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Introduccién. Estudios epidemiolégicos sugieren que los fitoestrégenos de la
soja podrian ser responsables de la baja incidencia del carcinoma prostético
(CaP) en poblaciones asidticas. Las células de CaP expresan factores reguladores
de la proliferacién/viabilidad celular, asf como factores capaces de interaccio-
nar con las células en el microambiente éseo. En el presente estudio hemos eva-
luado los efectos de los fitoestrégenos de la soja, genisteina y daidzeina, sobre
la viabilidad celular/apoptosis y sobre la expresion de la proteina relacionada
con la parathormona (PTHrP) y su receptor (PTH1R), la osteoprotegerina
(OPG) y el ligando del receptor activador del NF-kappa B (RANKL) en las cé-
lulas de CaP humano PC-3 y LNCaP.

Pacientes y métodos. Las células, sembradas a 20.000 células/cm? en RPMI con
suero fetal bovino al 10%, se incubaron con distintas concentraciones de cada
fitoestrégeno o el vehiculo salino (control basal) durante 1-4 dfas. La viabili-
dad celular se evalué por exclusién con azul de tripan y la apoptosis se determind
por citometria de flujo. La expresién génica de PTHrP se analizé por RT-PCR
semicuantitativa con cebadores especificos. La expresién proteica de PTHtP,
PTHIR, OPG y RANKL se determiné por transferencia western en extractos
de proteina celular total o de membrana (RANKL).

Resultados. Hemos encontrado que tanto la genisteina como la daidzeina en el
rango pM disminuyen la viabilidad celular e incrementan la apoptosis; siendo
la genisteina mds potente y eficaz que la daidzeina en ambos tipos celulares.
Ademis, estas isoflavonas a dosis < nM aumentan la expresién de PTHrP y del
PTHI1R, asi como la relacién OPG/RANKL en estas células.

Conclusiones. Estos hallazgos demuestran que diferentes dosis de genisteina y
daidzefna inducen efectos diversos sobre las células de CaP que podrian afectar
al desarrollo de este tumor.

PALABRAS CLAVE: fitoestrdgenos, genisteina, daidzeina, cdncer de présta-
ta, PTHrP, osteoprotegerina, RANKL.

Introduction. Epidemiological studies suggest that soy phytoestrogens might
be responsible for the low incidence of prostate carcinoma (PCa) in Asian po-
pulations. PCa cells express regulatory factors of cell proliferation and viabi-
lity, and also several factors that interact with cells in the bone microenviron-
ment. In the present study, we evaluated the effects of soy phytoestrogens
genistein and daidzein on cell viability and apoptosis, and also on the expres-
sion of parathormone-related protein (PTHrP) and its receptor (PTH1R), os-
teoprotegerina (OPG) and receptor activator of nuclear factor kappa B ligand
(RANK-L) in the human PCa cell lines PC-3 and LNCaP.

Patients and methods. Cells were seeded at 20,000 cells/cm? in RPMI with
10% fetal bovine serum, and then were incubated with different concentra-
tions of each phytoestrogen or saline vehicle (basal control) for 1-4 days. Cell
viability was evaluated by Trypan blue exclusion, and apoptosis was determi-
ned by flow citometry. Gene expression of PTHrP was analyzed by semiquan-
titative RT-PCR with specific primers. Protein expression of PTHrP, the
PTHIR, OPG, and RANKL was determined by western blot in total cell pro-
tein or cell membrane (RANKL) extracts.

Results. We found that both genistein and daidzein, at pM range, decrease
cell viability and increase apoptosis; but genistein was more potent and effi-
cient than daidzein in both PCa cell lines. In addition, these isoflavones, at <
nM, increase the expression of PTHrP and the PTHIR, and also the OPG/RANKL
ratio in these cells.

Conclusions. These findings demonstrate that different concentrations of ge-
nistein and daidzein induce distinct effects on PCa cells that might affect PCa
development.

KEY WORDS: phytoestrogens, genistein, daidzein, prostate cancer, PTHrP,
osteoprotegerin, RANKL.

INTRODUCCION

El cdncer de préstata (CaP) es el tumor
maligno mds comin entre los varones de
los paises desarrollados, que ocupa el se-
gundo lugar en mortalidad debida a cdn-
cer tras el cdncer de pulmén. Con la edad,
muchos varones desarrollan focos mi-
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croscépicos de CaP, y un pequefio por-
centaje de éstos se convierten en CaP in-
vasivos'.

El hueso es el 6rgano predilecto para el
establecimiento de metdstasis de tumo-
res tales como el carcinoma de mama y
el CaP??. De hecho, las metdstasis Gseas
constituyen una de las causas més fre-
cuentes de malignidad y morbilidad de
estos tumores’. Los tumores provocan dos
tipos diferentes (aunque no excluyentes)
de lesiones esqueléticas. La forma mds
comun, representada por el cdncer de
mama, es la lesién osteolitica, asociada
a una alteracién del remodelado éseo con
un incremento en la actividad osteoclds-
tica y la subsiguiente destruccién de hue-
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so>*4. Por otro lado, las lesiones osteo-
blésticas, asociadas a la formacién de hue-
so, son predominantes en el CaP. Sin em-
bargo, actualmente se reconoce que la
existencia de un componente osteolitico
es necesario para el establecimiento de
las metdstasis Gseas asociadas a este tu-
mor?>°,

Una diversidad de citoquinas y factores de
crecimiento parecen contribuir a la pro-
gresion del CaP y a su tendencia a metas-
tatizar en el hueso’. Entre estos factores el
sistema constituido por la proteina rela-
cionada con la parathormona (PTH<P) y
su receptor, el receptor de PTH tipo 1
(PTH1R), parece ejercer acciones com-
plejas que promueven el desarrollo del
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CaP”!''. En diversas lineas celulares de CaP
humano y de rata, la PTHrP estimula la
viabilidad celular e induce la produccién
de interleuquina®, un potente factor an-
giogénico que promueve la proliferacién
de las células de CaP y de otros tipos ce-
lulares!?.

Hallazgos recientes sugieren que la oste-
oprotegerina (OPG) y el ligando del re-
ceptor activador del factor nuclear kap-
pa B (NF-xB) (RANKL), un sistema clave
en la modulacién del remodelado 6seo!?,
se expresan en las células de CaP y po-
drfan afectar al desarrollo del CaP'*'8. La
OPG inhibe la osteoclastogénesis al ac-
tuar como un receptor sefluelo del
RANKL que impide su unién a RANK
en la superficie de los precursores de os-
teoclastos'®. Recientemente, se ha suge-
rido que la OPG podria actuar como un
factor de supervivencia de las células tu-
morales y asi favorecer la progresién del
CaP". Por otra parte, el RANKL a tra-
vés de sus efectos estimuladores sobre la
resorcién 6sea podria facilitar la coloni-
zacién del microambiente éseo por el
CaPZO,Zl.

Los fitoestrégenos son compuestos deri-
vados de las plantas que poseen accién an-
tioxidante, antiagregante plaquetaria y
actividad estrogénica débil*. Algunos es-
tudios sugieren que el elevado contenido
dietético de isoflavonoides —fitoestrége-
nos abundantes en la soja, principalmen-
te genisteina y daidzeina— podria ser res-
ponsable, al menos en parte, de la baja
incidencia de CaP en las poblaciones asid-
ticas?®. Los efectos de los fitoestrégenos
podrian estar mediados por receptores es-
trogénicos, pero también a través de su
interaccién con otras vias de seflalizacion
asociadas a factores de crecimiento (como
el factor de crecimiento epidérmico) im-
portantes para el desarrollo tumoral®*®.
Ademds, la inhibicién de la neovascula-
rizacién, un proceso bdsico para el desa-
rrollo tumoral, podria ser un mecanismo
antitumoral alternativo de estas sustan-
cias®.

En el presente estudio 7 vitro hemos evaluado
los efectos de la genisteina y la daidzeina
sobre la viabilidad celular y la apoptosis,
asi como sobre la expresién de la PTHrP,
del PTHIR, de la OPG y del RANKL, en
dos lineas celulares bien caracterizadas de
CaP humano PC-3 y LNCaP.
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Fig. 1. Dosis-respuesta de los efectos de la genisteina (barras oscuras) y de la daidzeina (barras claras) sobre el niimero de cé-
lulas totales (A) y muertas (B) en las lineas celulares PC-3 y LNCaP. Las células se trataron con diferentes dosis (nM) de
los agonistas durante 4 dias. Los valores son medias = error estandar (EE) (n = 4). *p < 0,05; ¥¥p < 0,01, con respecto al

control basal (Co; 100% ).
MATERIALES Y METODOS
REACTIVOS

La genisteina, la daidzeina y el anticuer-
po monoclonal de ratén contra la a-tu-
bulina (T-S168) se obtuvieron de Sigma
(St. Louis, MO, EE.UU.). El anticuerpo
policlonal de conejo frente a la OPG hu-
mana (sc-11383) se obtuvo de Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, EE.UU.).
El anticuerpo policlonal de conejo frente a
RANKL (500P-133), de PeproTech (Rocky
Hill, NJ, EEUU). El anticuerpo policlonal
de conejo frente al PTH1R Ab-IV, de Co-
vance (Berkeley, CA, EE.UU.). El antisue-
ro policlonal de conejo C6, que reconoce el
epitopo C-terminal altamente conservado
107-111 en la molécula de PTH¢P fue de-
sarrollado en nuestro laboratorio?.

CULTIVOS CELULARES
Y TRATAMIENTOS

Las células PC-3 y LNCaP (ATCC CRL

1435 y 1740, respectivamente) se cultiva-
ron en RPMI-1640 con suero fetal bovino
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al 10% y antibi6ticos (penicilina 100 Ul/ml
y estreptomicina 100 pg/ml), en CO,al 5%
a 37 °C. Para los estudios de viabilidad/apop-
tosis, las células se sembraron a 20.000 cé-
lulas/cm? en placas de 24 pocillos y, al dfa
siguiente, se incubaron con cada fitoestr6-
geno o el vehiculo salino (control basal) du-
rante 4 dfas. Para analizar los factores rela-
cionados con el metabolismo 6seo, las células
se sembraron a la misma densidad; a con-
tinuacién, se retiré el suero durante 24 ho-
ras y, posteriormente, se estimularon con
los fitoestrégenos a distintas concentracio-
nes durante 1-4 dfas. Inicialmente, la ge-
nisteina y la daidzeina se reconstituyeron
en dimetilsulféxido (DMSO) y etanol, res-
pectivamente. Las diluciones posteriores se
realizaron en solucién salina fosfatada (PBS).

ESTUDIOS DE VIABILIDAD
CELULAR

La viabilidad celular se evalué por exclu-
sién con azul de tripdan. Después de los
tratamientos se recogieron los medios con-
dicionados y las células se tripsinizaron y
se lavaron con PBS. Las células totales —vi-
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Fig. 2. Dosis-respuesta del efecto de la genisteina (A y C) y de la daidzeina (B y D) sobre la apoptosis en células PC-3 (A
y B) y LNCaP (C y D). Las células fueron tratadas con diferentes dosis (M) de isoflavonas durante 4 dias. La apoptosis
fue analizada por tincién con ioduro de propidio y citometria de flujo. Los valores son medias + error estandar (EE) (n = 3).
#p < 0,05; **¥p < 0,01, con respecto al control basal (Co) respectivo.

vas y muertas— presentes en la suspension
resultante al juntar el tripsinizado celular
y el medio condicionado se contaron en
cdmara de Neubauer.

La apoptosis se determiné por citometria
de flujo. Para ello, las células totales obte-
nidas como se ha comentado anteriormen-
te se centrifugaron a 3.000 x g durante 5
minutos. A continuacién, se incubaron con
yoduro de propidio 0,5 mg/ml, NP40 al
1% y ARNasa 30 png/ml al menos durante
1 hora en oscuridad. Seguidamente, las mues-
tras se analizaron en un citémetro de flujo
(FACSCalibur, Becton-Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, EE.UU.). A partir de la evalua-
cién de 10.000 células por condicién expe-
rimental se calculd el porcentaje de células
hipodiploides (células apoptdéticas con la
cromatina fragmentada o condensada).

EXTRACCION DE ARN TOTAL
Y PROTEINA

El ARN total celular se aisl6 mediante un mé-
todo estdndar con tiocianato de guanidinio-

fenol-cloroformo (Tri-Reagent” , MRC, Cin-
cinnati, OH, EE.UU.). Los extractos celu-
lares se obtuvieron por lisado en Tris-HCl
50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, 4cido eti-
lendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM, Tri-
ton X-100 al 1%, deoxicolato sédico al 1%
y dodecil sulfato sédico (SDS) al 0,1% e in-
hibidores de proteasas (aprotinina 5 pg/ml
y fluoruro de fenilmetanosulfonilo [PMSF}
1 mM) (tampén A). Para obtener los ex-
tractos de proteina de membrana, las célu-
las se lisaron en PBS con Tritén X-100 al
0,1%, y se centrifugaron a 2.000 x g du-
rante 10 minutos. El sobrenadante obteni-
do se centrifugé a 100.000 x g durante 1
hora y el precipitado resultante se resus-
pendié en tampén A. La concentracién de
proteina se determiné por el método de Brad-
ford (Pierce; Rockford, IL, EEUU), usan-
do seroalbimina bovina como estdndar.

RT-PCR SEMICUANTITATIVA

El ARN total celular (10 ng) se retrotrans-
cribié, y el ADNCc resultante se amplificé
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con un sistema estandar (Titanium™ One-
step RT-reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR); Clontech, Mountain View, CA) con
cebadores para el gen de la PTHrP humana:
5’-GCGACGATTCTTCCTTCACC-3’ (sen-
tido) y 5’-CCTTCTAGCCCACTCCCAGT-
3’ (antisentido), correspondientes a los nu-
cleétidos 187 y 498 (nimero de acceso al
Genebank M17183). Estos cebadores dan
lugar a un producto de amplificacién de
312-pb. Como control constitutivo se uti-
lizaron cebadores para la 18S modificados
(QuantumRNA™ 188 Internal Standard;
Ambion, Austin, EE.UU.).

La mezcla de reaccién (10 pl) se incub6 du-
rante 45 minutos a 48 °C y 2 minutos a
95 °C, seguido de 29 ciclos de 1 minuto
a 95 °C, 1 minuto a 58 °C y 2 minutos a
68 °C, con una extensién final de 7 minu-
tos a 68 °C. Experimentos preliminares de-
mostraron que estas condiciones producen
una amplificacién submdxima de los ge-
nes en estudio. Los productos de PCR se
separaron en geles de agarosa al 2% vy las
bandas resultantes se visualizaron con bro-
muro de etidio. Las bandas correspondientes
a los productos de PCR fueron densito-
metradas utilizando el equipo ImageQuant
(Molecular Dynamics; Sunnyvale, CA,
EEUU) y los valores obtenidos se norma-
lizaron frente a la 18S correspondiente.

ANALISIS POR
TRANSFERENCIA WESTERN

La proteina de membrana (50 pg de proteina,
para RANKL) y la proteina total celular
(20 pg de proteina, para OPG y PTH1R)
se transfirieron a membranas de nitroce-
lulosa (Amersham, Piscataway, NJ, EEUU).
Estas se incubaron a continuacién con le-
che desnatada al 5% en PBS con Tween-
20 al 0,1% durante 1 hora, y después toda
la noche con los siguientes anticuerpos po-
liclonales (dilucién): RANKL (1:500); OPG
(1:2500); y PTHI1R (1:1.000). La a.-tu-
bulina se detecté con un anticuerpo mo-
noclonal, como control constitutivo. En el
caso de las proteinas de membrana se rea-
liz6 tincién con rojo Ponceau S como con-
trol de carga en el gel. A continuacién, las
membranas se incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente con una inmuno-
globulina G (IgG) anti-conejo o anti-ra-
tén conjugada con peroxidasa. Seguida-
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mente, se revel$ por quimioluminiscencia
(ECL, Amersham). Las bandas correspon-
dientes se cuantificaron por densitometria.

EXPRESION DE RANKL POR
CITOMETRIA DE FLUJO

Las células tripsinizadas se centrifugaron a
3.000 x g durante 5 minutos a 4 °C. Tras
lavados con PBS, las células se incubaron
con el anticuerpo anti-RANKL, a una di-
lucién 1:50, durante 30 minutos a 4 °C. A
continuacién, se realizaron varios lavados
con PBS, tras los cuales las células se in-
cubaron con una IgG anti-conejo marcada
con isotiocianato de fluoresceina durante 20
minutos a 4 °C en oscuridad. Por dltimo,
las células se lavaron con PBS y se resus-
pendieron en p-formaldehido al 1% para
su andlisis en el citémetro de flujo.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se han expresado como me-
dia + error estindar de la media (EEM).
El andlisis estadistico se realiz6 mediante
andlisis de la varianza no paramétrica (prue-
ba de Kruskal-Wallis), seguido de la prue-
ba de Dunn, o por la prueba de Mann-
Whitney, segtin los casos. Se consider6 una
significacién estadistica cuando p < 0,05.

RESULTADOS

EFECTOS DE LA GENISTEINA

Y LA DAIDZEINA SOBRE

LA VIABILIDAD CELULAR

Y LA APOPTOSIS EN CELULAS
DE CAP HUMANAS PC-3Y LNCAP

La presencia continua de ambos fitoes-
trégenos, a 50 pM, durante cuatro dfas
disminuy6 de modo significativo la via-
bilidad de las células de CaP. As{, la ge-
nisteina redujo significativamente el nad-
mero de células totales tanto en las PC-3
como en las LNCaP (el 50% y el 70%,
respectivamente, sobre el basal) (fig. 1a).
Este efecto en la viabilidad celular se co-
rrespondié con un incremento significa-
tivo del namero de células muertas (que
captan el colorante azul de tripdn) indu-
cido por esta isoflavona en ambas lineas
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celulares (fig. 1b). De acuerdo con estos
hallazgos, encontramos un aumento sig-
nificativo de células apoptdticas (por ci-
tometria de flujo) producido por la genis-
teina (a 50 pM) en las dos lineas celulares
de CaP (figs. 2a y 2¢). Sin embargo, el efec-
to proapoptético de esta isoflavona fue més
potente y eficaz en las LNCaP que en las
PC-3 (figs. 2ay 2¢). Por otro lado, la daid-
zeina fue menos potente y eficaz que la ge-
nisteina en la induccién de la apoptosis en
ambas lineas celulares de CaP (fig. 2).

EFECTO DE LA GENISTEINA

Y LA DAIDZEINA SOBRE

LA EXPRESION DE LA PTHRP
EN LAS CELULAS PC-3Y LNCAP

Tanto la genisteina como la daidzeina in-
dujeron la expresion génica de la PTHrP
en las células LNCaP (que no expresan ape-
nas este gen de forma basal) a las 24-48
horas (fig. 3a). Ademds, observamos un
incremento en la expresién proteica de este
factor a los 4 dias de estimulacién con am-

bas isoflavonas (fig. 3b). Esta estimulacién
de la PTHrP se observé incluso a dosis <
nM en las LNCaP. Sin embargo, ambas
isoflavonas no afectaron significativamen-
te a la expresién proteica de la PTHrP en
las células PC-3 (que expresan de forma
basal esta proteina) (fig. 3).

EFECTO DE LA GENISTEINA

Y LA DAIDZEINA SOBRE

LA EXPRESION DEL PTH1R

Y DE LA OPG EN LAS CELULAS
PC-3Y LNCAP

Encontramos que ambas isoflavonas, en
un rango de dosis al observado en la esti-
mulacién de PTHrP en las LNCaP, incre-
mentaron significativamente la expresién
proteica del PTHI1R en ambas lineas ce-
lulares PC-3 y LNCaP (fig. 4). De modo si-
milar a lo observado en sus efectos sobre
la apoptosis, el efecto de la genisteina fue
mds potente que el de la daidzeina sobre la
expresion proteica del PTHIR en estas cé-

lulas (fig. 4).
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Por otra parte, observamos que ambas iso-
flavonas indujeron un aumento similar
en la expresion proteica de la OPG tanto en
las PC-3 como en las LNCaP, aunque de
modo mids eficaz en estas Gltimas células

(fig. 5).

EFECTO DE LA GENISTEINA

Y LA DAIDZEINA SOBRE

LA EXPRESION PROTEICA

DEL RANKL EN LAS CELULAS PC-3

Utilizando transferencia western, observa-
mos que la daidzeina, pero no la genistei-
na, incrementd la expresién del RANKL
de forma significativa en los extractos de
membrana de las células PC-3 (figs. 6a y
6b). Estos resultados se confirmaron por
citometria de flujo (figs. 6¢ y 6d). El efec-
to de la daidzeina se observé incluso a con-
centraciones < nM (fig. 6).

DISCUSION

Los fitoestrégenos se consideran los agen-
tes responsables de las cualidades benefi-
ciosas de la soja. En particular, la genistei-
na y la daidzeina podrian explicar, al menos
en parte, sus propiedades quimiopreven-
tivas a través de los efectos inhibitorios de
estas isoflavonas sobre: la actividad tiro-
sina-quinasa; la ADN topoisomerasa I y
IT; la quinasa ribosomal S6; la prolifera-
cién celular; y la Sa-reductasa o la aro-
matasa. Ademds, estos compuestos pose-
en actividad antioxidante y antiangiogénica
e inducen la diferenciacién celular®.

En el presente estudio hemos demostrado
que tanto la genisteina como la daidzei-
na, a altas concentraciones (= pM), afec-
tan a la viabilidad/apoptosis de las célu-
las de CaP humano. Observamos que tanto
en las células sensibles a andrégeno (LNCaP)
como en las independientes de andrégeno
(PC-3) responden en este sentido a la ge-
nisteina y a la daidzeina, aunque las primeras
de modo mids sensible a la genisteina. As{
pues, nuestros resultados sugieren que la
sensibilidad a andrégeno es relativamente
independiente de estos efectos de ambas
isoflavonas. El descenso en la viabilidad
celular inducido por la genisteina podria ex-
plicarse por su actividad inhibidora de la
tirosina quinasa o de la topoisomerasa,
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como se ha indicado anteriormente. De
hecho, la daidzeina, que no afecta a estas
enzimas®, fue menos eficaz que la genis-
teina. Nuestros resultados sugieren, no
obstante, la existencia de otras vias alter-
nativas, mediadoras de los efectos de am-
bas isoflavonas sobre la viabilidad/muer-
te celular. Otros autores han demostrado
efectos similares de la genisteina sobre la
viabilidad celular a los observados en el
presente trabajo en las PC-3 pero no en
células de epitelio prostdtico no tumoral
CRL-2221%°. Asf pues, estos resultados en
conjunto apoyan el posible papel antitu-
moral de la genisteina y de la daidzeina a
través de su interaccién con la apoptosis
de las células de CaP.

Por otro lado, los efectos de varias cito-
quinas y factores de crecimiento relacio-
nados con el metabolismo éseo podrian
explicar, al menos en parte, la capacidad
de las células de CaP para interaccionar
con el hueso®'%'*2! Entre ellos, la PTHrP
ejerce un papel multifuncional en diver-
sos tejidos malignos y no malignos, regu-
lando el crecimiento y/o la supervivencia
celular; asi como en el desarrollo de me-
tastasis 6seas®> !, De hecho, las metds-
tasis 6seas del CaP humano expresan
PTHrP y el PTHI1R en mayor proporcién

que el tumor primario’!?

, sugiriendo un
posible mecanismo bldlreccional de inte-
raccién entre las células del CaP y los os-
teoblastos (que sintetizan PTH¢P) en el
entorno 6seo. Ademds, la expresién de la
PTH P en lineas celulares de CaP se co-
rrelaciona con su capacidad invasiva y me-
tastasica’. Asf, las células PC-3, derivadas
de una metdstasis 6sea de CaP, producen
mds PTHrP que las LNCaP, que provie-
nen de un nédulo linfoide de este tumor’.
En nuestro estudio hemos encontrado que
la genisteina y la daidzeina incrementan la
expresién de la PTHrP en las células LNCaP,
y la del PTHI1R en ambas lineas de CaP
analizadas. Este efecto podria poner de ma-
nifiesto un mecanismo autocrino/intracrino
de las células de CaP para incrementar su
supervivencia celular frente a la apoptosis
inducida por estas isoflavonas. De hecho el
efecto proapoptético de la genisteina fue
mds potente y eficaz en las LNCaP que en
las PC-3 que tienen mayor expresién basal
de PTHP. La hipétesis de un mecanismo in-
tracrino mediador de los efectos de la PTHrP
sobre la supervivencia de las células de CaP,
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Fig. 6. Dosis-respuesta del efecto de la genisteina y la daidzeina sobre la expresion proteica de RANKL, por transferencia
western (A y B) y citometria de flujo (C y D), en la superficie celular de las PC-3. Las células se estimularon con distintas
concentraciones (nM) de los agonistas durante 4 dias. Los valores son medias + error estandar (EE) de al menos 3 experi-
mentos independientes. *p < 0,05, respecto al control basal (Co; 100%). UA: unidades arbitrarias.

seglin se ha sugerido previamente’ '

,s€ su-
giere por el hecho de que tanto la genistei-
na como la daidzeina inducen una sobre-
expresién del PTH1R en ambas lineas
celulares de CaP. Apoyando esta hipétesis,
datos recientes de nuestro laboratorio in-
dican que la presencia de anticuerpo anti-
PTHrP o de un antagonista del receptor
PTHIR, la PTHrP (7-34), en el medio ce-
lular no afect6 a los efectos de ambas iso-
flavonas sobre la viabilidad celular (datos
no publicados).

Recientemente, se han correlacionado los
niveles de la OPG en suero con la progre-
si6n tumoral y su respuesta a la ablacién an-
drégenica en pacientes con CaP'®. Nuestros
hallazgos demuestran un aumento de ex-
presién proteica de la OPG por ambas iso-
flavonas en las dos lineas celulares de CaP
estudiadas. Este efecto seria beneficioso,
puesto que la OPG inhibirfa la osteoclas-
togénesis necesaria para el establecimien-
to de las células de CaP en el microentor-
no 6seo'”?. Resultados de otros
investigadores apoyan esta hipétesis. Asf,
se ha demostrado que la OPG disminuye
el desarrollo de las células de CaP inyectadas
en tibias de ratones, pero no el crecimiento
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del tumor subcutdneo®. Estos datos su-
gieren que la capacidad de la OPG para
inhibir las metdstasis 6seas del CaP se debe
especificamente a factores del microam-
biente 6se0®. Sin embargo, existen datos
contradictorios sobre el verdadero papel
de la OPG en la progresién del CaP. Asi,
algunos investigadores no han observado
efectos de la OPG sobre las células de CaP
in vitro®®; mientras que esta proteina po-
drfa desempefiar un papel como factor de
supervivencia frente a la apoptosis indu-
cida por el ligando inductor de apoptosis
relacionado con el factor de necrosis tu-
moral®.

Otra citoquina 6sea esencial para el re-
modelado 6seo, posiblemente implicada
en el establecimiento de metdstasis Gseas del
CaP, es el RANKLY. Nuestros resultados
indican que la daidzeina, al contrario que
la genisteina, incrementa la expresién de
RANKL —aunque en menor proporciéon
que la de OPG- en la superficie celular de
las células PC-3. Como hemos comenta-
do anteriormente, se ha demostrado que
la administracién de OPG previene el es-
tablecimiento del CaP en el tejido seo.
Ademds, recientemente se ha publicado



ALONSO V ET AL. DIFERENTES DOSIS DE LOS FITOESTROGENOS GENISTEINA Y DAIDZEINA AFECTAN DE DISTINTO MODO
A LA VIABILIDAD CELULAR Y A LA EXPRESION DE FACTORES IMPLICADOS EN EL DESARROLLO DEL CANCER DE PROSTATA

que el bloqueo de RANKL por un com-
plejo soluble compuesto por el receptor de
RANKL (RANK) unido a Fc disminuye la
progresién del CaP en el hueso* pero no
en otros tejidos. Estos resultados sugieren
que el bloqueo de RANKL es esencial para
la inhibicién de la implantacidn de las cé-
lulas de CaP en el hueso'’. En este senti-
do, resultados recientes de nuestro grupo
demuestran que la evaluacién inmunohis-
toquimica del RANKL puede distinguir sa-
tisfactoriamente los tumores més o menos
agresivos en pacientes con CaP'. En con-
junto, estos hallazgos sugieren que la re-
lacién OPG/RANKTL es esencial para el
establecimiento del CaP en el hueso. Nues-
tros resultados indican que las isoflavonas
analizadas podrian impedir el desarrollo
de las metdstasis 6seas del CaP al aumen-
tar esta relacién.

En conclusién, en el presente estudio he-
mos demostrado que la genisteina y la
daidzeina afectan no sélo a la superviven-
cia de las células del CaP, sino también a
la expresién de distintos factores implica-
dos tanto en el desarrollo como en la im-
plantacién de este tumor en el tejido 6seo.
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