

Por otra parte, evaluamos también los niveles de expresion de los genes
supresores tumorales, cuya expresion se encuentra mas frecuentemente
desregulada en linfomas T, entre los que se encuentran PTEN (Opavsky y col,
2007), Rb (Pérez de Castro y col, 1999; Kanavaros y col, 2001; Mao y col, 2006) y
p53, siendo este ultimo un marcador clave en la progresion de linfomas
linfoblasticos (Kanavaros y col, 2001; Mgller y col, 2002; Verschuren, 2004).
Nuestros resultados indican que el estado tiroideo es capaz de modular sélo la
expresion de p53, que se encuentra aumentado en tumores de ratones hipo-

respecto a aquellos de animales hipertiroideos.

Por lo tanto, los altos niveles de hormonas tiroideas en circulacién regulan
positivamente la expresion de las ciclinas D1, D3 y E en linfomas T, que permiten
la entrada a las fases Gy y S del ciclo celular, mientras que niveles bajos de
hormonas inducen un aumento en los niveles de expresion de p16, p27 y p53,
proteinas que regulan negativamente la progresiéon del ciclo celular. De acuerdo
con nuestros resultados, existen en bibliografia algunos trabajos que evaltan in
vivo la modulacién de la expresion de reguladores del ciclo celular en otros
procesos fisiolégicos no neoplasicos y muestran resultados similares a los
obtenidos en este trabajo. Por ejemplo, Pibiri y col (2001) observaron en un
modelo de regeneracion hepatica, donde hay una muy elevada tasa proliferativa,
que el hipertiroidismo induce un aumento en la expresion de PCNA, junto con la
ciclina D1, aunque no observaron variaciones en los niveles de las ciclinas D3 y
E, ni en p21 o p27. Alisi y col (2005) también analizaron el efecto del estado
tiroideo en la regulacién del ciclo celular durante la regeneracion hepatica en ratas
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y observaron un aumento en la expresion de las ciclinas D1, E y A y una
disminucién en p16 y p27 en ratas hipertiroideas. En tanto el hipotiroidismo
provoco una reduccion en la expresion de las mismas ciclinas acompanada de un
aumento de p16, p27 y p53. Mas adn, en animales alimentados con una dieta
suplementada con T3 se ha detectado un incremento de PCNA y ciclina D1 junto
con la reduccion de p27 en hepatocitos y acinos pancreaticos (Ledda-Columbano
y col, 2005; Kowalik y col, 2010).

Los efectos observados sobre la modulacion del ciclo celular por el estado tiroideo
pueden explicar el aumento en la proliferacion y velocidad de crecimiento tumoral
en ratones hipertiroideos, ya que el incremento en la expresién de ciclinas
favorece la entrada de las células al ciclo celular y, por ende, lleva a una mayor
division celular. Por otra parte, a pesar de no observarse diferencias en el tamafo
tumoral de los ratones hipotiroideos respecto de los controles, el andlisis
histopatoldgico mostré una disminucidon en el numero de mitosis de los tumores a
los 10 dias p.i. en estos animales. Esto podria deberse a la regulacion positiva de
los inhibidores del ciclo celular, los que limitarian la progresién del mismo y, por

ende, la division de las células tumorales.

Como mencionamos en la introduccién, una de las caracteristicas fundamentales
de la tumorigénesis es también la formacion de nuevos vasos sanguineos a
través del proceso de angiogénesis. La nueva vasculatura permite la llegada de
oxigeno y nutrientes a las células, facilitando la proliferacién de las células
tumorales (Folkman, 1995)

La observacion mediante lupa de los tumores de 6 dias, tiempo al que los mismos
comienzan a hacerse palpables, mostré un incremento de la angiogénesis
peritumoral en ratones hipertiroideos. Sin embargo, no se pudo realizar un
recuento de los vasos dentro de los tumores, ya que estos no se veian muy
definidos, probablemente debido a que en las primeras etapas de la angiogénesis
los vasos recientemente formados aun no presentan matriz extracelular ni
membrana basal, por lo que se originan fugas que dan lugar a pequefnas
hemorragias (Weiss y col, 2012). Por este motivo, analizamos posteriormente la
presencia de vasos sanguineos en cortes de tumores de 10 dias por tincion
tricromica. A pesar de que todos los tumores se vieron altamente irrigados, los
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tumores de ratones hipertiroideos presentaron un ndmero significativamente
mayor de vasos sanguineos que los ratones control. Una caracteristica importante
de destacar fue que los tumores de ratones hipotiroideos presentaron un menor
namero de vasos sanguineos, junto con mayores areas de hemorragias que los

otros dos grupos experimentales.

Para corroborar las observaciones histopatologicas, realizamos también
inmunohistoquimicas de los cortes de tumores utilizando un anticuerpo anti-CD31.
CD31/ PECAM-1 es un miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas que se
encuentra altamente expresado en la superficie de las células endoteliales,
aunque también se expresa en plaquetas y leucocitos (Jackson, 2003). Junto con
CD34 representan dos de los marcadores moleculares establecidos utilizados
para la evaluacién de la densidad de la microvasculatura en diversos tipos de
tumores (Sharma y col, 2013; Ozerdem y col, 2013; Molinsky y col, 2013). Los
resultados obtenidos concuerdan con las observaciones realizadas por tincion
tricromica, observandose un incremento en la marca positiva para CD31 en

tumores hipertiroideos y una reduccion de esta marcacién en los hipotiroideos.

De la misma manera, se ha asociado a las HTs con la induccion de angiogénesis
en tejidos normales y tumorales. Entre ellos, se ha descripto la induccion de
angiogénesis por HTs en cerebro, tanto in vitro como in vivo, dependiente de
VEGF-1 y FGF-2 (Zhang y col, 2010). También en hepatocitos, células de
hepatoma y carcinomas de rifidn y pulmon se observdé un aumento en la
produccion de VEGF inducida por la union de T3 al heterodimero TRB/RXR (Otto
y Fandrey, 2008). Sin embargo, una gran cantidad de evidencia indica que el
efecto proangiogénico de las HTs es mediado por su receptor de membrana, la
integrina a,B3. En este sentido, Bergh y col (2005) han descripto un aumento en la
angiogénesis inducida por T4 en un modelo de membrana corioalantoidea (CAM)
de pollo, que fue revertido por la co-incubacién con un anticuerpo contra la
integrina a,Bs. La activacion de esta integrina por HTs lleva a la activacion de
pPERK, responsable de la fosforilacion de serinas de numerosos factores de
transcripcion, que llevan al aumento de la expresién de moduladores clasicos de
la angiogénesis como FGF-2, VEGF y Ang-2 (Pinto y col 2011). Mas aun, la

utilizacién de T4 acoplada a agarosa para evitar su internalizacién, mostro el
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mismo efecto proangiogénico que la T4 libre sobre el modelo de CAM (Davis y
col, 2004).

La angiogénesis es un proceso altamente regulado, controlado por el balance
entre moléculas regulatorias positivas y negativas. Cuando se pierde el balance,
ocurre un “switch angiogénico”, que resulta en la proliferacién de las células
endoteliales y es controlado por factores genéticos, por el reclutamiento de
células inflamatorias y por interacciones de receptores de adhesién con las MMPs
(Pinto y col, 2011). Las MMPs mas importantes en el proceso de angiogénesis
son la MMP-2 y la MMP-9, que pueden degradar la matriz extracelular,
permitiendo la invasidbn de células endoteliales y la formacion de vasos
sanguineos. Ademas, a través de un mecanismo poco descripto, pueden
incrementar la biodisponibilidad del factor proangiogénico VEGF (Egeblad y Werb,
2002). Los tumores de ratones hipertiroideos mostraron un incremento en los
niveles de expresion de MMP-2 y MMP-9, mientras que en los tumores de ratones
hipotiroideos se detecté un incremento en la expresion de Timp1, un inhibidor de
la actividad de las MMPs. Existen resultados previos que relacionan el aumento
de los niveles circulantes de HTs con un incremento en la expresion de MMPs. Se
ha visto en ratas, por ejemplo, que la administracion de T4 induce el remodelado
del miocardio a través del aumento en la expresién de MMP-2 y MMP-9 y de la
reduccion de la expresion de Timp-1 y 2 (Tang y col, 2008). Por otra parte, el
tratamiento de un hepatoma con T3 incrementa la expresion de metaloproteasas,
incluyendo MMP-2, MMP-7 y MMP-9, via la activacion de TRAIL (Chi y col, 2012),
mientras que en células de superficie epitelial de ovario se observé un aumento
en la expresién de la MMP9 inducida por el tratamiento con T3 (Rae y col, 2008).
Los elevados niveles de HTs en circulacion en nuestro modelo, por lo tanto,
podrian colaborar también en la angiogénesis tumoral mediante el aumento de la
expresion de MMPs, contrario a lo que ocurre en el hipotiroidismo, donde se

incrementan los niveles de sus inhibidores.

Actualmente es sabido que para la evolucion de los linfomas se requieren tanto
factores intrinsecos a las células, entre los que se encuentran las alteraciones
gendmicas, y factores que son extrinsecos y que provienen del microambiente

tumoral (Rosenquist y col, 2013). Las células malignas son capaces de reclutar
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una gran variedad de tipos celulares, incluyendo fibroblastos, células inmunes
inflamatorias y células endoteliales, a través de la produccion y secrecion de
factores de crecimiento y citoquinas. Este conjunto de células y moléculas

componen el microambiente tumoral (Devaud y col, 2013).

Entre los componentes mas importantes del microambiente tumoral se encuentran
las células del sistema inmune, que pueden cumplir dos funciones muy diferentes
en el desarrollo tumoral. Por una parte, son capaces de generar un ambiente
inflamatorio que facilita el crecimiento celular y la formacién de metastasis
(Mantovani, 2009), pero también son fundamentales en la erradicacién de la
formacion y progresion de neoplasias incipientes, tumores en fase tardia y
micrometastasis, mediante el proceso de inmunovigilancia (Swann y Smyth,
2007).

La hipétesis de la vigilancia inmunolégica antitumoral postula que una de las
principales funciones del sistema inmune es la de reconocer a las células
neoplasicas y eliminarlas (Burnet, 1970). Esta afirmacion implica que en ausencia
de una respuesta inmune efectiva deberia existir una mayor incidencia de cancer
con un peor pronostico. Asi, se ha observado un aumento en la incidencia de
ciertos tipos de tumores en individuos de edad avanzada con un sistema inmune
senescente (Malaguarnera, 2010), en pacientes trasplantados, que se encuentran
inmunosuprimidos (Vajdic y van Leeuwen, 2009a) y en pacientes con
inmunodeficiencia adquirida por VIH (Vajdic y van Leeuwen, 2009b).

El estado tiroideo modula algunos componentes del sistema inmune. En tal
sentido, se ha observado en ratones hipotiroideos una menor reactividad
linfocitaria B y T frente a un estimulo mitogénico especifico, evidenciada por una
disminucién en la proliferacién celular (Chatterjee y Chandel, 1983; Fabris y col,
1995; Klecha y col, 2006), mientras que en ratones hipertiroideos la reactividad
linfocitaria frente a mitégenos selectivos se encuentra incrementada (Klecha y col,
2006). Adicionalmente, frente a un desafio antigénico especifico de células T,
Klecha y col (2006) han observado un incremento y una disminucién en la
produccién de IL-2 e IFNy en ratones hiper- e hipotiroideos, respectivamente,
mientras que un estimulo pro-inflamatorio indujo un incremento en la produccion
de IL-6 y TNF-a en ratones hipertiroideos. También se ha detectado en animales
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estresados y portadores de un linfoma T, una reduccién en la actividad citotéxica
especifica contra las células tumorales y una disminucién en la produccion de las
citoquinas antitumorales TNF-a e IFN-y, mediada por una disminucién de los
niveles circulantes de T3, que fue revertida por administracion de T4 a fin de
restablecer el estado eutiroideo (Frick y col, 2009).

A partir de estos antecedentes, evaluamos si el estado tiroideo es capaz de
modular la respuesta inmune antitumoral en nuestro modelo de linfoma T, lo que
podria aportar aun mas datos para explicar los mecanismos por los cuales el
estado tiroideo regula el desarrollo tumoral. Para ello, analizamos algunos de los
componentes del sistema inmune que intervienen en la respuesta antitumoral,
mediante el analisis de la distribucién de subpoblaciones de células inmunes en el
ganglio drenante del tumor y en el infiltrado linfocitario de los tumores de ratones

inoculados con el linfoma T EL-4.

El ganglio drenante (GD) del tumor es el ganglio linfatico que se encuentra mas
proximo al mismo, por lo que es considerado un sitio critico en la inmunologia
tumoral. Anatomicamente es el primer lugar hacia donde migran los antigenos
tumorales y de donde derivan las células dendriticas presentadoras de dichos
antigenos al sistema inmune naive. Esta interaccion es la que decide si se activan
los mecanismos efectores antitumorales o si se induce la tolerancia inmunoldgica
(Munn y Mellor, 2006).

Es importante destacar que los ganglios de los ratones hipertiroideos presentaron
un mayor tamafno que los de los otros dos grupos experimentales, lo cual se
asocié a un mayor numero de células inmunes. Esta caracteristica ya fue
observada hace varias décadas por Ultmann y col (1963), quienes describieron la
hiperplasia del tejido linfoide tanto en animales de experimentacion como en
pacientes con hipertiroidismo. Ademas, en los ratones de los tres grupos
experimentales el GD presentaba un mayor numero de células que el ganglio
contralateral no drenante (GND), lo cual indica que existe reclutamiento de los
componentes del sistema inmune hacia el sitio donde se implantd el tumor. En
pacientes es comun encontrar un agrandamiento de los ganglios linfaticos aun
antes de que el tumor sea detectable, compuesto por células inmunes reactivas

contra el tumor (Marzo y col, 1999). En ratones hipotiroideos esta diferencia fue
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aun mayor, por lo que el hipotiroidismo induciria el reclutamiento de células

inmunes hacia el GD del tumor.

Analizamos entonces la proporcién de subpoblaciones de células inmunes en el
GD y lo comparamos con el GND de ratones inoculados subcutaneamente con las
células EL-4. No detectamos diferencias entre los grupos experimentales en
relacion a los porcentajes de linfocitos T (CD3"), linfocitos B (CD19%) o células NK.
Es importante destacar que tampoco se observaron diferencias en la proporcién
de linfocitos T CD4+ y CD8+, tal como fue observado por Klecha y col (2006) en

ratones controles, hiper- e hipotiroideos.

Sin embargo, a pesar de no observarse cambios en la composicion de
subpoblaciones en el GD, la composicién del infiltrado de células inmunes en el
tumor es frecuentemente un indicador de la progresion de los linfomas. Por este
motivo, evaluamos por citometria de flujo el infiltrado linfocitario de los tumores
sOlidos de los ratones con diferentes estados tiroideos. En primer lugar
registramos una poblacion diferenciada de células que se destacaba por su
tamafo y granularidad, a la que definimos como el infiltrado tumoral. Los tumores
de ratones hipertiroideos presentaron una menor proporcion de estas células
inmunes infiltrantes respecto a los otros dos grupos experimentales. Este infiltrado
linfocitario estaba compuesto mayoritariamente por células T CD8", aunque

también se detectaron células CD4" y, en menor medida, células CD19".

Al comparar la composicién de subpoblaciones linfocitarias infiltrantes en el tumor
en los distintos estados tiroideos, detectamos en los tumores hipertiroideos una
menor proporcién de células T CD8", mientras que la proporciéon de células CD4*
fue igual en los tumores de los tres grupos experimentales. Ademas, el
hipertiroidismo generd un incremento en la cantidad de linfocitos B (CD19%). Este
ultimo resultado es relevante, ya que se ha reportado un subtipo de células B que
es capaz de inhibir la actividad antitumoral mediada por células T y se han
detectado también células B regulatorias, capaces de estimular la diferenciacion
de células T hacia Tregs, y por ende, inhibir la actividad de las células T
citotoxicas (Namm y col, 2012). Por lo tanto, el aumento de células B en el
infiltrado tumoral podria estar relacionado con una disminucién en la inmunidad

antitumoral en este grupo.
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Los elevados niveles de HTs en circulacién tienen un importante efecto sobre la
composicién del microambiente tumoral, reduciendo el infiltrado linfocitario en el
tumor y, en particular, el porcentaje de células T citotdxicas. Estas observaciones
contribuyen a la dilucidacién de los mecanismos involucrados en la modulacién
del crecimiento tumoral por el estado tiroideo, ya que la reduccién de la
citotoxicidad en el tumor en ratones hipertiroideos podria favorecer su
crecimiento. Asimismo, estos hallazgos son de gran importancia, ya que tanto en
linfomas Hodgkin como no Hodgkin, la vigilancia inmunoldgica efectiva depende
principalmente de la presencia de infiltrado linfocitario tumoral, especialmente de
células citotéxicas y T reguladoras, que pueden servir como un valor pronostico
en este tipo de neoplasias. Se ha descripto asi, que un infiltrado linfocitario con
mas de 23% de células CD4" esta asociado a un mejor prondstico en pacientes
con linfomas B y un bajo nimero de linfocitos T CD8" en el infiltrado tumoral
indicaria un curso clinico desfavorable (Ansell y col, 2001; Keane y col, 2013).
También en el caso de los linfomas foliculares, la sobrevida de los pacientes
parece correlacionarse con las caracteristicas moleculares de las células inmunes
no neoplasicas presentes en el tumor en el momento del diagnéstico, de manera
que la presencia de células T, junto con células dendriticas y monocitos, se
relaciona a una mayor sobrevida (Dave y col, 2004). Asimismo, en pacientes con
leucemia linfocitica crénica se han asociado niveles aumentados de células NK'y
células T, acompanados de una baja relacion CD4*/CD8*, a una mayor sobrevida
(Gonzalez Rodriguez y col, 2010).

En conclusién, los estudios realizados sobre el tumor obtenido por inoculacién
subcutanea de las células EL-4, demuestran que el incrementado tamario tumoral
observado en ratones hipertiroideos se debe a la modulacién por HTs de diversos
mecanismos celulares. El hipertiroidismo induce un aumento en la proliferacion de
las células tumorales, posiblemente determinada por la regulacion del ciclo
celular, y un incremento en la angiogénesis tumoral, que facilita la llegada de
nutrientes a las células y evita asi la necrosis del tumor. Ademas, el infiltrado
linfocitario tumoral también se encuentra reducido en ratones hipertiroideos lo que

contribuye al crecimiento del tumor.
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Sin embargo, todas estas caracteristicas de los tumores de ratones hipertiroideos
estan frecuentemente asociadas a un incremento en la formacién de metastasis
(Gupta y Massague, 2006), contrario a lo que observamos en este trabajo, donde
los ratones con hipotiroidismo experimental presentan un mayor desarrollo de
metastasis. Por este motivo, evaluamos también en nuestros modelos
experimentales otros factores que podrian estar relacionados con la modulacion
por el estado tiroideo del proceso metastasico.

5.4. Mecanismos por los cuales el estado tiroideo modula la generacion de

metastasis.

El proceso de metastasis es responsable de mas del 90% de la mortalidad por
cancer, pero los mecanismos involucrados en esta etapa del desarrollo tumoral
aun no estan muy claros (Smith y Kang, 2013). Requiere una larga cadena de
eventos, que incluyen la invasion, intravasacién, supervivencia en la circulacion,
dispersion hacia tejidos distantes, extravasacion hacia el parénquima y la
colonizacion de érganos vitales. Cada uno de estos eventos limita el proceso, ya
que una falla en alguno de ellos puede frenar el proceso completo (Gupta y
Massague, 2006).

En este trabajo no evaluamos la formacién de metastasis espontaneas, dado que
el tumor sélido EL-4 es de crecimiento muy rapido, por lo que al tiempo en el que
los ratones fueron sacrificados, rara vez se podian detectar. Sin embargo, a pesar
de no poder realizar un analisis estadistico, la frecuencia de aparicion de
metastasis espontaneas en ratones hipotiroideos fue mayor que en los otros dos
grupos experimentales, detectandose pequenos nodulos metastasicos en higado
(datos no mostrados). Por lo tanto, con el fin de analizar la diseminacién de estas
células, realizamos el test de metastasis experimentales, por el cual las células
EL-4 inoculadas dan origen a metastasis en higado y rinén (Nakagawa y col,
1998; Ding y col, 2001; Cruz-Munoz y col, 2006). Por su pequefio tamano, la
colonizacion preferencial de estos érganos no se debe a que las células queden
atrapadas en la microcirculacion hepatica o renal, sino que esta determinada por
la interaccion entre moléculas de adhesion especificas (Ding y col, 2001).
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El test de metastasis experimentales permite evaluar como es el comportamiento
de las células tumorales luego de su ingreso en circulacidn, ya que las células son
inoculadas por via endovenosa, o que permite evaluar la supervivencia de estas
células en la circulacién sanguinea y su capacidad de dispersion hacia tejidos
distantes, de extravasacion hacia el parénquima y de colonizacién de érganos

vitales.

Nuestros resultados indican que el estado tiroideo es capaz de modular la
formacién de metastasis, ya que se observaron diferencias en la generacion de
nddulos metastasicos entre ratones controles, hiper- e hipotiroideos. En particular,
un menor numero de ratones hipertiroideos desarrollaron metastasis hepaticas en
comparacién con los controles y los hipotiroideos, aunque la cantidad de ratones
que desarrollaron metéstasis renales fue similar en todos los grupos. Sin
embargo, los ratones hipotiroideos presentaron una mayor cantidad de nédulos
metastasicos en rindn que los controles y la diferencia fue aun mayor cuando se

comparo con lo observado en ratones hipertiroideos.

Se ha estimado que s6lo aproximadamente el 0,01% de las células tumorales que
se intravasan a circulacion sobreviven y establecen micrometastasis en sitios
distantes (Joyce y Pollard, 2009). Estos bajos niveles de supervivencia de las
células tumorales en circulacion son atribuidos predominantemente al estrés
mecanico, a la muerte celular por falta de contacto célula-célula o a la
citotoxicidad mediada por células en la microcirculacion (Gassmann y Haier,
2008).

Por lo tanto, una de las posibles explicaciones para nuestras observaciones sobre
la modulacion del desarrollo de metastasis por el estado tiroideo es el efecto de
las HTs sobre el balance entre proliferacidén celular y apoptosis de las células EL-
4. Como observamos in vitro, el tratamiento de estas células con HTs por tiempos
cortos de cultivo induce un incremento en la proliferacion celular, pero
tratamientos mas prolongados con las hormonas llevan a la apoptosis. En los
tumores solidos de ratones hipertiroideos también observamos una regulacion
positiva tanto de la proliferacién celular como de la apoptosis, donde prevalece el
efecto proliferativo, probablemente debido a la interacciéon con el microambiente

tumoral. La supervivencia en circulacion de la célula tumoral es una de las fases
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mas importantes en el proceso de metastasis. Y podria ocurrir que los niveles
aumentados de HTs en ratones hipertiroideos induzcan la apoptosis de las células
EL-4 en circulacion algunos dias después de ser inoculadas, lo que limitaria el
establecimiento de metéastasis. Mientras que los bajos niveles de HTs en el
hipotiroidismo evitarian la muerte de células tumorales por apoptosis, por lo que el
namero de células en circulacion permaneceria elevado, existiendo una mayor
probabilidad de que estas puedan extravasar y colonizar diferentes tejidos. Apoya
esto lo observado por Mihara y col (2009) en células de sangre periférica humana
de pacientes con enfermedad de Graves, quienes describieron una mayor
apoptosis en linfocitos T circulantes que los provenientes de individuos
eutiroideos.

Adicionalmente, en los tumores sélidos de los ratones hipertiroideos observamos
un aumento en la expresion de MMPs, que relacionamos con niveles aumentados
de angiogénesis localizada en este grupo experimental. Sin embargo, la actividad
de las metaloproteasas se ha visto frecuentemente asociada también a los
procesos de invasion y metastasis. Cumplen roles tanto en los procesos de
migracion de las células, como en el establecimiento de las mismas en tejidos
distantes para luego formar las metastasis (Egeblad y Werb, 2002). Los niveles
séricos aumentados de metaloproteasas en pacientes con melanoma se han visto
asociados a una mayor progresion de los mismos, ya que facilita el desarrollo de
metastasis (Nikkola y col, 2005). Sin embargo, a pesar de observarse una
modulacion en la expresibn de las MMPs en los tumores de ratones
hipertiroideos, la medicion de la actividad de metaloproteasas en sueros de
ratones con diferentes estados tiroideos inoculados con células EL-4, no arroj6
diferencias entre los grupos experimentales.

Por otra parte, en cada paso del proceso de metastasis se requiere de la
asociacion y colaboracion entre las células tumorales, células inmunes y otros
componentes del microambiente tumoral (Smith y Kang, 2013). El sistema inmune
puede actuar a nivel local sobre el tumor sélido o sobre las células tumorales
durante la intravasacion hacia el torrente sanguineo. Pero también puede tener
acciones a nivel sistémico, afectando a las células tumorales que se encuentran

en la sangre o invadiendo 6rganos vy tejidos. El rol del sistema inmune en estos
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procesos no es soélo la eliminacion de las células tumorales, sino por el contrario,
puede tener efectos protumorales a travées de la activacion de células
inmunosupresoras (Ruffell y col, 2010).

Como ya mencionamos previamente, el analisis de la composicion de
subpoblaciones linfocitarias en los ganglios drenantes de los tumores no mostro
diferencias entre los grupos en estudio en relacion a los porcentajes de células
CD3+, CD19+ o NK. Sin embargo, pudimos detectar un incremento en el
porcentaje de células Tregs en los ganglios drenantes de ratones hipotiroideos.
Estas células estan involucradas en el control de la inmunidad periférica e inducen
la tolerancia inmunologica mediante la supresion de la inmunidad. Existen
numerosas evidencias que indican un numero elevado de Tregs en pacientes con
tumores soélidos y algunas neoplasias hematolégicas, lo que lleva a un
microambiente inmunosupresor que reduce la respuesta inmune antitumoral en el
paciente (Beyer y Schultze 2006). Sin embargo el rol de las Tregs en el desarrollo
de linfomas aun no esta del todo claro. En pacientes con leucemia linfocitica, por
ejemplo, se ha visto un aumentado nimero de Tregs (Giannopoulos y col, 2008;
Lad y col, 2013), que se incrementa progresivamente con el avance de la
enfermedad (D'Arena y col, 2011). Sin embargo, en pacientes con linfoma
folicular, la presencia de Tregs infiltrantes en los ganglios linfaticos involucrados
predice una mayor sobrevida (Carreras y col, 2006). En linfomas Hodgkin un
namero reducido de Tregs esta asociado a una peor prognosis de la enfermedad
(Alvaro y col, 2005), mientras que en pacientes con mieloma mdultiple se vieron
reducidos tanto el nimero como la funcién de las Tregs (Prabhala y col, 2006).

El incremento de Tregs en los ganglios drenantes de tumores de ratones
hipotiroideos podria estar relacionado con una supresion de la actividad de
linfocitos T citotdxicos en ese sitio, lo que podria facilitar el escape de células
tumorales desde el tumor sélido hacia la circulacion y llevar finalmente a un mayor
establecimiento y desarrollo de metastasis. Si bien en nuestro estudio el proceso
de intravasacion no estaria contemplado, el mayor numero de metastasis
espontaneas encontradas en ratones hipotiroideos podria ser atribuido a este
hecho.
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Adicionalmente, evaluamos la distribucién de subpoblaciones de células inmunes
en bazos de ratones portadores de tumor, como un indicador de la respuesta
inmune sistémica inducida por la inoculacion subcutdnea del tumor. Tal como se
vio en los ganglios linfaticos de los ratones hipertiroideos, el tamano del bazo
también se encuentra aumentado en este grupo experimental, lo que podria
relacionarse con un mayor numero de células inmunocompetentes en ratones
hipertiroideos. Este agrandamiento del bazo se ha reportado previamente en
algunos pacientes con hipertiroidismo y en animales tratados con T4 (Marynick,
1982; Hassman y col, 1985).

Los principales efectores de las respuestas inmunes antitumorales son los
linfocitos T CD8*, que desempefian una funcién de vigilancia identificando y
destruyendo las células con potencial maligno a través del reconocimiento de
antigenos extrafios que les son presentados en asociacion con moléculas del
CMH de clase | (Mitra y col, 2003). Los linfocitos T CD4" también pueden ejercer
acciones antitumorales, colaborando con los linfocitos CD8+ o bien mediante el
reconocimiento directo de los antigenos presentados en la superficie tumoral,
seguido por la secrecion de citoquinas de tipo Th1 o mediante una actividad
citotdéxica directa (Handrup y col, 2013). Por este motivo evaluamos en los bazos
de ratones portadores de tumor la distribuciébn de las subpoblaciones T
involucradas en la respuesta antitumoral. No encontramos diferencias en la
proporcién de linfocitos T CD4" ni CD8" entre los tres grupos en estudio. Sin
embargo, observamos una reduccion en la actividad citotoxica especifica contra
células EL-4 de los esplenocitos de ratones hipotiroideos respecto a los otros dos
grupos experimentales. Por lo tanto, los bajos niveles circulantes de HTs inhiben
la actividad citotoxica de las células T CD8, sin afectar su distribuciéon en el bazo.

Ademas de las poblaciones de células T evaluamos también en los bazos de
estos ratones la modulacién por el estado tiroideo de la distribucion de linfocitos
B, dado que se ha descripto que intervienen en la inmunidad antitumoral, aunque
el rol que cumplen en este tipo de respuesta aun no esta del todo claro (Di Lillo y
col, 2010). Se sabe que pueden inducir la regresion tumoral mediante diferentes
mecanismos (Namm y col, 2012), pero también pueden inhibir la actividad de
CTLs, a través de mecanismos regulatorios (Schioppa y col, 2011). En
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comparacién con el control, los bazos de ratones hipotiroideos presentaron una
mayor proporcion de células B, mientras que en los bazos de los ratones
hipertiroideos se detectdé un menor porcentaje de estas células.

Adicionalmente, evaluamos el rol de la inmunidad innata en la respuesta inmune
frente a las células EL-4. Las células NK son de particular interés, ya que se ha
visto que son capaces de eliminar células tumorales de circulacion y son
importantes durante las etapas de iniciacién y de metastasis de diversos procesos
neoplasicos (Smyth y col, 2002). Los bazos de ratones hipertiroideos presentaron
una mayor proporcion de células NK que los de ratones controles, lo que se vio
acompanado de un incremento en la actividad citotéxica de estas células contra
las células YAC-1. En los bazos de ratones hipotiroideos, por el contrario,
observamos un menor porcentaje de células NK, sin modificaciones de su
actividad citotoxica con respecto al control. Estos resultados indican que el estado
tiroideo tiene un efecto también sobre la inmunidad innata, dado que altos niveles
de HTs circulantes inducen un aumento en la respuesta inmune de las células NK,

mientras que niveles bajos de HTs presentan el efecto contrario.

Ademds de la respuesta antitumoral, como ya mencionamos anteriormente,
existen algunos componentes del sistema inmune que ejercen efectos
inmunosupresores, induciendo la tolerancia inmunoldgica frente a un estimulo
tumoral. Las células inmunosupresoras mas importantes en la respuesta inmune
antitumoral son las Tregs. Observamos un aumento de Tregs en los ganglios
drenantes de ratones hipotiroideos, aunque no encontramos diferencias en la
proporcion de células Tregs en los bazos de los ratones con distintos estados
tiroideos. Sin embargo, hallamos una disminucion en la proporcion de células

supresoras de origen mieloide (MDSC) en bazos de ratones hipertiroideos.

Las MDSC componen otra poblaciéon inmune fundamental para la supresién de la
respuesta inmune antitumoral, cuyo mecanismo de accién es mediado por la
produccién de 6xido nitrico y Arginasa-1. No existen muchos estudios clinicos que
relacionen la presencia de células MDSC con el desarrollo de linfomas. Sin
embargo, Tadmor y col (2013) han descripto un incremento de MDSC en la
médula 6sea de pacientes con linfomas B. Adicionalmente, en estudios realizados

con animales, se ha visto que la inoculacién de un linfoma T induce un incremento
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en el numero de MDSC tanto en el bazo como en circulacion, pero el tratamiento
con inhibidores del metabolismo de la arginasa lleva a un incremento en la
respuesta inmune antitumoral, reduciendo el tamano del tumor (Capuano y col,
2009). Se han detectado también MDSC intratumorales que producen quimiocinas
que inducen la migracién de las Tregs hacia el tumor y favorecen asi el
crecimiento de los linfomas inoculados en ratén (Schlecker y col, 2012). Por lo
tanto, la disminucion en los niveles de MDSC de los bazos de ratones
hipertiroideos, lleva a reducir la inmunosupresién a nivel sistémico, lo que podria
contribuir a la generacion de una mejor respuesta antitumoral en este grupo

experimental.

Nuestros resultados indican claramente que el estado tiroideo modula la
respuesta antitumoral a nivel sistémico, lo que podria favorecer las diferencias
observadas entre los distintos grupos experimentales en relacién a la formacién y
desarrollo de metastasis. Estas observaciones, junto con la modulacion mediada
por el estado tiroideo del balance entre proliferacion y apoptosis, podrian explicar
como los niveles de HTs pueden afectar la diseminacion de células de linfomay la

colonizacion de nuevos tejidos.

Sin embargo, aun quedan algunos pasos en el proceso de metastasis que deben
ser estudiados en profundidad en nuestro modelo. En los ultimos afos ha surgido
una amplia variedad de evidencias que sugieren que las células tumorales
pueden adquirir caracteristicas mesenquimales que les otorgan un fenotipo
migratorio a través de un mecanismo denominado transicién epitelio-mesenquimal
(Polyak y Weinberg, 2009). Este fenotipo se origina por alteraciones en las
cascadas de transduccion de sefnales que activan factores de transcripcion
especificos (Smith y Kang, 2013). En este sentido, Martinez-Iglesias y col (2009)
han observado en animales inoculados con un hepatocarcinoma o con células de
cancer de mama, que el hipotiroidismo incrementa el fenotipo mesenquimal en los
tumores, lo que lleva finalmente a un aumento en la invasion y en la formacién de

metastasis. Esto esta actualmente en estudio en nuestro laboratorio.

Adicionalmente, se ha descripto recientemente que algunos tumores tienen la
capacidad de generar un ambiente inmunosupresor per se mediante la secrecién

de diversos factores. Entre ellos, factores solubles para moléculas efectoras que
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bloquean la funcién de las células T (Groh y col, 2002), citoquinas que impiden el
reconocimiento de las células tumorales por las células T o que desvian la
respuesta inmune hacia un perfil Th2, que es menos efectiva contra las células
tumorales (Smyth y col, 2004), o de otros factores como las galectinas, que
impiden la actividad y supervivencia de las células T (Rubinstein y col, 2004).
Seria de gran importancia evaluar si el estado tiroideo es capaz de modular en los
tumores la produccidn de algunos de estos factores, ya que actualmente se estan
generando estrategias terapéuticas orientadas hacia la modificacion del
microambiente tumoral, que faciliten una respuesta inmune mas efectiva en la

destruccion del tumor durante las inmunoterapias (Devaud y col, 2013)

Por lo tanto, la comprension de los factores que regulan la progresién tumoral y la
relacion entre las células tumorales y el microambiente tumoral, entre los que se
encuentran las hormonas tiroideas, puede ser fundamental en el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas que contribuyan a un mejor prondstico para el
tratamiento de pacientes oncolégicos.
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Conclusiones

Los HTs son capaces de modular la fisiologia de las células de linfoma T
estudiadas, ejerciendo sobre las mismas un efecto dual. En base a los resultados
obtenidos por el tratamiento in vitro de las células EL-4 con T4 y por la inoculacién
de estas células in vivo en modelos murinos de hiper- e hipotiroidismo, podemos

concluir que:

1- Las HTs modulan in vitro el crecimiento de las células EL-4 de forma dual,
dependiendo del tiempo de cultivo en presencia de la hormona:

v A tiempos cortos inducen un aumento en la proliferacién celular, evidenciado
por un aumento de PCNA entre las 12 y las 30 horas de cultivo.

v A tiempos largos, mayores de 5 dias, inducen la apoptosis celular, mediada
por la reduccion de Bcl-2 y el aumento de Bad y la activacién de caspasa 3.

v’ Estos efectos son mediados por la modulacién de la expresion de proteinas
reguladoras del ciclo celular, observandose un incremento tanto de ciclinas
como de inhibidores de ciclinas y supresores tumorales.

2- El estado tiroideo modula el crecimiento y la diseminacién tumoral, ya

que:

v El hipertiroidismo lleva a un incremento en la velocidad de crecimiento
tumoral.
v El hipotiroidismo induce una mayor diseminacién tumoral, que se encuentra

disminuida en ratones hipertiroideos.

Los mecanismos involucrados en estos efectos son:
En animales hipertiroideos (Figura 6.1):

> El incremento en la velocidad de crecimiento tumoral se debe a la
regulacion positiva del ciclo celular, del balance entre proliferacion y apoptosis y
de la angiogénesis, ya que en los tumores de estos ratones se observo:

v Aumento en la expresion de las ciclinas D1, D3 y E1, junto con una
reduccion en la expresion de p16, p27 y p53, acompanado del aumento en el
namero de divisiones celulares, evidenciadas por la marcacion de las células
con CFSE.
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v" Aumento en el nimero de mitosis junto con un aumento en la expresion de
PCNA que indican mayor proliferacion, asi como también aumento en la
expresion de caspasa 3 activada y Bax que indican una mayor apoptosis.

v Aumento en la angiogénesis peri- e intratumoral acompafnado de un
incremento en los niveles de expresion de CD31 y MMPs.

v" Disminucién del infiltrado tumoral, compuesto a su vez por un menor

porcentaje de células CD8" y un mayor porcentaje de células CD19".

> La reduccion de la diseminacion tumoral, lo que podria relacionarse con
las siguientes observaciones:

v' El tratamiento de las células por tiempos prolongados con HTs lleva a la
apoptosis celular, lo que podria afectar la sobrevida de las células EL-4 en
circulacién.

v" El aumento en el porcentaje y actividad de células NK en bazo, que lleva a
un aumento en la actividad citotéxica a nivel sistémico.

v' La disminucion de MDSC en ratones hipertiroideos, lo cual reduce la
inmunosupresion a nivel sistémico, favoreciendo la actividad citotoxica de las

células inmunes.
En ratones hipotiroideos (Figura 6.2):

> Si bien no se observaron diferencias en la velocidad de crecimiento
tumoral respecto de los tumores controles, dichos tumores evidenciaron algunas
modificaciones en la regulacion del ciclo celular y en el balance entre proliferacién
y apoptosis, no reflejadas en variaciones en el tamafo del tumor. Dichas
alteraciones son:
v Disminucién en el nUmero de mitosis, junto con un aumento en los niveles
de expresion de p16, p27 y p53, reguladores negativos del ciclo celular.
v Disminucién en la apoptosis celular por marcacion con caspasa 3 activada,
pero un incremento en el porcentaje de necrosis en el tejido tumoral.
v" Aumento en los niveles de expresién de Timp1, lo que sugiere que podria

existir una regulacién negativa la angiogenesis.
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> Un incremento en la diseminacion tumoral, relacionado con:

v" El aumento en el porcentaje de Tregs en GD de estos ratones, que indica
un incremento de la inmunosupresién a nivel local, lo que podria facilitar el
escape tumoral.

v La disminucion en la actividad citotdxica especifica contra células EL-4 de
los esplenocitos, lo que indica una reducida respuesta antitumoral a nivel

sistémico.

Por lo tanto, en este trabajo de tesis hemos demostrado que el estado tiroideo es
capaz de modular de forma dual el crecimiento de los linfomas T, dado que el
hipertiroidismo induce un aumento en el tamafno de los tumores primarios, pero el
hipotiroidismo lleva a una mayor diseminacién. Estos resultados no soélo
contribuyen al conocimiento de la linfomagénesis T, sino que ademas sugieren la
importancia de monitorear los niveles hormonales en pacientes con esta
patologia. Asimismo podrian sentar las bases para proponer la modulacion del eje
tiroideo como coadyuvante de las quimioterapias que actualmente se emplean en

el tratamiento de linfomas.
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Abreviaturas

ADCC, citotoxicidad celular dependiente de CTL, linfocito T citiotéxico

anticuerpos
ADN, acido desoxirribonucleico

ADNCc, acido desoxirribonucleico
complementario

AILT, linfoma de células grandes anaplasico

ALCL, linfoma de células T
angioinmunoblastico

AMPc, adenosina monofosfato ciclica
Ang-1, angiopoyeina 1

Ang-2, angiopoyetina 1

ANOVA, andlisis de varianza

Apaf-1, factor de activacion de proteasas
apoptéticas 1

APCs, células presentadoras de antigenos
ARGH1, arginasa 1

ARN, &cido ribonucleico

ARNm, ARN mensajero

ATP, adenosina trifosfato

ATPasa, adenosina trifosfatasa

Breg, linfocitos B regulatorios

C57, cepa C57BI/6

CD, cluster de diferenciacién

CD40L, ligando de CD40

CDC, citotoxicidad dependiente de
complemento

Cdk, quinasa dependiente de ciclinas

Cdkl, inhibidor de quinasas dependientes de
ciclinas

CFSE, Carboxifluorescein Diacetato
Succinimidil Ester

CIP, proteina de interaccion con Cdks

CMH, complejo mayor de
histocompatibilidad

CMH-1, complejo mayor de
histocompatibilidad de clase |

CMH-II, complejo mayor de
histocompatibilidad de clase |l

CpG, citosina fosfodiester guanina
oligodeoxinucleotidos;

DBD, dominio de unién al ADN
DCs, Células dendriticas

DIT, diiodotirosinas

DMBA, 7,12-dimetilbenzantraceno
DR5, receptor de muerte 5

ER, receptor de estrégenos

ERK1/2, quinasa reguladora de senales
extracelulares 1/2

ER-a, receptor de estrégenos a

ES, error estandar

FGF, factor de crecimiento de fibroblastos
FITC, isotiocianato de fluoresceina

FoxP3, forkhead box P3 (factor de
transcripcion)

FSH, hormona foliculo estimulante

GD, ganglio drenante

GLUT1, transportador de glucosa 1
GND, ganglio no drenante

H&E, hematoxilina y eosina

HIF1a, factor inducible por hipoxia
Hiper, hipertiroideos

Hipo, hipotiroideos

HPT, hipotalamo-pituitario-adrenal
HTs, hormonas tiroideas

ICAM-1, molécula de adhesién intracelular 1
IDO, indolamina 2,3-dioxigenasa

IFM, intensidad de fluorescencia media
IFN, interferon

IHQ, Inmunohistoquimica

IL, interleuquina

iNOS, 6xido nitrico sintasa inducible
IP, ioduro de propidio

KIP, proteina inhibitoria de kinasas
LBD, dominio de unién al ligando

LFA-1, antigeno asociado a la funcion
linfocitaria 1
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LH, hormona leuteneizante
LPS, lipopolisacéridos
L-T4, L-Tiroxina

MAPK , protein quinasas activadas por
mitégenos

MDSC, células supresoras de origen
mieloide

MICA/B, antigenos recacionados a CMH
clase Ay B

MIT, monoiodotirosinas

MMPs, metaloproteasas de matriz

NIS, simporter Na+/I-

NK, células natural killer, asesinas naturales
NKT, células T natural killer

NOS, éxido nitrico sintasa

NPV, nucleo paraventricular

PBS, buffer fosfato salino

PCNA, antigeno nuclear de proliferacion
celular

PCR, reaccion en cadena de la polimerasa
PE, ficoeritrina

PI3K, fosfatidil inositol 3 quinasa

PIP; fosfatidilinositol (3, 4, 5)-trifosfato (PIP3)
PKB, protein quinasa B

PKC, protein quinasa C

PLC, fosfolipasa C

PTCL, linfoma de células T periféricas

PTCL-NOS, linfoma de células T periféricas
no especificado de otro modo

PTEN, homdélogo de fosfatasa y tensina
PTU, propiltiouracilo

gRT-PCR, reaccion de cadena de la
polimerasa cuantitativa con
retrotranscripcion

RAE1, transcripto temprano de &cido
retinoico 1

Abreviaturas

Rb, retinoblastoma
ROS, especies reactivas del oxigeno

RPMI, medio Roswell Park Memorial
Institute

RXR, receptor X retinoide
SFB, suero fetal bovino
sMICA/B, MICA/B soluble
SN, sistema nervioso

SNC, sistema nervioso central

STAT-1aq, transductores de senales y
activadores de la transcripcion 1a

T3, L-triiodotironina

T4, L-tiroxina

TBG, globulina transportadora de HTs

TCR, receptor de células T

Tg, tiroglobulina

TGF, factor de crecimiento transformante 3
Th, célula T colaboradora

TIL, linfocitos infiltrantes del tumor

Timp, inhibidores tisulares de
metaloproteasas

TNF, factor de necrosis tumoral
TPO, peroxidasa tiroidea

TRAIL, ligando relacionado a TNF inductor
de apoptosis

TRE, elementos de respuesta a hormona
tiroidea

Tregs, células T regulatorias

TRH, Hormona liberadora de tirotrofina;
TRs, receptores clésicos para HTs TSH
TSH, tirotrofina

TTR, transtiretina

ULBP, proteina de unién a UL16

VEGF, factor de crecimiento del endotelio
vascular

VIH, virus de inmunodeficiencia humana
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