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Resumen

La hormona paratiroidea (PTH) es un importante mediador de la remodelacion ésea y actla junto al
calcitriol (1a,25(0OH).vitamina D3), como regulador esencial de la homeostasis del calcio y fésforo. El
péptido relacionado con la hormona paratiroidea (PTHrP) es una poli hormona que tiene un papel
importante en el desarrollo del feto y en la homeostasis de tejidos adultos actuando principalmente en
forma parécrina. Puede ser expresada y secretada por varios tumores y es responsable de la
hipercalcemia humoral maligna, siendo éste un signo de mal prondstico en las neoplasias malignas. Al
momento de comenzar este Trabajo de Tesis habia poca informacion acerca del rol de PTHrP actuando
como factor paracrino sobre células derivadas del cancer colorrectal (CCR). En el presente Trabajo se
evidencia que PTHrP es capaz de inducir un aumento en la proliferacién celular de dos lineas celulares
derivadas de CCR, las células Caco-2 y las células HCT116. Ademas, este efecto inducido por la hormona
esta modulado por las cascadas de sefializacion PKC, Src, Akt, ERK MAPKy 3-catenina. Se observé que
en las células tumorales intestinales la hormona mediante ERK MAPK desencadena el aumento de la
expresion y/o activacion por fosforilacion de CREB/ATF-1, c-myc y ciclina D1, que son moléculas

relevantes en la proliferacion celular.

Acorde con lo observado in vitro, los experimentos desarrollados en el modelo murino revelan que la
administracion continua de la hormona en forma intra-tumoral modula la expresion de los marcadores
claves en la progresion del CCR ERK, ciclina D1 y CREB/ATF-1.

Tanto las células tumorales intestinales normales como aquellas que sobre-expresan PTHrP
responden a la accién de las hormonas calciotrépicas PTH y calcitriol, al menos a nivel transcripcional,

disminuyendo la expresion de PTHrP.

PTHrP no sélo favorece la activacion de vias mitogénicas y la proliferacion de las células Caco-2 y
HCT116, sino que también es capaz de disminuir la sensibilidad de estas células al Irinotecan (que es
una droga comunmente utilizada para la quimioterapia del CCR) mediante las vias de ERK MAPK y -
catenina.

Este trabajo aporta informacién original respecto al rol del analogo tumoral de PTH en células tumorales
intestinales y los mecanismos moleculares involucrados en la respuesta hormonal de estas células tanto
in vitro como in vivo. Ademds, profundiza el conocimiento respecto de los mecanismos moleculares

modulados por las hormonas calciotrépicas PTH y calcitriol en células tumorales intestinales.

Un aporte de este Trabajo de Tesis es que al elucidar las vias de sefalizacion que regulan los procesos
inducidos por PTHrP y que favorecen la proliferacion y/o quimiorresistencia, se podrian generar
estrategias terapéuticas alternativas en el tratamiento del CCR cuya finalidad es inhibir la expresiéon de

PTHrP o su mecanismo de accién en estas células tumorales.



Summary

Parathyroid hormone (PTH) is an important mediator of bone remodeling and acts together with
calcitriol (1a, 25 (OH).vitamin D3), as an essential regulator of calcium and phosphorus homeostasis. The
parathyroid hormone related peptide (PTHrP) is a poly hormone that has an important role in the
development of the fetus and in the homeostasis of adult tissues acting mainly through paracrine
pathways. It can be expressed and secreted by several tumors and is responsible for malignant humoral
hypercalcemia, which is a sign of poor prognosis in malignant neoplasms. When this Thesis Work started,
there was little information about the role of PTHrP acting as a paracrine factor on cells derived from
colorectal cancer (CRC). In the present work it is demonstrated that PTHrP is able to induce an increase
in the cellular proliferation of two cell lines derived from CRC, Caco-2 cells and HCT116 cells. In addition,
this effect is modulated by PKC, Src, Akt, ERK MAPK and 3-catenin. It was observed that in the intestinal
tumor cells, the hormone triggers the increase of the expression and/or activation by phosphorylation of
CREBJ/ATF-1, c-myc and cyclin D1, which are relevant molecules in the cell proliferation, through ERK
MAPK.

In agreement with the observed in vitro, the experiments developed in the murine model revealed that
the continuous administration of the hormone in an intra-tumoral manner modulates the expression of
ERK, cyclin D1 and CREB / ATF-1, which are key markers in the progression of CRC.

Both, normal intestinal tumor cells and those that over-express PTHrP respond to the action of the
calcitropic hormones PTH and calcitriol, at least at the transcriptional level, by decreasing the expression
of PTHrP.

PTHrP not only activates mitogenic pathways and induces the proliferation of Caco-2 and HCT116
cells, but it is also capable of decreasing the sensitivity of these cells to Irinotecan (which is a drug

commonly used for CRC chemotherapy) through ERK MAPK and -catenin pathways.

This work provides original information about the role of the tumor analog of PTH in intestinal tumor
cells and the molecular mechanisms involved in the hormonal response of these cells, both in vitro and in
vivo. In addition, this work expands the knowledge regarding the molecular mechanisms modulated by the

calcitropic hormones PTH and calcitriol in intestinal tumor cells.

The contribution of this Thesis work is that by elucidating the signaling pathways that regulate the
processes induced by PTHrP and that contribute to the proliferation and/or chemoresistance, alternative
therapeutic strategies could be generated in the treatment of CRC whose purpose is to inhibit the

expression of PTHrP or its mechanism of action in these tumor cells.

Certifico que fueron incluidos los cambios y correcciones sugeridas por los jurado
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1. Antecedentes

1.ANTECEDENTES

1.1 El calcitriol, la hormona paratiroidea (PTH) y su analogo tumoral (PTHrP): generalidades y

mecanismos de accién en tejidos “target”.

El calcitriol, también conocido como 1,25-dihidroxivitamina D3 (1,25(0OH).D3), es una hormona
esteroide que regula la calcemia y la fosfatemia en animales superiores, y se ha visto que induce multiples
respuestas celulares en diferentes tejidos adultos, entre ellas la proliferacion, apoptosis, diferenciacion,
inflamacidn, invasion, angiogénesis y metastasis, y, por lo tanto, tiene el potencial de afectar el desarrollo
y crecimiento del cancer. Las acciones bioldgicas de calcitriol estin mediadas por el receptor VDR,
principalmente a través de respuestas genomicas, y en menor medida, no gendémicas (Feldman et al.,
2014).

La hormona paratiroidea (PTH) es una hormona peptidica conformado por 84 aminoacidos de longitud
cuya secrecion por las glandulas paratiroides esta estrechamente controlada por la concentracion sérica
de calcio. Esté involucrada en la homeostasis sistémica del calcio, siendo el hueso y rifidn los principales
o6rganos diana. PTH interacciona con receptores de membrana de condrocitos, osteoblastos y
osteoclastos de tejido 6seo y células tubulares de rifién, las cuales responden cominmente a PTH con
una acumulacion intracelular de adenosina 3, 5'-monofosfato ciclico (AMPc) (Esbrit and Alcaraz, 2013).
Sin embargo, PTH también activa la adenilato ciclasa en otras células diana, denominadas células diana
no clasicas para PTH. Ejemplos son las células sanguineas (eritrocitos y linfocitos), las células del higado,
del musculo liso, las células del marcapasos del corazén, del musculo cardiaco y las células intestinales
(Cianferotti, 2015). En el laboratorio donde se desarroll6 este Trabajo de Tesis se observo, por primera
vez, la localizaciéon y expresion del receptor de PTH tipo 1 (RPTH1) en la linea celular Caco-2 derivada
de adenocarcinoma de colon humano (Calvo et al., 2009). El receptor se localiza principalmente en la
membrana plasmética y el nlacleo de estas células. En las células Caco-2 se demostréo que PTH, en
ausencia de suero, disminuye el nimero de células viables, causa cambios morfol6gicos tipicos de células
apoptéticas (Calvo et al., 2009), la activacion de varios factores pro-apoptéticos (Calvo et al., 2008) y la
inactivacion de la quinasa Akt (Calvo et al., 2010). Se observé que PTH ademas afecta la progresion del
ciclo celular incrementando el porcentaje de células en la fase GO/G1, aumentando la expresion de la

proteina inhibitoria del ciclo celular p27Kipl y disminuyendo la expresion de las ciclinas D1y D3 y de la

1
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gquinasa dependiente de ciclina Cdk6. Distintos inhibidores de PKC revierten la respuesta a PTH en las
células Caco-2, sugiriendo que PTH arresta la fase GO/G1 en estas células intestinales e induce cambios
en la expresion de proteinas reguladoras del ciclo celular a través de la via de sefializacion de PKC (Calvo
et al., 2011). Estos resultados indican que PTH no sélo tiene efectos pro-apoptéticos, sino que ademas

tiene un rol anti-proliferativo en las células Caco-2.

El péptido relacionado con la hormona paratiroidea (PTHrP) es una poli hormona que puede ser secretada
por varios tumores y es responsable de la hipercalcemia humoral maligna, siendo éste un signo de mal
prondstico en las neoplasias malignas (Kir et al., 2014). Sin embargo, ha sido ampliamente estudiado que
esta hormona tiene un papel importante en el desarrollo del feto y en la homeostasis de tejidos adultos
(Kovacs, 2015). Mientras que PTH actia como una hormona real y muestra acciones endocrinas, PTHrP
actia principalmente como factor paracrino/autécrino (Figura 1), regulando la proliferacion celular y
funciones especificas, tanto en el desarrollo como en la fisiopatologia y puede desencadenar una
respuesta proliferativa anormal en enfermedades como el cancer (Cianferotti, 2015). A diferencia del gen
de PTH el cual se encuentra en el cromosoma 11, el gen de PTHrP se encuentra en el cromosoma 12 y
se extiende por mas de 15 kb incluyendo nueve exones y tres promotores, que experimentan empalme
alternativo dando lugar a tres isoformas de ARNm que codifican para 139, 141 y 173 aminoacidos
(Sourbier and Massfelder, 2006). Las tres isoformas de PTHrP experimentan un amplio proceso
postraduccional que genera varias formas secretadas que parecen actuar a través de uno o mas
receptores distintos de la superficie celular (Wysolmerski, 2012). La estructura de PTHrP esta constituida
por un dominio N-terminal (1-34), una regién media (38-94) correspondiente a una secuencia de
localizacién nuclear y un dominio C-terminal (107-139) que posee la regiébn denominada osteostatina
asociada a la inhibicién de la ostedlisis (Soki et al., 2012) (Figura 2). Este ultimo dominio funcional, no
posee homologia estructural con su homélogo en PTH, por lo que esta funcién es Unica para PTHrP
(Schliter, 1999). En cambio, la region N-terminal de PTHrP (1-34), es similar a la regién N-terminal de
PTH y ambos se unen al receptor RPTHL1, el cual posee siete dominios de membrana y se encuentra
acoplado a proteinas G heterotriméricas, mientras que las regiones media y C-terminal son

funcionalmente activas a través de receptores aun no caracterizados (Wysolmerski, 2012).
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Figura 1: Accidn paracrina de PTHrP. PTHrP tiene numerosas acciones paracrinas en la
homeostasis fisioldgica, incluidas las funciones en queratinocitos / foliculos pilosos,
cartilago, musculo liso vascular, hueso, desarrollo de la glandula mamaria, erupcién de
los dientes, el pancreas y otros (McCauley and Martin, 2012).
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Figura 2. Estructura proteica de la isoforma de 139 aminodacidos de PTHrP. Este péptido sufre un
complejo proceso postraduccional, obteniéndose varias formas secretadas. La regién N-terminal
presenta alta homologia con PTH.

1.2 Rol de PTHrP en el cancer

Las investigaciones de la Ultima década indican que PTHrP es un factor bioactivo en la iniciacion, el
crecimiento y la invasion de varios carcinomas (Soki et al., 2012), estimulando la adhesién, migracion,
proliferacion y/o supervivencia, tanto in vitro como in vivo (Sourbier and Massfelder, 2006, Li et al., 2011).
Aproximadamente el 80% de los pacientes con hipercalcemia y tumores sélidos tienen concentraciones
plasméticas detectables 0 aumentadas de PTHrP. Esta condicién, denominada hipercalcemia humoral
maligna (HHM), es debida al aumento de la secrecién de PTHrP por los tumores. Hasta el 30% de los
pacientes con cancer desarrollan HHM durante el curso de su enfermedad. Los carcinomas de células
escamosas representan el 50% de los casos de HHM. Los casos restantes de HHM se han observado en
carcinoma renal cortical, neoplasias malignas hematoldgicas y adenocarcinoma mamario, esofagico y
colorrectal (CCR). En el caso del CCR, se encontré6 que PTHrP se expresa en mas del 90% de los
pacientes con cancer (Soki et al., 2012). Aunque el control de la hipercalcemia es generalmente exitoso,
el desarrollo de esta complicacion se asocia con un mal pronéstico. Esto indica que ademés de su efecto
en la regulacion de la calcemia, PTHrP tiene un papel multifuncional en el cancer. Tales funciones
propuestas incluyen (I) induccién de la progresion de la metéstasis dsea osteolitica, (Il) regulacion del
crecimiento de células cancerosas, (lll) factor de supervivencia celular, (IV) interferencia en las vias de
sefializacion de la apoptosis (Gagiannis et al., 2009).
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1.3 El cancer colorrectal (CCR). Bases moleculares de esta enfermedad.

El CCR es el segundo tipo de cdncer mas comudn en las mujeres y el tercero en los hombres en todo
el mundo segun datos proporcionados en el 2016 por el Instituto Nacional del Cancer. Ademas de la edad
y la raza, muchos de los factores de riesgo conocidos para el CCR derivan de los comportamientos
tradicionalmente asociados con paises de altos ingresos, como un estilo de vida sedentario, dieta
occidental y el tabaquismo. Segun datos proporcionados por la Sociedad Americana de Cancer en el afio
2017, la prevalencia de dichos factores se refleja en la variacién de la incidencia del CCR en el mundo,
que es mas alta en Europa y América del Norte y la méas baja en Africa. Durante el desarrollo de los
adenocarcinomas colorrectales, las células epiteliales del tracto gastrointestinal adquieren mutaciones
secuenciales genéticas y epigenéticas en oncogenes especificos y/o genes supresores de tumores
confiriéndoles una ventaja selectiva sobre la proliferacion y la auto renovacion, es decir, el epitelio normal
se transforma en mucosa hiperproliferativa, causando la aparicion, progresion y metastasis del CCR (De
Rosa et al., 2015).

La carcinogénesis del CCR es un proceso de multiples etapas, caracterizado por una gran inestabilidad
gendmica que se produce por diferentes vias; entre las mas importantes se encuentran: la de inestabilidad

cromosomica (CIN), la de inestabilidad microsatelital (MSI) y la de metilacion (Tariq and Ghias, 2016).

1.4 Vias de sefializacién involucradas en la patogénesis y progresion del CCR.
1.4.1 La via de sefializacion de las MAP quinasas

Hasta el presente, cuatro cascadas MAPK (proteinas quinasas activadas por mitégenos) han sido al
menos identificadas, estas incluyen ERK1/2 (las proteinas quinasas reguladas por sefiales extracelulares
1y 2), INK (quinasa c-Jun N-terminal), p38 y ERK5/ BMK1. Estas quinasas con actividad sobre residuos
serina y treonina se activan por fosforilacion en respuesta a una amplia variedad de estimulos
extracelulares que interaccionan con receptores que poseen actividad tirosina quinasa intrinseca, o con
receptores que pueden ser fosforilados en tirosina o simplemente por activacion de tirosina quinasas
citosélicas como Src. Todas las MAPKs se activan mediante un mecanismo de fosforilacién dual Unico,
sobre un motivo Thr-X-Tyr, situado en el bucle de fosforilacién (Cheruku et al., 2015). Las sefales (o
estimulos) son transmitidos a través de una serie de proteinas quinasas citosélicas que estan organizadas
en tres niveles: MAP3K, MAPKK y MAPK (Figura 3). Cada familia participa en la regulacién del
metabolismo intracelular y expresion de genes involucrados en diversas respuestas celulares incluyendo
crecimiento y desarrollo, enfermedad, apoptosis y respuesta celular a estrés (Keshet and Seger, 2010).
Usualmente, las ERK1/2 juegan un rol en la proliferacién y diferenciacion, las JNK y p38 son activadas
por el estrés celular por lo que se denominan proteinas quinasas activadas por estrés, y la ERK5 parece

responder igualmente a ciertos tipos de estrés, asi como a sefales mitogénicas. Sin embargo,
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dependiendo de las lineas celulares y la estimulacidn, las distintas cascadas pueden regular funciones no
canonicas, es decir, fuera de lo normal, e incluso opuestas; asi, en raras condiciones, ERK1/2 puede
participar en la respuesta al estrés y la apoptosis, mientras que JNK puede mediar la proliferacion. La
mala regulacion de las cascadas, a menudo, conduce a enfermedades tales como el cancer, la diabetes
y la respuesta inmune inflamatoria (Keshet and Seger, 2010). Mas aun, la activacion de la sefializacion
ERK 1/2 es muy comun en el CCR (Cheruku et al., 2015) . Se ha informado de que pequefias moléculas
inhibidoras dirigidas contra la via ERK han demostrado tener efectos antitumorales sobre el CCR (Peng
et al., 2013).

Estrés, citoguinas

Factores de crecim |

Factores de

crecimiento

Estimulo

A-Ral, B-Ral, AK

MAPKKK c-Rat-1, Mos, ‘ MEKK4,
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Figura 3: Componentes de la via de sefalizacion de la familia MAPK. La activacion de estas vias
se produce por multiples factores. La respuesta celular puede ser diferente dependiendo del
estimulo y del tipo celular.
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1.4.2 La via de sefalizacion PI3K/AKT

Fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K) pertenece a una familia de quinasas de lipidos que se activa por
numerosos estimulos celulares tales como factores de crecimiento y receptores de hormonas, regulando
asi el crecimiento celular, la supervivencia, la movilidad y las respuestas a los cambios en las condiciones
nutricionales. Como muestra la Figura 4, esta quinasa puede ser dividida en tres clases (I, Il y lll) en base
a su selectividad por los sustratos, su estructura y su modo de regulacion (Thorpe et al., 2014, Hawkins
and Stephens, 2015). La clase | se divide en: a) clase IA, que comprende heterodimeros formados
por una subunidad regulatoria (p85a, p85p3, p55a, p55y o p50a) y una subunidad catalitica de 110KDa
(p1100a, B 0 8); y b) clase IB, estd compuesta por heterodimeros con una subunidad regulatoria (p101 o
p87) y una subunidad catalitica (p110y) (Backer, 2010). Numerosos estudios indican que la clase 1A PI3K
esta implicada en el cancer humano (Yuan and Cantley, 2008); se sabe que esta via es una de las mas
desreguladas en esta enfermedad que no sélo juega un rol clave en el crecimiento tumoral, sino que
también es un potencial objetivo de los tratamientos de cancer (Osaki et al., 2004). Como se muestra en
la Figura 5, la clase IA PI3K es activada por receptores con actividad tirosina quinasa (RTK) o tirosinas
quinasas no receptoras tales como c-Src mientras que la clase IB es activada por receptores acoplados
a proteina G (GPCR) (Fruman and Rommel, 2014). Las interacciones de la subunidad regulatoria con
varias proteinas afectan la localizacién y activacion de la subunidad catalitica. Ademas, la interaccion
directa de la subunidad catalitica con Ras puede estimular la actividad de la clase | de PI3K (Castellano
and Downward, 2011). Una vez activada, esta quinasa cataliza la adicion de un grupo fosfato a la posicién
3’-OH del anillo de inositol de fosfatidilinositoles (Fruman and Rommel, 2014). El resultante
fosfatidilinositol 3'-fosforilado sirve como segundo mensajero el cual media el reclutamiento a la
membrana plasmatica y la activacion de moléculas efectoras que poseen un dominio de homologia de

plekstrina (PH), entre las que se encuentra la quinasa Akt (Vanhaesebroeck et al., 2012).
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Figura 4: PI3Ks constituye una familia de enzimas que esta dividida en tres clases. La subunidad
catalitica de las enzimas clase | (p110aq, B, 6 y y) contiene un dominio de unidn, un dominio de unién
a RAS (RBD), un dominio C2 (proteina quinasa-C homdloga-2), un dominio helicoidal y un dominio
catalitico. Las enzimas de clase Il estdn compuestas por un dominio PI3K-C2a, By y; éstas carecen
de un sitio de unién del adaptador, pero poseen un dominio fox-carboxi-terminal (PX) y un dominio
C2 que podrian mediar la unién a fosfoinositidos y otros lipidos de membrana que han sido
fosforilados en la porcién D3. La clase lll comprende subunidades de PI3K y del adaptador de p150
andlogas a la de levaduras, Vps34p; y sélo aceptan fosfoinositidos como sustrato (Thorpe et al.,
2014).
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Figura 5. Modelo para la regulacién de la via de sefializacién PI3K/Akt. La unidn de factores
de crecimiento a los receptores tirosina quinasa (RTK) o a receptores acoplados a proteina G
(GPCR) estimulan la fosforilacion de PI3K compuesto de una subunidad regulatoria y una
subunidad catalitica p110. PI3K convierte el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PI(4,5)P2) en
PI(3,4,5)P3, mientras que PTEN revierte esta accién. Akt es traslocada a la membrana celular
e interactia con PI(3,4,5)P3 mediante el dominio PH, siendo fosforilada en dos residuos
(Thr308y Ser473) por las quinasas dependientes de fosfatidilinositol PDK1y PDK2 y la quinasa
unida a integrina (ILK). La proteina moduladora de la region carboxilo terminal (CTMP) inhibe
dicha fosforilacién. Una vez activa, Akt controla procesos celulares fundamentales como el
ciclo celular y la supervivencia (Osaki et al., 2004).

Las PI3K clase Il (PI3K-C2a, B y y) son mondmeros caracterizados por un dominio C-terminal C2 que
parece no unir Ca?*. Estas enzimas fosforilan preferentemente fosfatidilinositol y fosfatidilinositol-4-
fosfato; y dado que no poseen adaptadores, no se conocen la manera en que se controlan las PI3K
clase Il. La clase lll PI3K fosforila fosfatidilinositol (Pl) para formar fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) en
ubicaciones intracelulares especificas, como endosomas y estructuras autofagociticas tempranas, y
regula el destino y la funcién de estas estructuras mediante la unién a distintos dominios efectores. Solo
hay una subunidad catalitica de PI3K de clase Ill, que se une a una proteina quinasa putativa (p150 o
Vps15), la cual participa en su regulacion. Los detalles moleculares de cémo esta regulada la actividad
de PI3K de Clase lll todavia son poco conocidos (Hawkins and Stephens, 2015). Akt, también llamada
proteina quinasa B (PKB) o proteina relacionada con la quinasa A o C (RAC), es una quinasa de 57 KDa
gue fosforila residuos de serina y de treonina. Los genomas de mamiferos contienen tres genes de Akt,
que codifican las isoformas Akt1 (PKBa), Akt2 (PKB) y Akt3 (PKBY). Akt2 y Akt3 tienen un 81% y un 83%
de homologia en la secuencia de aminoacidos con Aktl, respectivamente. Como muestra la Figura 6,
cada gen codifica una proteina que contiene un dominio PH en el extremo N-terminal, un dominio quinasa

central que incluye el residuo de treonina 308 (Thr309 en Akt3), y un dominio regulador C-terminal que
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incluye el residuo de serina 473 (Ser474 en Akt2 y Ser472 en Akt3). Como se aprecia en la Figura 5, la
unién de los lipidos fosforilados (resultantes de la activacion de PI3K) al dominio PH de Akt provoca su
translocacion del citoplasma a la membrana plasmatica y altera su conformacion para permitir la
fosforilacion del residuo de treonina 308 por PDK-1 (quinasa dependiente de fosfoinositido-1). La
fosforilacion del residuo de serina 473 es controversial, ya que puede ser mediada por PDK-1, PDK-2
(quinasa dependiente de fosfoinositido-2), ILK (quinasa ligada a integrina) o por autofosforilacién. Se
requiere de la fosforilacion de ambos residuos para la activacion completa de Akt (Gao et al., 2014).

La via de sefalizacion de PI3K/Akt esta asociada con el CCR humano participando en la
transformacién de la mucosa géastrica o del colon a un fenotipo menos diferenciado y mas maligno. Se
cree que los efectos de PI3K sobre el crecimiento y progresion del tumor estdn mediados principalmente
por Akt (Pandurangan, 2013). Akt se encuentra sobre-expresada en varios tipos de cancer, incluyendo el
cancer de colon, de pancreas, de ovario, y de mama. Ademas, la sobre-estimulacion de la fosforilacion
de Akt y consecuente sobre-activacion de esta enzima en los carcinomas de colon humano se
correlaciona con el aumento de la proliferacion celular y la inhibicion de la apoptosis, asi como diferentes
parametros clinico-patolégicos tales como grado invasivo, infiltracién de vasos, metastasis de ganglios
linfaticos y estadio tumoral (Khaleghpour, 2004).

Iner308 473

Akt1 (PKBa) N C
1 430
Tne3os 473
Akt2 (PKBB) N .C
1 481
The308 473
1 ? ? ? 479
Dominio PH Dominio quinasa  Dominio regulatorio

Figura 6. Estructura de los dominios de las tres isoformas humanas de
Akt/PKB. Cada isoforma de Akt consiste de tres dominios funcionales:
un dominio N-terminal, un dominio quinasa central que incluye Thr308
(Thr309 en Akt3), y un dominio regulador C-terminal que incluye
Ser473 (Ser474 en Akt2 y Serd72 en Akt3). El nimero de residuos de
aminoacidos se muestra debajo de cada cuadro (Osaki et al., 2004).

1.4.3 Latirosina quinasa Src
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Se han identificado al menos once tirosina quinasas no receptoras pertenecientes a la familia Src en
mamiferos: Src, Fyn, Yes, BIk, Yrk, Frk (Rak), Lck, Hck, Lyn, Frg y Srm. Los miembros de esta familia son
estructuralmente similares, pero difieren en sus patrones de localizacion y expresion. Src, Fyny Yes estan
ubicuamente expresadas mientras que varios de los otros miembros de esta familia se encuentran
predominantemente en ciertos tipos de células (Sen and Johnson, 2011). La relacion de las proteinas Src
con los distintos sistemas de sefializacion ha generado un enorme interés en el entendimiento de
mecanismos por los cuales estas enzimas son reguladas y cémo participan en las cascadas de
sefializacion intracelular (Boggon and Eck, 2004, Parsons and Parsons, 2004). Las tirosina quinasas de
la familia Src poseen una masa molecular entre 52-66 KDa y estan compuestas por varios dominios
presentes en otras moléculas de sefalizacion. Se ha propuesto un modelo que describe el funcionamiento
y los diferentes dominios de la proteina Src basado en la estructura cristalina de Src humana (Boggon
and Eck, 2004). Como se observa en la Figura 7, estas quinasas contienen un dominio SH4 de
localizacién a membrana en la regién N-terminal, un grupo de aminoacidos cominmente llamado dominio
anico, un dominio SH3, un dominio SH2, una unién que conecta el dominio SH2 con el dominio quinasa
y una extremidad o cola conservada en la region C-terminal (Sen and Johnson, 2011). Este dominio
carboxilo-terminal contiene el residuo tirosina Y527 (siendo para humanos el residuo Y530) el cual es
clave en la regulaciéon de la actividad quinasa. En la conformacién inactiva de Src, el dominio quinasa se
encuentra inhibido, bloqueado por un rulo que se forma al unirse el residuo Y527 fosforilado con el dominio
SH2. Cuando un estimulo provoca la activacién de Src, la desfosforilacién del residuo Y527 permite
separar la cola de la regién C terminal del dominio SH2 y este evento provoca un cambio conformacional
en el dominio catalitico, exponiendo su sitio activo. Estos cambios conformacionales permiten la
exposicion del residuo de tirosina Y416 (ubicada en el bucle catalitico) y su autofosforilacion conduciendo
a la total activacion de Src, ya que la fosforilacion de Y416 estabilizaria la conformacion extendida
caracteristica de Src activa. La actividad de Src no sélo esta controlada por un delicado balance de
fosforilacion y defosforilacién sino que otros mecanismos participarian en la activacién de esta enzima
(Young et al., 2001, Okada, 2012). De esta manera, Src juega un rol integral en multiples procesos
celulares a través de la interaccion estructural de SH2 y SH3 con la sefializacién proteica, incluyendo la
invasion, migracion, proliferacion, angiogénesis y apoptosis (Yeatman, 2004, Sen and Johnson, 2011). La
activacion aberrante de Src se describe en mdltiples tipos de céncer y, en particular, en el cancer
gastrointestinal se observa un incremento en su activacion (probablemente, como consecuencia de
alteraciones genéticas y epigenéticas) que favorece el progreso y la quimiorresistencia de la enfermedad
(Lieu and Kopetz, 2010). El 80% de los pacientes con CCR sobre-expresan Src en el tejido tumoral. La
evidencia ha demostrado que la sobre-expresion de Src en el CCR acelera la metéstasis y provoca
resistencia a los farmacos quimioterapéuticos a través de multiples vias de sefializacion. Por lo tanto, la

inhibicion de Src puede ser util como blanco terapéutico para el tratamiento del CCR (Chen et al., 2014)
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Figura 7. Esquema ilustrativo de la activacion de Src, de Young et al., 2001.

1.4.4 La familia de proteinas quinasas C (PKC)

La proteina quinasa C (PKC) es una familia de quinasas que fosforilan residuos de serina y treonina,
dependientes de fosfolipidos y que funcionan en numerosos tipos de células. Como se puede apreciar en
la Figura 8, basandose en sus caracteristicas estructurales y de activacion, esta familia de proteinas
puede clasificarse ademas en tres subfamilias: isoenzimas de PKC convencionales o clasicas (cPKC, a,
Bl, BII, y), isoenzimas de PKC nuevas o no clasicas (nPKCs, 9§, €, n, 8), e isoenzimas atipicas de PKC
(aPKCs, ¢, 1, A) (Steinberg, 2012). Las isoenzimas de PKC estan implicadas en multiples vias de
transduccién de sefiales que responden a una variedad de estimulos externos, incluyendo hormonas,
factores de crecimiento y otros ligandos de receptores de membrana. Por esta razén, las isoenzimas de
PKC pueden actuar como dianas terapéuticas para varias enfermedades. En cancer, las isoenzimas de
PKC juegan un rol critico en la proliferacion celular, supervivencia, migracion, invasion, apoptosis,
angiogénesis y resistencia a drogas utilizadas en el tratamiento de esta enfermedad (Kang, 2014). En
particular, la importancia de las PKC en el CCR ha sido demostrada y varios reportes indican que la
carcinogénesis del CCR va acompafada de cambios en la expresion de las diferentes isoenzimas de
PKC, incluyendo un aumento dramatico en el nivel de expresién de PKCIl y PKCg, como también la
pérdida de la funcionalidad de PKC® (Luna-Ulloa et al., 2011). Con respecto a PKCa, se ha demostrado
gue esta isoenzima participa en el arresto del crecimiento y la supresion del cancer en el epitelio intestinal
(Kang, 2014).
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Figura 8. Estructura de los dominios de las enzimas de la familia PKC. Las isoformas de PKC comparten
una estructura general similar que consiste en un dominio regulatorio NH2-terminal que se une a través
de una bisagra a un dominio catalitico conservado COOH-terminal que se une al ATP y sus
correspondientes sustratos. La porcidn regulatoria contiene un dominio de pseudo substrato que
mantiene la enzima en una conformacion inactiva y controla la localizacion subcelular de la enzima. Las
isoformas PKC convencionales contienen motivos C1A/C1B que unen diacilglicerol (DAG) o ésteres de
forbol (como PMA) y un dominio C2 que se une a fosfolipidos anidnicos que son dependientes de calcio.
Las PKC noveles se activan mediante cofactores de lipidos (DAG o PMA) sin un requerimiento de calcio.
Las PKC atipicas contienen un dominio C1 atipico que se une a PIP3 y ceramida (pero no a DAG o PMA) y
a un dominio de interacciéon proteina-proteina PB1 (Phox y Bem 1) que se une a los andamios que
contienen PB. La activacion de estas isoformas es atribuible a las interacciones proteina-proteina y a la
fosforilacién del bucle de activacién por la quinasa-1 dependiente de fosfoinositido (PDK-1). (Steinberg,
2012).
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1.4.5. La via de senalizacion de B-Catenina

La sefalizacion de Wnt representa una de las pocas cascadas moleculares clave que regulan el destino
celular de los animales a lo largo de su vida. Durante el desarrollo embrionario, los niveles proteicos de
B-catenina, regulados por Wnt, contribuyen criticamente al establecimiento del eje del cuerpo y la
orquestacion del desarrollo de los tejidos y 6rganos. En los érganos adultos, la sefializacion Wnt continGia
desempefnando papeles indispensables en la homeostasis tisular, la renovacién celular y la regeneraciéon
(Yang, 2012).

La proteina B-catenina (Armadillo en Drosophila), codificada por el gen CTNNB1, es el principal
componente de la via Wnt/B-catenina. El desequilibrio en las propiedades estructurales y de sefalizacién
de la B-catenina a menudo da como resultado una enfermedad y un crecimiento desregulado relacionado

con el cancer y la metastasis (Mantilla et al., 2015).

En hasta el 90% de los CCR la via de sefalizacién regulada por Wnt/B-catenina es defectuosa (Walther
et al., 2009). La estabilidad de B-catenina en citosol es regulada por un complejo de degradacién. La
proteina supresora de tumores Axina funciona como el andamio de este complejo interactuando
directamente con B-catenina, con el producto del gen adenomatous polyposis coli (APC), con la quinasa
de caseina 1 (CK1) y con la quinasa de glucégeno-sintasa 3 (GSK3). Cuando el ligando Wnt no ocupa su
receptor Frizzled y co-receptor LRP, B-catenina es fosforilada secuencialmente en Ser45 por CK1 y en
Thr41/Ser37/Ser33 por GSK3. De esta manera, -catenina, una vez fosforilada en esos sitios, y después
del agregado de ubiquitina, es rapidamente degradada por el proteosoma. La ocupacion del receptor por
su ligando Wnt inhibe la fosforilacion de B-catenina por CK1 y GSK3 lo que acarrea el desarmado del
complejo de destruccion. B-catenina, ahora libre en el citosol, es importada hacia el nticleo donde estimula
la transcripcion de genes que regulan la proliferacion, diferenciacion y migracion celular (Figura 9). Los
defectos encontrados en la via de sefializacion Wnt/B-catenina en la mayoria de los casos de CCR estan
caracterizados por mutaciones en APC, axina y/o 3-catenina. Estas mutaciones evitan la degradacion de
B-catenina y simultaneamente estimulan su acumulacién nuclear y la transcripcion de los genes que esta
proteina controla. Se identificaron otros sitios de fosforilacién en (3-catenina (tales como Ser552 y Ser675)
que cuando estan fosforilados estimulan la entrada de B-catenina al nicleo y su actividad transcripcional
independientemente de la via de sefalizacion activada por Wnt (Verheyen and Gottardi, 2009, Paul et al.,
2013). Varias quinasas tales como c-Src, Akt, PKA y las MAPKs fosforilan a 3-catenina regulando su

funcidbn como mediador en la transduccion de sefales extracelulares (Valenta et al., 2012).
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Figura 9. Representacion esquematica de la via de sefializacion Wnt/ B-catenina. (Mantilla et al. 2015).
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1. Antecedentes

1.5 Terapéutica en el CCR y quimiorresistencia

Aunque el CCR puede curarse en etapas tempranas, los pacientes frecuentemente presentan
metastasis en el momento de la aparicion de los sintomas y el diagnéstico de la enfermedad, lo que
conduce a una alta tasa de mortalidad (Li et al., 2014). Irinotecan (CPT-11) esta aprobado en todo el
mundo para el tratamiento del CCR metastasico, como quimioterapia de primera y segunda linea para el
CCR avanzado o recurrente. La combinacion de CPT-11 con otras drogas (por ejemplo FOLFIRI, que es
una combinacién de CPT-11 junto con leucovorin y 5-fluorouracilo o 5-FU), demostré incrementar
significativamente la supervivencia de los pacientes que no han respondido a la terapia inicial basada
Gnicamente en 5-FU (Li et al., 2014, Mocellin et al., 2017); sin embargo, mas de la mitad de los casos
responden mal a la terapia basada en CPT-11 (Li et al., 2014, Erdem et al., 2017). La resistencia a
farmacos quimioterapéuticos es una causa frecuente de fracaso del tratamiento en pacientes con CCR.
Se ha observado una correlacion entre quimiorresistencia de células de CCR y alteracion en la expresion
de varios marcadores. PTHrP puede mediar la quimiorresistencia a diversos agentes terapéuticos en
células de cancer de prostata y de osteosarcoma (Gagiannis et al., 2009, Cui et al., 2016); sin embargo
al momento de iniciar este trabajo de Tesis se desconocia si PTHrP confiere quimiorresistencia a células
de CCR.
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2. Objetivos

2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo general

En este trabajo de Tesis se utilizaron las lineas celulares Caco-2 y HCT116 derivadas de
adenocarcinoma y carcinoma de colon humano, respectivamente, y xenoinjertos murinos como modelos
experimentales para estudiar los efectos del analogo tumoral de la hormona paratiroidea (PTHrP) en
células intestinales tumorales evaluando los mecanismos moleculares que podrian estar involucrados en
estos procesos. Ademas, se propuso evaluar si otras hormonas calciotrépicas ejercen sus efectos sobre

estas células mediante la regulacion de la expresion de PTHrP.
2.2. Objetivos especificos

PTHrP ejerce un papel regulador principalmente a través de la via paracrina y/o autocrina. La accion
del péptido se evaludé en cultivos de células intestinales tumorales y en xenoinjertos subcutaneos

generados en ratones “nude” tratados con PTHrP exégeno.

1. En los ensayos in vitro se propuso:

1.1. Investigar el rol de PTHrP en la proliferacion de las células intestinales tumorales.

1.2. Explorar si este analogo tumoral regula la activacion de cascadas de sefializacion relacionadas

con eventos de proliferacion celular, tales como las vias de PI3K/Akt, las MAPKs y de (B-catenina.

1.3. Analizar, de comprobarse que PTHrP induce la proliferacion de las células intestinales tumorales
y ademas activa vias mitogénicas, cudles son los mecanismos moleculares que participan en estas

respuestas celulares a PTHrP.
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2. Objetivos

1.4. Estudiar si PTHrP regula la expresiéon de genes relevantes para la proliferacién celular y los

mecanismos moleculares involucrados en este proceso.

1.5- Evaluar si las hormonas calciotropicas PTH y calcitriol ejercen su accién en las células Caco-2

normales y en las que sobre-expresan PTHrP a través del control de la expresion de PTHrP.

1.6- Estudiar si PTHrP confiere quimiorresistencia a células derivadas de CCR.

2. Enlos ensayos in vivo se propuso:

2.1- Explorar si la administracion de PTHrP modula la expresion de marcadores relevantes en la

progresion del CCR.
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3. Hipétesis

3. HIPOTESIS

En las lineas intestinales tumorales se plantea que PTHrP es capaz de inducir la proliferacion celular
modulando distintas cascadas de sefializacion mitogénicas; se postula que la transduccion de la
informacién de PTHrP al nicleo desencadena la expresién de genes relevantes en la proliferacion celular.
En el modelo murino se plantea que la administracioén de la hormona modula la expresién de marcadores
claves en la progresion del CCR. Se presume ademas que las hormonas calciotrépicas PTH y calcitriol
ejercerian sus efectos en las células intestinales tumorales a través de mecanismos que modulan la
expresion de PTHrP. Por altimo, se supone que el péptido actia como un factor que confiere resistencia
a agentes quimioterapéuticos actualmente empleados en el tratamiento del CCR.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Modelos experimentales
4.1.1 Lineas celulares intestinales Caco-2 y HCT116

Para la mayoria de los estudios in vitro se emplearon como modelos experimentales las lineas
celulares Caco-2 y HCT116 derivadas de adenocarcinoma y carcinoma de colon humano,
respectivamente, adquiridas de la ATCC (American Type Culture Collection) (Manassas, Virginia) (Figura
10).

Las células se cultivaron a 37°C, bajo atmésfera de 5,5% de CO: en aire, en medio de cultivo Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) conteniendo 10% de suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor e
irradiado, 1% de aminoacidos no esenciales, penicilina (100 Ul/ml), estreptomicina (100 mg/ml) y
gentamicina (50 mg/ml). Una vez alcanzado el nivel de confluencia apropiado (70%), las células HCT116
y Caco-2 fueron deprivadas de SFB por 24 horas y luego fueron incubadas en DMEM con 2 6 5 % SFB,
respectivamente, en ausencia o en presencia de PTHrP (1-34) (108 M) durante distintos tiempos. En los
experimentos donde se utilizaron inhibidores de diferentes vias de sefializacion, las células fueron
preincubadas con los mismos por 30 minutos y los controles fueron tratados con el vehiculo

correspondiente (dimetilsulféxido <0,1%).
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4. Materiales y Métodos

A) " Caco-2 - ATCC Nro HTB-37

QATEC -

Confluencia baja Conﬁuencia alta

HCT116 - ATCC Nro CCL-247

Confluencia alta

Figura 10. Lineas celulares tumorales intestinales empleadas como modelos
experimentales in vitro. A) Células Caco-2. B) Células HCT116

4.1.2. Linea celular intestinal Caco-2 con sobre-expresion de PTHrP

Para los estudios in vitro mencionados en el Capitulo 1l de Resultados se emplearon las células Caco-
2 transfectadas (que sobre-expresan PTHrP). La transfeccién estable del cADN que codifica para PTHrP
humano junto con el vector plasmidico o la transfeccion estable del vector vacio se realiz6 usando
liposomas. Las células transfectadas se cultivaron en presencia de G418 como antibiético de seleccion.
La sobre-expresion de PTHrP y la expresion endégena en células no transfectadas o transfectadas con
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4. Materiales y Métodos

el vector vacio fueron analizadas evaluando los niveles de ARNm de la hormona mediante la técnica de
PCR en tiempo real (QRT-PCR). También se analizaron los niveles de expresion proteica mediante
Western blot.

4.1.3 Modelo murino

Para los ensayos in vivo se utilizaron ratones atimicos e inmunodeficientes (“nude mice”)
proporcionados por el Bioterio apto para este tipo de ratones de la Facultad de Ciencias Veterinarias de
la Universidad Nacional de La Plata (FCV-UNLP). La crianza y el manejo de los animales se llevaron a
cabo de acuerdo con las pautas institucionales de dicha Facultad. Los experimentos fueron realizados en
el Bioterio de FCV-UNLP.

Los protocolos de los experimentos que involucran el uso de ratones “nude” fueron evaluados y
avalados por el CICUAE (Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion)
de la Universidad Nacional del Sur (UNS) y aprobados por el Consejo Departamental de Biologia,
Bioquimica y Farmacia de la UNS segun resoluciones CDBBYF 429/14 y CDBByF 296/1616 (con
renovacion de vigencia segun resolucion DBByF 074/17).

Con el fin de generar tumores en estos ratones se inyectaron por via subcutanea 1 x 10° células
HCT116 en los flancos dorsales derechos de ratones machos LAE:NIH (S)-Fox 1™ de 6 semanas de
edad. Nos referimos esta cepa de ratones como "nude". Cuatro dias después de la inoculacién, los
animales fueron aleatorizados (ciegamente) en grupos de control y tratamiento (n = 6 / grupo). A los
ratones se les administro diariamente PTHrP (40 ug / kg en 100 pl de PBS) o un volumen igual de solucién
de vehiculo, como control, mediante inyeccion intratumoral (2 grupos en total, cada grupo representa una
unidad experimental). Después de 20 dias de tratamiento, los ratones se sacrificaron, se retiraron los
tumores y se pesaron. El tamafio del tumor se calcul6 de acuerdo con la siguiente formula: volumen del
tumor (mm?3) = ancho del tumor (mm?) x longitud del tumor (mm) / 2 (Wang et al., 2002). No se observaron
diferencias en el tamafio del tumor entre ambos grupos al final del experimento. Con el fin de realizar los
ensayos inmunohistoquimicos, se fijo el tejido tumoral con solucién de formaldehido neutro al 4%. Todos
los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con la guia de los Institutos Nacionales de Salud para el

cuidado y uso de animales de laboratorio (NIH 1996).

4.2. Obtencién de lisado celular

Luego de que las células Caco-2 y HCT116 fueron tratadas con el péptido el medio de cultivo fue
removido, las cajas de cultivo se colocaron en hielo y se lavaron 2 veces con PBS frio conteniendo

inhibidores de fosfatasas (NaF 25 mM y NasVO., 1 mM). Seguidamente las células fueron lisadas en un
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4. Materiales y Métodos

buffer compuesto por Tris-HCI 50 mM (pH: 7,4), NaCl 150 mM, KCI 3 mM, EDTA 1 mM, Tween-20 1%,
Nonidet P-40 1%, aprotinina 20 pg/ml, leupeptina 20 pg/ml, fluoruro de fenilmetil sulfonilo (PMSF) 1 mM,
NaF 25 mM y NasVO4 1 mM vy los lisados fueron colectados en tubos eppendorfs, mantenidos en hielo
por 10 minutos, agitados por 45 segundos y colocados nuevamente en hielo por 10 minutos. A
continuacion, los lisados fueron centrifugados a 14.000 x g durante 15 minutos a 4°C para descartar restos
celulares. Se colectaron los sobrenadantes y se tomaron alicuotas para cuantificar las proteinas por el
método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976).

4.3. Cuantificacion de proteinas

Las proteinas de los lisados celulares fueron cuantificadas por el método de Bradford. Para ello, se
tomaron alicuotas de las muestras por duplicado; se agreg6 2,5 ml de reactivo de Bradford (Coomassie
Brilliant Blue G-250 100 mg/L; etanol 4,75% y &cido fosférico 8,5%), se incub6 durante 5 minutos y las
absorbancias se midieron a 595 nm empleando un espectrofotémetro Beckman DU530. Como estandar

de concentracién conocida se empled 1 mg/ml de albimina sérica bovina (BSA).

4.4. Fraccionamiento subcelular

La obtencion de las distintas fracciones subcelulares fue realizada por centrifugacién diferencial
usando una centrifuga SIGMA 3K 30. El medio de cultivo fue removido y las células fueron lavadas 2
veces con PBS frio y colectadas en buffer TES frio (Tris-HCI 50 mM (pH: 7,4), EDTA 1 mM, sacarosa 250
mM conteniendo inhibidores de proteasas) para ser homogeneizadas en frio usando un homogenizador
manual de vidrio (30 golpes). A continuacién, el homogenado fue centrifugado a 1.200 x g durante 20
minutos a 4°C y el precipitado (fraccion enriquecida en nucleos) fue lavado 2 veces con el buffer TES frio.
El sobrenadante correspondi6 a la fraccion post-nuclear. Las distintas fracciones fueron resuspendidas
en buffer TES frio y se evalué la pureza de las mismas analizando marcadores especificos asociados a
determinados componentes subcelulares. Las proteinas de cada fraccion fueron cuantificadas por el

método colorimétrico de Bradford y fueron resueltas por SDS-PAGE sembrando cantidades equivalentes.

4.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Las proteinas de los lisados celulares o de las distintas fracciones subcelulares se desnaturalizaron
en buffer muestra de electroforesis 6X (Tris-HCI 0,375 M pH: 6,8; dodecilsulfato de sodio (SDS) 12%;
glicerol 60%; 2-mercaptoetanol 30% y azul de bromofenol como indicador del frente de corrida) y se

calentaron en bafio de agua a 100°C durante 5 minutos. Posteriormente las muestras fueron sembradas
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(30 pg proteina /calle) y separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)
discontinuos (gel de "stacking": 4% acrilamida, gel de separacion: 10% acrilamida) segun la técnica de
Laemmli (Laemmli, 1970). En paralelo se sembraron marcadores coloreados de peso molecular conocido.
La electroforesis se realizé a voltaje constante (100 voltios) utilizando como buffer de corrida Tris 25 mM
pH: 8,8; glicina 195 mM; SDS 0,1%.

4.6. Electrotransferencia e Inmunoblotting

A continuacioén, las proteinas separadas por SDS-PAGE segin su peso molecular fueron
electrotransferidas a membranas de polivinilideno bifluoruro (PVDF) (inmobilon-P, 0,45 pm). Las
membranas se hidrataron en metanol puro durante 50 segundos y se equilibraron en buffer de
transferencia Towbin (Tris 0,25 M pH: 8,3; glicina 0,192 M; 20% metanol) durante 5 minutos al igual que
los geles. La transferencia se realizé en una camara semi seca aplicando 125 mA por gel durante 1 6 2
horas y embebiendo la membranay el gel en buffer de transferencia (Towbin et al., 1979). Posteriormente
los geles se tifieron con el colorante Coomassie Brilliant Blue R-250 para constatar la eficiencia de la

transferencia, segun se detalla mas adelante.

Los sitios de ligado inespecificos de las membranas fueron bloqueados usando el buffer TBS-T 0,1%
(Tris 50 mM pH: 7,4; NaCl 200 mM; 0,1% Tween-20) conteniendo 5% de leche descremada y
deshidratada durante 1 a 2 horas a temperatura ambiente. Seguidamente, las membranas se incubaron
con la dilucion apropiada de anticuerpo primario (especifico para la deteccién de la proteina de interés y
preparado en TBS-T 0,1% conteniendo 1-5% de leche 6 BSA) durante toda la noche a 4°C. Luego las
membranas fueron lavadas con TBS-T 0,1% para eliminar el exceso de anticuerpo primario, y luego fueron
incubadas con la dilucion apropiada de anticuerpo secundario (anti globulina de la especie animal
correspondiente al anticuerpo primario usado) conjugado a peroxidasa (preparado en TBST 0,1%
conteniendo 1-5% de leche descremada) durante 1 hora a temperatura ambiente. Las membranas fueron
lavadas con TBS-T 0,1% para eliminar el exceso de anticuerpo secundario y finalmente fueron incubadas
con un kit comercial de electroquimioluminiscencia (ECL) y expuestas a placas radiograficas Kodak
BioMax Light film para visualizar las proteinas de interés. Las bandas obtenidas fueron digitalizadas
densitométricamente utilizando el densitometro GS-700 Imaging Densitomer y se cuantificaron usando el
programa Molecular Analist. Los datos fueron volcados a planillas de Excel para la construccion de los

graficos correspondientes.

4.7. Remocién de anticuerpos de las membranas
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Para remover el anticuerpo primario y secundario de las membranas y poder exponerlas a
anticuerpos diferentes (“stripping”), las membranas se sumergieron en buffer stripping (Tris-HCI 62,5 mM
pH: 6,8; SDS 2% y B-mercaptoetanol 50 mM) a 55°C durante 30 minutos con agitacion y luego se lavaron
con TBS-T 1% por 10 minutos. Posteriormente se realizd el bloqueo continuando con el protocolo

explicado anteriormente.

4.8. Evaluacion de los niveles proteicos de PTHrP en un medio libre de proteinas

Para determinar la liberacion de PTHrP producida endégenamente al medio en el que se cultivaron las
células Caco-2, las células se lavaron dos veces con tampon PBS y luego se incubaron durante 24 h con
un medio libre de proteinas. Al final del periodo de incubacion se recogio el sobrenadante, se afiadieron
100 pl de desoxicolato (5 mM) y la muestra se colocé sobre hielo durante 15 minutos. A continuacién, se
afiadié acido tricloroacético (100%) durante otros 30 min y la muestra se coloc6é de nuevo sobre hielo.
Finalmente, la proteina se sedimentd por centrifugacion, se resolvié en 35 pl de tampén Laemmli 'y 10 pl
de Tris / HCI (pH 9,5) y se calentd durante 5 minutos a 95 ° C. La muestra se sometié a SDS-PAGE y
luego se inmunotransfiri6 para posteriormente evaluar la expresion del péptido empleando con un

anticuerpo contra PTHrP.

4.9. Inmunocitoquimica

Las células sembradas sobre cubreobjetos y tratadas con el péptido fueron fijadas y
permeabilizadas con metanol frio a -20°C durante 15 minutos. Luego de varios lavados con PBS, los sitios
no especificos de ligado a proteinas fueron bloqueados con 5% de albumina bovina (BSA) diluida en PBS
durante 1 hora a temperatura ambiente. Seguidamente, las muestras fueron incubadas en presencia o
ausencia (control negativo) del anticuerpo primario correspondiente durante toda la noche a 4°C. Después
de 3 lavados con PBS, las preparaciones fueron incubadas con el anticuerpo secundario correspondiente
conjugado al fluoréforo Alexa Fluor 488 (dilucién 1:200) durante 1 hora a temperatura ambiente y en
oscuridad. Se efectuaron 3 nuevos lavados con PBS para eliminar el exceso de anticuerpo secundario.
Finalmente, los preparados se montaron con una solucion de glicerol 95% en PBS y las imagenes de
fluorescencia se obtuvieron usando un microscopio de fluorescencia NIKON TE2000S. Los anticuerpos

primarios y secundarios fueron preparados en PBS conteniendo 5% de BSA.

Durante los ultimos 30 minutos de incubacion con el anticuerpo secundario las células fueron tefiidas
en forma paralela con el colorante especifico nuclear DAPI (dilucién 1:300) para ubicar la localizaciéon

nuclear.
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4.10. Ensayos de viabilidad celular

Se estimo6 el nimero de células viables mediante distintos ensayos de viabilidad celular:

4.10.1. CellTiter-Blue® Assay

Se empled el kit comercial CellTiter-blue® Assay (Promega). Este método colorimétrico se basa en
gue las células viables, metabdlicamente activas, retienen la habilidad de reducir resazurina a resorufina.
La maxima absorcion de resazurina (azul) es a 605 nm y la de resorufina (rosa) es a 573 nm. Ademas, la
resorufina es un producto fluorescente siendo su longitud de onda de excitacion de 530nm y su longitud
de onda de emision de 590nm. Las células fueron sembradas en multiplacas de 96 pocillos por
cuadruplicado. Luego del tratamiento con el péptido, las células fueron incubadas con 10 pl de reactivo
en 100 pl de DMEM durante 1 hora a 37°C, después fueron lisadas en 3% de SDS, el medio fue
recolectado y la absorbancia correspondiente al reactivo resazurina, se ley6 a 605 nm vy la fluorescencia
emitida por la resorufina se leyé a 590 nm empleando un lector de placas. Se realiz6 en forma paralela
un blanco de reactivos en un pocillo libre de células. Los resultados fueron expresados como el porcentaje

del valor promedio respecto al valor basal control.

4.10.2. Tincién con cristal violeta

Luego del tratamiento con el péptido, el medio de incubacién fue removido y las células fueron
fijadas con metanol durante 15 minutos a -20°C. Después de varios lavados con PBS, se tifieron con
cristal violeta 0,1%, un colorante basico que tifie nlcleos, durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente las células fueron lavadas varias veces con agua destilada para eliminar el exceso de
colorante y destefidas con Triton X-100 0,2% durante 30 minutos seguido de una medicion a 590 nm
empleando un espectrofotometro Beckman DU530. El valor de la absorbancia se correlaciona con el

numero de células.

4.10.3. Ensayo de exclusion del colorante azul de Tripano

Luego del tratamiento hormonal, las células se lavaron con buffer PBS, se tripsinizaron, se incubaron
con el colorante azul de tripano 0,4% y se contaron en una cadmara Neubauer mediante su observacion
en un microscopio. Se contaron las células por campo y se determiné el nimero de células que excluian

el colorante (células viables) en cada condicion.
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4.11. RT-PCR Cuantitativa en Tiempo Real

Con el fin de evaluar los niveles de ARNm de los genes de interés, el ARN total fue aislado, a partir de
los cultivos sometidos a los distintos tratamientos, empleando el kit comercial “High Pure RNA Isolation
kit” de Roche y siguiendo las instrucciones del fabricante. La cantidad y calidad del ARN aislado se
determind espectrofotométricamente. Esta determinacion se basa en la medida de la densidad optica

teniendo en cuenta que una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 40 ug /ml de ARN.
e Cantidad de ARN ug/ml=40 x DO 260nm x factor de dilucién.

Se chequeo la ausencia de contaminacion por proteinas y/o compuestos fendlicos, considerando que la
relacion entre las absorbancias a 260 nm/280 nm estaba comprendida entre 1,8 - 2,0. Las muestras de
ARN fueron guardadas a -80 °C hasta su utilizacion. Del ARN obtenido se sintetiz6 el ADN
complementario (ADNc) a partir de 1 ug del ARN previamente purificado utilizando el kit comercial “High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” de Applied Biosystems, provisto de “random primers” como
cebadores, y de la enzima “MultiScribe™ Reverse Transcriptase”. La retrotranscripcion se realizé en un
termociclador Eppendof Mastercycler® Personal. La concentracion de ADNc, que debe ser similar en
todas las muestras, se determiné por espectrofotometria, empleando un programa para la medicion de
ADN de hebra simple: “single-stranded DNA”. Este basa su determinacion en la medida de la densidad

Optica teniendo en cuenta que una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 33 ug/ml de ADNc:
e Cantidad de ADN hebra simple ug/ml: 33 X DO260nm X factor de dilucion
El ADNc obtenido, correspondiente a cada condicién, se almacen6 a —20° C hasta su utilizacion.

Finalmente, la reaccion de PCR se llevé a cabo en un sistema de PCR en tiempo real (Applied Biosystems,
modelo 7500). Las reacciones de PCR se prepararon utilizando “SYBR Green master Mix” (Applied
Biosystems). El ADNc de GAPDH se amplificé en paralelo para todos los genes para proporcionar un
control endégeno apropiado. Para cada experimento, una reaccion donde se afiadié agua como muestra,
sirvio como control negativo. EI numero de ciclos (CT) promedio para cada gen se calcul6 a partir de tres

mediciones. ElI ACT se calcul6 de acuerdo a la siguiente ecuacion:
e ACT=CT gen de interés — CT gen de GAPDH
Los niveles de ARNm se calcularon de acuerdo a la siguiente formula:

o Niveles de ARNm = 2-4¢€T
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4.12. Inmunohistoquimica

Los tumores de los ratones “nude” fueron embebidos en parafina y las secciones de los mismos fueron
desparafinadas, rehidratadas y pretratadas para recuperacién de antigenos mediada por calor (usando
una olla a presion) con tampon de citrato de sodio (10 mM, pH 6) durante 15 minutos. Después de la
etapa de recuperacion de antigeno, las secciones de tejido se lavaron y se bloquearon en H,O; al 30%,
y se afladieron los anticuerpos primarios para su incubacion en cdmara hiumeda durante toda la noche a
4°C. La tincion inmunohistoquimica se llevd a cabo manualmente usando el kit comercial “ABCAM
Detection IHC Kit” (ABCAM, Cambridge, MA, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Las reacciones de las secciones fueron controladas bajo microscopio y finalmente detenidas con agua
destilada. Luego las muestras se contrastaron con hematoxilina, se deshidrataron y se montaron. La

tincion se visualizé usando un microscopio 6ptico de campo claro.

4.13. Evaluacién de las tinciones inmunohistoquimicas por indice de expresion

Los niveles de expresion proteica de diversos marcadores moleculares se clasificaron semi-
cuantitativamente basandose en las puntuaciones combinadas del porcentaje de células tumorales
positivamente tefiidas junto con la intensidad de tinciéon. Un tumor se puntu6é como '0' si menos del 5% de
las células tumorales se tifieron positivas, '1' si 5-50% se tifieron positivas, '2' si mas de 50 a 90% de las
células se tifieron positivas y '3' si el 90-100% de las células se tifieron positivas. La intensidad de tincion
se puntu6 como "0" si no se producia tincion de las células o si s6lo habia una tincién débil, "1" si habia
tincibn moderada y "2" en casos de tincién fuerte. La puntuacion final de todas las proteinas se definié
como "expresion baja de la proteina” si la suma de la puntuacion de la positividad y la intensidad de tincion
fue de 0-1, " expresién media de la proteina" si la suma fue de 2-3 y " expresién alta de la proteina" si la
suma era de 4-5 (Allen, 2006). En cada caso, se evaluaron al menos tres areas tumorales diferentes y se
tomo la media de los resultados como la puntuacion final de expresion. El procedimiento de puntuacion
fue realizado dos veces por dos patélogos independientes que no tenian conocimiento de los datos. La

tasa de concordancia entre los dos pat6logos fue mayor a 95%.

4.14. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de tres experimentos independientes in vitro realizados por triplicado se
presentaron como media + DE. Se utilizo la prueba t de Student (de dos colas, igualdad de varianza) para
determinar las diferencias significativas entre dos grupos de datos. Se consideraron como
estadisticamente significativa valores de P <0,05 y <0,01, que fueron indicados con asteriscos (* y **,

respectivamente).
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Seccion I: Modulacion por PTHrP de las vias
de sefalizacion de PI3K/Akt y MAPKs

1.1. PTHrP (1-34) exdgeno estimula la proliferacidon en células Caco-2

Es sabido que PTHrP y su receptor (RPTH1) estan expresados en el epitelio de las vellosidades
intestinales (Watson et al., 2000), sugiriendo que PTHrP ejerceria en intestino un papel regulador a través
de una via autocrina y/o paracrina. Con respecto a la accién autocrina, varias evidencias revelaron que la
hormona enddégenamente sobre-expresada incrementaba la proliferacion celular en la linea intestinal
tumoral humana LoVo (Shen and Falzon, 2005, Shen et al., 2007, Bhatia et al., 2009, Mula et al., 2010).
Una busqueda de la bibliografia cientifica que se realiz6 al momento de comenzar con este Trabajo de
Tesis indicaba que hasta esa fecha no habia ningun trabajo de investigacion evaluando la accion
paracrina de la hormona en células intestinales y en células tumorales intestinales. Por otro lado, las
investigaciones previamente realizadas en el laboratorio donde se desarroll6 este Trabajo de Tesis
revelaban que a diferencia de PTH, PTHrP (1-34) (10 M) no inducia apoptosis en las células Caco-2;
mas aun, se habia observado un papel protector del péptido frente a la apoptosis inducida por estrés

oxidativo en estas células tumorales (Lezcano et al., 2013).

A partir de estos antecedentes, en primer lugar, se decidi6 investigar los efectos de PTHrP (1-34) (10
8 M) sobre la proliferacién de las células Caco-2. Con este fin, las células tratadas con el péptido durante
4-6 dias se incubaron con resazurina y, tras el tratamiento, la capacidad metabdlica de estas células
intestinales se midi6 como un indicador de viabilidad celular. Se encontré6 que PTHrP aumenté la
biorreduccién de resazurina de una manera dependiente del tiempo con la méxima respuesta lograda a
los 5 dias. Como se muestra en la Figura 11A, en células Caco-2 tratadas con PTHrP durante 5 dias la
cantidad del sustrato resazurina fue 44% por debajo del control (barras negras). También se estimé el
namero de células en el cultivo tratado con PTHrP usando cristal violeta, un colorante basico que tifie los
nucleos celulares y se observo que el tratamiento con PTHrP durante 5 dias aumenté la absorbancia en
un 27% con respecto a las células no tratadas. Como PTHrP se expresa en tejido de mucosa colorrectal
normal, pdlipos y carcinoma colorrectal (Malakouti et al., 1996) y como se observo que su expresion se
correlaciona positivamente con la progresion del cancer de colon, siendo el nivel de expresién mayor en
los adenocarcinomas menos diferenciados que en aquellos con mayor grado de diferenciacion (Nishihara
et al., 1999, Nishihara et al., 2007), entonces se evaluo si PTHrP producido endégenamente y secretado

al medio también aumenta la proliferacion de las células tumorales Caco-2. Paratal fin primero se examiné
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los niveles proteicos de PTHrP en estas células y en el medio en el que las células fueron cultivadas.
Como se muestra en la Figura 11B, el analisis por Western blot empleando un anticuerpo anti-PTHrP
monoclonal revelé la presencia de una proteina de 27 KDa, el tamafio esperado para la hormona PTHrP
de longitud completa (Rizk-Rabin et al., 2008) en el medio en el que las células fueron cultivadas. Se
observd también otra banda de 55 kDa (que corresponde a una proteina no especifica, pero con
inmunorreactividad contra el anticuerpo anti-PTHrP). Sin embargo, la expresion proteica de PTHrP de 26
kDa no se observo en el lisado de las células Caco-2, lo que sugiere que estas células tumorales
intestinales sintetizan PTHrP que es totalmente secretada al medio. Basado en este hallazgo, se eligié
exponer a las células Caco-2 durante 5 dias a un anticuerpo contra PTHrP de longitud completa (0,1 ug /
ml) o PTHrP (1-34) para investigar la influencia de PTHrP enddégena sobre la proliferacion celular. Se
estimo el nimero de células vivas mediante el ensayo de exclusion del colorante azul de tripano que el
tratamiento con PTHrP (1-34) aumentd el nimero de células a los 5 dias (83% respecto a las células de
control) (Figura 11C). Sin embargo, la exposicion al anticuerpo no disminuy6 el nimero de células, lo que

sugiere que PTHrP end6gena no es necesaria para estimular el crecimiento celular.
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Figura 11. PTHrP exdgeno (1-34) estimula la proliferacion de células Caco-2. (A) Las células Caco-2 se expusieron
a PTHrP (1-34) 10®M (5 dias). El nimero de células viables se determiné mediante el reactivo Resazurina y tincién
con cristal violeta como se describe en materiales y métodos. Los resultados se expresaron como porcentaje con
respecto al control de tres experimentos independientes realizados por triplicado. * P <0,05 con respecto al control
correspondiente. (B) Niveles de expresidn proteicos de PTHrP. Se obtuvieron proteinas del lisado de células Caco-
2 (a, calle izquierda) y del medio en el que las células se incubaron (b, calle derecha) como se describe en la
metodologia y luego se analizaron mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS - PAGE) seguido por
inmunotransferencia usando un anticuerpo monoclonal contra PTHrP de longitud completa. Se muestra un
inmunoblot representativo de dos experimentos independientes. (C) No se requiere de PTHrP enddgeno para
estimular el crecimiento celular. Luego de la exposicion de las células Caco-2 por 5 dias a un anticuerpo que
neutraliza PTHrP de longitud completa (0,1 mg/ml) o a PTHrP (1-34), se realizaron recuentos celulares en una
camara Neubauer empleando la técnica de exclusidon de colorante azul de tripano. IgG se refiere a IgG no
especifica, 0,5 ml / ml. Los efectos de cada tratamiento se han comparado con el control (células no tratadas). El
control se ha establecido en 100%. Los datos mostrados son el promedio del nimero de células de tres
experimentos independientes. ** P <0,01 con respecto al control correspondiente.
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1.2. PTHrP induce la fosforilaciéon/activacién de las MAPKs en las células Caco-2.

La actividad MAPK es esencial para muchas funciones celulares y estas quinasas median la
proliferacién de las células Caco-2 inducida por suero (Buzzi et al.,, 2009). Basado en los efectos
proliferativos de PTHrP exdgeno seguidamente se investigaron los cambios en la fosforilacion de ERK1/2
y p38 MAPKSs, que son las dos subfamilas de MAPKs que generalmente participan en respuestas
celulares asociadas a proliferacion, con el objetivo de dilucidar si PTHrP es capaz de activar estas
cascadas de MAP quinasas en las células Caco-2. Para ello, se expusieron estas células por diferentes
tiempos a PTHrP, las proteinas de los lisados celulares fueron separadas mediante SDS-PAGE y luego
se inmunotransferieron e incubaron con un anticuerpo que reconoce especificamente la forma activa de
las MAPK como se detalla en Materiales y Métodos. Como se muestra en la Figura 12A (panel central),
el tratamiento con PTHrP durante 60-90 minutos incremento notablemente la fosforilacién de ERK 1/2. El
efecto de PTHrP fue dependiente del tiempo y disminuy6 a las 3 horas de estimulacién con el péptido
(Figura 12A, panel derecho). Los niveles proteicos de ERK 1/2 total no fueron diferentes en ausencia o
presencia de PTHrP demostrando un verdadero aumento en su estado de fosforilacion/activacion (Figura
12A). El andlisis por Western blot con un anticuerpo que reconoce la forma fosforilada de la isoforma a
de p38 MAPK reveld que PTHrP indujo rdpidamente un aumento de la fosforilacion de esta quinasa. El
efecto fue significativo para el intervalo de exposicion entre 10 y 60 minutos (Figura 12B panel izquierdo).
No se observaron efectos cuando las células Caco-2 fueron expuestas a PTHrP durante periodos méas
largos (3-24 horas, Figura 12B, panel derecho). El analogo tumoral de PTH no modificé la expresion
proteica de ap38 MAPK (Figura 12B, paneles izquierdo y derecho) y este resultado excluy6 la posibilidad
de que un aumento en la expresion proteica de ap38 tras el tratamiento pudiera contribuir a cambios en

la fosforilacion de ap38.
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FIGURA 12. (A) Fosforilacion inducida por PTHrP de ERK 1/2 en células Caco-2. Las células Caco-2 se trataron con
PTHrP (1-34) 10 M por diferentes intervalos de tiempo (10-120 min y 3-24 horas). Las proteinas totales de los lisados
celulares se extrajeron y separaron mediante Western blot. Se emplearon anticuerpos anti-MAPKs especificos. Las
membranas se re-incubaron con anticuerpo anti-B-actina para asegurar la equivalencia de contenido de proteina entre
las diferentes condiciones experimentales. Se muestra un inmunoblot representativo y la cuantificacién por
densitometria de tres experimentos independientes; se muestran el promedio + S.D. ** P <0,01 con respecto al
control. (B) Fosforilacion inducida por PTHrP de p38 MAPK en células Caco-2. Las células Caco-2 se trataron con PTHrP
(1-34) 108 M por diferentes intervalos de tiempo (10-60 miny 3-24 horas). Las proteinas totales de los lisados celulares
se extrajeron y separaron mediante Western blot. Las membranas se re-incubaron con anticuerpo anti-B-actina para
asegurar la equivalencia de contenido de proteina entre las diferentes condiciones experimentales. Se muestra un
inmunoblot representativo y la cuantificacion por densitometria de tres experimentos independientes; se muestran
el promedio + S.D.* P <0,05, ** P <0,01 con respecto al control.
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1.3. PTHrP estimula la fosforilacion/activacién de la quinasa Akt a través de la via de sefializacion

de PI3K en células Caco-2.

Dado que existen varios estudios que sugieren que la via PI3K-Akt es vital para el crecimiento de las
células de cancer de colon (Pandurangan, 2013), entonces se investigo si PTHrP exdgeno activa a Akt
en las células Caco-2. Después del tratamiento con el analogo tumoral de PTH por diferentes tiempos, se
determind la fosforilacion de Akt por andlisis de Western blot utilizando un anticuerpo especifico contra el
residuo fosfo-Ser-473 de Akt. La Figura 13A (panel izquierdo) muestra que la fosforilacion de Akt aumento
significativamente luego de 1 hora de exposicion a PTHrP y volvié a niveles casi basales luego de 3-24
horas (Figura 13A, panel derecho). Ademas, no hubo cambio en la expresion proteica de Akt en ninguno
de los tiempos estudiados (Figura 13A, paneles izquierdo y derecho). A partir de este hallazgo, se
investigd si la activacion de Akt es exclusivamente a través de la quinasa PI3K. Para tal fin se pre-
incubaron las células Caco-2 con un inhibidor especifico de PI3K, LY294002 (50 uM), y después se
trataron las células durante 1 hora con PTHrP. El andlisis por Western blot usando un anticuerpo contra
el residuo fosforilado serina 473 de Akt revel6 que el inhibidor de PI3K suprime totalmente la fosforilacion

de Akt inducido por el tratamiento hormonal (Figura 13B).
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Figura 13. (A) Fosforilacion de Akt en células Caco-2 estimuladas con PTHrP. Se trataron células Caco-
2 con PTHrP (1-34) 108 M durante los tiempos indicados. Las proteinas del lisado celular se separaron
por SDS-PAGE, seguido de Western blot y luego se incubaron con el anticuerpo anti-fosfo-Ser 473 Akt
como se describe en materiales y métodos. Akt total se midié en la misma membrana, luego de la
remocion del anticuerpo y re-incubacion con el anticuerpo anti-Akt. Para asegurar la equivalencia del
contenido de proteina entre las diferentes condiciones experimentales todas las membranas se re-
probaron con el anticuerpo anti-B-actina.** P <0,01 con respecto al control. (B) PI3K media la activacion
de Akt inducida por PTHrP. Las células se pre-incubaron por 30 min con LY294002 (50uM) y luego
fueron tratadas con PTHrP por 60 minutos. Las condiciones de control se realizaron en ausencia o
presencia de DMSO (vehiculo del inhibidor). ** P <0,01 con respecto al control.
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1.4. PTHrP induce la localizacién nuclear de ERK, ap38 MAPK y Akt.

Dado que las MAPK activas translocan desde el citoplasma al nicleo para controlar la proliferacion
celular (Cargnello and Roux, 2011), y también en un paso posterior a su activacion la quinasa Akt puede
translocar al nicleo donde se encuentran muchos de sus sustratos (Osaki et al.,, 2004), entonces se
realizaron estudios de inmunocitoquimica y observacién mediante microscopia de fluorescencia para
examinar la localizacion de ERK1/2, a p38 MAPK y Akt en las células Caco-2 expuestas a PTHrP. En las
Figuras 14 A, B y C se muestra que tanto las MAPK como Akt se distribuyen en el citoplasma y el nicleo
de las células Caco-2 en condiciones basales. Sin embargo, luego de la exposicion a PTHrP por 24 horas,
la fluorescencia nuclear fue més intensa que la observada en las células control, mientras que la
inmunoreactividad de todas estas quinasas fue mas difusa en el citoplasma, sugiriendo que la hormona
induce la translocacion de estas quinasas al nucleo. Para confirmar estos datos, las proteinas tanto
citosolicas como nucleares aisladas por fraccionamiento subcelular de células tratadas en presencia o
ausencia de PTHrP durante 1 a 24 horas fueron separadas por SDS-PAGE seguido por Inmunoblotting
usando los anticuerpos que reconocen a las formas fosforiladas/activas de ERK, p38 MAPK y Akt.
Consistente con los resultados previamente observados, el analisis de los datos obtenidos por la técnica
de Western blot revelan que el tratamiento hormonal induce un aumento de p-ERK tanto a nivel nuclear
como citoplasmatico luego de 5 horas, en cambio p-p38 aumenté en el ndcleo y disminuy6 en el citosol a
todos los tiempos estudiados. Por dltimo, los niveles proteicos de p-Akt se vieron incrementados en el

nucleo luego de 5 horas de tratamiento con PTHrP (Figura 15).
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Figura 14. Localizacién subcelular de ERKs, ap38 MAPK y Akt en células Caco-2 estimuladas con
PTHrP. Panel superior: Las células Caco-2 se estimularon con el analogo tumoral de PTH (1-34) 1078
M durante 1 a 6 horas, se incubaron con los anticuerpos (A) anti-ERK1/2, (B) anti-p38 MAPK y (C)
anti-Akt. Las muestras se observaron por microscopia de fluorescencia. Se muestran fotografias
representativas de dos experimentos independientes.
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Figura 15. Localizacion nuclear de p-ERK, p-p38 y p-Akt luego del tratamiento con PTHrP. Las células Caco-2
fueron tratadas con PTHrP por 1 a 24 horas y luego se separaron las fracciones nucleares y citoplasmaticas de
acuerdo a lo descripto en la seccion Materiales y Métodos. Se muestra un inmunoblot representativo de 2
experimentos independientes. Para confirmar la pureza de las fracciones y la equivalencia de proteinas por
calle se empled un anticuerpo que reconoce a la proteina nuclear Lamina B y un anticuerpo contra la proteina
citosélica citocromo C.

1.5. En las células HCT116, PTHrP estimula la fosforilacion/activacién de Akt y ERK e induce un

aumento en la proliferacion celular.

En base a los efectos de PTHrP que hasta ese momento se estaban observando en las células Caco-2
y teniendo en cuenta que PTHrP tiene efectos discordantes dependiendo del tipo y contexto celular (Maioli
and Fortino, 2004), entonces se decidié continuar las investigaciones en las células Caco-2 y emplear
simultdneamente la linea celular HCT116, que también es una linea tumoral intestinal humana pero de

fenotipo diferente con el fin de comparar la respuesta de ambos tipos celulares a PTHrP.

Las células Caco-2 son derivadas de adenocarcinoma colorrectal mientras que las células HCT116 son
derivadas de carcinoma colorrectal. En las células Caco-2 numerosas proteinas muestran un patrén de
expresion similar respecto al epitelio intestinal humano normal; sin embargo, se ha descrito una mutacion
en el gen TP53 (Ahmed et al., 2013). La linea celular HCT116 muestra un fenotipo mas agresivo respecto
a la linea Caco-2 debido a mutaciones hiperactivadoras en genes KRAS y PIK3CA, mientras que el gen
TP53 permanece en estado wt (Ahmed et al., 2013). Al igual que en las células Caco-2, en las células

HCT116 se ha demostrado la presencia del RPTH1 (Calvo et al., 2014).

39



CAPITULO |
Seccién I: Modulacion por PTHrP de las vias de sefializacion de PI3K/Akt y MAPKs

Como el tratamiento con PTHrP exégeno durante 15 minutos activa a p38 MAPK y durante 1 hora activa
las enzimas Akt (a través de PI3K) y ERK 1/2 en las células Caco-2, entonces evaluamos si la hormona
también cambia el estado de fosforilacion de p38 MAPK, Akt y ERK1/2 en las células HCT116. Con este
fin, las células HCT116 se expusieron a PTHrP por diferentes intervalos de tiempo, las proteinas de los
lisados celulares se sometieron a SDS-PAGE y luego se inmunotransferieron e incubaron con un
anticuerpo anti fosfo-ap38, anti-fosfo (Ser473) de Akt o con un anticuerpo que reconoce la forma activa
de ERK 1/2 MAPK. La Figura 16A (panel izquierdo y superior) muestra que la fosforilacion de Akt
aumento significativamente a 0,5-1 y 3 minutos de exposicion a PTHrP y volvié a niveles casi basales
después de 5 minutos. Ademas, no hubo cambios en la expresién proteica de Akt durante los tiempos
examinados (Figura 16A, panel inferior). PTHrP aumenté marcadamente la fosforilacion de ERK 1/2 de
una manera dependiente del tiempo. La respuesta a PTHrP fue bifasica, con una fase temprana (0,5-1
minutos) y una segunda fase alcanzando su maximo a 1 hora (Figura 16A, panel superior y derecho) y
retornando a valores basales después de 1 hora de tratamiento con la hormona. Los niveles proteicos de
ERK 1/2 total no fueron diferentes en ausencia o presencia de PTHrP demostrando un verdadero aumento
en su estado de fosforilaciéon (Figura 16A panel inferior). En conjunto, estos resultados indican que PTHrP
también induce la activacién de las vias mitogénicas de Akt y ERK1/2 en las células HCT116. Sin
embargo, no se observaron cambios en la fosforilacion de p38 en esta linea celular debido al tratamiento
con PTHrP, al menos a los tiempos estudiados (Figura 16B). Como la hormona induce la proliferacién de
las células Caco-2 el siguiente objetivo fue evaluar esta respuesta a la accién hormonal en células
HCT116. Para este fin, las células tratadas con el péptido durante 1-2 dias se incubaron con resazurina
y tras el tratamiento se midi6 la capacidad metabdlica de estas células intestinales como un indicador de
viabilidad celular. Se considero este tiempo de tratamiento hormonal debido a que el tiempo de duplicacion
de las células HCT116 es mas corto que el observado en las células Caco-2 (21 horas y 36 horas,
respectivamente, estos datos estan disponibles en los protocolos proporcionados por la ATCC). Se
encontré que PTHrP aumentd la biorreduccion de resazurin a resorufina en forma dependiente del tiempo
con la maxima respuesta lograda a los 2 dias. Como se muestra en la Figura 17, en células HCT116
tratadas con PTHrP durante 2 dias, la cantidad del producto resorufina fue del 38% por encima del control
(barras grises). También se estimé el nimero de células que excluyeron el colorante azul de tripano
(células viables) en cada condicién y se observo que el tratamiento con PTHrP durante 1-2 dias aumento

el nimero de células vivas respecto a las células no tratadas (Figura 17, barras negras).
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Figura 16.(A) Efectos de PTHrP sobre la fosforilacion ERK 1/2 y de Akt. Las células HCT116 se trataron
en presencia o ausencia de PTHrP (1-34) 10 M por diferentes intervalos de tiempo (0,5 a 5 minutos y 30
a 60 minutos) como se muestra en los paneles superior e inferior. El andlisis por Western blot de las
proteinas de los lisados celulares se llevé a cabo utilizando anticuerpos anti-fosfo (Ser473) Akt vy anti-
fosfo ERK 1/2, (paneles superiores izquierdo y derecho, respectivamente). ERK 1/2 y AKT total se
midieron como se muestra en el panel inferior. (B) p38 MAPK no es fosforilada por PTHrP en células
HCT116, al menos a los tiempos estudiados. Las células se trataron en presencia o ausencia de PTHrP
(1-34) 10®M por 5 a 60 minutos. El analisis por Western blot de las proteinas de los lisados celulares se
llevo a cabo utilizando anticuerpos anti-fosfo-a p38. Las membranas se re-incubaron con el anticuerpo
anti-GAPDH para asegurar la equivalencia de la carga de proteina. Se muestran blots representativos y la
cuantificacidn por densitometria de tres experimentos independientes; Se indica el promedio + S.D. * P
<0,05, ** P <0,01.
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Figura 17. PTHrP exdgeno estimula la proliferacion de las células HCT116. El nimero de células viables
se determind mediante la incubacion con Resazurina y el ensayo de exclusidn de colorante azul de
tripano como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados se expresaron como porcentaje con
respecto al control de tres mediciones independientes realizadas por triplicado * P <0,05, ** P <0,01.

1.6 Vias de sefializacién involucradas en la activacién de ERK 1/2 MAPK inducida por PTHrP en
las células Caco-2y en las células HCT116

1.6.1 PTHrP induce la fosforilacion y la activacién de la quinasa c-Src en las células Caco-2y en
las células HCT116.

El aumento de la actividad Src se ha reportado en muchos tipos de cancer, incluyendo el cancer de
colon (Steeg, 2016). Para evaluar si Src es parte del mecanismo de sefalizacion de PTHrP en células
tumorales intestinales, primero se estudi6 si la hormona afecta la activacion de Src investigando su estado
de fosforilacién en el residuo de Tyr416 dado que en esta enzima, la autofosforilacién en esta tirosina de
su dominio quinasa altera su conformacion y aumenta su actividad quinasa intrinseca (Chen et al., 2014).
Las células Caco-2 y las células HCT116 se expusieron a PTHrP durante los tiempos indicados en la
Figura 18Ay la Figura 18B seguido del analisis por Western blot de las proteinas de los lisados celulares
empleando el anticuerpo contra el residuo fosforilado de la tirosina 416 de Src. Como muestran los
paneles izquierdos de las Figuras 18A y 18B, PTHrP aumenta transitoriamente la fosforilacion en Tyr416
de c-Src, con efectos maximos a los 60-120 minutos y a 1-3 minutos para las células Caco-2 y las células
HCT116, respectivamente. El andlisis de inmunoblots utilizando un anticuerpo anti-Src revel6 que el
tratamiento con la hormona durante 60 y 90 minutos induce cambios en la expresion de la proteina c-Src
en células HCT116 (Figura 18B, panel derecho). Sin embargo, la expresion de la proteina c-Src no fue
diferente en las células Caco-2 tratadas con PTHrP durante 30 a 120 minutos (Figura 18A, panel
derecho).
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Figura 18. PTHrP activa la quinasa Src en las lineas celulares tumorales intestinales. Se cultivaron las células
Caco-2 (A) y HCT116 (B) y se incubaron en ausencia o presencia de PTHrP (1-34) 10® M durante 30 a 120 minutos
0 1 a 120 minutos, respectivamente. El analisis por la técnica de Western blot de lisados celulares se llevé a cabo
utilizando anticuerpos anti-fosfo (Tyr416) Src y anti-Src. Las membranas se re-incubaron con anticuerpo anti-
GAPDH para asegurar la equivalencia de la carga de proteina. Se muestran inmunoblots representativos y la
cuantificacion por densitometria de tres experimentos independientes; se indica el promedio + S.D. * P <0,05,
** P<0,01.

1.6.2 Rol de PTHrP en los cambios de expresion proteica de la isoenzima a de la proteina
guinasa C en las células Caco-2y en las células HCT116.

En el cancer, las distintas isoenzimas de PKC desempefian un papel critico en la proliferacion celular,
supervivencia, invasion, migracion, apoptosis, angiogénesis y resistencia a los farmacos contra el cancer
(Kang, 2014). Con respecto a PKCa, una de las isoenzimas mas ampliamente estudiadas en relacién con
el cancer, se sabe que la regulacion negativa de su expresién aumenta la proliferacion celular, disminuye
la diferenciacion y favorece el fenotipo transformado de las células Caco-2 (Scaglione-Sewell et al., 1998).
Como se ha demostrado previamente que PTHrP induce la proliferacion de las células Caco-2 y se

observé la misma respuesta hormonal en las células HCT116, entonces se evalué si la hormona modifica
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la expresion proteica de PKCa en estas células tumorales intestinales. Para este fin, las células Caco-2 y
las células HCT116 se expusieron a PTHrP durante los tiempos indicados en la Figura 19 seguido del
andlisis por Western blot de las proteinas de los lisados celulares empleando el anticuerpo anti-PKCa.
Como se muestra en la Figura 19 (panel izquierdo), los niveles de la proteina PKCa disminuyeron en las
células Caco-2 expuestas a PTHrP durante 60 minutos, mientras que el tratamiento con la hormona
durante 30 minutos aumentd la expresion proteica de esta isoenzima en las células HCT116 (Figura 19,
panel derecho).
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Figura 19. Efectos de PTHrP sobre la expresion de PCKa. Se trataron las células Caco-2 (A) y HCT116 (B) con PTHrP
(1-34) 108M durante 15 a 60 minutos y 15 a 120 minutos, respectivamente. Las proteinas de los lisados se procesaron
como se describe en Materiales y Métodos, se separaron en SDS-PAGE y se realizaron inmunoblots utilizando el
anticuerpo anti-PCKa. Con el fin de evaluar la equivalencia del contenido de proteinas entre las diferentes
condiciones experimentales, las membranas fueron re-probados con el anticuerpo anti-GAPDH. Se muestran
inmunoblots representativos y la cuantificacién por densitometria de tres experimentos independientes; se indican
el promedio £ SD. ** P <0,01, con respecto al control correspondiente.
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1.6.3. Las vias de sefializacion PKC, Src y Akt modulan la fosforilacion y la activacion de ERK 1/2

inducida por PTHrP en células tumorales intestinales.

Se ha informado que la desregulacion de la expresion y/o activaciébn de Src puede favorecer la
progresion del cancer de colon a través de mdltiples vias de sefializacién, incluyendo PI3K / Akt (Chen et
al., 2014). Con respecto a PKC, varias de sus isoenzimas estimulan la supervivencia o la proliferacion de
las células tumorales a través de diferentes vias de sefializacion tales como PI3K / Akt (Kang, 2014).
Basados en estas observaciones, se evalué si las vias de sefalizacién de PKC y Src estan involucrados
en la fosforilacion de Akt inducida por PTHrP en células tumorales intestinales. Para ello, las células Caco-
2 y las células HCT116 se pre-incubaron con un inhibidor especifico de PKC, Ro-318220 (200 nM) o con
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un inhibidor especifico de Src, PP1 (10 uM) y después se trataron las células Caco-2 y HCT116 durante
60 minutos 0 1 minuto con PTHrP, respectivamente. El analisis de los resultados obtenidos mediante la
técnica de Western blot usando un anticuerpo anti-fosfo (Ser473) de Akt revel6 que ambos inhibidores
suprimieron totalmente la fosforilaciéon de Akt dependiente de la hormona en ambas lineas celulares

(Figura 20A y 20B). DMSO, que es el vehiculo de ambos inhibidores, se usé en células control.
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Figura 20. Participacion de las vias de senalizacion PKC y Src en la fosforilacidn y activacion de
Akt inducida por PTHrP. Se pre-incubaron las células Caco-2 (A) y las células HCT116 (B) durante
30 minutos con Ro-318220 (200 nM) o PP1 (10 pM) y después se expusieron a PTHrP (1-34) 108 M
durante 1 hora o 1 minuto, respectivamente, seguido del analisis por Western blot utilizando el
anticuerpo anti-fosfo (Ser473) de Akt. Las membranas fueron reprobadas con anticuerpo anti-
GAPDH. Se muestran inmunoblots representativos y la cuantificacién por densitometria de tres
experimentos independientes; se indican el promedio + S.D. **P <0,01.

Se sabe que la estimulacion de la cascada Ras/Raf/MEK/ ERK puede ocurrir mediante la activacion de
la quinasa Src (McCubrey et al., 2007) o mediante la activacion directa de Raf via PKC (Plotnikov et al.,
2011). Ademas la ruta PI3K/Akt es necesaria para la activacion de ERK1/2 en muchos tipos de células
(Steelman et al., 2011, Ebi et al., 2013). A partir de estos antecedentes y de la evidencia de que tanto
PKC como c-Src estan involucradas en la fosforilacién/activacion de Akt inducida por PTHrP en ambas
lineas celulares, entonces el proximo objetivo fue investigar si estas quinasas participan en la activacion
de ERK 1/2 MAPK desencadenada por PTHrP en ambas lineas celulares. Para este fin, las células se
pre-incubaron con un inhibidor especifico de Akt, GSK690693 (50 nM), con Ro-318220 (200 nM), o con
PP1 (10 uM), y después se trataron las células Caco-2 durante 60 minutos con PTHrP mientras que las

células HCT116 fueron expuestas a la hormona por 1 minuto seguido del andlisis por Western blot
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empleando un anticuerpo que reconoce la forma activa de ERK 1/2. Se observé que todos los inhibidores
empleados suprimieron la fosforilacién de ERK 1/2 MAPK dependiente de la hormona tanto en las células
Caco-2 (Figura 21A) como en las células HCT116 (Figura 21B). En conjunto, estos resultados indican
gue las vias de sefializacion de PKC, Src y Akt modulan la fosforilacion y la activacion de ERK 1/2 inducida
por PTHrP en ambas lineas tumorales intestinales.
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Figura 21. Las células Caco-2 (A) y HCT116 (B) se pre-incubaron durante 30 minutos
con Ro-318220 (200 nM), PP1 (10 uM) o GSK690693 (50 nM) y luego se trataron con
PTHrP (1-34) 10®¥M durante 1 hora o un minuto, respectivamente. Se utilizé un
anticuerpo anti-fosfo ERK 1/2. Las membranas se reprobaron con anticuerpo anti-
GAPDH para asegurar la equivalencia de la carga de proteina. DMSO, que es el
vehiculo de los inhibidores, se usé en células control. Se muestran inmunoblots

representativos y la cuantificacién por densitometria de tres experimentos
independientes; se indican el promedio + S.D. *P <0,05.
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1.7. PTHrP estimula la proliferacion de las células Caco-2 y de las células HCT116 a través de la
via de sefializacion de ERK 1/2 MAPKs

En vista de la relevancia de la via ERK 1/2 MAPK en la regulacién de la proliferacién de las células
tumorales (Dhillon et al., 2007, Mebratu and Tesfaigzi, 2009), y de que varias vias de sefalizacién
conducen a la activacion de estas quinasas inducida por PTHrP en ambas lineas derivadas de CCR,
entonces se realizaron estudios para comprobar si PTHrP exdgeno aumenta el nimero de células Caco-
2 y HCT116 a través de la activacion de estas enzimas. Para este fin, las células se pre-incubaron con
PD98059 (20 uM), que es un inhibidor especifico de MEK 1/2 (las quinasas que activan las ERK1/2), y
luego se trataron las células Caco-2 durante 5 dias y las células HCT116 durante 2 dias con PTHrP.
DMSO, que es el vehiculo del inhibidor, se usé en células control. Al finalizar el tratamiento se estimo el
namero de células viables (que excluyeron el colorante azul de tripano) y se observé que la respuesta de
ambas lineas a PTHrP fue completamente abolida en presencia del inhibidor de MAPKs (Figura 22).
Estos resultados sugieren el rol clave de la via de sefializacién de ERK 1/2 MAPKs en la proliferacion de
las células Caco-2 y de las células HCT116 inducida por PTHrP.
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Figura 22. Participacion de la via ERK en la proliferacidon inducida por PTHrP de células tumorales
intestinales. Las células Caco-2 (A) y HCT116 (B) se pre-incubaron con el inhibidor PD98059 (20mM), por
30 minutos y luego se trataron con PTHrP por 5 dias(A) o 2 dias (B). Se realizé el recuento de células
viables mediante la tincion azul de tripano empleando una cdmara de Newbauer. Se muestra el promedio
de los resultados obtenidos a partir de 4 experimentos independientes. **P <0.01.
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Seccion Il: Modulacion por PTHrP de la via de

senalizacion de f-catenina

1. PTHrP promueve la fosforilacion de B-catenina en residuos de serina 552 y de serina 675.

B-catenina es el principal componente de la via de sefalizacién de Wnt que tiene un rol clave en la
patogénesis y progresion del CCR (Saif and Chu, 2010). B-catenina puede ser fosforilada en diversos
residuos (tales como Serina 552 y Serina 675) que estimulan su entrada al nucleo y su actividad
transcripcional independientemente de la via de sefalizacién activada por Wnt (Verheyen and Gottardi,
2009, Paul et al., 2013); quinasas tales como Akt y las MAPKs fosforilan distintos residuos de B-catenina
regulando su funciéon como mediador en la transduccion de sefiales extracelulares (Valenta et al., 2012).
Una vez en el ndcleo, B-catenina se combina con diferentes factores de transcripcion para inducir la
expresion de varios marcadores relevantes en el CCR (Saif and Chu, 2010). Con el fin de continuar
investigando los mecanismos moleculares que median el efecto proliferativo de PTHrP exdgeno en
células tumorales intestinales, se investigo si la hormona modula la fosforilaciéon y ubicacion nuclear de
B-catenina. El andlisis por Western blot empleando los anticuerpos que reconocen los residuos
fosforilados de serina 552 y de serina 675 de -catenina revela que el tratamiento de las células Caco-2
con PTHrP por 1y 2 horas aumenta la fosforilacién de estos residuos de B-catenina. No hubo cambios

en la expresion proteica de B-catenina a ninguno de los tiempos estudiados (Figura 23).
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Figura 23. Fosforilacion de B-catenina inducida por PTHrP. Se trataron las células Caco-2 con
PTHrP (1-34) 10® M durante 60 a 120 minutos. Las proteinas de lisados se procesaron como
se describe en Materiales y Métodos, se separaron en SDS-PAGE y se realizaron inmunoblots
utilizando los anticuerpos anti- B-catenina, anti-p- B-catenina (5552) y anti-p- B-catenina
(5675). Con el fin de evaluar la equivalencia del contenido de proteinas entre las diferentes
condiciones experimentales, las membranas fueron re-probados con el anticuerpo anti-
GAPDH. Se muestran inmunoblots representativos y la cuantificacién por densitometria de
tres experimentos independientes; se indican el promedio + SD. * P <0,05, con respecto al
control correspondiente.

2. PTHrP fosforila a B-catenina en residuos de serina 552 y de serina 675 a través de las vias
Akt y MAPKs.

Como PTHrP activa Akt y las MAPKs en las células Caco-2, entonces se investigoé la participacion de
estas vias de sefializacion en la modulacion de la fosforilacion de los residuos de serina 552 y de serina
675 de B-catenina inducida por PTHrP. La pre-incubacion de las células con PD 98059 (20 pyM) (un
inhibidor de MEK, la quinasa que fosforila ERK 1/2 MAPK), con GSK 690693 (50 nM) (un inhibidor de Akt)
o con SB203580 (20 uM) (un inhibidor especifico de p38MAPK), revierten en gran medida el efecto
hormonal en la fosforilacion de ambos residuos, sugiriendo que estas quinasas participan en la
fosforilacion de B-catenina inducida por PTHrP (Figura 24A y B). DMSO, que es el vehiculo de los
inhibidores, se uso6 en células control.
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Figura 24. (A) Las vias de de Akt, ERK MAPK y (B) p38 MAPK modulan la fosforilacion de B-catenina
inducida por PTHrP. Las células Caco-2 se pre-incubaron con (A) los inhibidores GSK690693 (10nM y 50
nM), PD98059 (20mM) o (B) SB203580 (20 uM) por 30 minutos y luego se trataron con PTHrP por 1 hora.
Las proteinas de lisados se procesaron como se describe en Materiales y Métodos, se separaron en SDS-
PAGE vy se realizaron inmunoblots utilizando los anticuerpos anti- B-catenina, anti-p- B-catenina (S552) y
anti-p- B-catenina (S675). Se muestra el promedio de los resultados obtenidos a partir de 2 experimentos
independientes. * P <0.05, **P <0.01. Los anticuerpos contra GAPDH y a tubulina se usaron para evaluar

la equivalencia del contenido de proteinas.
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3. PTHrP favorece la ubicacion nuclear de B-catenina

Como la fosforilacion de los residuos estudiados puede favorecer la ubicacion nuclear de B-catenina,
entonces se realizaron estudios de inmunocitoquimica empleando el anticuerpo contra B-catenina seguido
de la observacion de los preparados mediante microscopia de fluorescencia. La Figura 25A sugiere que
PTHrP favorece la ubicacién nuclear de B-catenina en las células tumorales Caco-2 luego de 24 horas de
tratamiento. Para confirmar y profundizar este Ultimo resultado, se realizé un fraccionamiento subcelular
de células control y células tratadas con PTHrP seguido del andlisis por Western blot empleando el
anticuerpo que reconoce el residuo fosforilado de serina 552 de B-catenina. La Figura 25B muestra que
PTHrP induce un aumento en el nacleo y en el citosol, de B-catenina fosforilada. Estos datos sugieren
gue una vez fosforilada en este residuo serina, -catenina es estabilizada y no es degradada por el
proteosoma en el citoplasma, lo que permite su acumulacién citosolica y su translocacion al ndcleo luego

del tratamiento con PTHrP por 1 a 24 horas.
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Figura 25. PTHrP promueve la localizacidon nuclear de B-catenina. (A) Las células Caco-2 fueron tratadas con
PTHrP por 24 horas, luego fijadas y procesadas para inmunocitoquimica como se describe en Materiales y
Métodos, empleado un anticuerpo anti-B-catenina y DAPI para tefiir los nucleos. (B) Las células Caco-2 fueron
tratadas con PTHrP por 1 a 24 horas y luego se separaron las fracciones nucleares y citoplasmaticas de acuerdo a
lo descripto en la seccion Materiales y Métodos. Para confirmar la pureza de las fracciones y la cantidad de

proteinas se empled un anticuerpo que reconoce a la proteina nuclear Lamina B, y a la proteina citosdlica
citocromo C.
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4. PTHrP aumenta la proliferacion celular a través del estimulo de la actividad trascripcional en
respuesta a B-catenina.

Una vez en el nucleo, B-catenina puede unirse a factores de transcripcion, tales como LEF-1 y
miembros de la familia TCF, promoviendo la expresién de genes tales como c-Myc y ciclina D, los cuales
estan implicados en la proliferacién celular (Saif and Chu, 2010, Valenta et al., 2012). Como observamos
la translocacion de B-catenina al nucleo celular debida al tratamiento con PTHrP, entonces se decidio
evaluar si esta proteina participa en la respuesta proliferativa de células tumorales intestinales a PTHrP.
Para ello, se pre-incubaron las células Caco-2 y las células HCT116 con el inhibidor ICRT14 (50 uM), el
cual bloquea la transcripcién génica inducida por B-catenina, y luego se trataron con la hormona por 5
dias (células Caco-2, Figura 26A) o 24 horas (células HCT116, Figura 26B). Se observé mediante el
ensayo de exclusién con el colorante azul de tripano que el aumento en el nimero de células vivas
inducido por PTHrP fue abolido al bloquear la actividad transcripcional inducida por B-catenina, sugiriendo
gue, bajo el efecto hormonal, B-catenina una vez fosforilada y translocada al nucleo induce la actividad

transcripcional de genes que favorecen la proliferacion de las células tumorales intestinales.
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Figura 26. B-catenina participa en la proliferacion celular inducida por PTHrP en células tumorales
intestinales. Las células Caco-2 (A) y HCT116 (B) fueron pre-incubadas con el inhibidor iCRT14 por 30
minutos y luego tratadas por 5 dias (A) o 24 horas (B) en presencia o ausencia de PTHrP. Se empled
DMSO, el vehiculo del inhibidor como control. Luego las células se tripsinizaron y se contaron mediante
el ensayo de exclusidn de azul de tripano, como se describe en materiales y métodos. Se muestra el
promedio de los resultados obtenidos a partir de tres experimentos independientes.* P <0,05, ** P <
0,01.
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Seccion lll: Modulacion por PTHrP de eventos
moleculares relevantes para la progresion del
CCR

1. PTHrP induce la fosforilacion/activacién de los factores de transcripcién CREB / ATF-1.

Las MAPK activadas en el nacleo inducen la fosforilacion y activacion de factores de transcripcion,
tales como CREB y ATF-1 (Cargnello and Roux, 2011). La familia ATF/CREB tiene un rol importante en
la regulacién de varias funciones celulares, incluyendo la proliferacion celular; en el CCR se ha observado
que la proteina que se une a CREB (CBP) hiperactiva la via de sefalizacién de B-catenina favoreciendo
la progresion de esta enfermedad (Bordonaro, 2015). Como se observé que PTHrP aumenta la
proliferacion de las células intestinales tumorales a través de las vias de sefializacion de las MAPKs y [3-
catenina, entonces se decidio investigar si la hormona induce cambios en la fosforilacién/activacién de
estos factores de transcripcion. Para tal fin, las células Caco-2 fueron expuestas a PTHrP por distintos
tiempos seguido del analisis por Western blot utilizando un anticuerpo que reconoce la forma fosforilada
de CREB y de ATF-1. Como se muestra en la Figura 27 (paneles izquierdo y derecho), la fosforilacién de
ambos factores de transcripcion fue bifasica, con una fase temprana (10-15 minutos) y una segunda fase
alcanzando su maximo en 1 hora y retornando a valores basales a las 3 horas de tratamiento con la
hormona.
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Figura 27. Efectos de PTHrP en la fosforilacién de CREB/ATF-1. Las células Caco-2 se trataron con PTHrP (1-34)
10 ~# M por diferentes intervalos de tiempo (10 - 45 min y 1-3 horas) como se muestra en los paneles izquierdo
y derecho, respectivamente. El analisis por Western blot de lisados celulares se llevd a cabo utilizando un
anticuerpo anti-fosfo CREB/ATF-1. Se utilizé el anticuerpo anti-B-actina para garantizar la equivalencia proteica.
Se muestra la cuantificacién por densitometria de tres experimentos independientes; se indica el promedio +

S.D. *P <0,05; ** P <0,01.
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2. Participacion de las MAP quinasas en la fosforilacion de CREB / ATF-1 dependiente de PTHrP.

Para investigar la participacion de las MAP quinasas en la fosforilacion de CREB/ATF-1 dependiente
de PTHrP, las células Caco-2 se pre-incubaron en presencia o ausencia de PD98059 (20 uM), un inhibidor
especifico de MEK1/2 (las quinasas activadoras de ERK1/2) o SB203580 (20 uM), un inhibidor de las
isoformas a y B de p38 MAPK, y luego se trataron durante 15 o 60 minutos con la hormona. El analisis
por Western blot utilizando un anticuerpo que reconoce la forma fosforilada de CREB y de ATF-1 revela
gue el inhibidor de p38 bloguea totalmente la fase temprana de la fosforilacion de CREB/ATF-1 inducida
por PTHrP (Figura 28, panel superior) mientras que ambos inhibidores de las MAPKs suprimieron
parcialmente la segunda fase de fosforilacion (Figura 28, panel inferior), sugiriendo que ERK MAPK y
p38MAPK participan en la fosforilacion/activacion de CREB/ATF-1 inducida por PTHrP.
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Figura 28. Participaciéon de MAP quinasas en la fosforilacion de CREB / ATF-1
dependiente de PTHrP. Las células Caco-2 se pre-incubaron con el inhibidor de MAPK
p38 SB203580 (20 mM) y luego se trataron con PTHrP (1-34) durante 15 min o 1 h
(paneles izquierdos superior e inferior) o se pre-incubaron con el inhibidor especifico de
ERK PD98059 (20 mM) y luego se tratd con la hormona durante 15 min o 1 h (paneles de
la derecha superior e inferior). El analisis por Western blot de lisados celulares fue llevado
a cabo usando un anticuerpo anti-fosfo CREB / ATF-1. Se empleé el anticuerpo anti- B -
actina para asegurar la equivalencia proteica. Se utilizdé DMSO, el vehiculo de los
inhibidores, como control. Se muestra la cuantificacion por densitometria de tres
experimentos independientes; son dados el promedio £ S.D. *P <0,05
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3. PTHrP aumenta la expresion proteica de c-myc y ciclina D1 en las células Caco-2.

Esta bien establecido que en el CCR ciertos genes tales como c-Myc y Ciclina D, que son dos
reguladores positivos del ciclo celular asociados con la proliferacién de las células tumorales intestinales,
presentan activacién transcripcional (El Khoury et al., 2016); también es sabido que una vez en el ndcleo,
B-catenina puede unirse a factores de transcripcion, tales como LEF-1y distintos miembros de la familia
TCF, y de esta manera puede promover la expresién de estos genes (Saif and Chu, 2010, Valenta et al.,
2012). En base a estos antecedentes y teniendo en cuenta la respuesta proliferativa de las células
tumorales intestinales a PTHrP, entonces seguidamente se investigo si la hormona induce cambios en la
expresion proteica de c-Myc y Ciclina D en las células Caco-2. Mediante el analisis por la técnica de
Western blot y utilizando los anticuerpos anti-c-myc y anti-ciclina D1 se observo que la expresion proteica
de ciclina D1 y c-myc aumenta en aquellas células tratadas durante 1 y 3 horas con PTHrP (Figura 29,
panel superior). No se observaron efectos cuando las células fueron expuestas al péptido durante 8-24

horas (Figura 29, panel inferior).
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Figura 29. PTHrP induce la expresion proteica de c-myc y ciclina D1 en células Caco-2. Las células
fueron tratadas por 1 a 24 horas con PTHrP. El analisis por Western blot de lisados celulares fue llevado
a cabo usando los anticuerpos anti-c-myc y anti-ciclina D1. Se empled el anticuerpo anti- B -actina para
asegurar la equivalencia proteica. Se muestran inmunoblots representativos de dos experimentos
independientes.
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4. Los cambios de expresion proteica de c-myc y ciclina D1 inducidos por PTHrP dependen de la
via de sefializacion ERK 1/2 en células tumorales intestinales.

Trabajos previos realizados en el laboratorio donde se desarroll6 este Trabajo de Tesis demuestran que
PTHrP modula positivamente la progresion del ciclo celular y cambia la expresion de varias proteinas
implicadas en la regulacién del ciclo celular a través de la via de sefializacion de las MAPKs (Calvo et al.,
2014). Basados en estos antecedentes y teniendo en cuenta lo observado en este trabajo revelando la
participacién clave de las ERK1/2 en la fosforilacion y consecuente translocacion nuclear de (3-catenina,
entonces se decidi6 investigar si el efecto de PTHrP en los cambios de expresion proteica de c-myc y
ciclina D1 son dependientes de la via ERK 1/2. Para tal fin, las células intestinales tumorales se pre-
incubaron en presencia o ausencia de PD98059 (20 uM) y luego se trataron con la hormona durante 1 6
2 horas seguido del andlisis por Western blot utilizando anticuerpos especificos. Como se muestra en la
Figura 30, cuando las células Caco-2 se incubaron con el inhibidor, la respuesta de PTHrP se revierte.
Tomados en conjunto, estos resultados indican que el efecto de PTHrP sobre la expresion proteica de c-
myc y ciclina D1 es dependiente de la via ERK 1/2 MAPK.
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Figura 30. Los cambios de expresion de c-Myc y ciclina D1 inducida por PTHrP
dependen de la via de sefializacion ERK 1/2 en células tumorales intestinales. Se pre-
incubaron las células Caco-2 durante 30 minutos con PD98059 (20 uM) y luego se
trataron en presencia o ausencia de PTHrP (1-34) 10® M durante 1 hora (panel derecho),
o 2 horas (panel izquierdo). El analisis por Western blot de lisados celulares se llevé a
cabo usando anticuerpos anti-c-myc (panel izquierdo) y anti-ciclina D1 (panel derecho).
Las membranas se re-probaron con el anticuerpo anti-GAPDH para asegurar la
equivalencia de la carga de proteina. Se empled DMSO, el vehiculo del inhibidor como
condicién control. Se muestran inmunoblots representativos y la cuantificacién por
densitometria de tres experimentos independientes; son dados el promedio + S.D * P
<0,05, ** P < 0,01. 59
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Seccion IV: Efectos de PTHrP in vivo

Se sabe que las células HCT116 derivadas de carcinoma de colon humano son ampliamente usadas
en estudios tanto in vitro como in vivo (Moser et al., 2007, Zhang et al., 2015) y est4 demostrado que
estas células son tumorigénicas en ratones inmunodeficientes (Dunn et al., 2011); inclusive su capacidad
tumorigénica es mucho mayor que la de las células Caco-2. Del desarrollo de esta Tesis Doctoral se
observé que en las células HCT116, PTHrP activa vias mitogénicas e induce un aumento en la
proliferacién celular. Por otro lado, trabajos realizados en el laboratorio donde se gener6 esta Tesis indican
que en estas células la hormona favorece ademas la progresién del ciclo celular modulando la expresion
de ciertas proteinas reguladoras del ciclo celular (Calvo et al., 2014) y aumenta la migracion celular a
través de la via RSK-ERK1/2 (Calvo et al., 2017). Basado en estas observaciones a continuacion se
realizaron estudios in vivo generando xenoinjertos de las células HCT116 en ratones inmunodeficientes
con el fin de validar los efectos de PTHrP observados in vitro. Se realizaron dos ensayos pilotos con el fin
de optimizar el nimero de células tumorales a inyectar, asi como la dosis y el tiempo de exposicién de la

hormona. A continuacion, se detalla los procedimientos experimentales y los resultados del tercer ensayo.

Se dispusieron de 12 ratones a los cuales en el flanco derecho de cada uno se les inyectaron de
manera subcutdnea 1 millén de células HCT116 vehiculizadas en 100 ul de DMEM sin SFB. Al cabo de 4
dias se procedié a distribuir a los ratones de manera aleatoria en 2 grupos, recibiendo el grupo control el
vehiculo de la hormona (PBS) y el grupo tratado PTHrP (40 ug/kg). Esta dosis se eligio segun estudios
previos realizados en ratones (Stewart et al., 2000). Se aplicé la dosis diariamente dentro del tumor
durante 20 dias y se monitoreé por 8 dias mas. El tratamiento diario tuvo como objeto mantener el nivel
del compuesto en sangre. El tamafio de los tumores fue medido diariamente (largo/ancho) y dichas
medidas permitieron estimar el volumen del tumor en base a la férmula: volumen (mm?3)= ancho (mm?) x
largo (mm)/2 (Wang et al., 2002). Se realiz6 la eutanasia de los animales usando el agente quimico CO..
El método de eutanasia fue elegido de acuerdo a la Guia para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio, Institute of Laboratory Animal Resources, Commission on Life Sciences, National Research
Council. Luego se extrajeron los tumores para ser procesados para analisis inmuhistoquimico. Al final del

ensayo no hubo diferencias significativas entre el tamafio de los tumores controles y tratados.

Analisis de marcadores de proliferacion celular: En base a los resultados obtenidos in vitro, se procedié

a evaluar marcadores claves de la proliferacion celular.

Se realiz6 el analisis inmunohistoquimico empleando los anticuerpos contra la forma fosforilada (activa)
de ERK 1/2, contra ERK 1/2, contra ciclina D1 y contra la forma fosforilada (activa) de los factores de

transcripcion CREB/ATF-1 y posteriormente se evaluaron las tinciones basandose en las puntuaciones
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combinadas del porcentaje de células tumorales positivamente tefiidas junto con la intensidad de tincion.
La Figura 31 revela que la hormona aumenta los niveles proteicos de todos estos reguladores positivos
de la proliferacion celular en ratones tratados con PTHrP respecto a los niveles observados en tumores
de ratones control. Ademas, como se esperaba, la localizacion de todos los factores de transcripcion
evaluados fue nuclear, mientras que la ubicacién de ERK 1/2 (tanto activa como total) fue en el citoplasma

y el nacleo de las células HCT116.
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Figura 31. Efectos de la administracion de PTHrP (40 ug / kg) en xenoinjertos tumorales. Patron de tincion
representativo de la expresiéon proteica detectado por inmunohistoquimica (positividad + intensidad) en
xenoinjertos de HCT116. Las secciones tumorales se tifieron con anticuerpos (A) anti-fosfo ERK 1/2, (B) anti-ERK
1/2, (C) anti-ciclina D1 y (D) anti-fosfo CREB / ATF1. Las imagenes provienen de un tumor no tratado (izquierda) o
tratado con PTHrP (derecha). (A) Puntuacion de 2 + 1 en tumores control y 3 + 2 en tumores tratados, (B) puntaje
de 3 + 0 en tumores de control y 3 + 2 en tumores tratados, (C) puntuacion de 1 + 1 en tumores controly 2 + 2 en
tumores tratados, (D) puntuacion de 2 + 2 en tumores control y 3 + 2 en tumores tratados. Aumento x 400.
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CAPITULO Il

Trabajos realizados en el laboratorio donde se generd esta Tesis indican que PTH desencadena
efectos pro-apoptoéticos y anti-proliferativos en las células Caco-2 (Calvo et al., 2008, Calvo et al., 2009,
Calvo et al., 2010, Calvo et al., 2011, Calvo et al., 2013); en estas células se observé ademés que el
calcitriol presenta un efecto anti-proliferativo a dosis superiores a 10° M (Cross et al., 1995). En las
lineas celulares C4-2 y PC-3 derivadas de cancer de prostata humano, el calcitriol ejerce este efecto a
través de la regulacién negativa de la expresion de PTHrP (Shen et al., 2007, Bhatia et al., 2011). En
base a estos antecedentes, en este trabajo de Tesis se propuso evaluar si PTH y calcitriol ejercen su
accion en las células Caco-2 a través del control de la expresion génica de PTHrP.

1. Efectos de PTH en el control de la expresion génica de PTHrP.
1.1. PTH disminuye el nimero de células Caco-2 vivas.

Para validar los resultados previamente obtenidos con las técnicas de MTS vy cristal violeta respecto
a los efectos de PTH sobre la viabilidad de las células Caco-2 (Calvo et al., 2009), inicialmente se decidio
realizar un estudio tiempo y dosis respuesta y estimar el nUmero de células vivas mediante el ensayo
de exclusion del colorante azul de tripano. Acorde a lo observado con las técnicas de MTS vy cristal
violeta, la Figura 32 muestra que el tratamiento con PTH a dosis de 10® M durante 4 dias en un medio
libre de suero disminuye significativamente el nimero de células vivas (que son aquellas que excluyen

el colorante azul de tripano).
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Figura 32. PTH disminuye el nimero de células Caco-2. Las células Caco-2 fueron deprivadas de
suero fetal bovino por 24 horas y luego tratadas con dosis crecientes de PTH por 4 a 6 dias en
ausencia de SFB. Se muestran el promedio + el desvio estandar de datos provenientes de tres
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experimentos independientes. *P<0,05; **P<0,01.

1.2. PTH modula los niveles de ARNm de PTHrP en células Caco-2 normales

Basado en la comprobada accién anti-proliferativa de PTH, se procedi6 a investigar si la hormona
ejerce este efecto a través del control de la expresion génica de PTHrP. Para tal fin las células Caco-2
fueron tratadas con PTH (10 M) durante 5, 24 o 48 horas y luego se analizaron los niveles de ARNm
de PTHrP mediante la técnica de gRT-PCR. Como se observa en la Figura 33 PTH (5 hs) aumenta
significativamente la expresion génica de PTHrP, sugiriendo que las células activan mecanismos
moleculares de supervivencia y/o de proliferacion con el fin de evitar o contra-arrestar los mecanismos
moleculares activados tempranamente e involucrados en los efectos pro-apoptéticos y/o anti-
proliferativos de PTH. Sin embargo, los niveles del ARNm de PTHrP vuelven al estado basal luego de
24 horas de tratamiento con PTH, sugiriendo que cuando la célula es sometida a exposiciones mas
prolongadas de PTH, los mecanismos moleculares anti-proliferativos y/o pro-apoptoéticos inducidos por
PTH prevalecen frente a los mecanismos moleculares de supervivencia y/o de proliferacion activados
por la célula; de esta manera, uno de los mecanismos que usaria PTH para ejercer su rol seria a través

de la regulacion negativa de la expresion génica de PTHrP.
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Figura 33. En las células Caco-2, PTH modula los niveles
de ARNm de PTHrP. Se realiz6 un analisis por RT-PCR
cuantitativa, como se describe en materiales y
métodos, para medir los niveles de ARNm
correspondientes al gen de PTHrP. Los datos
representan el promedio de dos experimentos
independientes. *P<0,05.

1.3. PTH modula los niveles de ARNm de PTHrP en células Caco-2 que sobre-expresan PTHrP.

Para confirmar la hipétesis de que PTH ejerce sus acciones a través de la regulacion negativa de la
expresion del gen de PTHrP, seguidamente se realizaron experimentos utilizando células Caco-2 que
sobre-expresan PTHrP y células Caco-2 controles (que fueron transfectadas con el vector vacio). En
primera instancia, se corroboré que el tratamiento con PTH modula negativamente los niveles de ARNm
de PTHrP en células que sobre-expresan este gen. Segun se muestra en la Figura 34, y similarmente
a lo que ocurre en células normales, PTH en ausencia de suero fetal bovino disminuyd los niveles del
ARNm del analogo tumoral de PTH luego de 5 y 24 horas de tratamiento en las células que sobre-

expresan PTHrP.
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Figura 34. En células Caco-2 que sobre-expresan PTHrP, PTH disminuye los niveles de
ARNm del péptido. Se realizé un analisis por RT-PCR cuantitativa, como se describe en
materiales y métodos, para medir los niveles de ARNm correspondientes al gen que sobre-
expresa PTHrP. Los datos representan el promedio de dos experimentos independientes.
*P<0,05.

1.4. El tratamiento con PTH no afecta el nUmero de células Caco-2 vivas que sobre-expresan
PTHrP.

Seguidamente ambos grupos, células Caco-2¢""'y células Caco-2"™" fueron expuestos a PTH por
3, 4 0 5 dias y luego el numero de células vivas fue estimado mediante el ensayo de exclusién del
colorante azul de tripano. Acorde a la Figura 32 en la Figura 35, nuevamente se observa que el
tratamiento con PTH por 4 dias disminuye el numero de células Caco-2 vivas del grupo control (sin
sobre-expresion de PTHrP y que fueron transfectadas con el vector vacio, barra gris clara); por otro lado,
al comparar los grupos que sobre-expresan PTHrP (barra gris oscura, control no tratado y barra gris
clara, tratado con PTH por 4 dias) se observa que PTH no afecta el nimero de células Caco-2 vivas; sin
embargo la diferencia es significativa en el nUmero de células vivas entre los grupos con tratamiento que
no sobre-expresa PTHrP y con tratamiento que sobre-expresa PTHrP (Figura 35 simbolo #). Este
resultado sugiere que a pesar de que PTH controla la expresion génica de PTHrP en células con sobre-

expresion del péptido, no logra ejercer su efecto anti-proliferativo.
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Figura 35. En células que sobre-expresan PTHrP, PTH controla la expresion de PTHrP pero no afecta el nimero de
células Caco-2 vivas. Las células Caco-2°°""'y Caco-2"™"" fueron deprivadas de suero fetal bovino por 24 horas y
luego tratadas con PTH 108 M por 3 a 5 dias en ausencia de SFB. Se muestran el promedio + el desvio estdndar de
datos provenientes de tres experimentos independientes. *P<0,05; **P<0,01. # P<0,05.
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2. Efectos del calcitriol en el control de la expresién génica de PTHrP.
2.1. Calcitriol disminuye el numero de células Caco-2 vivas.

Como en las células Caco-2 previamente se observo el efecto anti-proliferativo del calcitriol (Cross et
al. 1995), entonces en primera instancia se decidi6 validar estas observaciones mediante el ensayo de
exclusion del colorante azul de tripano. Acorde a las observaciones de Cross y colaboradores (Cross et
al. 1995), la Figura 36 muestra que la forma activa de la vitamina D (10® M) en medio libre de suero
disminuye el nimero de células vivas a los 5 dias de tratamiento hormonal. Las células control fueron

expuestas a etanol, que es el vehiculo de la hormona.
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Figura 36. El calcitriol disminuye el nimero de células Caco-2. Las células
Caco-2 fueron deprivadas de suero fetal bovino por 24 horas y luego tratadas
con calcitriol por 5 dias en ausencia de SFB. Se muestran el promedio * el
desvio estandar de datos provenientes de tres experimentos
independientes. *P<0,05; **P<0,01.
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2.2. El calcitriol modula los niveles de ARNm de PTHrP en células Caco-2 normales.

En vista del efecto anti-proliferativo del calcitriol, de la accién proliferativa de PTHrP y de que el calcitriol
en otras lineas tumorales ejerce su efecto a través de la regulacién negativa de la expresion de PTHrP,
entonces seguidamente se procedié a investigar si la hormona (10 M) modula los niveles del ARNm de
PTHrP en las células Caco-2 mediante la técnica de gRT-PCR. En la Figura 37 se observa que, al igual
gue PTH, el calcitriol controlaria la expresién de PTHrP. Se desconoce si a tiempos menores de 5 horas
la célula ejerce algin mecanismo inicial de defensa frente a la accion del calcitriol aumentando los

niveles del ARNm de PTHrP, tal como sucede con exposiciones tempranas de PTH.

VitD3 10°M

0 S 24 48 H

Figura 37. El tratamiento con calcitriol modula los niveles de ARNm de

100

(% respecto al control)

Niveles relativos de ARNm
de PTHrP

PTHrP. Se realizd un andlisis por RT-PCR cuantitativa, como se describe
en materiales y métodos, para medir los niveles de ARNm
correspondientes al gen de PTHrP.
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2.3. 1,25 (OH); Vit D3 modula los niveles de ARNm de PTHrP en células Caco-2 que sobre-
expresan PTHrP.

Para corroborar la hipétesis de que el calcitriol ejerce sus acciones anti-proliferativas a través de la
regulacién negativa de la expresion génica de PTHrP, seguidamente se realizaron experimentos
utilizando células Caco-2 que sobre-expresan PTHrP. En primera instancia, se evalué si el tratamiento
con calcitriol modula negativamente los niveles de ARNm de PTHrP en células que sobre-expresan este
gen. En contraste a lo que ocurre en células no transfectadas (normales), el tratamiento con calcitriol en
ausencia de suero fetal bovino incrementé marcadamente los niveles del ARNm del analogo tumoral de
PTH luego de 5 horas de tratamiento, pero a 24 horas de exposicion con el calcitriol estos niveles se

observan por debajo de los valores basales (Figura 38).
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Figura 38. El tratamiento con calcitriol modula los niveles de ARNm de PTHrP en células
caco-2 que sobre-expresan PTHrP. Se realizé un andlisis por RT-PCR cuantitativa, como
se describe en materiales y métodos, para medir los niveles de ARNm correspondientes
al gen de PTHrP.
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2.4. El tratamiento con calcitriol disminuye el namero de células Caco-2 vivas que sobre-

expresan PTHrP.

Por (ltimo, las células Caco-2P™P (que sobre-expresan PTHrP) fueron tratadas con calcitriol por 4, 5
0 6 dias y luego el numero de células vivas fue estimado mediante el ensayo de exclusién del colorante
azul de tripano. Acorde a la Figura 36 en la Figura 39, se observa que el tratamiento con calcitriol por
5 dias también disminuye el nUmero de células Caco-2 que sobre-expresan PTHrP. Este resultado
sugiere que el calcitriol controla la expresion génica de PTHrP en células con sobre-expresion del
péptido y ejerceria su efecto anti-proliferativo a través de la modulacion de los niveles endégenos de
PTHrP.
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Figura 39. El calcitriol disminuye el nimero de células Caco-2 que sobre-
expresan PTHrP. Las células fueron deprivadas de suero fetal bovino por 24
horas y luego tratadas con calcitriol por 4 a 6 dias en ausencia de SFB. Se
muestran el promedio + el desvio estdndar de datos provenientes de tres
experimentos independientes. **P<0,01.
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CAPITULO 1l

1. PTHrP exdgeno disminuye la sensibilidad de células tumorales intestinales al agente

quimioterapéutico Irinotecan

Aunqgue el CCR puede tratarse con éxito en etapas tempranas, los pacientes frecuentemente se
encuentran en estadios muy avanzados de la enfermedad en el momento de la aparicion de los sintomas
y el diagnéstico de la enfermedad, lo que conduce a una alta tasa de mortalidad (Li et al., 2014). Irinotecén
(CPT-11) se usa de forma rutinaria en el tratamiento del CCR metastasico, ya sea como agente Unico, 0
en combinacion con otros agentes quimioterapéuticos (Li et al., 2014, Mocellin et al., 2017); no obstante,
la resistencia a farmacos quimioterapéuticos como CPT-11 es una causa frecuente de fracaso del
tratamiento (Li et al., 2014, Erdem et al., 2017). Se ha observado una correlacion entre quimiorresistencia
de células de CCR vy alteracién en la expresidon de varios marcadores. PTHrP puede mediar la
guimiorresistencia a diversos agentes terapéuticos en células de cancer de préstata y de osteosarcoma
(Gagiannis et al., 2009, Cui et al., 2016); sin embargo al momento de iniciar este Trabajo de Tesis se
desconocia si PTHrP confiere quimiorresistencia a células de CCR. Como la hormona favorece la
proliferacién, la progresién del ciclo celular, la supervivencia y la migraciéon de las células tumorales
intestinales, que son todos eventos que contribuyen al fenotipo agresivo de estas células, y teniendo en
cuenta el comprobado efecto citotoxico de CPT-11 en células tumorales intestinales (Maitra et al., 2014,
Erdem et al., 2017), entonces el siguiente objetivo de este Trabajo de Tesis fue estudiar si el péptido
puede contrarrestar esa citotoxicidad inducida por la droga en las células Caco-2 y HCT116. Para tal fin
ambas lineas celulares fueron tratadas con PTHrP seguido de la exposicion a Irinotecan (10 uM), siendo
esta dosis seleccionada acorde con estudios previos que reportan los efectos de esta droga en estas
lineas celulares (Maitra et al., 2014, Erdem et al., 2017). La exposicion a la hormona y la droga fue de 5
dias para las células Caco-2 y de 24 horas para las células HCT116, y estos dias fueron seleccionados
segun la respuesta proliferativa de ambos tipos celulares a PTHrP (ver Figuras 11A y 17 Capitulo |,
seccion 1). Los resultados obtenidos a partir del recuento de células vivas en camara de Neubauer por
medio de la exclusion de colorante azul de tripano, revelan que el Irinotecan drasticamente disminuye el
namero de células vivas Caco-2 (Figura 40A, barra gris oscura respecto a barra gris oscura control)
y de células vivas HCT116 (Figura 40B barra gris oscura respecto a barra gris oscura control); sin
embargo PTHrP revirti6 parcialmente la respuesta anti-proliferativa ejercida por el agente citostatico en
ambos tipos celulares (Figura 40A y Figura 40B, barra gris clara respecto a barra gris clara control)

sugiriendo que PTHrP favorece la quimiorresistencia de células tumorales intestinales a CPT-11.
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Figura 40. PTHrP disminuye la respuesta de células tumorales intestinales a CPT-11. Las células Caco-2
(A) y HCT116 (B) se trataron con PTHrP y CPT-11 (10uM) por 5 dias (A) o 1 dia (B). Se realizé el recuento
del numero de células viables mediante la tincion azul de tripano empleando una cdmara de Newbauer.
Se muestra el promedio de los resultados obtenidos a partir de tres experimentos independientes. *P

<0.05, **P <0.01.

2. Los efectos de CPT-11 sobre los niveles de factores pro-apoptoticos y anti-proliferativos
necesarios para la respuesta citotoxica en células tumorales intestinales son contrarrestados por
PTHrP.

El aumento en la expresion de ciertos reguladores negativos del ciclo celular tales como p21, p27 y p53
asi como la disminucién en la expresion de moléculas con actividad anti-apoptética tales como Bcl-2
pueden predecir una evolucion favorable en pacientes con CCR tratados con CPT-11 (Charara et al.,
2004). Ademés, la activacion del efector apoptético caspasa-3 y consecuentemente el clivaje de su
sustrato, la poli-ADP ribosa polimerasa (PARP), son eventos esperados una vez que las células tumorales
de CCR responden al Irinotecan (Yang et al., 2016). Teniendo en cuenta que PTHrP favorece la
supervivencia frente a una situacion de apoptosis inducida por estrés oxidativo (Lezcano et al., 2013) y
ademés modula negativamente varios inhibidores del ciclo celular (Calvo et al., 2014), entonces se decidio
evaluar la expresion de algunos marcadores moleculares relevantes y asociados a estas respuestas

celulares tanto en las células Caco-2 como HCT116 tratadas con Irinotecan solo o en combinaciéon con

75



CAPITULO 1l

PTHrP. Para tal fin inicialmente se expusieron las células a la droga o a la droga mas la hormona por 8,
24 y 48 hs, seleccionando estos tiempos de acuerdo a los estudios previos realizados en el laboratorio
donde se desarroll6 este Trabajo de Tesis (Lezcano et al., 2013, Calvo et al., 2014). A continuacion, se
muestran los tiempos de exposicion donde se evidenciaron los cambios mas significativos en la expresion
proteica de los marcadores evaluados. El andlisis de las proteinas de los lisados de células HCT116
mediante la técnica de Western blot empleando los anticuerpos anti-PARP clivado, anti Bcl-2 y anti p27,
revel6 que tanto el aumento de los niveles proteicos del inhibidor p27 y de la forma clivada de PARP como
la disminucion de los niveles proteicos de Bcl-2 inducida por el tratamiento con Irinotecan fueron revertidas
por la exposicion de las células a PTHrP mas Irinotecan (Figura 41A), sugiriendo que PTHrP disminuye
la sensibilidad a CPT-11 en las células HCT 116 a través de la modulacion de la expresion proteica de al
menos Bcl-2 y p27 y a través de la modulacion de la actividad de al menos caspasa-3. Sin embargo,
empleando la misma técnica y los mismos anticuerpos no se evidencié ningn cambio en los niveles de
expresion de estas proteinas en la linea celular Caco-2 debida al tratamiento con Irinotecan ni con PTHrP
mas Irinotecén (Figura 41B), sugiriendo que la droga afecta la viabilidad de esta linea celular mediante

otros mecanismos distintos a los observados en la linea intestinal HCT116.
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Figura 41. PTHrP revierte los cambios en los niveles de expresidon de PARP clivado, Bcl-2 y p27 debidos al
tratamiento con Irinotecdn en la linea celular HCT116 pero no en las células Caco-2. Se cultivaron las células
HCT116 (A) y Caco-2 (B) y se incubaron en ausencia o presencia de PTHrP (1-34) 10 M durante 8 a 48 horas. El
analisis por la técnica de Western blot de lisados celulares se llevé a cabo utilizando anticuerpos anti-Bcl-2, anti-
p27 y anti-PARP. Las membranas se re-incubaron con anticuerpo anti-actina para asegurar la equivalencia de la

carga de proteina.
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3. Las vias de seinalizacion de ERK y de B-catenina participan en la quimiorresistencia a CPT-11
inducida por PTHrP.

Trabajos previos han demostrado que la via de p38 MAPK esta implicada en la sensibilidad al Irinotecan
y sugieren que el nivel de expresion de p38 fosforilado podria ser utilizado como marcador de resistencia
clinica al Irinotecan; de esta manera la via de sefalizacion de p38 MAPK podria ser un blanco terapéutico
y por lo tanto una estrategia potencial para superar la resistencia a las quimioterapias basadas en
Irinotecan en el CCR (Palillas et al., 2011). Ademas, se ha observado que la activacién de ERK en la linea
celular HCT116 puede generar resistencia a otros agentes antitumorales como el Erlotinib, el cual inhibe
la actividad quinasa del receptor para el factor de crecimiento epidermal (Chen et al., 2007). Dado que
PTHrP en el sistema experimental empleado para el desarrollo de este trabajo de Tesis activa varias vias
de sefializacién que -convergen en la activacion de ERK MAPK y en la activaciéon de B-catenina que
conlleva a la induccién de la actividad transcripcional en respuesta a B-catenina, entonces se evalué si el
uso de los inhibidores especificos de estas vias de sefializaciéon (PD98059 20 mM e ICRT14 50 pM,
respectivamente) restablecen la sensibilidad de las células tumorales intestinales al Irinotecan, aun en
presencia de PTHrP. El conteo de células vivas empleando la técnica de exclusién del colorante azul de
tripano revela que el bloqueo de las vias de senalizacion de ERK y B-catenina restablecio la inhibicién del
crecimiento celular debida al tratamiento con el quimioterapéutico en las células Caco-2 y en las células
HCT116 (Figura 42A y B barras gris claro sefialadas con el simbolo #). En conjunto, estos resultados
sugieren que PTHrP atenua la citotoxicidad del Irinotecan a través de las vias ERK y 3-Catenina tanto en

las células Caco-2 como en las células HCT116.
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Figura 42. PTHrP atenua la citotoxicidad del Irinotecan a través de las vias ERK y B-Catenina. Las células Caco-
2 (A) y HCT116 (B) fueron pre-incubadas con los inhibidores PD98059 (20mM) o iCRT14 (50 uM), por 30 minutos
y luego se trataron con PTHrP e Irinotecan por 5 dias (A) o 1 dia (B). Se realizé el recuento del nimero de células
viables mediante la tincién azul de tripano empleando una cdmara de Newbauer. Se empled DMSO como
vehiculo de ambos inhibidores. Se muestra el promedio de los resultados obtenidos a partir de 2 experimentos
independientes. *P <0.05, **P <0.01, # P <0.05, ## P <0.01.
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6. Discusion

6.DISCUSION

En trabajos previos, se ha demostrado que la hormona paratiroidea (PTH) induce la apoptosis y el
arresto en fase GO/G1 de las células Caco-2 derivadas de adenocarcinoma de colon humano (Calvo et
al., 2008; Calvo et al., 2009; Calvo et al., 2010, Calvo et al., 2011). Sin embargo y a diferencia de PTH,
su andalogo tumoral (PTHrP) en esta linea celular ejerce efectos protectores en condiciones apoptoticas
(Lezcano et al., 2013). En esta Tesis Doctoral se demuestra, por primera vez, que el analogo tumoral de
PTH aumenta el nimero de células Caco-2 y HCT116 vivas. PTHy PTHrP comparten el receptor de PTH
tipo 1 (RPTH1), que es un receptor clase b acoplado a proteina G (Esbrit and Alcaraz, 2013). El hecho de
que PTHy PTHrP ejercen efectos opuestos en las células tumorales intestinales, aunque interactdan con
el mismo receptor, podria deberse a que las respuestas especificas provocadas por ligandos diferentes
son dependientes del tipo de proteinas G que se activan y también, de otros factores citosélicos que son

capaces de unirse y regular la actividad del RPTHL1.

Se sabe que la gran mayoria de las acciones de PTHrP son de naturaleza paracrina (Maioli and Fortino,
2004, McCauley and Martin, 2012), por esta razén los modelos experimentales empleados en este Trabajo
de Tesis se trataron con el fragmento sintético 1-34 N-terminal de PTHrP, ya que esta region de la
hormona contiene una secuencia sefial que dirige a PTHrP a la via de secrecion, donde se ejerce un
efecto pardcrino. Existen varios reportes que muestran que el fragmento de PTHrP amino-terminal
afadido exdgenamente induce la proliferacion de células normales tales como las células f humanas
(Guthalu Kondegowda et al., 2010), células transformadas de prostata (Asadi et al., 2001, Tovar
Sepulveda and Falzon, 2002) y lineas de células tumorales adenocorticales (Rizk-Rabin et al., 2008). Sin
embargo, el tratamiento con el péptido disminuye la proliferacion celular en lineas celulares de cancer de
mama y pulmoén humano (Luparello et al.,, 1997, Hastings et al.,, 2001). Por lo tanto, los efectos
relacionados con el crecimiento celular debido a la accion del fragmento de PTHrP amino-terminal son
complejos, y pueden ser tanto estimuladores como inhibidores. Estas acciones opuestas del péptido
apoyan aun mas las observaciones descriptas por muchos investigadores que postulan que la hormona
ejerce efectos discordantes dependiendo del tipo celular y/o condiciones experimentales (Maioli and
Fortino, 2004).
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En vista del resultado inicial respecto a que PTHrP aumenta el nimero de células Caco-2 y HCT116
vivas, entonces el préximo objetivo de este Trabajo fue estudiar cudles vias de sefializacion relacionadas
con eventos proliferativos estaban moduladas por PTHrP exdgeno en las células Caco-2 y HCT116. Se
observo que PTHrP estimula la fosforilacion/activacion de ERK en ambas lineas celulares, sin afectar a
Su expresion proteica. Sin embargo, cuando se analizé si PTHrP modula la fosforilacion de p38 MAPK,
se observé que PTHrP induce un aumento en la activacion de p38 MAPK en la linea celular Caco-2
mientras que no se observo efecto hormonal en la activacion de esta quinasa, al menos en los tiempos
estudiados, en las células HCT116. Las sefales transmitidas a través de la proteina quinasa C (PKC) o
Ras activan la sefializacion de la via ERK, que luego activan Rafl, iniciando una cascada que activa a
MEK y luego a ERK (Cargnello and Roux, 2011). La cascada Ras / Raf / MEK / ERK esta implicada en
respuestas a factores de crecimiento, supervivencia celular e invasion en el cancer. Durante el proceso
de transformacion oncogénica, las células derivadas de CCR escapan del control normal de crecimiento
y diferenciacion y adquieren la capacidad de invadir tejidos y 6rganos circundantes. Las mutaciones de
Ras o BRaf, una serina-treonina quinasa de la familia Raf y la regulacién positiva del receptor de EGF
son los principales mecanismos que activan la sefializacion de ERK / MAPK en el CCR (Saif and Chu,
2010). Sin embargo, en este tipo de cancer, la regulacion de la proliferacion celular también se ve afectada
por sefiales externas tales como varios factores de crecimiento que desencadenan cascadas de
transduccién de sefiales a través de la unién a receptores de membrana (Fang and Richardson, 2005).
En este sentido, nuestros resultados sugieren que PTHrP es un factor externo que promueve la activacion
de la sefializacion ERK MAPK en células derivadas del CCR. p38 MAPK es una via que esta implicada
en la proliferacion, diferenciacion, metabolismo y muerte celular (Cargnello and Roux, 2011). Esta
cascada regula la actividad de varios factores de transcripcién de una manera dependiente de sefiales y
tejidos especificos (Cheruku et al., 2015). En los mamiferos, las diferentes isoformas de p38 (p38 a, B, vy
y 0) son codificadas por cuatro genes. Comes y colaboradores evaluaron el impacto de la sefializacion de
p38 sobre el destino celular en el CCR usando el inhibidor SB202190 (especifico para las isoformas o/
de p38) y concluyeron que a p38 es necesario para la homeostasis de las células de CCR (Comes et al.,
2007). Basandonos en este hallazgo, el hecho de que PTHrP fosforila/activa a p38 MAPK en células
Caco-2 enfatiza la importancia de los mecanismos activados por el andlogo de PTH en células de
adenocarcinoma de colon humano, sin embargo, esta via parece no estar activada en respuesta a PTHrP

en células mas indiferenciadas y mas agresivas como es la linea celular HCT116.

Se encontré que PTHrP exdégeno aumenta los niveles de Akt fosforilado (activo) en las células Caco-2
y HCT116; ademas, la via de sefializacién de PI3K-Akt estaria involucrada en la activacion de ERK 1/2
inducida por PTHrP en ambos tipos celulares. Al igual que las MAPK, existen cada vez mas evidencias
de que la activacidn de PI3K/Akt esta asociada con el CCR y puede convertir la mucosa gastrica o colonica
humana diferenciada en un fenotipo menos diferenciado y mas maligno. Se cree que los efectos de PI3K

sobre el crecimiento y progresion del tumor estan mediados principalmente por Akt (Pandurangan, 2013).
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Akt se expresa en exceso en varios tipos de cancer, incluyendo el cAncer de colon, de pancreas, de ovario
y de mama. Por otra parte, la fosforilacién de Akt en los carcinomas de colon humano se correlaciona con
la proliferacion celular y la inhibicién de la apoptosis, asi como diferentes parametros clinico-patoldgicos
tales como el grado de invasion, infiltracion de vasos, metastasis en ganglios linfaticos y estadio tumoral
(Khaleghpour, 2004).

Los estudios mediante microscopia de fluorescencia sugieren que PTHrP exdgeno estimula la ubicacion
nuclear de ERK1/2, a p38 y Akt en las células tumorales intestinales. Se sabe que una vez activadas, las
MAPKSs pueden trasladarse desde el citoplasma al ndcleo, lo que lleva a la fosforilacion de varios factores
de transcripcién y la regulacién de la expresion génica (Cargnello and Roux, 2011). Zehorai y
colaboradores describen un nuevo mecanismo de translocacion nuclear para ERKs, que se basa en una
secuencia de translocacién nuclear (NTS) dentro de su dominio de insercion de quinasa (KID) (Zehorai et
al., 2010). Los mecanismos reguladores de la localizacién subcelular y el tréfico nicleo-citoplasmatico de
p38 MAPK aun no estan claros porque p38 MAPK no tiene una secuencia sefial clara para la importacion
0 exportacion nuclear como ERK1/2 (Zehorai et al., 2010). Sin embargo, se ha demostrado que p38 MAPK
transloca al nucleo por diferentes estimulos en diferentes tipos de células (Cargnello and Roux, 2011). Se
ha demostrado que tanto Akt como varios de sus reguladores y sus efectores se ubican especificamente
entre el nacleo y el citoplasma de una manera que sugiere un alto grado de regulacion de este proceso.
Asi, después de su activacion, Akt ha sido implicado, ya sea directa o indirectamente, en la fosforilacion

y regulacion posterior de varios factores de transcripcion (Martelli et al., 2012).

Como se observé que PTHrP induce la fosforilacion/activacion de ERK 1/2 y Akt tanto en células Caco-
2 como en las células HCT116, entonces, el siguiente objetivo de este Trabajo fue profundizar ain mas
en los mecanismos moleculares involucrados en la respuesta de las células tumorales intestinales a
PTHrP. Un activador de las vias de sefalizacion mitogénicas es la quinasa Src; los resultados
presentados revelan que PTHrP induce su fosforilacion/activacion en células Caco-2 y HCT116. La
actividad de Src se halla incrementa en el 80% de los pacientes con CCR, lo que indica su importancia
en esta enfermedad (Lieu and Kopetz, 2010). En el 12% de los pacientes con CCR se describié una
mutacion activadora del gen Src sin embargo, hay estudios que revelan la falta de mutaciones en esta
guinasa en muchos otros pacientes con esta enfermedad (Chen et al., 2014), sugiriendo que Src es mas
probablemente un mediador de la sefializacion inducida por agonistas. El papel de Src en la progresion
del CCR se confirma por tener una mayor actividad quinasa con la progresion de los polipos benignos a
carcinomas y cancer metastésicos. La expresion de Src es mayor en los poélipos malignos humanos en
etapas tempranas pero no en polipos benignos (Irby and Yeatman, 2000). También se ha demostrado
que la actividad de Src es mucho mayor en el cancer de colon metastasico que en el cancer de colon no
metastasico (Chen et al., 2014). Los resultados presentados en esta Tesis revelaron que Src modula la
fosforilacion y activacién de Akt y ERK 1/2 inducida por PTHrP en células Caco-2 y HCT116. Se sabe que

Src regula a PI3K mediante la fosforilacion directa de la subunidad p85 e inhibicién de la fosfatasa que
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modula negativamente a PI3K (PTEN). Src recluta a PI3K hacia la membrana y fosforila a p85 en Tyr688,
lo cual conduce a la desinhibicién de la subunidad p110 catalitica. Esta serie de eventos conduce a un
aumento en la actividad PI3K. Ademas, Src regula la via Ras-Raf-MEK-ERK1/2 activando c-Ras, que es
el principal regulador de MAPK. Ras activa Raf, que a su vez activa MEK, y MEK activa ERK 1/2 (Frame,
2004).

A partir de las evidencias obtenidas en este Trabajo de Tesis empleando Ro 31-820, que es un inhibidor
especifico de la actividad de varias isoformas de PKC, se piensa que al menos una isoenzima de PKC

podria estar mediando la activacion de Akt y ERK 1/2 inducida por PTHrP en ambas lineas celulares.

Los resultados presentados en este Trabajo indican que luego del tratamiento con PTHrP los niveles de
PKCa disminuyeron y aumentaron en las células Caco-2 y HCT116, respectivamente. Se sabe que las
isoenzimas de PKC pueden exhibir patrones de expresién y papeles similares en mdltiples tipos de
cancer. Sin embargo, en algunos casos, pueden mostrar un patrén de expresién y una funcién especifica
que dependen del tipo de cancer (Kang, 2014). De hecho, debido a sus funciones tan complejas y
altamente especificas en los tejidos, la PKCa actia como un promotor tumoral o un supresor tumoral
dependiendo del contexto (Garg et al., 2014). Varios estudios mostraron resultados discordantes respecto
al papel de la PKCa en la progresion del cancer de colon: aunque hay evidencias que demuestran que
PKCa participa en el arresto del crecimiento y la supresion del cancer en el epitelio intestinal (Garg et al.,
2014), un estudio reciente ha sugerido que la activacién de PKCa esta implicada en la activacion de
ERK1/2/NF-kB a través de la via del factor tisular/ VIla/PAR2 y esta via de sefializacion conduce a un
incremento en la proliferacion, migracion y supervivencia en la linea celular de cancer de colon SW620
(Wu et al., 2013). Alternativamente, PKCa también puede incrementar la adhesion celular y la resistencia
a la quimioterapia a través de una via de sefalizacion diferente a la descripta en el arresto de la division
celular. La alta actividad migratoria de las células de cancer de colon se relaciona con la alta expresion
de PKCa y baja expresion de E-cadherina (Masur et al., 2001), en este contexto, la regulacion negativa

de PKCa podria aumentar la sensibilidad a los agentes terapéuticos (Kang, 2014).

Varios estudios han reportado niveles elevados de PKCBIlI durante la tumorigénesis inicial de los
carcinomas de colon en relacién con la expresion observada en el tejido col6nico normal. EI 18% de los
adenocarcinomas primarios muestran niveles muy altos de PKCBII, lo que se correlaciona con tasas de
supervivencia pobres. PKCBII ha sido implicada en la proliferacién celular de CCR in vitro (Garg et al.,
2014), por lo tanto, ésta podria ser una de las isoenzimas implicadas en la respuesta de las células Caco-
2y HCT116 a PTHrP.

PKC5 es otra isoenzima que también ha sido ampliamente estudiada en relacion con el cancer (Marengo
et al.,, 2011). PKC® es modulada positivamente en su expresion y/o en su activacion (mediante
fosforilacion) para promover el comportamiento agresivo de las células intestinales tumorales (Kang,

2014). Se supone que PKCd podria estar implicada en la respuesta a PTHrP de las células Caco-2 asi
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como de las células HCT116, ya que en ambas lineas celulares intestinales tumorales, el tratamiento con
el éster de forbol TPA bajo condiciones que activan PKC (100 nM, 15 minutos), aumentd
significativamente la fosforilacion de PKC8, mientras que este efecto se invirtié en células tratadas con
TPA 'y en presencia de Ro 31-820 a una dosis de 200 nM. Otros colegas demostraron que la bradiquinina
actla como un agente proliferativo en el cancer de mama ya que activa vias intracelulares tales como
PKCb, Akt y ERK1/2; en ese trabajo se demostré que PKC® esta implicada en la activacion de ERK 1/2
(Greco et al., 2006).

Se ha demostrado de que PKC? es fosforilado y activado por Src favoreciendo el fenotipo agresivo de
las células tumorales intestinales y la consecuente progresion del CCR (McKinley et al., 2013). Estudios
gue emplean la linea celular normal PC12, derivada de feocromocitoma de rata, mostraron que PKC-1'y
PKC-C, que son dos isoformas de PKC atipicas, también son fosforilados y activados por Src (Wooten et
al., 2001). Ademas, se ha demostrado que PI3K regula la actividad de PKC en el cancer, de una manera
independiente de Akt, a través de mecanismos pobremente caracterizados que conducen a la
supervivencia, el reordenamiento y la transformacion del citoesqueleto (Vivanco and Sawyers, 2002).

Aunque tanto las células Caco-2 como las células HCT116 son lineas celulares derivadas de CCR, las
grandes diferencias fenotipicas entre ambos tipos de células debido a variaciones en las mutaciones de
los genes que se observan con frecuencia en la patogénesis y progresion del CCR (Ahmed et al., 2013),
podria explicar los diferentes patrones de expresion proteica de PKCa en ambas lineas celulares después
del tratamiento con PTHrP, podria explicar los cambios en el nivel de expresion de Src inducidos por la
hormona, al menos a los tiempos estudiados, en células HCT116 pero no en las células Caco-2 y también
podria explicar la ausencia de cambios en la fosforilacion de p38 MAPK en células HCT116 expuestas a
PTHrP, al menos a los tiempos estudiados. Ademas, el hecho de que el tiempo de duplicacion de las
células HCT116 es mas corto que el observado en las células Caco-2 (21 horas y 36 horas,
respectivamente) y que la actividad metabdlica en las células HCT116 es mas alta que en las células
Caco-2 podria explicar los hallazgos que muestran que, después del tratamiento con PTHrP, las vias de
sefializacién mitogénicas tales como Src, ERK y Akt se activan mas rapidamente en las células HCT116

gue en las células Caco-2.

Los datos experimentales presentados en esta Tesis indican que PTHrP exdgeno estimula la
fosforilacion de B-catenina en los residuos de serina 552 y de serina 675; estos eventos conllevarian a su
acumulacion en el citosol y en el nucleo de las células tumorales intestinales. Se sabe que frente a un
estimulo proliferativo, la B-catenina transloca al nucleo (Osaki et al., 2004); una vez en el nucleo, se
combina con diferentes factores de transcripcion para inducir la expresion de varios genes, como c-Myc
y Ciclina D (Saif and Chu, 2010). La desregulacién de la via de sefalizacion de [(-catenina se ha
observado en varios tipos de cancer. Por ejemplo, en el CCR se ha descrito la degradacion defectuosa

via proteosoma de B-catenina, lo que conduce a una acumulacion anormal en el nucleo con la
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consiguiente activacion constitutiva de genes diana. También se han identificado mutaciones en el gen
de B-catenina en el CCR y en varios tumores sélidos (Saif and Chu, 2010). En este Trabajo de Tesis se
demostré que PTHrP fosforila a B-catenina en los residuos S552 y S675 a través de Akt y las MAPKs. La
fosforilacion en diversos residuos de B-catenina inducida por varias quinasas, entre ellas Akt y MAPKS,
mediarian la transduccion de sefiales extracelulares (Valenta et al., 2012). Se ha observado que Akt
puede controlar la activacion de B-catenina por fosforilacion en S552 en lineas celulares derivadas de
cancer de tiroides (Sastre-Perona et al., 2016). Estos datos respaldan el concepto de que Akt y las MAPKs
estabilizarian mediante fosforilacibn a la proteina [B-catenina en el citosol con su consecuente

acumulacion en el nucleo de las células del CCR expuestas a PTHrP.

Los resultados generados por el desarrollo de este Trabajo de Tesis indican que las vias de sefializacion
de PKC, Src y Akt modulan la fosforilacién y la activacion de ERK 1/2 inducida por PTHrP en células
tumorales intestinales; una vez activada las MAPKSs y Akt fosforilan residuos de B-catenina claves para
su ubicacion nuclear y consecuentemente para su funcion como inductor en la transcripcion génica.
Empleando los inhibidores especificos de las vias de sefializacion de ERK1/2 y 3-catenina se observo el
bloqueo total del efecto sobre la proliferacion inducida por PTHrP tanto en las células Caco-2 como en las
células HCT-116. Estos resultados enfatizan la relevancia de ambas vias de sefializacion como
mediadores del efecto hormonal sobre las células tumorales intestinales, pero ademas evidencia la
complejidad en la transduccion de la sefial de PTHrP al involucrar la activacion de varios mecanismos

moleculares que convergen en la activacién de ERK y consecuentemente de la via de (3-catenina.

La familia de los factores de transcripcion ATF/CREB juega un papel importante en la regulacion de una

serie de funciones celulares, incluyendo proliferacion y apoptosis. Los miembros de la familia ATF/CREB
dimerizan con ellos mismos u otros miembros de la familia y se unen al elemento de respuesta de AMP
ciclico (CRE) en los genes (van Dam and Castellazzi, 2001). Se obtuvo la evidencia de que PTHrP induce
la fosforilacion de ATF-1 y CREB de una manera bifasica en las células Caco-2. Los resultados
presentados en esta Tesis sugieren que p38 MAPK contribuye a los cambios observados en la
fosforilacion temprana de ATF/CREB mientras que la segunda fase es dependiente de p38 MAP quinasa
y ERK1/2. De acuerdo con estos hallazgos, Buzzi y colaboradores (Buzzi et al., 2009) mostraron que en
células Caco-2 y en presencia de suero, la fosforilacion de CREB es dependiente de la activacion de
MAPK.

Los resultados aqui presentados mostraron que PTHrP también aumenta la expresion de las proteinas
c-myc y ciclina D1 en las células tumorales intestinales a través de la via de ERK1/2. Myc es un factor de
transcripcion que coordina la expresion de diversos programas intracelulares y extracelulares que juntos
son necesarios para el crecimiento y la expansion de las células somaticas (Soucek et al., 2008); ha sido
también involucrado en la génesis y la progresion de muchos tipos de cancer al regular la expresion de

genes implicados en la proliferacion y la invasion celular. En el CCR, se sabe que la expresion de la
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proteina c-myc estd up-regulada hasta en un 70% de los casos (Boudjadi and Beaulieu, 2016). Se ha
encontrado que la via RTK/Ras/MEK/ERK mejora la estabilizacion de la proteina c-myc por fosforilacién
(Boudjadi et al., 2016) y que la fosforilacion por ERK1/2 de LRP6 (que es un componente clave de la via
de sefalizacion de Wnt) con la consecuente regulacion positiva de c-Myc puede proporcionar un unico
punto de convergencia entre las vias de sefializaciéon de MAPK 'y Wnt / B-catenina durante la oncogénesis
(Lemieux et al., 2015). Tal vez el aumento en la expresion de esta onco-proteina por PTHrP observado
en este Trabajo de Tesis pueda deberse a la estabilizacion de la proteina c-myc por fosforilacion junto

con la regulacién positiva de su expresion.

Con respecto a ciclina D1, ésta y otras proteinas reguladoras del ciclo celular son esenciales para la
progresion del mismo desde la fase G1 a S. Se ha demostrado, en condiciones experimentales que
conducen a la proliferacion celular, de que la expresion de c-Myc se vio incrementada en presencia de
suero en las células Caco-2 (Buzzi et al., 2009) mientras que PTHrP estimulo la progresion del ciclo celular
induciendo la expresion de Ciclina D1 en células osteoblasticas (Datta et al.,, 2007); ademas, en
condrocitos y en el condrosarcoma, una mutacion activadora del RPTH1 caus6 un aumento en la
expresion de ciclina D1y ciclina A (Beier and LuValle, 2002). Hay evidencia de que la expresion de ciclina
D1 puede ser regulada negativamente por PKCa, pero esta regulada positivamente por PKCe a través de
la via ERK. Estos hallazgos ponen nuevamente en evidencia las acciones opuestas de los miembros de
la familia PKC y el papel de ERK, que convergen en la modulacion de la expresion de la ciclina D1, como
importantes reguladores de la homeostasis de los tejidos y la tumorigénesis en el intestino (Pysz et al.,
2014).

En conjunto, los resultados de esta Tesis Doctoral que muestran que PTHrP regula positivamente la
expresion de c-myc y de ciclina D1 asi como la fosforilacion/activacion de CREB/ATF-1 proporcionan
informacion adicional respecto a los efectos de PTHrP sobre eventos moleculares habitualmente

asociados a la carcinogénesis y progresion del CCR.

En modelos in vivo PTHrP ha sido extensamente estudiado en cuanto a su rol como regulador de la
remodelacién Osea, entre tantas de sus funciones fisioldgicas (Stewart et al., 2000, Esbrit and Alcaraz,
2013). Con respecto a su papel en situaciones patoldgicas, inicialmente se lo habia relacionado como el
factor inductor de la hipercalcemia humoral maligna; sin embargo, las investigaciones de la Ultima década
indican que PTHrP es un factor bioactivo en la iniciacion, el crecimiento y la invasion de varios carcinomas
(Soki et al., 2012). Se ha estudiado que esta hormona cumple un papel importante en el desarrollo de
tumores de mama favoreciendo la metéstasis de los mismos en hueso (Guise et al., 2002, Cheung et al.,
2013). En cuanto a su rol en el CCR, Nishihara y colaboradores observaron que su expresion se
correlaciona con la gravedad y metastasis de esta enfermedad (Nishihara et al., 1999); inclusive varios
afos después estos mismos investigadores volvieron a enfatizar la correlacion positiva entre la expresion

de PTHrP y la progresion de la enfermedad mediante un estudio que reveld que alrededor del 95% de los

86



6. Discusion

adenocarcinomas colorrectales sobre-expresan PTHrP siendo el nivel de expresibn mayor en los
adenocarcinomas menos diferenciados que en aquellos con mayor grado de diferenciacion (Nishihara et
al., 2007).

Los resultados generados por el desarrollo de este Trabajo de Tesis empleando un modelo in vivo
evidencian la activacion de varios marcadores moleculares asociados con la proliferacion celular, siendo
este un aporte consistente con el rol de esta hormona en la iniciacion y/o progresién de muchos tipos de
cancer, aportando evidencia original respecto de las vias de sefializacion activadas en respuesta a un

factor secretado por el mismo tumor o por el microambiente tumoral como puede ser PTHrP.

En el modelo murino empleado en este Trabajo se demostré que existe un aumento tanto de la forma
activa como total de ERK. La via de sefializacion Ras-Raf-MEK-ERK esta hiperactivada en un alto
porcentaje de tumores, con mayor frecuencia debido a mutaciones activadoras de los genes KRAS, NRAS
y BRAF (Samatar and Poulikakos, 2014), y esta informacion junto con el dato de que las células HCT116
empleadas para generar los xenoinjertos en ratones “nude” presentan una mutacién activadora en el gen
KRAS (Ahmed et al., 2013) son consistentes con los cambios en ERK por PTHrP observados en el modelo
animal empleado en este Trabajo. En base a los resultados obtenidos en los modelos experimentales
empleados in vitro, se podria suponer que esta sobre-activacién de ERK inducida por PTHrP podria ser
la responsable del aumento en la expresion proteica de ciclina D1 y p-CREB/ATF-1 observados en los

tumores subcutaneos.

Los resultados presentados en esta Tesis han demostrado que tanto PTH como el calcitriol son capaces
de regular los niveles de ARNm de PTHrP en células tumorales intestinales. Mientras que el gen de PTH
tiene una estructura relativamente simple, el gen de PTHrP es complejo, el cual sufre empalmes
alternativos que pueden generar multiples especies de ARNm que codifican para péptidos de 139, 141 o
173 aminoécidos. Se ha observado en modelos experimentales in vitro que tanto PTH, como hormonas
glucocorticoides, el calcitriol y factores de crecimiento pueden regular los niveles de ARNm de PTHrP en
osteoblastos normales (Walsh et al., 1997). Por otra parte, en células de cancer de mama los niveles
tanto de ARNm de PTHrP como de PTHrP que sera secretado pueden ser modulados por calcio
extracelular y moléculas de la matriz extracelular, como el colageno; de esta manera habria una
participacion activa del estroma en la regulacién de las vias de sefalizacion moduladas por PTHrP que
pueden desempefiar un papel en la carcinogénesis (Luparello et al., 1999). Ademas, en pacientes con
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, se ha observado una retroalimentacién positiva
entre los niveles de calcio, PTHrP y el factor de trancripcion RUNX2, con los niveles de ARNm de PTHrP

siendo todos estos factores, signos de una pobre prognosis (Chang et al., 2017).

A pesar de modular los niveles de ARNm de PTHrP, PTH no ejerce sus efectos anti-proliferativos en
células que sobre-expresan PTHrP. Pioszak y colaboradores han estudiado cémo PTH y PTHrP

interaccionan con RPTHL1 y han reportado que ambas hormonas muestran selectividad diferente para dos
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6. Discusion

conformaciones distintas de RPTH1. PTHrP se une en el mismo sitio que PTH, sin embargo, en contraste
con la necesidad de un sitio de unidn recto por parte de PTH, PTHrP necesita para su union de una
curvatura y una forma desenrrollada de la porcion carboxilo terminal (Pioszak et al., 2009). Este es un
factor a tener en cuenta a la hora de estudiar ambas hormonas en conjunto. Una posible explicacion para
los resultados presentados en este trabajo de Tesis, es que el receptor se halle en su mayoria en su forma
“curva”, favoreciendo la unién de PTHrP por sobre la de PTH. A pesar de esta conformacion del receptor,
la cantidad de PTH exdgeno (dosis de cada experimento 10®M) seria suficiente para “down-regular” la
expresion de PTHrP, no asi para desencadenar efectos anti-proliferativos en las células tumorales

intestinales.

Por otra parte, en células que sobre-expresan PTHrP, el calcitriol sigue ejerciendo sus efectos anti-
proliferativos al disminuir el numero de células vivas. Es muy probable que la actividad antitumoral del
calcitriol en este y otros tipos de cancer sea un proceso irreversible, por lo que PTHrP no podria ejercer
sus efectos en la promocién de la proliferacion celular (Beer and Myrthue, 2004, Trump et al., 2004, Flynn
et al., 2006).

Los resultados de este Trabajo de Tesis indican que PTHrP aumenta el numero de células tumorales
intestinales vivas en presencia de Irinotecan, respecto del tratamiento con Irinotecan solo. Se ha estudiado
qgue PTHrP puede inducir quimiorresistencia a otros agentes terapéuticos en otros tipos de tumores
(Gagiannis et al., 2009, Cui et al., 2016). Hay trabajos que reportan que la menor sensibilidad a la droga
podria ser favorecida por la modulaciéon de vias pro-apoptoéticas y anti-proliferativas necesarias para la
respuesta al Irinotecan (Charara et al., 2004, Yang et al., 2016). De acuerdo con este concepto, en este
Trabajo se observé que PTHrP revierte los cambios en los niveles de expresion de PARP clivado, Bcl-2
y p27 debidos al tratamiento con Irinotecan en la linea celular HCT116. Sin embargo, no se evidenci6
ningin cambio en los niveles de expresién de estas proteinas en la linea celular Caco-2 debida al
tratamiento con Irinotecan ni con PTHrP mas Irinotecan sugiriendo que la droga afecta la viabilidad de
esta linea celular mediante otros mecanismos distintos a los observados en la linea intestinal HCT116.
Ademas, en este Trabajo se observd que el bloqueo de las vias de sefalizacion de ERK y 3-catenina en
presencia de la hormona restauro la sensibilidad de las lineas celulares Caco-2 y HCT116 al Irinotecan.
Recientemente, el uso de compuestos que se dirigen a los componentes de la via de sefializacién de
ERK, tales como inhibidores de Raf o MEK, ha conducido a una mejora sustancial en el resultado clinico
en otro tipo de cancer, el melanoma metastasico, y ha mostrado actividad clinica prometedora en otros
tipos de tumores. Sin embargo, la respuesta y la eficacia de estos farmacos son muy variables y esta
limitada principalmente por el desarrollo de la resistencia. Tanto la resistencia intrinseca como la adquirida
a los inhibidores de Raf y MEK se asocian con frecuencia con la persistencia de la sefializacién de ERK,
lo que implica la necesidad de enfoques mas innovadores para dirigirse a la via (Samatar and Poulikakos,
2014).
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7. Conclusiones

/.CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este Trabajo de Tesis se puede concluir que PTHrP es capaz
de inducir un aumento en la proliferacién celular de dos lineas derivadas de CCR, las células Caco-2 y
las células HCT116. Ademas, este efecto inducido por la hormona esta modulado por las cascadas de
sefalizacion mitogénicas PKC, Src, Akt, ERK MAPK y [3-catenina. Se observé que la activacion de estas
vias desencadend el aumento de la expresion y/o activacién por fosforilacion de CREB/ATF-1, c-myc y
ciclina D1 que son relevantes en la proliferacion celular (Figura 43A). A partir de los experimentos
desarrollados en el modelo murino se puede concluir que la administracion continua de la hormona en
forma intra-tumoral modula la expresién de ciertos marcadores claves en la progresion del CCR que
previamente habian sido observados de ser modulados por PTHrP in vitro, como son ERK, ciclina D1y
CREB/ATF-1 (Figura 43B). Por otra parte se concluye que tanto las células tumorales intestinales
normales como aquellas que sobre-expresan PTHrP responden a la accion de las hormonas
calciotropicas PTH y calcitriol al menos a nivel transcripcional disminuyendo la expresion de PTHrP. Por
ultimo, se concluye que PTHrP no sélo favorece la activacion de vias mitogénicas y la proliferacion de las
células Caco-2 y HCT 116 sino que también es capaz de disminuir la sensibilidad de estas células al
Irinotecan (que es una droga cominmente utilizada para la quimioterapia del CCR) mediante las vias de
ERK MAPK y 3-catenina.
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(A) Efectos de PTHrP in vitro

(B) Efectos de PTHrP in vivo
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Figura 43. (A) PTHrP induce la proliferacion de células tumorales intestinales a través de la activacion de vias
mitogénicas in vitro (B) PTHrP modula la expresion de marcadores claves en la progresion del CCR in vivo.
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