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Resumen:

Las hormonas tiroideas (HTs) son importantes reguladores del metabolismo, diferenciacion y
proliferacién celular. Son capaces también de modificar la fisiologia de linfomas de células T
(LCT) humanos y murinos. Estos efectos involucran tanto mecanismos gendmicos,
mediados por receptores nucleares especificos (TR), como mecanismos no genémicos, que
conducen a la activacion de diferentes vias de sefializacion por activacion de un receptor de
membrana, la integrina avB3. Asi, las HTs con capaces de inducir la supervivencia y
crecimiento de los LCT. Especificamente, la sefializacion inducida por las HTs a través de la
integrina avp3 activa programas de proliferacion y angiogénesis, a través de la regulacion
del factor de crecimiento del endotelial vascular (VEGF). La inhibicion gendmica o
farmacologica de la integrina avp3 disminuye la produccion de VEGF y la muerte celular
inducida in vitro y en modelos de xenoinjertos de LCT humanos en ratones inmuno-
deficientes.

Aqui, revisamos los mecanismos involucrados en la modulacién de la fisiologia de los LCT
inducido por las HT, el analisis de la interaccion entre acciones genémicas y no genémicas
de células T y su contribucion a la linfomagénesis T. Estas acciones de las HTs sugieren un
nuevo mecanismo para la modulacion endocrina de la fisiopatologia de los LCT y brindan un
potencial blanco molecular para su tratamiento.

Introduccidn. Vias clasica y no clasica de accidon de las hormonas tiroideas.

Las hormonas tiroideas (HTs), triiodotironina (T3) y tiroxina (T4), modulan varios procesos
fisiologicos y son criticas para el crecimiento, el desarrollo, la diferenciacion y el
mantenimiento del metabolismo y la homeostasis (Oetting y Yen, 2007). Los efectos de las
HTs estan mediados principalmente por mecanismo de sefializacion clasicos iniciados por la
union a sus receptores nucleares (TR). Dichos receptores, que unen preferentemente T3,
interactian con elementos de respuesta especificos (TRES) en los promotores de genes
blancos regulando asi su transcripcion (Lazar 2003). Estos receptores estan codificados por
dos genes diferentes, el THRA localizado en el cromosoma 17 y el THRB en el cromosoma
3, que codifican para las proteinas TRa y TR respectivamente (Cheng y col, 2010). Durante



el desarrollo embrionario o en tejidos adultos se han encontrado diferentes patrones de
expresion de estas isoformas (Oetting y Yen, 2007). El TRal se expresa
predominantemente en el cerebro, el corazon y el musculo esquelético, el TRB2 se expresa
principalmente en el cerebro, la retina y oido interno, mientras que el TR3 se expresa en
rifidn, higado y pulmén (Cheng y col, 2010). Hay otras isoformas truncadas no activas. En
varios tipos de cancer, como el de higado, rifién, tiroides y eritroleucemias, se han detectado
mutaciones de los TRs (Chany Privalsky, 2010; Rosen y col, 2011).

Las HTs también ejercen su accion sobre la fisiologia celular a través de mecanismos no
clasicos denominados inicialmente no genémicos por no implicar la regulacién directa de la
transcripcién de genes por TRs. Dichos mecanismos son rapidos e involucran la activacion
de cascadas de sefializacion intracelular que finalmente conducen a la activacion de
factores de transcripcion y por ende regulan indirectamente la regulacion de genes (Davis y
col., 2011). Se ha demostrado que varios de estos mecanismos no clasicos estan mediados
por un receptor de membrana plasmatica (nTR) y diversos estudios han identificado a la
integrina avp3, como el mTR (Bergh y col.,, 2005) en varios tejidos, tales como vasos
sanguineos y corazon (Davis y col., 2011). Dicha integrina es el receptor de vitronectina y
miembro de la superfamilia de glicoproteinas de moléculas de adhesién que median la union
de las células a la matriz extracelular por reconocer la secuencia conservada RGD
(Arginina- Glicina- Aspartato) de varias proteinas plasmaticas y de matriz. Los estudios
sobre lineas celulares de cancer humano, tales como adenocarcinoma de mama (Tang y
col., 2004), carcinomas papilar y folicular de tiroides (Lin y col., 2007), glioma (Lin y col.,
2009) y el carcinoma de pulmén (Meng y col., 2011), mostraron que el tratamiento con
concentraciones fisiologicas de T3 y T4 conduce a la activacion de vias de sefializacion
intracelular tales como la via de las quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK),
llevando a la proliferacion de las mismas, efectos que fueron bloqueados por el pre-
tratamiento de células con el péptido RGD. Por lo tanto, las HTs se unen a la integrina avp3
en la membrana plasmatica e inician acciones no gendmicas sobre la proliferacion de
células tumorales mediada por ERK1/2.

El crecimiento tumoral, su invasividad y diseminacibn metastisica estan fuertemente
asociados a la angiogénesis. Varias evidencias demostraron que células tumorales tratadas
con las HTs pueden estimular la produccion de factores angiogénicos via el mTR (Pinto y
col, 2011). Por lo tanto, la presencia de la integrina en avB3 en el epitelio vascular y las
células tumorales explica los efectos proangiogénicos y proliferativos de las HT sobre ciertas
células cancerosas, incluyendo los gliomas (Cheng y col., 2010).

Accidn directa de las HTs sobre lineas de linfomas de células T. Participacion de
mecanismos gendmicos y no gendmicos.

Los linfomas de células T (LCT) son un grupo heterogéneo de desdrdenes linfoproliferativos
agresivos de considerable variacion clinica, morfoldgica, inmunofenatipica y genética, que
incluyen aproximadamente el 10-15% del total de las neoplasias linfoides (Jaffe y col, 2008;
Gru, 2015). Con una incidencia anual aproximada de 1.77 x 100.000 habitantes, su
frecuencia varia geogréficamente, y su incidencia se incrementa anualmente en un 1-2%
(Boffeta, 2011). Usualmente afectan a adultos y son mas frecuentes en hombres que en
mujeres. La edad media de diagndstico es de 61 afios con un rango entre 17-90 afios
(Boffeta, 2011). Estos linfomas resultan de la proliferacion exacerbada de linfocitos maduros
post-timicos. Las neoplasias de células natural killer (NK) también se incluyen en este
grupo. La ultima clasificacion de neoplasias hematopoyéticas de la Organizacién Mundial de
la Salud ha dividido a este grupo de desérdenes de acuerdo a que su forma de



presentacion sea predominantemente leucémica (diseminada), ganglionar, extraganglionar
o cuténea (Jaffe y col, 2008; Boi y col, 2015).

Las variedades mas comunes son los de tipos nodal, que incluyen al linfoma de células T
periféricas (PCTL) de otro modo no especificado (NOS), al linfoma de células grandes
anaplasico y al LCT angioinmunoblastico (Boi y col, 2015). También estan los LCT cutaneos
ya que la piel es la segunda localizaciébn en frecuencia de aparicion de los linfomas
primarios extranodales (De Simone y col, 2015). Las células de los LCT pueden estar
expuestas a un ambiente complejo, compuesto de muchos factores de crecimiento,
citoquinas y hormonas sintetizadas por células vecinas o distales (Singh y col, 2009). En
nuestro laboratorio hemos demostrado en los ultimos afios que uno de los factores que
regulan la biologia de los LCT son las HTs (Barreiro Arcos y col, 2006, 2011 y 2013; Sterle
y col, 2014; Cayrol y col, 2015).

Estudios realizados con HTs libres y con hormonas acopladas a agarosa (HT-AG) e
incapaces de atravesar la membrana celular, han demostrado que tanto las acciones
gendmica como no gendmicas de las HT, contribuyen a la proliferacion de lineas celulares
humanas y murinas de linfomas de células T (LCT). Ademas estos estudios indicaron la
participaciéon de un mTR para los efectos rapidos de las HTs en estas células (Barreiro
Arcos y col, 2006; Barreiro Arcos y col, 2011; Cayrol y col, 2015). La sefializacién no
gendémica desencadenada por las HTs a través del mTR en los LCT murinos, implica la
rapida translocacion de la isoforma C de la proteina quinasa C (PKC{) a la membrana
celular, mediada por la accion de esfingomielinasas (Barreiro Arcos y col, 2011). La
activacion de PKC( es esencial para la proliferacion y supervivencia de linfomas de células
T (Barreiro Arcos y col, 2006 y 2013) y de otros tipos celulares. Ademas, las HTs inducen la
fosforilacion no gendémica de las quinasas ERK 1/2 y la activacién del factor de transcripcion
NF-kB en todas las lineas celulares de LCT estudiadas, efectos que parecerian mediados
por la activacion de PKC ya que inhibidores farmacoldgicos de esta enzima impidieron los
efectos proliferativos en células de LCT murinas (Barreiro Arcos y col, 2011 y 2013).
Recientemente hemos demostrado que la integrina avp3 es el mTR en lineas celulares de
LCT humanos. Asi, en un panel de 9 lineas celulares de LCT que representan los diferentes
subtipos de la patologia en humanos, demostramos la accion proliferativa de las HTs. Estos
efectos fueron bloqueados por el péptido RGD y no fueron observados cuando se inhibi6 la
expresion de la integrina avf3 mediante la utilizacién del ARN de interferencia (ARNi) para
la integrina aV 0 B3 o la suma de los ARNi para ambas (Cayrol y col, 2015). Adicionalmente
se comprobd que estos efectos fueron acompafiados por el incremento de ciclinas y la
regulacion del ciclo celular tanto en células de LCT inmaduras como maduras. Por el
contrario, en células de cancer de mama el acido tetraiodotiroacético (TETRAC) que inhibe
los efectos de las HTs sobre el mTR llevd al aumento en la expresién de genes
proapoptéticos, lo que demuestra que las HTs son necesarias para la supervivencia celular
(Glinskii y col, 2009; Davis y co., 2011).

Utilizando técnicas de secuenciacién del ARN y herramientas bioinformaticas, se identifico
en células de LCT los programas transcripcionales activados por HTs a través de su
receptor de membrana. Se identificaron 118 transcriptos regulados positivamente y 5
regulados negativamente, entre los que se destacaron genes relacionados con la traduccion
proteica, con la proliferacién/diferenciacion de linfocitos y replicacion del ADN y con la
angiogénesis. Respecto de estos Ultimos se verific6 un aumento de la expresion del factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), VEGFA y VEGFB, mediado por la accion de las
HTs sobre su mTR y dependiente de la activacion del factor de transcripciéon NF-xB, ya que
este aumento no tenia lugar en células con expresion inhibida de la integrina avpB3 o
pretratadas con un inhibidor del NF-xB (Cayrol y col, 2015). Evidenciamos ademas una
asociacion entre la expresion de la integrina avp3 y la expresion de VEGF en un panel de
muestras de pacientes con distintos tipos de LCT, ya que encontramos una correlacion



positiva entre los niveles de expresion de dichas integrinas y del VEGFA y VEGFB. También
comprobamos que las HTs inducen la produccion de factores angiogénicos funcionales que
actian de forma paracrina aumentando la migraciéon de células endoteliales humanas y
autécrina sobre los LCT, ya que la induccion de la proliferacion mediada por HTs se vio
inhibida por la accion del anticuerpo bloqueante para VEGF, Bevacizumab y del inhibidor
farmacoldgico del receptor de VEGF, Axitinib (Cayrol y col, 2015).

Se ha demostrado también en otros tipos celulares tumorales que las HTs son capaces, a
través de la integrina avp3, de inducir la expresion de receptores de VEGF y sus ligandos,
del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), del factor de crecimiento derivado de
plaguetas y del factor de crecimiento epidérmico (EGF), asi como también de quimioquinas
angiogénicas (Mousa y col., 2014). Las HTs también pueden aumentar la actividad de la
bradiquinina y angiotensina Il, lo que contribuye a la vascularizacién (Mousa y col., 2014).
En células de cdncer de mama humano tratadas con TETRAC se vio el bloqueo de la accion
proliferativa y proangiogénica inducida por las HTs a través de la inhibicion de los efectos
angiogénicos de VEGF y de FGF (Glinskii y col, 2009; Davis y col, 2011).

En resumen los dos programas de proliferacion iniciados por las HTs a través de sus
receptores nucleares y de membrana, favorecen la sobrevida y proliferacion de las células
de linfoma T, contribuyendo asi al fenotipo maligno.

Posible empleo del mTR como blanco terapéutico en el tratamiento de LCT:

En base a lo expuesto uno esperaria que los niveles circulantes de HTs que son los que
influenciarian el microambiente tumoral en pacientes con LCT, influyeran en su desarrollo
ylo evolucion. Sin embargo no hay evidencias concluyentes sobre el efecto del estado
tiroideo en el proceso tumoral. Asi, se ha descripto que el hipertiroidismo es un factor de
riesgo para el desarrollo de cancer de ovario (Ness y col, 2000), pancreas (Ko y col., 2007),
pulmén y prostata (Moeller y Fuhrer, 2013). Por su parte, Cristofanilli y col. (2005) han
descripto que en pacientes con hipotiroidismo la incidencia de carcinoma de mama es
reducida y Hercbergs y col. (2010) han sugerido que el hipotiroidismo podria contribuir a la
regresion tumoral espontanea o inducida por el tratamiento. Sin embargo, otros autores
describen al hipotiroidismo como factor de riesgo para el desarrollo de cancer de mama e
higado (Kuijpens y col, 2005; Reddy y col, 2007). Sobre esta base y teniendo en cuenta
nuestros resultados sobre el rol proliferativo y proangiogénico de las HTs via el mTR en
lineas de LCT nos pareci6 de interés analizar en modelos preclinicos si estas vias podian
ser terapéuticamente capitalizadas para el tratamiento de pacientes con LCT. Para ello
realizamos por un lado xenotrasplantes de células humanas de LCT en ratones
inmunodeficientes NOD-SCID y evaluamos el efecto de la inhibicién de la integrina avp3
sobre el crecimiento tumoral. Se comprob6 que la regulacién negativa de la integrina av o 3
por ARN de interferencia en células de LCT previo a su trasplante en ratones, redujo el
volumen tumoral, disminuyendo la expresion de VEGF y el area de los vasos sanguineos del
tumor; sugiriendo una disminucién en el potencial angiogénico de los tumores proveniente
de células que no expresan el mTR. Adicionalmente el tratamiento diario de animales
trasplantados con células de LCT del subtipo PLCT-NOS con un inhibidor farmacolégico
selectivo de la integrina avp3, el cilengitide, actualmente de uso clinico para el tratamiento
de otros tumores (Mas-Moruno y col, 2010) redujo significativamente el crecimiento tumoral,
efecto que estuvo asociado con la disminucion de la activacion de la via de sefializacion de
NF-kB y con un aumento de la apoptosis celular (Cayrol y col, 2015). Cabe sefialar que con
este tratamiento no se observaron en ninguno de los animales efectos toxicos inducidos por
el cilengitide. Mas aun lo mismo se vio cuando se xenotrasplantaron tumores derivados de
pacientes en ratones humanizados (Cayrol y col, 2015). Cabe sefalar que el cilengitide se
encuentra actualmente en estudios de fase clinica Ill en pacientes con glioblastoma (Stupp y



col, 2014) y en estudios de fase Il en otros tipos de tumores sélidos (Friess y col, 2006;
Beekman y col, 2006; Bradley y col, 2007). Dado que la integrina avBf3 se expresa
principalmente en células malignas (Sloan y col, 2006) y si bien no se dispone de estos
estudios clinicos al respecto, estos resultados puntualizan la importancia de estos
mecanismos para el desarrollo de un potencial tratamiento efectivo y de baja toxicidad para
pacientes con LCT.

Observaciones Finales

Las HTs estan implicadas en la proliferacion de los LCT in vitro e in vivo, a través de la
induccién de vias de sefalizacion relacionadas con la proliferacién y sobrevida en las que
participan tanto los TR como la integrina avf3 (Figura 1). Entre las sefales iniciadas a
través de la integrina, la activacién de NF-xB juega un papel crucial en el crecimiento de los
LCT. Estos mecanismos implican también la modulacion mediada por HTs de reguladores
del ciclo celular y factores angiogénicos, favoreciendo en ultima instancia el crecimiento
tumoral y la vascularizacion. Mas adn, la inhibicién selectiva de la integrina avB3, resulta en
la inhibicién de la proliferacién y el crecimiento tumoral in vivo de distintos subtipos LCT.
Estos resultados indican que la integrina avB3 ejerce una novedosa modulacion de la
fisiopatologia de los LCT lo que lo convierte en un blanco terapéutico atractivo en el
tratamiento anti-linfoma.
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Figura 1. Mecanismo propuesto de la accién clasica y no clasica de las HTs en la
activacion de vias de sefializacién intracelulares involucradas en el crecimiento de
linfoma de células T.

Mecanismo clasico: Las hormonas T3 y T4 ingresan al citoplasma celular, donde las
deiodinasas convierten la T4 en T3. La T3 interactia con su receptor nuclear, el TR
uniéndose a secuencias especificas en el promotor de los genes blanco activando su
transcripcion.

Mecanismo no clasico: las hormonas interactian con la integrina avp3 presente en la
membrana plasmatica, desencadenando la activacion de vias rapidas de sefializacion y
consecuente activacion de factores de transcripcion.

Ambos mecanismos conllevan a la expresion de genes involucrados en la
proliferacion celular y angiogénesis en los LCT.



