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La prolactina promueve migracion en las células de cancer de prostata LNCaP
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Resumen

Introduccion: La prolactina (PRL) es una hormona que participa en el desarrollo normal de la prostata, pero también
en el desarrollo de patologias como el cancer. El principal problema del cancer de prostata es su capacidad de
producir metastasis. Durante la metastasis las células anormales exhiben mayor migracion celular comparado con las
células normales; por lo tanto, el aumento de la migracion celular es el principal mecanismo para que las células
cancerigenas hagan metastasis durante el desarrollo del cancer. Existe poca informacion acerca de la participacion de
la PRL en la migracion celular, en especial en el cancer de prostata. Por lo anterior, se evalué el efecto de la PRL en la
migracion celular utilizando como modelo de estudio a las células LNCaP. Objetivo: Evaluar si la PRL induce migracion
en las células LNCaP. Materiales y Métodos: Utilizamos la técnica de “raspado y cicatrizacion de herida” para evaluar
la migracion celular. Se cultivaron células LNCaP en placas de 12 pozos hasta confluencia total, se hizo un rasgufo a lo
largo del eje de cada pozo y posteriormente fueron estimuladas con 0, 5, 10, 25, 50 100, 150 y 200 nM de PRL. La
migracion de las células dentro del rasguio fue fotografiada a las 48 h. Resultados: La PRL indujo migracion en las
células LNCaP. Conclusiones: La PRL indujo migracion en las células LNCaP, por lo que esta hormona podria tener
alguna participacion en la metastasis.
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Abstract

Introduction: Prolactin (PRL) is a hormone that participates in the normal development of the prostate but also in the
development of pathologies such as cancer. The main problem with prostate cancer is its ability to produce
metastasis. During metastasis, abnormal cells exhibit increased cell migration compared to normal cells; therefore,
increased cell migration is the main mechanism for cancer cells to become metastasized during cancer development.
There is little information about the involvement of PRL in cell migration, especially in prostate cancer. Therefore, the
effect of PRL on cell migration was evaluated using LNCaP cells as the study model. Objective: To evaluate whether
PRL induce migration in LNCaP cells. Materials and methods: We used the "scratch/wound healing" technique to
evaluate cell migration. LNCaP cells were grown in |2-well plates to full confluence, a scratch was made along the
axis of each well and were subsequently stimulated with 0, 5, 10, 25, 50, 100, 150 and 200 nM PRL. Migration of the
cells within the scratch was photographed at 48 h. Results: PRL induced migration in LNCaP cells. Conclusions: PRL
induced migration in LNCaP cells, so this hormone could have some involvement in metastasis.
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I. Introduccion

La PRL es una hormona proteica sintetizada en
los lactotropos de la adenohipdfisis y cuya
produccion es controlada por la dopamina.l

La dopamina es una molécula pequena que
cumple diversas funciones, por ejemplo, la
regulacion de la liberacion de PRL al torrente
sanguineo. La secrecion constante de
dopamina por parte de las neuronas
tuberoinfundibulares,  tuberohipofisiales y
periventriculares inhibe la liberacion de PRL en
los lactotropos. Para que la PRL sea liberada
estas neuronas dopaminérgicas deben reducir
la liberacion de dopamina. Asi, los lactotropos
incrementan la liberaciéon de PRL al torrente
sanguineo y la PRL a su vez activa un circuito
de retroalimentacion negativa que estimula a
las neuronas dopaminérgicas del hipotialamo
para que vuelvan a liberar dopamina, y por lo
tanto detener la liberacion de PRL.2 Cabe
destacar que la liberacion de PRL en el
humano es pulsatil, con aumentos o picos
secretorios durante la etapa de sueho. De esta
forma la PRL regula varias funciones
incluyendo las que llevan a cabo glandulas
implicadas en la reproduccion, como la
prostata.3 En la prostata la PRL es esencial para
llevar a cabo el desarrollo y crecimiento de
esta glandula,? llevando a cabo funciones como
aumento en la sintesis de citrato, acumulacion
de zinc, sintesis de catepsina D, incremento en
la expresion del IGF-1 (y su receptor) y del
receptor a androgenos, ademds de otras
proteinas.33 También la PRL participa en la
proliferacion y diferenciacion de la proéstata.é
Mediante el uso de cultivos de 6rganos y lineas
celulares de préstata se mostré que la PRL es
capaz de inducir diferenciacion y proliferacion,
tanto en la prostata de rata como en la del
humano, asi como estimular la secrecidén e
incrementar la supervivencia del epitelio
prostatico.Z8 Al respecto, las acciones de la
PRL son mediadas a través del receptor a PRL
(PRLR) corto y largo, presentes en un gran
numero de tejidos (incluyendo la préstata),?
desencadenando la activacién de vias de
transduccion de senales8 La PRL no solo
participa en el desarrollo normal de la prostata
sino también en el desarrollo y regulacién de
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la hiperplasia prostatica benigna (BPH) y el
cancer de prostata.38 Asi, la PRL producida
autocrina y/o paracrinamente puede contribuir
al desarrollo de la patogénesis del cancer de
proéstata.Zl0 Se ha observado en ratones que la
expresion transgénica de PRL en la proéstata
induce hiperplasia (aumento del nimero de
células) y displasia (desarrollo anormal de las
células), que puede progresar a una neoplasia
(crecimiento anormal de un tejido nuevo,
benigno o maligno) intraepitelial e incluso a un
adenocarcinoma,>!% con aumento del nimero
de células basales/stem las cuales han sido
recientemente identificadas como  células
iniciadoras del ciancer de proéstatas En la
clinica, la expresion de PRL y la activacion del
transductor de sefal y activador de Ila
transcripcion 5 (Stat5), en tumores de prostata
humana, estan correlacionados con tumores
de alto grado (o pobremente diferenciados) y
con enfermedades mas agresivas.>19 También
se ha propuesto que la PRL autocrina, a través
de la via de sefalizaciéon Jak2/Stat5a/b,
promueve el crecimiento del cancer de
prostata.l! Ademas se han observado mayores
niveles séricos de PRL en algunos hombres
con cancer de prostata.3 Si bien no se sabe aun
si la PRL promueve el desarrollo de cancer de
prostata o si el cancer de prostata incrementa
los niveles de PRL, lo que si es claro es que si
se induce un incremento en los niveles séricos
de PRL la probabilidad de que se desarrolle
una patologia prostitica se incrementa
significativamente, por lo que la PRL es
considerada como un factor de riesgo en la
etiologia de las patologias prostaticas.3 A pesar
de estas evidencias, aun es desconocido cémo
es que la PRL puede estar desencadenando
todas estas acciones, pero es sabido que la
PRL junto con la testosterona hacen algo al
respecto.3 De hecho, se sabe que la PRL
promueve el crecimiento y proliferacién de las
células prostaticas en sinergismo con la
testosterona Yy dihidrotestosterona y se ha
propuesto que la PRL puede incrementar la
concentracion de testosterona libre en la
sangre asi como la absorcion de esta hormona
en las células prostaticas,2 lo cual podria
favorecer el desarrollo del cancer de prostata.
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Si bien la participacion de la PRL en algunos
aspectos del desarrollo del cancer de prostata
parece ser evidente, no se sabe si esta
hormona tiene alguna participaciéon en la
metastasis, la principal problematica en la lucha
contra el cancer.

La metastasis es la principal causa de
mortalidad en los pacientes que sufren algin
tipo cancer avanzado.!2 Durante la metastasis,
las células anormales con heterogeneidad
gendmica sufren una transicion epitelio-
mesenquimal (EMT) y fenotipicamente exhiben
un aumento de la migracion e invasion en
comparacion con las células normales; por lo
tanto, el aumento de la migracion celular es el
principal mecanismo por el cual las células
cancerigenas invaden y hacen metastasis
durante el desarrollo del «cancer.!2 La
migracion celular es un evento crucial para
llevar a cabo numerosos procesos fisiolégicos
y de desarrollo como por ejemplo Ila
gastrulacion, formacion de organos, funcion
inmune y la cicatrizacion de heridas. Por el
contrario, una migracion celular aberrante
contribuye al desarrollo de enfermedades
como la metastasis.'2 Por lo tanto, conocer los
mecanismos que controlan el movimiento de
las células hacia 6rganos distantes es una de las
principales metas en la investigacion contra el
cancer.!4

La participacion de la PRL en los procesos
metastdsicos es practicamente desconocida.
Existe poca informacién al respecto y no
existe informacion con relacion al cancer de
prostata. Sin embargo, la informacion existente
deja de manifiesto su participacion en los
procesos metastasicos. Por ejemplo, cuando la
linea celular de trofoblastos HTR-8/SVneo fue
estimulada por 24 h con 100 ng/ml de PRL la
migracion de estas células fue
significativamente incrementada en un 125%, y
en un [38% cuando fueron estimuladas con
1000 ng/ml de PRL, respecto a las células
control que no fueron estimuladas con la
hormona.!> Ademas, el incremento de la
migracion celular llevado a cabo por la PRL fue
bloqueado cuando las células HTR-8/SVneo
fueron estimuladas con 10 pg/ml del
anticuerpo de ratén dirigido contra el PRLR
(anti-PRLR IgG), el cual se sabe tiene una
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actividad de neutralizacion del receptor.!* De
esta forma se confirmé que el efecto positivo
de la PRL sobre la migracion celular fue llevado
a cabo a través del PRLR.1> También en células
de cancer de ovario se ha evaluado Ila
participacion de la PRL sobre la migracion
celular. Cuando las células TOVI 12D fueron
estimuladas con 500 ng/ml de PRL por 16 h se
observo un incremento significativo del 30%
en la migracién de estas células con respecto a
aquellas células que no fueron estimuladas con
la. hormona.l¢6 En otros experimentos,
mediante una técnica de raspado con navaja de
afeitar, se mostré que cuando las lineas
celulares de cancer de mama T47D, ZR75-1 y
MCEF-7 fueron estimulas por 48 h con PRL (50
y 100 ng/ml) se observé un incremento
significativo de la migracion celular en las tres
lineas celulares. No hubo diferencias
significativas entre ambas concentraciones
empleadas. Ademas, la PRL llevéd a cabo estos
efectos a través del PRLR. En un experimento
separado las células T47D, ZR75-1 y MCF-7
fueron previamente transfectadas con un RNA
pequeno de interferencia anti-hPRLR (anti-
hPRLRsiRNA) lo cual resultd en un
silenciamiento efectivo de la expresion del
PRLR. Posteriormente cuando las diferentes
lineas celulares de cancer de mama fueron
estimuladas con PRL (bajo las mismas
condiciones mencionadas anteriormente) no
se observo ninglin aumento en la migracion
celular.?

Si bien la PRL participa en la migracién
celular de diferentes lineas celulares, su
participacion en la migracion en el cancer de
prostata es desconocida. A este respecto,
nuestra hipotesis de investigacién postula que
la PRL promueve migracion en la linea celular
de cancer de préstata humano LNCaP
(nuestro modelo de estudio). Por lo anterior,
el proposito de este estudio fue evaluar si la
PRL induce migracién en las células LNCaP.

2. Material y métodos

2.1 Cultivo de la linea celular LNCaP

La linea celular de cancer de prostata humano
LNCaP fue amablemente proporcionada por la
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doctora Elizabeth Langley-McCarron del
Instituto Nacional de Cancerologia. Las células
fueron rutinariamente cultivadas en cajas Petri
estériles de 90 x 20 mm (area de crecimiento
de ~46 cm2; Sarstedt) y utilizando medio de
cultivo RPMI-1640 (Sigma-Aldrich),
complementado con 8% (v/v) de FBS
inactivado  (Gibco) y 1% (v/v) de
penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich). Las
células fueron incubadas en una incubadora
(Nuaire) mantenida a 37°C y con una
atmosfera de 5% de CO; y 95% de aire. El
medio de cultivo de las células se cambié cada
tercer dia. Cuando las células alcanzaron una
confluencia de ~80% fueron utilizadas para
llevar a cabo los experimentos de migracion
celular.

2.2 Ensayos de migracion celular

La migracion celular fue llevada a cabo
utilizando la técnica de “raspado y cicatrizacion
de herida”, de acuerdo al protocolo llevado a
cabo por Stefanoska y colaboradores en 2013,
con algunas modificaciones.!s En breve, células
LNCaP fueron sembradas con medio RPMI-
1640 complementado (Sigma-Aldrich), a una
densidad de 31,250 células/cm?, en placas de
12 pozos (irea de crecimiento de 3.2 cm?;
Sarstedt) previamente tratadas por 2 h con
500 pl de una solucidon de Poli-L-lisina (15
pg/ml; Sigma), y se incubaron a 37°C en una
atmosfera de 5% de CO, y 95% de aire.
Cuando las células alcanzaron ~100% de
confluencia se les retird el medio de cultivo y
se incubaron por 24 h con medio RPMI-1640
sin suero. Posteriormente, con la ayuda de una
punta de pipeta de 200 pl se hizo un raspado a
lo largo de la monocapa de células en cada uno
de los pozos. Las células se lavaron dos veces
con PBS (Sigma) para eliminar las células
desprendidas y medio RPMI-1640
complementado con 5% de FBS (Gibco), sin o
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con PRL ovina (stock 100 uM; Sigma-Aldrich) a
concentraciones de 0, 5, 10, 25, 50, 100, 150 y
200 nM, fue adicionado. Las células se
cultivaron en condiciones normales. La
migracion de las células dentro de la herida fue
fotografiada a las 48 h con la ayuda de una
camara digital (Nikon D3200) y con un
microscopio invertido (Zeigen XD-1012B)
utilizando el objetivo de 10x. La cuantificacion
del drea restante de la herida, es decir el area
de la herida que no ha sido cubierta por las
células que estan migrando, fue medida
utilizando el software Image] para MacOS
version 1.50i.

3. Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron con cinco
repeticiones en diferentes dias. Los datos
cuantitativos se presentaron como la media
+/- SEM y fueron analizados con ANOVA de
una via seguido de una prueba post-hoc de
Dunnett utilizando el software estadistico
Prism 6 para Mac OSX version 6.0 (La Jolla
California USA). Valores de p<0.05 fueron
considerados significativos.

4. Resultados

En este estudio evaluamos la participacion de la PRL
en la migracion de las células LNCaP, llevada a cabo
mediante el ensayo de “raspado y cicatrizacion de
herida”. La PRL fue probada a concentraciones de 0,
5, 10, 25, 50, 100, 150 y 200 nM en el ensayo de
migracién celular (Figura 1). Después de 48 h de
estimulacion con PRL, la migracién de las células
LNCaP incremento significativamente en un 19.44 %
con 25 nM de PRL, en un 81.25% con 50 nM de PRL
y en un 49.58% con 100 nM de PRL, con respecto al
grupo control (células no estimuladas con PRL)

(Figura 2).
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Efecto de la PRL en la migracion de las células LNCaP

0nM 5nM 10 nM 25 nM

50 nM 100 nM 150 nM 200 nM

Figura |. Efecto de la PRL en la migracion de las células LNCaP utilizando el modelo clasico de raspado y
cicatrizacion de herida. Se puede observar la migracion de las células LNCaP después de que fueron estimuladas
por 48 h con diferentes concentraciones de PRL (nM). Las imagenes fueron convertidas a escala de grises. Se
muestra un campo representativo por tratamiento de uno de los 5 experimentos.
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Figura 2. Efecto de la PRL en la migracion de las células LNCaP. La estimulacion de las células LNCaP con PRL incremento
significativamente la migracion celular, observada a las 48 h después de que un rasguio fue hecho sobre una capa confluente de

células usando una punta de pipeta. Los datos fueron cuantificados como é4rea restante de la herida en 2 *p < 0.05 y **<p <
0.0001, respecto del control (0 nM de PRL).
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5. Discusion

Nuestros datos apoyan la hipotesis de que la PRL
induce migracion en la linea celular de cancer de
prostata humano LNCaP. Un aumento significativo
en la migracion se observd después de probar un
rango de concentraciones de PRL, observandose
que la concentracién de 25 nM indujo un aumento
del 19.44 %, la de 50 nM un aumento del 81.25% y la
de 100 nM un aumento del 49.58%, después de 48
horas de estimulacion con PRL. Si bien nuestros
datos indican que la PRL promueve migracion en las
células LNCaP, lo que se comprob6é mediante un
método clasico para estudiar migracion celular
(técnica de “raspado y cicatrizacién de herida”), atn
se requieren hacer mas estudios donde se evalué a
la PRL sobre la migracion utilizando diferentes lineas
celulares de cancer de prostata y utilizando métodos
mas precisos; asi como estudiar los mecanismos a
través de los cuales la PRL induce la migracion
celular.

A la fecha, son escasos los trabajos que estudian
el efecto de la PRL en la migracion celular y no
existen estudios que evallen la participacion de esta
hormona en la migracién de lineas celulares
derivadas de la prostata, por ejemplo, las células
LNCaP. Se sabe que la PRL incrementa la migracion
de las lineas celulares de cancer de mama T47D,
ZR75-1 y MCF-7 a través de inducir cambios en la
remodelacion de la actina? Esto sugiere que los
efectos de la PRL pueden estar asociados a la matriz
extracelular. Dichos efectos fueron observados a
dosis de 50 ng/ml (2.17 nM) y 100 ng/ml (4.35 nM) y
después de 48 horas de estimulacion; utilizando la
técnica de raspado con navaja de afeitar para evaluar
la migracion celular. No hubo diferencias entre
ambas dosis. Si bien el tiempo de estimulacion es
igual al empleado por nosotros, las concentraciones
de PRL con las que observamos diferencias
significativas en la migracion celular son diferentes.
Estas diferencias pueden ser debidas, en parte, a las
condiciones de cultivo empleadas en el estudio de
Da Silva y colaboradores, las cuales difirieron
considerablemente del nuestro: suplementaron
repetidamente (cada 12 h, el medio fresco y el
tratamiento fueron reemplazados) y usaron una
preparacion de PRL humana recombinante, con una
posible potencia biolégica diferente.  Ademas,
también puede ser debido al tipo de linea celular
empleada. Otro estudio reportd que la PRL
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estimuld la invasion y migracion de la linea celular de
trofoblastos HTR-8/SVneo. Cuando estas células
fueron estimuladas por 24 h con 100 ng/ml (4.35
nM) de PRL humana la migracién de estas células
incremento significativamente un  125%, y en un
138% cuando se estimularon con 1000 ng/ml (43.48
nM) de PRL, respecto a las células control que no
fueron estimuladas con la hormona.!s Estos efectos
fueron acompanados por un incremento de las
integrinas ol y a5, lo cual puede contribuir a un
aumento de la invasion celular. Las integrinas
participan en la migracion celular y se ha mostrado
que la subunidad ol activa la via proliferativa
RAS/ERK y juega un rol importante en Ila
proliferacion y migracion celular del carcinoma
mamario.!8 Luego entonces, podemos inferir que la
PRL aumenta la migracion de la linea celular de
trofoblastos HTR-8/SVneo a través de activar la via
RAS/ERK como consecuencia de un incremento de
la integrina ol por PRL. Si bien en este trabajo no
hemos evaluado los mecanismos a través de los
cuales la PRL induce migracion de las células LNCaP,
nuestros datos concuerdan en que una
concentracion 50 nM de PRL induce migracion
significativa en las células LNCaP, concentracion
similar a la usada por Stefanoska y colaboradores
(4348 nM). No obstante, encontraron un mayor
efecto y en menor tiempo. Esto puede ser debido al
uso de PRL humana, la cual puede tener una
potencia biologica diferente, asi como al tipo de linea
celular empleada. Esto también puede explicar por
qué en células de cancer de ovario TOVII2D la
PRL humana recombinante indujo un aumento del
30% en la migracion de estas células a
concentraciones mas bajas (500 ng/ml=21.74 nM) y
en menor tiempo (16 h), comparado con la
concentracion de 25 nM de PRL ovina la cual tuvo
un efecto significativo sobre la migracion de las
células LNCaP, después de 48 h de estimulacion.

Es sabido ampliamente que los efectos de la PRL
son mediados por el receptor a PRL (RPRL).2
Mediante la técnica de Western blot determinamos
la presencia del RPRL (dato no mostrado) en las
células LNCaP, si bien no hemos elucidado que
isoformas estan presentes. No obstante, se ha
reportado que las células LNCaP expresan una
forma larga del RPRL, una forma corta |b (SFIb) y
no producen la forma intermedia 202! Los estudios
donde se ha evaluado la participacion de la PRL
sobre la migracion celular han descrito que los
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efectos de esta hormona son a través del RPRL.15.7
En células HTR-8/SVneo que fueron estimuladas con
10 pg/ml del anticuerpo de raton anti-RPRL (que
neutraliza al RPRL) no hubo migracién de estas
células cuando fueron estimuladas con 100 ng/ml de
PRL por 24 h.'s Por otra parte, cuando las células de
cancer de mama (T47D, ZR75-1 y MCF-7) fueron
previamente transfectadas con anti-hPRLRsiRNA
(para llevar a cabo el silenciamiento efectivo de la
expresion del RPRL) no se observé ninglin aumento
en la migracion celular cuanto estas células fueron
estimuladas con 50 y 100 ng/ml de PRL.'7 Si bien se
ha demostrado que la participacion de la PRL en la
migracion celular es a través del RPRL, no se sabe a
través de qué isoforma del receptor (largo o corto)
se estd llevando a cabo y menos aun las vias de
segundos mensajeros que participan en dicho
proceso. Ademas, en la migracion, también
participan las metaloproteasas de la matriz (MMPs),
endopeptidasas dependientes de zinc cuya principal
funcion es la degradacion de proteinas de la matriz
extracelular (ECM),2 facilitando asi la migracion y la
metastasis2 Dos MMPs de gran interés que
participan en el movimiento de las células y
promueven la migracién celular, y por lo tanto estan
relacionadas con la migracion y metastasis, son MT |-
MMP (o MMP-14) y MMP-2222¢ Ademas, se sabe
que la PRL estimula, por ejemplo, la actividad de
MMP-22 o puede inhibir al inhibidor de MMPs |
(TIMP-1), aumentando asi la actividad de MMP-2,% lo
cual puede estar directamente relacionado con un
aumento en la migracion celular. Por lo tanto, una
de las propuestas de este trabajo de investigacion
que se llevaran a cabo, como parte complementaria
para entender los mecanismos por los cuales la PRL
induce migracion en las células LNCaP, sera evaluar
el tipo de receptor a través del cual la PRL induce
migracion celular, las vias de segundos mensajeros
que participan en ello y si la PRL es capaz de inducir
migracion a través de activar a MMP2 y MT|-MMP.

6. Conclusiones

La PRL es una hormona que no solo participa en la
sintesis de leche por la glandula mamaria, sino
también en el desarrollo de enfermedades como el
cancer de prostata. Sin embargo, su participacion en
la migracion celular, un mecanismo clave para llevar
a cabo la metastasis, es practicamente desconocido.
La evidencia muestra que la PRL induce migracién
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en lineas celulares de cancer de mama, trofoblastos
y ovario, sin embargo, en lineas celulares de cancer
de prostata no existe evidencia alguna. Los
resultados obtenidos muestran por primera vez que
la PRL indujo migracion en la linea celular de cancer
de prostata LNCaP, lo que sugiere que esta
hormona puede tener alguna participacién en la
metastasis. Por lo anterior, y tomando en cuenta
que en el hombre los niveles plasmaticos de PRL
incrementan con la edad, la PRL debe ser
considerada como un blanco terapéutico potencial
de estudio en la lucha contra el cancer de prostata.
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