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Prefacio 

     Esta Tesis Doctoral se presenta como parte de los requisitos para optar al grado 

Académico de Doctor en Biología, de la Universidad Nacional del Sur y no ha sido 

presentada previamente para la obtención de otro título en esta Universidad u otra. La 

misma contiene los resultados obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en el ámbito 

del Departamento de Biología, Bioquímica y Farmacia durante el período comprendido 

entre 2017 y 2022. Con el aval de su directora, la Dra. Claudia Gentili, profesora de esta 

Universidad e investigadora independiente del Consejo de Investigaciones Científicas y 

Técnicas (CONICET), y de su Co-directora, la Dra. Natalia Calvo, también docente de esta 

Universidad e investigadora adjunta del CONICET, esta tesis presenta resultados de 

investigación que no han sido presentados para otra titulación. 

                                                                         

                                                                               Lic. En Cs. Biológicas Pedro Matías Carriere 

 

 



Agradecimientos 

A la Universidad Nacional del Sur y al Departamento de Biología, Bioquímica y Farmacia 

por ofrecerme sus recursos humanos y técnicos necesarios para desarrollar este trabajo. 

Al Dr. Ricardo Boland y a la Dra. Ana Russo de Boland, por abrirme las puertas de su 

laboratorio y brindarme la oportunidad de investigar. 

A la Comisión de Investigaciones Científicas (CIC) y al Consejo Nacional de Investigaciones 

Científicas y Técnicas (CONICET) por otorgarme la posibilidad de comenzar mi formación 

doctoral. 

A la Dra. Emma Casanave por su apoyo en todo momento como directora del INBIOSUR. 

A la Dra. Claudia Gentili por ser mi guía y consejera no solo en lo académico. Por toda su 

dedicación y compromiso de trabajo a la par de sus becarios. Por entender mis 

dificultades y fortalezas, escuchar mis propuestas y dudas con respeto, y permitirme 

analizar juntos cada paso hacia adelante.  

A la Dra. Natalia Calvo por todo. Por su paciencia y por sus palabras. Por su escucha activa 

y siempre estar atenta a mis inquietudes. Por poder contar con su vasta experiencia en 

todo momento. Le estoy profundamente agradecido. 

A Belén por haber conocido juntos personas, lugares y situaciones, por las charlas 

necesarias, las no necesarias y las pendientes. Por habernos puesto en el lugar del otro 

más de una vez, y darme ánimo cuando más lo necesité.  

A la Dra. Julia Martin por sus consejos y apoyo en el inicio del doctorado. 

Al Dr. Héctor Contreras por recibirme en su laboratorio y darme la posibilidad de aprender 

de todo su conocimiento y de un gran equipo como es el LOCyM. 

Al Dr. Ariel Zwenger y a la Dra. Graciela Gigola por su predisposición con sus consejos y 

experiencia. 

A las investigadoras y becarios del laboratorio de Química Biológica por lo ameno de lo 

cotidiano, la predisposición a la colaboración y el aprendizaje compartido. 

A todo el equipo que conforma la cátedra de EyFCH por permitirme desarrollarme como 

docente. 



A mis amigos, que están siempre a pesar de las ausencias y distancias, por aquellas charlas 

que sin pensarlo, han derivado en poder sobreponerme a los obstáculos y han construido 

en mí nuevas formas de ver.   

A mis padres por ser mis mejores ejemplos de esfuerzo y amor. Por acompañarme en lo 

académico y en lo personal. 

A mis dos hermanos Juan y Lucio, que como siempre, sepan que soy y seré incondicional 

con ellos en todo momento que me necesiten. 

A Gise mi compañera, por su fortaleza y cariño, por el día a día, por los sueños juntos, por 

ǎǳ ŀƳƻǊΧpor vivir este tiempo de su hermosa vida conmigo.  

A mi hijo Fausto, gracias por darme la motivación para ser cada día mejor y recordarme a 

diario la importancia y la belleza del descubrir. 

A todos aquellos que destinen su tiempo para leer este trabajo con la intención de 

entender y también a todos aquellos que tal vez sin desear entenderlo, han contribuido 

sustancialmente para que pueda llevarse a cabo. A todos ellosΧ gracias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      ά¦ƴ ŎƻƳǇƻǊǘŀƳƛŜƴǘƻ ŦŜƴƻǘƝǇƛŎƻ 

universal de todas las criaturas no es 

sobresalir del entorno, sino mantenerse 

lo más parecido posible a élέΦ 

Qin JH et al. Genes Dis. 2016, 4(1):16-18.  

 



Resumen  

El péptido relacionado a la hormona paratiroidea (PTHrP) está involucrado en la iniciación 

y progresión de distintos tumores. El rol de PTHrP en células de cáncer colorrectal (CCR) 

fue abordado en estos últimos años por las Dras. Gentili y Calvo directora y co-directora, 

respectivamente, de esta Tesis y a partir de los antecedentes generados, en este Trabajo 

se propuso investigar los efectos de PTHrP en la angiogénesis y la transición epitelio-

mesénquima (TEM) evaluando el comportamiento de las células tumorales y también su 

comunicación con su microambiente. Los resultados obtenidos revelan que PTHrP 

aumenta la expresión de los factores pro-angiogénicos VEGF, HIF-мʰΣ MMP-7 y MMP-9 en 

las células Caco-2 y HCT116 de CCR y promueve la angiogénesis asociada al tumor a través 

de VEGF. Estos efectos son mediados por las vías PI3K/Akt y ERK1/2. Previo al inicio de 

ŜǎǘŜ ¢ǊŀōŀƧƻ ŘŜ ¢Ŝǎƛǎ ǎŜ ƘŀōƝŀ ŎƻƴŦƛǊƳŀŘƻ ǉǳŜ t¢IǊt ƛƴŘǳŎŜ ƭŀ ŀŎǘƛǾŀŎƛƽƴ ŘŜ ʲ-catenina en 

estas células de CCR, evento vinculado a la plasticidad celular, por lo que se procedió 

seguidamente a explorar si PTHrP modula el programa de la TEM. Se observó que en las 

células HCT116, PTHrP disminuye la expresión de los marcadores epiteliales CK-18 y E-

cadherina y aumenta la expresión de N-cadherina y ZEB-1, proteínas asociadas a un 

estado mesenquimal. Además el péptido favorece cambios morfológicos asociados a este 

estado. El medio condicionado proveniente de las células endoteliales HMEC-1 tratadas 

con PTHrP (MCE) disminuye la expresión de E-cadherina en las células HCT116 y favorece 

también un fenotipo mesenquimal sugiriendo que estos MCEs podrían participar de la 

TEM en las células de CCR. En este Trabajo de Tesis se halló que PTHrP modula la 

expresión de SPARC, una proteína asociada al fenotipo agresivo de CCR, en las células 

HCT116. El tratamiento de las células HMEC-1 con PTHrP incrementa la expresión de esta 

proteína y su secreción al medio extracelular. Además, SPARC exógeno en las células 

tumorales acentúa el efecto de PTHrP en la disminución de la expresión de E-cadherina y 

en el incremento de la migración celular. También PTHrP induce cambios en la expresión 

de microARNs relevantes en la TEM. El péptido administrado a un modelo in vivo 

promueve cambios morfológicos y moleculares que validan lo observado in vitro. 

Finalmente mediante un análisis bioinformático en muestras de pacientes con CCR se 



observó que los marcadores modulados por PTHrP tanto in vitro como in vivo se vinculan 

con la progresión de la enfermedad.  Los datos presentados en esta Tesis revelan los 

efectos de PTHrP en la modulación de la angiogénesis y la TEM del CCR y evidencian la 

importancia de los marcadores estudiados, provenientes del tumor y de su 

microambiente, en el desarrollo del fenotipo agresivo en los modelos experimentales de 

CCR empleados. Este trabajo se enmarca dentro de un proyecto global que pretende 

aportar conocimientos con el fin de orientar en la identificación de marcadores en 

muestras de pacientes de CCR con potencial valor pronóstico, predictivo y/o con 

aplicabilidad en el diagnóstico precoz de esta enfermedad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract  

Parathyroid hormone-related peptide (PTHrP) is involved in the initiation and progression 

of different tumors. The role of PTHrP in cells from colorectal cancer (CRC) has been 

addressed in the last years by Dr. Gentili and by Dr. Natalia Calvo director and co-director, 

respectively, of this Thesis and based on the background information generated, this 

Thesis work aimed to investigate the effects of PTHrP on angiogenesis and the epithelial-

mesenchymal transition (EMT), evaluating the behavior of tumor cells and also their 

communication with tumor microenvironment. The results obtained reveal that PTHrP 

increases the expression of the pro-angiogenic factors VEGF, HIF-мʰΣ aat-7 and MMP-9 

in Caco-2 and HCT116 cells from CRC and also promotes tumor-associated angiogenesis 

through VEGF. These effects are mediated by PI3K/Akt and ERK1/2 pathways. Before to 

start this Thesis, it had been confirmed that PTHrP induces the activation of -̡catenin in 

these CRC cells, and since this event is linked to cell plasticity, then we explored whether 

PTHrP modulates the EMT program. We observed that in HCT116 cells, PTHrP decreases 

the expression of the epithelial markers CK-18 and E-cadherin and increases the 

expression of N-cadherin and ZEB-1, which are proteins associated with a mesenchymal 

state. In addition, the peptide favors morphological changes associated with this state. 

Conditioned medium from PTHrP-treated HMEC-1 endothelial cells (ECM) decreases E-

cadherin expression in HCT116 cells and favors a mesenchymal phenotype, suggesting 

that these ECMs could participate in the EMT in CRC cells. In this Thesis Work it was found 

that in HCT116 cells PTHrP modulates the expression of SPARC, a protein associated with 

CRC aggressive phenotype. The treatment of HMEC-1 cells with PTHrP increases the 

expression of this protein and its secretion to the extracellular medium. Furthermore, 

exogenous SPARC treatment on tumor cells accentuates PTHrP effect on the 

downregulation of E-cadherin expression and in the increment of cell migration. PTHrP 

also induces changes in the expression of relevant microRNAs in EMT. The peptide 

administered to an in vivo model promotes morphological and molecular changes that 

validate the findings obtained in vitro. Finally, through a bioinformatic analysis in samples 

from CRC patients, we observed that the markers modulated by PTHrP both in vitro as in 



vivo are linked to the progression of the disease. The data showed in this Thesis reveal the 

effects of PTHrP in the modulation of the angiogenesis and EMT program of CRC and show 

the importance of the studied markers from the tumor and its microenvironment in 

development of the aggressive phenotype in the experimental models of CRC employed. 

This work is part of a global project that aims to provide knowledge to help in the 

identification of markers in samples from CRC patients as potential candidates to be used 

in the detection of CRC at early stages and/or with prognostic/predictive value of this 

disease. 
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1. Antecedentes 

 

1.1 PTHrP: su descubrimiento y acciones fisiológicas 

 

Ante el caso de un paciente de 51 años con un tumor y además con hipercalcemia e 

hipofosfatemia no debida a hiperparatiroidismo primario, en 1941 Fuller Albright fue el 

primero en postular que un tumor puede producir en exceso una hormona que actúa de 

manera similar a la hormona paratiroidea (PTH).Luego del análisis del Dr. James B. Collip, 

se determinó que la causa no se relacionaba con PTH sino posiblemente con una molécula 

ectópica similar a PTH (Albright, 1941). Más tarde, en 1987,este factor fue caracterizado 

como el péptido relacionado a la hormona paratiroidea (PTHrP) y se ha asociado al 

síndrome de hipercalcemia humoral maligna (HHM) que acompaña a complicaciones 

clínicas de varios tipos de cáncer (Martin y Atkins, 1979). La clonación de su ADNc mostró 

que esta proteína de 18 kDa posee ocho de los primeros 13 residuos idénticos a los de 

PTH y que su actividad biológica principal se asociaba a los primeros 34 aminoácidos 

(Kemp et al., 1987).  

La homología estructural entre PTH y PTHrP sugiere que esta similitud resultó de un 

proceso de duplicación génica. Sin embargo, a diferencia del gen de PTH el cual se 

encuentra en el cromosoma 11, el gen de PTHrP (PTHLH) se encuentra en el cromosoma 

12 y se extiende por más 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 aminoácidos (Sourbier y Massfelder, 2006). Las tres isoformas de 

PTHrP, si bien se consideran específicas de determinados tejidos, aún se desconoce si 

presentan funciones diferenciales, ya que además, experimentan un procesamiento 

postraduccional que genera varias formas secretadas (Schlüter, 1999; Wysolmerski, 2012). 

La estructura de PTHrP está constituida por un dominio N-terminal (1-36) asociado al 

receptor de PTH tipo 1 (RPTH1) que está implicado en la resorción ósea, una región media 

(38-94) que presenta una secuencia de localización nuclear y un dominio C-terminal (107-
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139) que posee la región denominada osteostatina asociada a la inhibición de la osteólisis 

(Soki et al., 2012). Este último dominio funcional no posee su homólogo en PTH por lo que 

esta función es única para PTHrP (Schlüter, 1999). En cambio, la región N-terminal de 

PTHrP (1-34) es similar a la región N-terminal de PTH y ambos se unen al receptor RPTH1 

(Wysolmerski, 2012) (Figura 1). 
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Figura 1. Estructura de la isoforma de 139 aminoácidos de PTHrP. Este péptido sufre un 

complejo proceso postraduccional, obteniéndose varias formas secretadas. Los primeros 

13 residuos de la proteína madura, de los cuales ocho residuos son los mismos que en 

PTH, participan en los efectos agonistas de PTH y PTHrP al unirse al receptor RPTH1, 

mientras que los siguientes residuos de PTHrP (14-36) son cruciales para la unión a RPTH1, 

pero no tienen una alta homología con PTH y su secuencia no se parece a ninguna otra 

proteína conocida (Martin, 2016). NLS: secuencia de localización nuclear, denominada así 

por sus siglas en inglés. 
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Años más tarde se descubrió en el cerebro un receptor homólogo, el receptor de PTH tipo 

2 (RPTH2) (Usdin et al., 2000). PTH (1ς34) se une a RPTH2 y lo activa, pero PTHrP (1ς34) 

no es capaz de unirse a este receptor (Gensure et al., 2005). Se consideró que las 

diferencias dentro de la secuencia de PTH (1-14) y PTHrP (1-14), en particular la presencia 

de histidina en la posición 5 de PTHrP, contribuía en gran medida a la capacidad de RPTH2 

para discriminar entre PTH y PTHrP (Behar et al., 1996). 

PTHrP es producido por muchos tejidos como cartílago, musculo liso y hueso, actuando de 

manera autocrina, intracrina y paracrina, siendo esta última la más frecuentemente 

observada (Maioli y Fortino, 2004). Solo se ha visto en circulación y actuando de manera 

endocrina durante la lactancia (donde actúa en la resorción ósea), en el feto (donde media 

el transporte de calcio transplacentario) y en la HHM (McCauley y Martin, 2012) (Figura 

2). En tejidos extraesqueléticos fetales de rata se ha observado que el ARNm de PTHrP se 

expresa principalmente en las células de revestimiento de la superficie, mientras que el 

ARNm de RPTH1 se expresa principalmente en las células mesenquimales adyacentes. La 

relación temporal entre la expresión de PTHrP y del receptor RPTH1 apoya la hipótesis de 

que PTHrP es un factor de diferenciación/crecimiento con un modo de acción 

autocrino/paracrino durante el desarrollo fetal, que participa en interacciones epiteliales-

mesenquimales en muchos tejidos además de sus funciones en el desarrollo esquelético 

(Lee et al., 1995). El receptor RPTH1 es un receptor acoplado a proteína G (GPCR por sus 

siglas en inglés) con 7 dominios transmembrana. La comprensión de las funciones 

fisiológicas, las acciones moleculares y celulares de PTH y PTHrP comenzó cuando se clonó 

por primera vez el RPTH1 en la década de 1990. La región amino terminal de PTH (1-34) y 

PTHrP (1-34) interactúan con el dominio J, que es la porción funcional del receptor que 

contiene las siete hélices transmembrana y los bucles de conexión (Mannstadt et al., 

1999). La porción carboxilo terminal de PTH y PTHrP se une al dominio N extracelular del 

receptor que promueve la asociación de la región amino terminal biológicamente activa 

del ligando al dominio J (Bergwitz et al., 1996; Hoare et al., 2001). 
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Figura 2. Tejidos y funciones fisiológicas de PTHrP. Adaptado de McCauley y Martin, 2012. 
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1.2 Rol de PTHrP en el cáncer 

 

Además de las investigaciones sobre la fisiología de PTHrP en el desarrollo fetal y posnatal, 

su estudio en los últimos años ha demostrado que aquella predicción de Fuller Albright 

sobre su relación con el cáncer renal no se limitaba a promover la HHM, sino que PTHrP 

podría encontrarse participando activamente en el desarrollo y progresión de distintos 

tipos de tumores. Los primeros hallazgos del efecto de PTHrP en este sentido fueron 

informados por Sourbier y Massfelder en el año 2006 ya que encontraron un incremento 

de su expresión en tejido de cáncer renal y una regresión en tumores in vivo ante el 

bloqueo de PTHrP (Sourbier y Massfelder, 2006). Luego Li y colaboradores establecieron 

en el año 2011 su participación en distintas etapas del cáncer de mama siendo 

posteriormente este rol ampliamente caracterizado (Li et al., 2011). En una completa 

revisión realizada en el año 2012 por Soki y colaboradores se compiló la información hasta 

ese momento existente de la función de PTHrP en las metástasis óseas y su contribución a 

eventos que promueven el desarrollo tumoral concluyendo que en metástasis 

esqueléticas PTHrP tiene la capacidad de actuar Ŝƴ ƭŀǎ ŎŞƭǳƭŀǎ ǘǳƳƻǊŀƭŜǎ άnutriendo la 

ǎŜƳƛƭƭŀέ y/ƻ Ŝƴ Ŝƭ ƳƛŎǊƻŀƳōƛŜƴǘŜ ƽǎŜƻ άǇǊŜǇŀǊŀƴŘƻ Ŝƭ ǎǳŜƭƻέ Ŝƴ ǇŀƭŀōǊŀǎ ŘŜ {ǘŜǇƘŜƴ 

Paget (Ribatti et al., 2006; Soki et al., 2012). Por otro lado estudios clínicos de tumores de 

mama invasivos detectaron la presencia de PTHrP en el 60% de los tumores y en el 90% de 

las metástasis óseas pero no se observó expresión en los tejidos mamarios normales 

(Powell et al., 1991).  

Si bien PTHrP se expresa en diferentes tumores de órganos como mama, próstata, 

pulmón, riñón y piel (Soki et al., 2012), su rol en otros tipos de cáncer que no están 

asociados directamente con hipercalcemia y/o metástasis ósea frecuente, como es el caso 

del cáncer colorrectal (CCR), no ha sido totalmente elucidado. Esto evidencia la 

dependencia del contexto en la acción de PTHrP. Se ha demostrado que los genes que 

codifican para PTHrP y RPTH1 están expresados en el epitelio de las vellosidades 
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intestinales (Watson et al., 2000), lo que sugiere que en el intestino PTHrP ejercería un 

papel regulador local a través de una vía autocrina/ paracrina. Malakouti y colaboradores 

observaron por inmunohistoquímica que la expresión de PTHrP está aumentada en el 

tejido del cáncer de colon en comparación con la mucosa normal y los pólipos 

colorrectales. Además, la expresión parece ser mayor en los pólipos que en el colon 

normal (Malakouti et al., 1996). 
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1.3 El cáncer colorrectal 

 

De acuerdo a estadísticas del Observatorio Global del Cáncer (Globocan 2020) y como se 

puede apreciar en la Figura 3, el CCR representa el tercer cáncer con mayor incidencia 

luego del cáncer de mama y el de pulmón, con 15.895 casos nuevos en el año 2020, 

representando el 12,1% del total de tumores en ambos sexos (Sung et al., 2021). Si bien ha 

disminuido relativamente su mortalidad en los últimos 20 años debido a los avances en el 

tratamiento de la enfermedad, aún se sitúa segundo en tasa de mortalidad (9,4%), y la 

falta de acceso a estudios y de métodos confiables para su detección sigue afectando el 

diagnóstico clínico temprano y el pronóstico de los pacientes (Keum y Giovannucci, 2019; 

Rawson y Bapat, 2012). 
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Figura 3. Estadística mundial de incidencia y mortalidad de distintos tipos de cáncer 

(GLOBOCAN 2020). Se presenta el número estimado de casos nuevos (arriba) y de 

fallecimientos (abajo) por CCR en ambos sexos y en todas las edades en el 2020. 
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Como se ha observado en pacientes con CCR en comparación con controles sanos, el estilo 

de vida tiene un papel relevante en la causa del CCR independientemente del riesgo 

genético de cada persona. El consumo excesivo de alcohol, la obesidad, la inactividad 

física y una dieta poco saludable son factores de riesgo independientes, y la puntuación de 

riesgo combinada de estos factores se asocia fuertemente con el aumento de la 

probabilidad de aparición de la patología (Cho et al., 2019). 

La mayoría de los casos de CCR (más del 90%) son adenocarcinomas, una neoplasia 

maligna que se desarrolla a partir de células epiteliales glandulares del colon y el recto; 

otros tipos raros incluyen carcinoma de células escamosas, carcinoma adenoescamoso, 

carcinoma de células fusiformes y carcinoma indiferenciado (Fleming et al., 2012). 

Aproximadamente del 60 al 65% de los casos de CCR surgen esporádicamente (es decir, 

ocurren en individuos sin antecedentes familiares de CCR o debido a mutaciones genéticas 

heredadas que aumentan el riesgo) a través de aberraciones epigenéticas y genéticas 

somáticas adquiridas. Solo el 5% se atribuye a síndromes de cáncer hereditario, como el 

CCR no poliposo, también conocido como síndrome de Lynch, o la poliposis adenomatosa 

familiar (PAF), causada por mutaciones hereditarias de la línea germinal en genes de 

susceptibilidad poco frecuentes, pero de alta penetrancia como MLH1 y APC.  
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1.4 Progresión del cáncer colorrectal 

 

El CCR es una de las patologías en la que mejor se han caracterizado las mutaciones que 

dan lugar a la transformación celular. El modelo molecular de la secuencia de adenoma a 

carcinoma (Figura 4) se caracteriza por una deleción del gen supresor tumoral APC (siglas 

ŘŜǊƛǾŀŘŀǎ ŘŜƭ ƛƴƎƭŞǎΥ άAdenomatous Polyposis Coliέ), de K-RAS (siglas derivadas del inglés 

άKirsten-rat sarcoma oncogen homologέ) y de p53 (proteína específica de 53 

kDa)(Kanthan et al., 2012). Esta vía está implicada en la formación de criptas aberrantes 

displásicas con mutaciones de K-RAS. Una minoría de estos focos con criptas aberrantes 

displásicas evoluciona de pólipos adenomatosos simples a avanzados para finalmente 

producir un cáncer invasivo. Las mutaciones somáticas de APC se observan en el 60-80% 

de los casos de CCR, así como en un gran porcentaje de las lesiones precursoras 

colorrectales (adenomas), lo que indica que la mutación de APC es un evento temprano en 

el proceso de oncogénesis. La proteína APC se une a la proteína -̡catenina e induce su 

degradación, actuando de este modo como un regulador negativo de la expresión y 

función de -̡ŎŀǘŜƴƛƴŀΦ [ŀ ǇŞǊŘƛŘŀ ŘŜ ƭŀ ŦǳƴŎƛƽƴ ŘŜƭ ƎŜƴ !t/ ǇǊƻǾƻŎŀ ƭŀ ŀŎǳƳǳƭŀŎƛƽƴ ŘŜ ʲ-

catenina citoplasmática libre que transloca hacia el núcleo, donde activa la transcripción 

de genes involucrados en la proliferación celular (Behrens, 2005). Los genes blanco de la 

ǎŜƷŀƭ ²ƴǘκʲ-catenina afectan a múltiples funciones celulares, incluyendo los reguladores 

de la progresión del ciclo celular, la proliferación celular, la angiogénesis y la transición 

epitelio-mesénquima (TEM), tal como se describirá posteriormente. Se estima que estos 

eventos siguen ƭŀ IƛǇƽǘŜǎƛǎ ŘŜ YƴǳŘǎƻƴ ŘŜ ŀŎǳƳǳƭŀŎƛƽƴ ŘŜ ƳǳǘŀŎƛƻƴŜǎ άŎƻƴŘǳŎǘƻǊŀǎέ 

como la mutación del gen APC, para continuar con una hiperplasia por fenómenos de 

hipometilación.  Luego, mutaciones ampliamente reconocidas en colon como en KRAS y 

p53, con la complejidad ǉǳŜ ƭŜ ǎǳƳŀ ƭŀǎ ƳǳǘŀŎƛƻƴŜǎ άǇŀǎŀƧŜǊŀǎέ όŘŜōƛŘŀǎ ŀ ƭŀ ŀƭǘŀ ǘŀǎŀ ŘŜ 

proliferación), convierte al CCR en una patología difícil de caracterizar. 
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Figura 4. Secuencia de adenoma a carcinoma según modelo de eventos mutacionales. 

Adaptado de Davies et al., 2005. 
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Debido a que es una patología que en la etapa clínica se presenta como molecularmente 

heterogénea, en el año 2015 un Comité Internacional demostró que los sistemas de 

clasificación existentes para el CCR se fusionan en cuatro subtipos moleculares de 

consenso (en inglés CMS) que, como se observa en la Figura 5, presentan características 

distintivas: CMS1 (Inmune, 14% de los casos): con elevadas mutaciones, inestabilidad 

microsatelital y fuerte activación inmune; CMS2 (Canónica, 37% de los casos): epitelial, 

cromosómicamente inestable y marcada activación de señalización de Wnt y MYC;  CMS3 

(Metabólico, 13% de los casos): epitelial con una desregulación metabólica evidente; y 

CMS4 (Mesenquimal, 23% de los casos): activación prominente del factor de crecimiento 

ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀƴǘŜ ʲ ό¢DC- ʲ ǇƻǊ ǎǳǎ ǎƛƎƭŀǎ Ŝƴ ƛƴƎƭŞǎύΣ ƛƴǾŀǎƛƽƴ ŘŜƭ ŜǎǘǊƻƳŀ ȅ ŀƴƎƛƻƎŞƴŜǎƛǎ 

(Guinney et al., 2015). 
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Figura 5. Diferencias biológicas significativas en los distintos subtipos moleculares del CCR 

basados en la expresión génica. Adaptado de Guinney et al., 2015. 
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En particular los cánceres de tipo CMS4, a menudo diagnosticados en estadios avanzados 

(III y IV), tienen un pronóstico desfavorable con peor supervivencia general a 5 años (62% 

de los pacientes) y supervivencia sin recaída (60% de los pacientes) frente a los otros 

subtipos moleculares (Guinney et al., 2015). Si bien recientemente se han desarrollado 

estrategias terapéuticas de anticuerpos monoclonales dirigidos a los estadios avanzados, 

los cánceres CMS4 son resistentes a varias de ellas como a la terapia contra el receptor del 

factor de crecimiento epidermal (EGFR, por su sigla en inglés), independientemente del 

estado de mutación de KRAS, y a la terapia anti-angiogénesis como bevacizumab en el 

estadio IV (Thanki et al., 2017). 

Esto plantea la necesidad de comprender los factores que impulsan la progresión del CCR 

hacia su fenotipo mesenquimal, un fenómeno que se comentará seguidamente. Existe 

consenso en considerar que el proceso metastásico consta de los siguientes pasos 

secuenciales (Figura 6). El escape inicial del sitio primario (que posibilita la invasión) 

requiere que las células tumorales epiteliales pierdan sus uniones intercelulares para 

volverse móviles (paso 1) degradando la membrana basal y la matriz extracelular (MEC) 

subyacente; la ruptura de estas barreras físicas permite que las células migren e invadan 

los tejidos normales cercanos (paso 2). El siguiente paso de la metástasis se denomina 

"intravasación", durante el cual las células tumorales invaden la lámina endotelial, 

penetran en los vasos vasculares o linfáticos ingresando en la circulación sistémica (paso 

3). Solo una pequeña cantidad de las células neoplásicas liberadas sobreviven a la anoikis 

(una forma de muerte celular programada que ocurre cuando las células se desprenden 

de la MEC circundante) provocada por la pérdida de anclaje. Finalmente, algunas de las 

células migratorias pueden salir a través del endotelio capilar en órganos distantes hacia 

el parénquima de estos órganos (άextravasaciónέ) (paso 4). En el nuevo entorno estromal, 

un subconjunto logra establecerse (paso 5) y proliferar desde micrometástasis hasta 

tumores secundarios que son clínicamente detectables (paso 6). La activación de la TEM 

puede proporcionar a las células tumorales la capacidad de migrar, invadir, intravasar y 
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extravasar. Una vez que alcanzan los órganos distantes, estas células mesenquimales 

vuelven a una identidad más epitelial a través de la transición mesénquima-epitelio (TME) 

para recuperar la capacidad de proliferación y formar un crecimiento secundario en los 

órganos distantes (Yang et al., 2020). 
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Figura 6. Eventos de la diseminación tumoral. Adaptado de Yang et al., 2020. 
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1.5 El proceso de Angiogénesis 

 

En el año 1989 Ferrara y Henzel informaron la existencia de un factor de crecimiento de 

45 kDa con un efecto específico en células endoteliales capilares que era capaz de 

estimular la formación de vasos sanguíneos, al cual denominaron factor de crecimiento 

vascular endotelial (conocido como VEGF por sus siglas en inglés) (Ferrara y Henzel, 1989). 

En el año 1996, el grupo de investigación dirigido por Ferrara y colaboradores demostró 

un rol esencial de este factor proangiogénico en la vasculogénesis embrionaria y la 

angiogénesis en el ratón. La inactivación de un solo alelo de VEGF dio como resultado la 

letalidad embrionaria entre los días 11 y 12. Los embriones VEGF+/- exhibieron una serie 

de anomalías en el desarrollo, como malformaciones coronarias, malformaciones en el 

plexo vascular del saco vitelino y defectos significativos en la vasculatura de otros tejidos, 

incluyendo la placenta y el sistema nervioso (Ferrara et al., 1996).  

Más tarde se encontró que este factor es capaz de interactuar con tres subtipos de su 

receptor (conocidos como VEGFR1, VEGFR2 y VGFR3 por sus siglas en inglés), que son 

quinasas capaces de fosforilar residuos de tirosina, y que median una amplia gama de las 

acciones fisiológicas de VEGF mediante la activación de vías de señalización como ERK1/2 

MAPK, c-Src, Akt, óxido nítrico endotelial y p38 MAPK (Greenberg et al., 2008; Koch et al., 

2011). Mientras que la vasculogénesis se refiere a la formación de novo (o sea de nuevos 

vasos sanguíneos) a partir de células progenitoras endoteliales (Patenaude et al., 2010), la 

angiogénesis se refiere a la formación de vasos a partir de una red vascular preexistente 

(Viallard y Larrivée, 2017). De esta forma la angiogénesis fue reconocida como un proceso 

a través del cual se forman vasos sanguíneos y que implica necesariamente la activación, 

proliferación y migración de las células endoteliales junto a un efecto coordinado de 

factores proangiogénicos y antiangiogénicos, que resulta en la formación de las 

estructuras vasculares (Figura 7) (Kong et al., 2017; Loizzi et al., 2017). 
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En el 1971, Folkman postuló por primera vez que el crecimiento de los tumores depende 

de la angiogénesis (Folkman, 1971). A partir de sus investigaciones numerosas evidencias 

han señalado que los tejidos tumorales presentan una mayor vascularización en 

comparación con los tejidos normales adultos y que el mecanismo angiogénico es 

fundamental en la progresión tumoral (Carmeliet, 2005; Goel y Mercurio, 2013; 

Matsumoto y Ema, 2014). 

La alta tasa metabólica de las células tumorales demanda un mayor aporte de nutrientes y 

oxígeno, además de facilitar la invasión de las células tumorales promoviendo la 

diseminación a órganos distantes. La vasculatura tumoral resultante es estructural y 

funcionalmente anormal y los vasos sanguíneos son de morfología irregular, tortuosos, 

más permeables y hemorrágicos, lo que conduce a una alta presión intersticial (Mander y 

Finnie, 2018; Morikawa et al., 2002). A su vez, estas características resultan en un flujo 

sanguíneo tumoral subóptimo, en donde estímulos como la hipoxia, la secreción de 

citoquinas y el estrés oxidativo pueden aumentar la expresión del VEGF en las células 

tumorales.  

Debido a esto, la alta tasa de proliferación y en respuesta a la consecuente disminución de 

la concentración de oxígeno en los tejidos, las células tumorales intentan restaurar la 

homeostasis metabólica a través de la activación de un sistema regulador central para la 

hipoxia, compuesto de factores inducibles por hipoxia (conocido como HIF por sus siglas 

en inglés) (Giaccia et al., 2004). El factor de transcripción HIF-1 alfa además de intervenir 

en cambios metabólicos protumorales regula genes implicados en el proceso angiogénico, 

promoviendo la expresión de VEGF en el CCR (Cao et al., 2009). Sin embargo, la liberación 

proteolítica de VEGF de la matriz tumoral y su disponibilidad para unirse a su receptor, 

como sucede con otros factores del microambiente tumoral, depende de la degradación 

de la MEC, motivo por el cual se ha identificado como clave el rol de las metaloproteasas 

de la matriz (conocidas como MMP por su siglas en inglés) (Deryugina y Quigley, 2015; 

Niland et al., 2021; Quintero-Fabián et al., 2019). Además de su reconocimiento como 

mediadoras de la invasión celular, en particular, está reportado que la metaloproteasa 9 
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(MMP-9) posee una actividad directa en la angiogénesis en la que degrada la membrana 

basal permitiendo la proliferación y migración de las células tumorales del CCR, y que 

además puede actuar a través de mecanismos indirectos desencadenando un cambio 

estructural que libera al VEGF de la MEC. El VEGF queda así disponible para interactuar 

con su receptor VEGFR y activar la angiogénesis en el tumor (Araújo et al., 2015; Barillari, 

2020; Bergers et al., 2000). Junto a MMP-9 se reconocen otras metaloproteasas como 

MMP-7, que es un objetivo de la ǾƝŀ ŘŜ ǎŜƷŀƭƛȊŀŎƛƽƴ ŘŜ ʲ-catenina y del factor de 

ǘǊŀƴǎŎǊƛǇŎƛƽƴ ǉǳŜ ǎŜ ǳƴŜ ŀ ʲ-catenina conocido en inglés como TCF y que se asocia a 

estadios avanzados del CCR. MMP-7 ha sido evaluada por estudios como el de Huo y 

colaboradores que observaron que es capaz de inducir la proliferación de células 

endoteliales y generar angiogénesis (Huo et al., 2002). Además, es capaz de liberar al 

VEGF del secuestro del inhibidor endógeno VEGFR-1 soluble (sVEGFr1) para promover la 

angiogénesis en las células endoteliales HUVEC (Ito et al., 2009). 
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Figura 7. Balance angiogénico. Los niveles de factores pro-angiogénicos (rojo) y anti-

angiogénicos (celeste) determinan si una célula endotelial permanece en un estado 

quiescente o en un estado angiogénico activado, de esta forma los cambios en el balance 

angiogénico determinan la formación de nuevos vasos. Copyright ©2022 Eli Lilly and 

Company. 
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Dado el contexto, el microambiente hipóxico favorece la selección de células anormales 

que pueden resistir estas condiciones (Jain et al., 2014). Además, las células tumorales 

hipóxicas a menudo muestran un fenotipo más agresivo, activando oncogenes y 

experimentando un mayor potencial metastásico (Reymond et al. 2013).  

Un aspecto a tener en cuenta es que la liberación de factores no sólo por las células 

tumorales sino también por el microambiente provoca cambios en las células endoteliales 

que recubren la vasculatura tumoral anormal.  Actualmente está ampliamente aceptada la 

heterogeneidad y anormalidad de estas células endoteliales, así como su rol en el 

microambiente, a través de la expresión de factores secretados y unidos a la membrana. 

De esta manera también contribuyen al fenotipo agresivo de las células tumorales, la 

TEM, la inmunosupresión, la remodelación de la matriz extracelular y la intravasación en 

el torrente sanguíneo (Alsina-Sanchis et al., 2021).  

A pesar del uso de agentes terapéuticos dirigidos a la inhibición de la angiogénesis en el 

tratamiento del CCR metastásico (Battaglin et al., 2018), se ha observado la resistencia en 

muchos pacientes que conduce al fracaso del tratamiento y a la progresión de la patología 

(Hubbard y Grothey, 2010). Más aun, las anomalías de la vasculatura tumoral que 

dificultan la llegada de agentes terapéuticos, junto a la observada  falta de respuesta del 

endotelio tumoral a la inflamación causada por los factores proangiogénicos,  disminuye el 

reclutamiento de células inmunitarias contribuyendo a un microambiente 

inmunosupresor, que dificulta las terapias inmunológicas actuales (Tamura et al., 2019). 
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1.6 La transición epitelio-mesénquima  

 

En la primera mitad del siglo XIX, algunos investigadores observaron que los tejidos 

tumorales se parecían más a los tejidos embrionarios que a los tejidos adultos (Recamier, 

1829; Remak, 1854). Estas observaciones condujeron a la teoría del reposo embrionario 

del cáncer propuesta por Franco Durante y Julius Cohnheim: "Elementos que han 

conservado sus características embrionarias en el organismo adulto o los han recuperado 

a través de alguna desviación químico-fisiológica, representan los elementos generativos 

de cada variedad tumoralέ (Cohnheim, 1875; Durante, 1874). En el año 1968 la 

investigación de Elizabeth Hay en la gastrulación de vertebrados mostró que las células 

embrionarias adoptan una morfología mesenquimal que les permite la migración lo que se 

denominó "transformación epitelial-mesenquimal" y que estaría mediada principalmente 

por la señalización del TGF-  ̡ȅ ƭŀ ǾƝŀ ŘŜ ²ƴǘκʲ-catenina (Hay, 2005). Años más tarde, se 

definió como transición epitelio-mesénquima (que en este Trabajo de Tesis se denominará 

TEM) y no sólo se ha hallado en tejidos normales durante el desarrollo y la cicatrización de 

heridas, sino también como un impulsor en la fibrosis tisular que acompaña a algunas 

enfermedades y en la patogénesis del cáncer. 

Por este motivo este proceso puede clasificarse dependiendo del momento y contexto en 

el que ocurre. Se reconoce como TEM tipo 1 al que ocurre durante la gastrulación 

embrionaria y que da lugar al mesodermo, endodermo y a las células móviles de la cresta 

neural. Allí, el mesénquima primario puede formar epitelios secundarios mediante una 

reversión hacia una transición mesénquima-epitelio (TME). La TEM se puede volver a 

activar en el tejido adulto en el contexto de la inflamación y la fibrosis lo que se denomina 

TEM tipo 2. A diferencia de la TEM tipo 1, la TEM tipo 2 se expresa durante largos 

períodos de tiempo y eventualmente puede destruir un órgano afectado si el agente 

inflamatorio primario no se elimina o se atenúa (Marconi et al., 2021). Finalmente, los 

epitelios secundarios de muchos órganos pueden transformarse en células cancerosas que 
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luego experimentan la TEM de tipo 3 que permite la invasión y la metástasis (Kalluri y 

Weinberg, 2009). 

Como se observa en la Figura 8, durante este proceso las células pierden progresivamente 

sus características epiteliales y adquieren propiedades mesenquimales en respuesta a las 

señales propias y del microambiente (Aiello  y Kang, 2019). El estado normal de un epitelio 

consiste en células que se caracterizan por poseer uniones estables entre sí, una polaridad 

apical-basal e interacciones con la membrana basal. Durante la TEM, los cambios en la 

expresión génica y los mecanismos de regulación postraduccional conducen a la represión 

de estas características epiteliales y la consecuente adquisición de características 

mesenquimales (Stemmler et al., 2019). 

Estos cambios moleculares hacia el estado mesenquimal son acompañados de una 

morfología y cambios en el citoesqueleto similares a las de los fibroblastos, así como un 

incremento en las capacidades migratorias e invasivas (Yang et al., 2020). Sin embargo, no 

constituye sólo un estado binario en el que las células tienen una identidad mesenquimal 

o epitelial, sino que comprende un espectro dinámico y reversible donde las células se 

pueden encontrar en cualquier etapa de ese espectro, a menudo compartiendo ciertas 

características epiteliales y mesenquimales. Incluso las células que se consideran en un 

estado híbrido epitelial/mesenquimal son más resistentes a la apoptosis y a esquemas 

quimioterapéuticos (Brabletz et al., 2018; Nieto et al., 2016). 

Los controles genéticos y los mecanismos bioquímicos subyacentes a la adquisición del 

fenotipo invasivo y la posterior diseminación de la célula tumoral han sido áreas de 

intensa investigación. En muchos de estos estudios, se ha propuesto la activación de un 

programa TEM como el mecanismo crítico para la adquisición de fenotipos malignos por 

parte de las células tumorales epiteliales (Thiery, 2002). Durante la invasión de un 

carcinoma, la TEM provee a las células tumorales la capacidad de disociarse una de otra, 

degradar y migrar dentro de la membrana basal e invadir el tejido conectivo circundante 

(Chou y Yang, 2015). Interesantemente, el proceso inverso, la TME, es también esencial en 
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la embriogénesis y juega un rol determinante en el establecimiento de células tumorales 

en nuevos órganos durante la metástasis tumoral (Kalluri y Weinberg, 2009). Esto refuerza 

el concepto de que la TEM puede considerarse como un proceso reversible durante la 

progresión tumoral y no regido solo por eventos mutacionales. Las reglas que controlan la 

TEM en el desarrollo embrionario muestran paralelismos con los que subyacen a su 

reactivación durante la progresión del cáncer. 

Las células epiteliales poseen la glicoproteína transmembrana de la superfamilia de 

cadherinas tipo I E-cadherina (codificada por el gen CDH1) como molécula principal en las 

uniones adherentes. El dominio extracelular de E-cadherina consta de cinco regiones 

implicadas en la formación de dímeros de E-cadherina, que interactúan con la membrana 

celular de una célula contigua (Stemmler, 2008). El dominio intracelular de E-cadherina 

está unido a un complejo proteico que contiene ŀ ʲ-catenina, alfa-catenina y p120, que 

interactúan con la red de filamentos de actina intracelulares. Estos eventos moleculares 

crean una asociación entre el contacto celular, la regulación del citoesqueleto y la forma 

celular, necesaria para mantener las células epiteliales inmóviles (Birchmeier y Behrens, 

1994). Durante la TEM, la actividad de las uniones adherentes se modifica mucho debido 

principalmente a la sustitución de E-cadherina por N-cadherina, un proceso denominado 

"cambio de cadherina" (Cavallaro et al., 2002; Christofori, 2003). De hecho, a diferencia de 

las células epiteliales, las células mesenquimales expresan varias cadherinas, incluidas la 

N-cadherina, la R-cadherina y la cadherina 11. Como E-cadherina tiene un rol esencial en 

la homeostasis epitelial, la disminución en su expresión inicia el descenso en la expresión 

y/o organización de una serie de marcadores epiteliales adicionales, como proteínas 

desmosomales (plakoglobina, desmoglobinas, desmoplaquinas), uniones ocluyentes (ZO-

1) y componentes de la polaridad celular (proteínas dlg o Igl) (Vu y Datta, 2017). Por su 

parte, la expresión aberrante de N-cadherina parece tener un efecto dominante en la 

interacción célula-célula, ya que incluso en presencia de E-cadherina aumenta la motilidad 

de las células tumorales mediante una desestabilización de los complejos de adhesión 

celular (Nieman et al., 1999). 
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Figura 8. Transición epitelio-mesénquima (TEM). Adaptado de Dongre y Weinberg, 2019.  
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En este proceso de cambio hacia el estado mesenquimal la célula experimenta una 

reorganización drástica del citoesqueleto con cambios de expresión en proteínas 

estructurales como integrinas y filamentos intermedios. Simultáneamente, existe un 

aumento en la expresión de proteínas características de células mesenquimales como 

vimentina y fibronectina junto a un incremento de la expresión de factores de 

transcripción como TWIST, ZEB1/2 y Snail que se ha identificado como represores 

trascripcionales de la E-cadherina (Peinado et al., 2004, 2007). Entre ellos, ZEB1 posee un 

rol crucial en la progresión de los carcinomas como el CCR, lo que sugiere que puede ser el 

principal contribuyente al programa de TEM en tumores de tejidos de origen endodérmico 

(Burk et al., 2008).  

Así, estos cambios que conducen al fenotipo agresivo pueden desencadenarse por 

cambios moleculares en la célula tumoral y la influencia mediada por células del 

microambiente del tumor como macrófagos y otras células inmunitarias infiltrantes que 

conducen a la inducción de la TEM (Toh et al., 2011). Esta importancia del microambiente 

también es respaldada por estudios tal como aquel desarrollado por Robinson y 

colaboradores en donde se halló mediante imágenes de seguimiento intravitales que la 

aparición de metástasis está dada por la proximidad espacial entre células tumorales, 

macrófagos y células endoteliales (Robinson et al., 2009). 
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1.7 Vías de señalización asociadas a procesos protumorales 

1.7.1. La vía de señalización de las MAPK 

 

Las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs) son una familia de serina-

treonina quinasas altamente conservadas que regulan diversos procesos fisiopatológicos 

que promueven respuestas a diversos estímulos.  Éstas se activan por fosforilación en 

respuesta a una amplia variedad de estímulos extracelulares que interaccionan con 

receptores GPCR, o receptores que poseen actividad tirosina quinasa intrínseca activados 

por fosforilación en tirosina (RTK por sus siglas en inglés), o por activación de tirosina 

quinasas citosólicas como Src (Schaeffer y Weber, 1999; Seger y Krebs, 1995). Como se 

observa en la Figura 9, la superfamilia de las MAPKs está formada por cuatro familias 

principales: las proteínas quinasas reguladas por señales extracelulares (ERKs, 

específicamente ERK1 y ERK2, por sus siglas en inglés), las quinasas c-Jun N-terminal (JNKs 

por sus siglas en inglés), la familia de las quinasas p38 (formada por varias isoformas de 38 

kDa) y ERK5 (de peso molecular más grande que el resto de las familias y también 

conocida como proteína quinasa 1 activada por mitógeno grande, BMK1, por sus siglas en 

inglés). Cada familia participa en la regulación del metabolismo intracelular y expresión de 

genes involucrados en diferentes respuestas celulares como el crecimiento y desarrollo, 

apoptosis, respuesta celular a estrés y migración celular. 
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Figura 9. Componentes de la vía de señalización de la familia MAPKs. La activación de 

estas vías se produce por múltiples factores y la respuesta puede variar dependiendo del 

tipo celular. Adaptado de Morrison, 2012.  
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La desregulación de estas cascadas y su efecto posterior, usualmente, conduce a 

enfermedades como el cáncer, la diabetes y la respuesta inmune inflamatoria, entre otras 

(Keshet y Seger, 2010). Se ha reportado que la vía de señalización de ERK 1/2 MAPK, 

activada usualmente por estímulos mitogénicos,  regula la migración y la invasión de 

células tumorales a través de múltiples factores, incluyendo: 1) GTPasas de la familia Rho, 

que controlan la regulación del citoesqueleto, 2) integrinas y proteínas de adhesión (como 

FAK, paxilinas y caspaínas), 3) proteasas extracelulares que degradan la matriz 

extracelular, 4) complejos de adhesión célula-célula, 5) factores de transcripción como 

AP1 y Ets2 que regulan la expresión de proteínas que controlan la migración/polaridad, 

incluyendo MMP y cadherinas, 6) proteínas de la familia RSK, asociada a algunas de sus 

isoformas, y a otras que se mantienen en discusión (Sever y Brugge, 2015). Por su parte, 

estudios muestran que las vías de p38 MAPK y JNK están generalmente involucradas en 

respuestas anti-apoptóticas y en la inflamación, y que la vía de ERK5 transmite señales 

mitogénicas y de estrés, aunque el mecanismo de acción de esta última quinasa aún sigue 

en estudio (Yao et al., 2010). Al igual que otros procesos regulados por estas vías de 

señalización, el resultado de la activación de las MAPKs en el cáncer es también 

dependiente del entorno. En este sentido, se ha observado que la activación de p38 MAPK 

en células endoteliales tiene un rol central en el control de la proliferación, migración y 

supervivencia de estas células lo que favorece la angiogénesis (Corre et al., 2017). 

Incluso se ha reportado que los eventos protumorales pueden depender de una 

comunicación cruzada entre las MAPKs y otras vías de señalización como la vía de 

PI3K/Akt, la vía de Wnt/ -̡catenina y la vía de TGF- /̡Smad, entre otras, modulando 

procesos como la TEM (Gonzalez y Medici, 2014; Tse y Kalluri, 2007). Estas vías son 

activadas por diversos estímulos dinámicos del microambiente local, incluidos factores de 

crecimiento, citoquinas, la hipoxia y el contacto con la matriz extracelular. 
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1.7.2 La vía de señalización de PI3K/Akt 

 

La Fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K, por sus siglas en inglés) es una familia de quinasas de 

lípidos que se activan por numerosos estímulos como factores de crecimiento y 

receptores de hormonas, regulando así el crecimiento celular, la supervivencia, la 

movilidad y las respuestas a los cambios en las condiciones nutricionales. Esta quinasa 

puede ser dividida en tres clases (I, II y III) en base a su selectividad por los sustratos, su 

estructura y su modo de regulación (Hawkins y Stephens, 2015). La clase I se divide en: a) 

clase IA, que comprende heterodímeros formados por ǳƴŀ ǎǳōǳƴƛŘŀŘ ǊŜƎǳƭŀǘƻǊƛŀ όǇурʰΣ 

ǇурʲΣ ǇррʰΣ Ǉррʴ ƻ Ǉрлʰύ ȅ ǳƴŀ ǎǳōǳƴƛŘŀŘ ŎŀǘŀƭƝǘƛŎŀ ŘŜ ммлY5ŀ όǇммлʰΣ ʲ ƻ ʵύ y b) clase 

IB, compuesta por heterodímeros con una subunidad regulatoria (p101 o p87) y una 

ǎǳōǳƴƛŘŀŘ ŎŀǘŀƭƝǘƛŎŀ όǇммлʴύΦ bǳƳŜǊƻǎƻǎ ŜǎǘǳŘƛƻǎ ƛƴŘƛŎan que la PI3K clase IA está 

desregulada durante el desarrollo tumoral (Yuan y Cantley, 2008), constituyendo un 

potencial objetivo de los tratamientos del cáncer (Osaki et al., 2004). Como se muestra en 

la Figura 10, la clase PI3K IA es activada por receptores RTK o quinasas capaces de 

fosforilar residuos de tirosina pero que son no receptoras tales como c-Src mientras que la 

clase IB es activada por GPCR (Fruman y Rommel, 2014). Las interacciones de la subunidad 

regulatoria con varias proteínas afectan la localización y activación de la subunidad 

catalítica. Además, la interacción directa de la subunidad catalítica con Ras (una GTPasa) 

puede estimular la actividad de la clase I de PI3K (Castellano y Downward, 2011). Una vez 

activada, PI3K cataliza la adición de un grupo fosfato a la posición 3`-OH del anillo de 

inositol de fosfatidilinositoles (Fruman y Rommel, 2014). El fosfatidilinositol 3`-fosforilado 

resultante actúa como segundo mensajero que media el reclutamiento a la membrana 

plasmática y la activación de moléculas efectoras que poseen un dominio de homología de 

plekstrina (PH por su sigla en inglés), entre las que se encuentra la quinasa Akt 

(Vanhaesebroeck et al., 2012). 

 



Antecedentes  
 

 

 47 

 

 

 

Figura 10. Modelo para la regulación de la vía de señalización PI3K/Akt. La unión de 

factores de crecimiento a los receptores RTK o a receptores GPCR estimulan la activación 

de PI3K clase IA compuesto de una subunidad regulatoria y una subunidad catalítica p110. 

PI3K activado convierte el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PI (4, 5) P2) en PI (3, 4, 5) P3, 

mientras que la fosfatasa PTEN (por su sigla en inglés, referida un fenómeno de deleción 

en el cromosoma 10) revierte esta acción. Akt es traslocada a la membrana celular e 

interactúa con PI (3, 4, 5) P3 mediante el dominio PH, siendo fosforilada en dos residuos 

(Thr308 y Ser473) por las quinasas dependientes de fosfatidilinositol PDK1 y PDK2 (por sus 

siglas en ingles) y la quinasa unida a integrina (ILK por su sigla en inglés). La proteína 

moduladora de la región carboxilo terminal (CTMP por su sigla en inglés) inhibe dicha 

fosforilación. Una vez activa, Akt controla procesos celulares fundamentales como el ciclo 

celular y la supervivencia. Adaptada de Osaki et al., 2004. 
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La vía de señalización de PI3K/Akt está asociada con el CCR humano participando en la 

transformación de la mucosa del colon a un fenotipo menos diferenciado y más maligno. 

Se cree que los efectos de PI3K sobre el crecimiento y progresión del tumor están 

mediados principalmente por Akt (Pandurangan, 2013). Akt se encuentra sobre-expresada 

en varios tipos de cáncer, incluyendo el cáncer de colon, de páncreas, de ovario, y de 

mama. Además, la sobre-estimulación de la fosforilación de Akt y la consecuente sobre-

activación de esta enzima en los carcinomas de colon humano se correlaciona con el 

aumento de la proliferación celular y la inhibición de la apoptosis, así como diferentes 

parámetros clínico-patológicos de etapas avanzadas como el grado invasivo, infiltración de 

vasos y metástasis de ganglios linfáticos (Khaleghpour et al., 2004). 
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1.7.3 microARNs como reguladores del cáncer 

 

Como se comentó en esta sección de Antecedentes, tanto la TEM como la angiogénesis 

son procesos que contribuyen a la progresión tumoral y están regulados por distintos 

mecanismos; uno de ellos recientemente conocido involucra a los microARNs (miRs)(Pan 

et al., 2021). Éstos son una clase de ARNs endógenos, no codificantes y de hebra única de 

aproximadamente 20-25 nucleótidos, capaces de regular la expresión génica 

postranscripcionalmeƴǘŜ ŀƭ ǳƴƛǊǎŜ ŀ ƭŀ ǊŜƎƛƽƴ оΩ ƴƻ ǘǊŀŘǳŎƛŘŀ ό¦¢wύ ŘŜƭ ARN mensajero 

(ARNm) diana (He y Hannon, 2004) (Figura 11). Desde su descubrimiento, se ha visto que 

aproximadamente el 30% de todos los genes humanos son regulados por miRs (Erson y 

Petty, 2008; Lewis et al., 2005). Los miRs pueden regular la expresión génica tanto 

ŘŜƎǊŀŘŀƴŘƻ ŎƻƳƻ ōƭƻǉǳŜŀƴŘƻ ƭŀ ǘǊŀŘǳŎŎƛƽƴ ŘŜ !wbƳ Řƛŀƴŀǎ ŀƭ ǳƴƛǊǎŜ ŀ ƭŀ ǊŜƎƛƽƴ оΩ-UTR. 

Se ha propuesto que dependiendo del apareamiento de bases entre el miR y el ARNm 

diana, el efecto regulador negativo puede variar desde represión débil de la traducción de 

la proteína al clivaje completo del ARNm. Posterior al descubrimiento de los miRs, la 

investigación se ha centrado en buscar evidencias que apunten a sus diversos roles en vías 

moleculares y procesos biológicos durante el desarrollo normal y su participación en 

diversas patologías (Bhaskaran y Mohan, 2014). 

Entre las enfermedades humanas, se ha demostrado que los miRs están mutados o se 

expresan en forma aberrante en el cáncer. Cada vez hay más evidencias que muestran que 

los miRs pueden actuar como oncogenes cuando su blanco son moléculas oncosupresoras 

o como supresores tumorales cuando su blanco son oncogenes (Negrini et al., 2009). 

Además, un miR puede funcionar dualmente como oncogén y supresor tumoral 

dependiendo del tipo de cáncer y del entorno celular. Estudios de expresión genómica de 

miRs, han demostrado que casi todos los tipos de cáncer presentan perfiles específicos de 

expresión con aumento y/o disminución de miRs específicos (Calin y Croce, 2006). En 

particular, se ha reportado que los miRs pueden regular varias vías de señalización 
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involucradas en la progresión del CCR (Shirafkan et al., 2018), pudiendo modular 

diferentes reguladores de la angiogénesis (Tiwari et al., 2018) y de la TEM (Pan et al., 

2021) , como revela la investigación de Zhu y colaboradores en donde hallaron que miR-1 

inhibe la angiogénesis en el CCR suprimiendo la expresión del VEGF a través de las vías de 

las MAPKs y de PI3K/Akt (Zhu et al., 2018) . Además se ha demostrado que las vías de las 

MAPKs regulan la acción de miRs, ya que estas quinasas modulan la fosforilación de TRBP, 

un componente del complejo de la biogénesis de miRs (Paroo et al., 2009), por lo que la 

desregulación de la actividad de miRs específicos se ha asociado a la influencia de 

diferentes citoquinas del microambiente que promueven la activación anómala de estas 

vías de señalización. 
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Figura 11. Procesamiento y función de miARNs. La vía de procesamiento de miRs incluye 

la producción de la transcripción primaria de miRs (primiARN) por la ARN polimerasa II o III 

y escisión del primiARN por el complejo microprocesador Drosha-DGCR8 (Pasha) en el 

núcleo. El precursor de la horquilla resultante, el pre-miARN, se exporta desde el núcleo al 

citoplasma por Exportin-5-Ran-GTP. En el citoplasma, la ARNasa Dicer forma un complejo 

con la proteína de unión a ARN bicatenario TRBP y escinde la horquilla pre-miARN a su 

longitud madura. La cadena funcional del miARN maduro (roja) se une a la proteína 

Argonauta 2 (Ago2) en el complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC), donde guía 

a RISC para silenciar a los ARNm diana a través de la escisión del ARNm, la represión 

traduccional o la deadenilación, mientras que la hebra pasajera (negra) se degrada. 

Adaptado de Winter et al., 2009. 
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1.8 Antecedentes previos del tema al comenzar el Trabajo de Tesis Doctoral 

 

Al inicio de esta Tesis Doctoral ya se habían generado antecedentes en el tema que 

permitieron el diseño de la hipótesis de trabajo. Mediante la implementación de 

diferentes ensayos, se halló que PTHrP (1-34) a la dosis de 10-8 M favorece la 

supervivencia y estimula la progresión del ciclo celular y la proliferación de células Caco-2 

derivadas de CCR (Lezcano et al., 2013; Calvo et al., 2014; Martín et al., 2014). En línea con 

estos resultados, se observó efectos similares inducidos por la citoquina en células 

HCT116, una línea celular derivada de CCR más indiferenciada y agresiva con respecto a la 

línea Caco-2, que también expresa al RPTH1 (Martín et al., 2018). A pesar de las notables 

diferencias entre los fenotipos de las células Caco-2 y las células HCT116, los mecanismos 

moleculares que conducen a estas respuestas al péptido en ambas células de CCR fueron 

similares e implicaron la activación de vías frecuentemente desreguladas en el CCR. 

Específicamente, y como se observa en la Figura 12, se halló que PTHrP activa a Src, a la 

proteína quinasa C (PKC), a PI3K, a Akt, a dos miembros de la familia de las MAPKs, las 

ERK1 /2 y p38, a la proteína quinasa S6 ribosomal (RSK) y a la vía de señalizaŎƛƽƴ ŘŜ ʲ-

catenina en las células de CCR (Calvo et al., 2017; Calvo et al., 2014; Martín et al., 2014, 

2018). Empleando los inhibidores de PKC, Src y PI3K, se encontró que la actividad de estas 

tres quinasas converge en la fosforilación/activación de Akt en células de CCR expuestas a 

PTHrP. Además, la inhibición de Akt suprimió la fosforilación/activación de ERK1/2 MAPK 

inducida por PTHrP, lo que sugiere un rol de Akt en la activación de esta MAPK (Martín et 

al., 2014, 2018). Los datos experimentales demostraron que RSK, una quinasa que 

fosforila residuos de serina y treonina y que está asociada con varios tipos de cáncer, es 

activada por PTHrP y el empleo de inhibidores específicos reveló que esta activación es 

mediada por la vía de señalización de ERK1/2 MAPK pero no ocurre a través de p38 MAPK 

(Calvo et al., 2017). 
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Además, como se muestra en la Figura 12, las vías de señalización reguladas por PTHrP 

son responsables de modular la expresión de varios reguladores del ciclo celular. Se 

demostró que PTHrP aumenta los niveles proteicos de ciclina D1, de la quinasa 6 

dependiente de ciclina D y de c-Myc. Dado que c-aȅŎ Ŝǎ ǳƴ ƎŜƴ Řƛŀƴŀ ŘŜ ʲ-catenina y 

como el tratamiento con PTHrP en células de CCR ŀǳƳŜƴǘŀ ƭŀ ŜȄǇǊŜǎƛƽƴ ŘŜ ʲ-catenina y su 

posterior translocación nuclear (Martín et al., 2014), es probable que la modulación 

positiva de c-Myc por PTHrP pueda ǎŜǊ ŀ ǘǊŀǾŞǎ ŘŜ ƭŀ ǾƝŀ ŘŜ ƭŀ ʲ-catenina en los modelos 

celulares de CCR estudiados. Por otro lado, la acción paracrina de PTHrP disminuye la 

expresión de los siguientes reguladores negativos del ciclo celular: p27Kip1, p15INK4B y 

p53. Otros factores de transcripción relacionados con la proliferación celular también 

fueron activados por el tratamiento con PTHrP, como la proteína de unión al elemento de 

respuesta cAMP (CREB por sus siglas en inglés) y el factor de transcripción activador 1 

(ATF-1 por sus siglas en inglés). La preincubación de células de CCR con inhibidores 

específicos de las MAPKs suprimió la activación de estos factores de transcripción 

inducidos por PTHrP (Martín et al., 2014). En conjunto, los resultados demostraron que en 

las células de CCR, PTHrP favorece la progresión del ciclo celular y la proliferación a través 

de la modulación positiva de varias vías mitogénicas como PI3K, Akt, ERK1/2 MAPK, p38 

MAPK y RSK.  

Se profundizó el estudio de otras respuestas de las células de CCR al tratamiento con 

PTHrP, tal como la migración celular y la quimiorresistencia, ya que varias de las vías de 

señalización halladas de ser moduladas por la citoquina también están involucradas en 

estos procesos. PTHrP incrementa la motilidad de las líneas celulares derivadas de CCR; 

contrariamente a los resultados obtenidos al estudiar la proliferación tumoral, el efecto de 

esta citoquina sobre la migración fue mayor en la línea celular más agresiva, HCT116, que 

en la línea Caco-2. Además, las investigaciones revelaron que bajo la acción de PTHrP, las 

vías ERK 1/2 MAPK y RSK tienen un papel relevante en el aumento de la expresión de la 

quinasa de adhesión focal (FAK por sus siglas en inglés) y en el efecto migratorio 

observado de las células derivadas de CCR (Figura 12) (Calvo et al., 2017). Con respecto a 
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los efectos relacionados a la quimiorresistencia, PTHrP disminuye la sensibilidad en ambas 

líneas de CCR a Irinotecán o CPT-11 (droga ampliamente empleada en el tratamiento del 

CCR) mediante ERK1/2 MAPK (Martín et al., 2018). 

Para evaluar los efectos de PTHrP en un modelo de CCR más complejo, también se 

realizaron investigaciones in vivo. Los estudios con xenoinjertos subcutáneos de células 

HCT116 en un modelo murino revelaron que la administración intratumoral de PTHrP 

también estimula la expresión de ERK 1/2 MAPK y de otros reguladores asociados a 

eventos tumorigénicos tales como Ki67, ciclina D1, CREB/ATF-1 y RSK. Estos datos 

validaron parte de los resultados que se observaron in vitro (Calvo et al., 2017; Martín et 

al., 2018).  

A pesar de estos hallazgos que revelaban diversos efectos de PTHrP en modelos de CCR 

tanto in vitro como in vivo, al momento de comenzar con el desarrollo de este Trabajo de 

Tesis se desconocía si la citoquina era capaz de modular la angiogénesis tumoral y la TEM, 

ambos procesos asociados a la capacidad migratoria y característicos del fenotipo invasivo 

que permite la progresión y metástasis del CCR. 
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Figura 12. Mecanismos moleculares implicados en los efectos de PTHrP en las células de 

CCR. PTHrP induce la progresión del ciclo celular y la proliferación de células derivadas de  

CCR a través de Src, ERK 1/2 y p38, ambos miembros de la familia de las MAPKs, PI3K/Akt, 

RSK y la vía de señalización de ̡-catenina. PTHrP promueve la expresión de FAK y la 

migración de células de CCR través de la vía de señalización ERK/RSK. PTHrP además 

disminuye la sensibilidad en ambas líneas de CCR a CPT-11 mediante ERK1/2 (Calvo et al., 

2014; Martín et al., 2014; Calvo et al., 2017 Martín et al., 2018). Adaptado de Novoa Díaz 

et al., 2021. 
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo general 

A partir de los antecedentes previos en el tema, en este trabajo de Tesis se planeó 

aumentar el conocimiento respecto a los efectos que ejerce PTHrP sobre células de CCR. 

Para tal fin se propuso investigar si esta citoquina es capaz de modular otros eventos 

asociados al comportamiento agresivo de células de CCR tales como la angiogénesis 

tumoral y el programa TEM evaluando los mecanismos moleculares involucrados. Para 

cumplir con este objetivo general se utilizaron las líneas celulares Caco-2, HCT116 y 

HMEC-1 derivadas de adenocarcinoma de colon humano, carcinoma de colon humano y 

de endotelio de la microvasculatura humana respectivamente. Además se empleó un 

modelo murino de xenoinjerto subcutáneo de la línea tumorigénica HCT116 como modelo 

in vivo. Los análisis in silico se ejecutaron para validar los hallazgos obtenidos in vitro e in 

vivo.  

2.2 Objetivos específicos 

A-En los ensayos in vitro se propuso: 

1. Investigar el proceso de la angiogénesis asociada al tumor analizando: 

- El rol de PTHrP en la modulación de factores pro-angiogénicos en las células tumorales 

intestinales Caco-2 y HCT116. 

- El rol de PTHrP sobre las células endoteliales HMEC-1 mediante su acción directa y los 

mecanismos moleculares involucrados.  

- El rol de PTHrP sobre las células endoteliales HMEC-1 mediante su acción a través de las 

células tumorales y los mecanismos moleculares involucrados.  

2- Investigar el proceso de la TEM explorando: 

 - Si el tratamiento con PTHrP en las células Caco-2 y HCT116 modula cambios moleculares 

y morfológicos asociados a este programa. 
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- Si células del microambiente tales como las células endoteliales HMEC-1 tratadas con 

PTHrP ejerce cambios asociados a la TEM.  

- Si PTHrP induce cambios en la expresión de microARNs que participan en este proceso.  

B- En los ensayos in vivo se propuso: 

 - Estudiar si la administración intratumoral de PTHrP en ratones inmunosuprimidos 

bΥbLIό{ύψƴǳ όάƴǳŘŜέύ corrobora lo observado en los modelos in vitro. 

C- En el análisis in silico se propuso: 

De acuerdo a lo observado in vitro e in vivo, explorar mediante análisis bioinformático 

bases de datos de muestras de pacientes con CCR con el fin de determinar la implicancia 

clínica de PTHrP y de los marcadores evaluados en estos procesos. 
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3. Hipótesis 

 

En base al estado de conocimiento y a los resultados previos del grupo de investigación en 

lo referido a modos de acción y vías de señalización implicadas, se postula que PTHrP in 

vitro puede promover características que son propias de un fenotipo agresivo de las 

células tumorales intestinales. Se presume que los cambios moleculares y fenotípicos 

conferidos por PTHrP podrían asociarse a eventos tales como los procesos de angiogénesis 

y TEM. Al tratarse de un péptido de acción predominantemente paracrina se estima que 

su acción exógena, junto a la de otras citoquinas, podría estar mediada por células 

endoteliales y otras del microambiente. Se plantea que su acción intratumoral en el 

modelo in vivo reflejará lo observado in vitro y además permitirá evidenciar otras 

respuestas debido a la mayor complejidad del modelo. 

Con respecto a los análisis in silico, se postula que la exploración de datos genómicos y 

proteómicos en repositorios públicos respaldará los hallazgos previos en modelos in vitro 

e in vivo de CCR y reforzará la relevancia de evaluar ciertos marcadores en muestras 

humanas de CCR. 
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4. Materiales y Métodos 

 

A- Modelos experimentales 

A.1-Modelos in vitro: células tumorales intestinales y células endoteliales. Cultivo y 

tratamiento. 

 

Células Caco-2 

Las células Caco-2 (Cancer coli-2) corresponden a una línea celular derivada de 

adenocarcinoma colorrectal de un hombre de 72 años, desarrollada por el Instituto Sloan-

Kettering de Investigación del Cáncer de Estados Unidos  a través de los estudios llevados 

a cabo por el Dr. Jorgen Fogh (Fogh, 1977). Si bien derivan de un adenocarcinoma 

colorrectal, cuando se cultivan en condiciones específicas y de confluencia alta durante 14 

a 21 días, las células muestran características de diferenciación a enterocitos. Las células 

Caco-2 presentan uniones estrechas, microvellosidades y expresan enzimas y 

transportadores propios de este tipo de enterocitos como peptidasas, esterasas, P-

glicoproteína y transportadores de captación de aminoácidos, entre otros. La mayoría de 

las células son cúbicas y cuando confluyen, parecen tener un borde muy definido (Figura 

13A). Al tener una tasa de duplicación más lenta que otras líneas celulares (3 a 4 días) 

requiere un cambio de medio a las 48 hs. 

Células HCT116 

La línea tumoral intestinal HCT116 es derivada de un carcinoma colorrectal de un hombre 

adulto; las células presentan morfología epitelial (Figura 13B) y se caracterizan por una 

alta inestabilidad microsatelital debido a que poseen más del 30 % de sus secuencias 

microsatélites mutadas (Lengauer et al., 1997). Los estudios muestran que las células 

HCT116 provienen de un tumor primario, expresan un perfil genético asociado al colon 

derecho (Ahmed et al., 2013) y tienen capacidad tumorigénica cuando son inyectadas en 
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ratones inmunodeprimidos (Brattain et al., 1981), por lo que fueron utilizadas en el 

modelo in vivo empleado que se describe posteriormente.  

Células HMEC-1 

Al igual que las células tumorales intestinales empleadas, las células endoteliales 

microvasculares dérmicas humanas inmortalizadas HMEC-1 son adherentes y crecen en 

monocapa (Figura 13C). Fueron originadas a partir de la transfección de células 

endoteliales microvasculares aisladas de prepucios humanos neonatos con el vector pSVT, 

un plásmido que contiene la región codificante para el gen de la proteína del SV40, 

antígeno T grande, y su expresión está impulsada por la repetición terminal del virus del 

sarcoma de Rous. Poseen características morfológicas y funcionales de las células 

endoteliales normales, como la expresión de marcadores característicos como CD31 y 

CD36, y la formación de estructuras capilares (Ades et al., 1992).  

 

Figura 13. Microfotografías de las líneas celulares empleadas como modelos 

experimentales in vitro. Cultivo en confluencia alta de (A) Células Caco-2 (ATCC), (B) 

Células HCT116 (ATCC) y (C) Células HMEC-1. Adaptado de Muñoz-Vega et al., 2018. 

Contraste de fase, 100 X.  
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Las líneas celulares Caco-2 y HCT116, y la línea celular HMEC-1 proveniente de la American 

Type Culture Collection, Manassas, Virginia, EE.UU (ATCC), se cultivaron a 37 °C en medio 

de cultivo alto en glucosa de Eagle modificado por Dubelcco (DMEM por sus siglas en 

inglés) (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, Missouri, EE. UU.), adicionado con: suero 

fetal bovino (SFB) inactivado por calor e irradiado (Natocord, Córdoba, Argentina), 1% de 

aminoácidos no esenciales, 100 UI / ml de penicilina, 100 mg / ml de estreptomicina y 50 

mg / ml de gentamicina en una atmósfera húmeda de 5 % de CO2 en aire.  

Todos los experimentos se realizaron utilizando cultivos con menos de 15 pasajes. 

Considerando que los tiempos de duplicación son de 72-96 horas y 25-35 horas para las 

líneas Caco-2 y HCT116, respectivamente, y de 24-30 hs para la línea HMEC-1, se 

mantuvieron los cultivos experimentales con una confluencia de 70-80% (como máximo) 

en medio de cultivo con 10% de SFB. 

Para iniciar los experimentos las tres líneas celulares fueron lavadas con buffer PBS estéril 

(NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; KH2PO4 2 mM; Na2HPO4 10 mM; pH: 7,2-7,4) y se privaron de 

SFB para sincronizar la población celular en fase quiescente G0/G1 y establecer 

condiciones experimentales reproducibles (van der Valk et al., 2010). Las células HCT116 y 

HMEC-1 se privaron de suero por 2 horas y las células Caco-2 por 24 horas antes del 

tratamiento correspondiente. Estos tiempos fueron seleccionados de acuerdo a trabajos 

previos (Calvo et al., 2014; Prigozhina et al., 2011). Luego, y dependiendo del objetivo de 

los ensayos experimentales, las células fueron incubadas directamente con PTHrP (1-34) 

(Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, Missouri, EE.UU) que fue vehiculizada en DMEM 

con o sin SFB (según experimento) y utilizada a una dosis de 10-8 M o las células fueron 

incubadas con medios condicionados obtenidos como se describe posteriormente. 

También se realizaron experimentos de co-cultivo entre las células endoteliales y las 

tumorales usando filtros transwell, tal como se detallan en la Sección B.3.3. La dosis de 

exposición de PTHrP (1-34) se seleccionó en base a los resultados previamente obtenidos 

en el laboratorio donde se desarrolló este Trabajo de Tesis que demostraron que tanto en 

las células Caco-2 como en las células HCT116 esta citoquina a una concentración de 10-
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8M ejerce varios efectos los cuales fueron mencionados en la Introducción (Lezcano et al., 

2013; Calvo et al., 2014; Martín et al., 2014; Calvo et al., 2017; Martin et al., 2018). 

En los experimentos donde se inhibieron vías de señalización, las células fueron 

preincubadas con los inhibidores correspondientes por 30 minutos y los controles fueron 

tratados con el vehículo dimetilsulfóxido (DMSO) a una concentración menor a 0,1%. Los 

inhibidores empleados fueron PD98059 όнл ˃aύ (un inhibidor de MEK, que es la quinasa 

activadora de ERK1/2 MAPK), LY294002 όрл ˃aύ (un inhibidor de PI3K) (ambos de 

Calbiochem, San Diego, California, EE. UU.) y GSK690693 όрл ˃aύ (un inhibidor de la 

quinasa Akt) de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, California, EE. UU.). Las dosis de los 

inhibidores se seleccionaron según estudios previos (Calvo et al., 2014; Lezcano et al., 

2013; Martín et al., 2014). En las condiciones en las que se agregó SPARC exógeno, se 

empleó la proteína SPARC humana recombinante (Novus Biologicals, EE.UU) NBP2-35270 - 

50 g˃ a una concentración de 750 ng/ml de acuerdo con Drev y colaboradores (Drev et al., 

2019). 

 

A.2-Modelo in vivo de xenotrasplante de células HCT116 

 

Para los ensayos in vivo ǎŜ ǳǘƛƭƛȊŀǊƻƴ ǊŀǘƻƴŜǎ ƛƴƳǳƴƻŘŜŦƛŎƛŜƴǘŜǎ όάƴǳŘŜέΥ N:NIH(S)_nu) 

que poseen alterado tanto la diferenciación como la proliferación de células epiteliales 

tímicas y progenitores de linfocitos T debido a la ausencia de la proteína Foxn1 originada 

por la mutación recesiva nu/nu (Sun et al., 2014). Esta limitación inmunológica permite el 

crecimiento de células de xenotransplante. Los ratones fueron 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. 



Materiales y Métodos  

 

 

 66 

Se inyectaron 1 x 106 de células HCT116 por vía subcutánea en los flancos dorsales 

derechos de ratones N:NIH (S) _nu machos de 6 semanas de edad y de entre 25 y 30 

gramos de peso. Cuatro días después de la inoculación, los animales fueron asignados al 

azar a grupos de control o tratamiento (n=6 / grupo). A los ratones se les administró 

diariamente mediante inyección intratumoral PTHrP (40 µg / kg en 100 µl de PBS) o el 

mismo volumen de PBS como control. Se respetó el mismo esquema de administración de 

estudios previos del laboratorio donde se realizó este Trabajo de Tesis (Calvo et al., 2017; 

Martín et al., 2018). La forma diaria de administración tuvo como objetivo mantener 

constante el nivel del péptido en el área del tumor. Después de 20 días de tratamiento, los 

ratones se sacrificaron utilizando como agente químico CO2. El método de eutanasia se 

eligió de acuerdo a la Guía para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio, Institute 

of Laboratory Animal Resources, Commission on Life Sciences, National Research Council 

όάDǳƛŘΦ /ŀǊŜ ¦ǎŜ [ŀōΦ !ƴƛƳΦΣέ нлммύ. Los tumores se extirparon y se pesaron. Una parte de 

cada tumor se fijó con solución de formaldehído neutro al 4% para el análisis 

inmunohistoquímico mientras que otra parte se congeló inmediatamente en nitrógeno 

líquido y se mantuvo a -80 °C hasta el análisis correspondiente mediante RT-PCR 

cuantitativa en tiempo real, tal como se detalla posteriormente. Todos los experimentos 

fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales 

Experimentales (CICUAE) de la Universidad Nacional del Sur y por el Consejo 

Departamental de Biología, Bioquímica y Farmacia de la UNS según resoluciones CDBByF 

429/14-CDBByF 296/16, con renovación de vigencia según resolución DBByF 074/17. 

 

B- Métodos experimentales 

B.1 Obtención de medios condicionados tumorales (MCT) 

 

Se obtuvieron medios condicionados tumorales (MCT) a partir de medios de cultivo de 

células Caco-2 o HCT116 después de 24 horas de incubación con PTHrP (1-34) 10ҍ8M o con 

el vehículo de PTHrP como control manteniendo siempre la misma relación 
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células/volumen. En los experimentos donde se inhibieron vías de señalización, las células 

fueron preincubadas con los inhibidores correspondientes como se detalló previamente. 

Los MCT se recolectaron y centrifugaron durante 10 minutos a 10000 rpm para eliminar 

los restos celulares, y los sobrenadantes se almacenaron a -80 °C hasta el momento de su 

utilización. Cada experimento se llevó a cabo con MCT obtenido de forma independiente.  

 

B.2 Obtención de medios condicionados endoteliales (MCE) 

 

Se obtuvieron medios condicionados endoteliales (MCE) de medios cultivados de células 

HMEC-1 después de 16 horas de incubación con 10-8 M de PTHrP (1-34) o con el vehículo 

de PTHrP, tal como se describió previamente en las células tumorales. Luego de la 

centrifugación, los sobrenadantes se almacenaron a -80 °C hasta su uso para el 

tratamiento de células HCT116 o para su análisis por ELISA en el laboratorio de Oncología 

Celular y Molecular (LOCyM) de la Universidad de Chile (como se describe en Métodos 

B.12). Cada experimento se llevó a cabo con MCE obtenido de forma independiente. Se 

cuantificó el contenido de las proteínas de las células a partir de las cuales se obtuvieron 

los MCT o los MCE por el método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976) para 

normalizar los resultados. Para ello, se tomaron alícuotas  del lisado celular por duplicado; 

se agregó 2,5 ml de reactivo de Bradford (Coomassie Brilliant Blue G-250 100 mg/L; etanol 

4,75% y ácido fosfórico 8,5%), se incubó durante 5 minutos y las absorbancias se midieron 

a 595 nm empleando un espectrofotómetro Beckman DU530. Como estándar de 

concentración conocida se empleó 1 mg/ml de albúmina sérica bovina (BSA, por sus siglas 

en inglés). 
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B.3 Ensayos en células endoteliales para evaluar la angiogénesis in vitro 

 

La angiogénesis in vitro se evaluó en las células HMEC-1 mediante el  análisis de los 

cambios en el número de células, la migración y la formación de tubos, como se detalla a 

continuación. 

B.3.1 Tinción con cristal violeta 

 

Las células HMEC-1 fueron sembradas en placas de 96 pocillos (20.000 células/pocillo) por 

triplicado y tratadas con los MCT correspondientes o el péptido a 37 °C durante 24 horas. 

Luego las células se lavaron con PBS, se fijaron con metanol durante 10 minutos a -20 °C y 

se tiñeron con una solución de 0,1 % de cristal violeta (MERCK Argentina) durante 30 

minutos a temperatura ambiente. Se solubilizó el colorante que tiñe las células con ácido 

acético al 10% y se midió la absorbancia de la solución, que es proporcional al número de 

células, a 595 nm.  

B.3.2 Prueba de exclusión del colorante azul de Tripano 

 

Luego del tratamiento, las células endoteliales se lavaron con PBS, se tripsinizaron para 

separarlas de las placas a las cuales estaban adheridas  y se tiñeron con una solución 0,4 % 

del colorante azul de Tripano (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, Missouri, EE. UU.). Se 

visualizaron las células empleando un microscopio y una cámara de Neubauer y se 

contaron aquellas viables que excluyeron el colorante. 

B.3.3 Ensayo CellTiter-Blue®  

 

Se empleó el kit comercial CellTiter-blue® Assay (Promega, Estados Unidos). Este método 

colorimétrico se basa en que las células viables, metabólicamente activas, retienen la 

habilidad de reducir resazurina a resorufina. La máxima absorción de resazurina (azul) es a 

605 nm y la de resorufina (rosa) es a 573 nm. Además, la resorufina es un producto 
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fluorescente siendo su longitud de onda de excitación de 530nm y su longitud de onda de 

emisión de 590nm. Las células endoteliales fueron sembradas en placas de 96 pocillos 

(20.000 células/pocillo) por triplicado. Luego del tratamiento con los MCT o el péptido, las 

ŎŞƭǳƭŀǎ ŦǳŜǊƻƴ ƛƴŎǳōŀŘŀǎ Ŏƻƴ мл ˃ƭ ŘŜ ǊŜŀŎǘƛǾƻ ŘǳǊŀƴǘŜ м ƘƻǊŀ ŀ отϲ/Σ ŘŜǎǇǳŞǎ ŦǳŜǊƻƴ 

lisadas empleando una solución de 3% de dodecil sulfato de sodio (SDS), el medio fue 

recolectado y la fluorescencia emitida por la resorufina se leyó a 590 nm empleando un 

lector de placas. Se realizó 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 control. 

B.3.4 Ensayo de migración de células endoteliales 

 

Para los ensayos de migración de las células endoteliales se emplearon insertos de cultivo 

ŎŜƭǳƭŀǊ όǘŀƳŀƷƻ ŘŜ ǇƻǊƻ ŘŜ у ˃Ƴύ Ŝƴ Ŝƭ ǉǳŜ ǎŜ ǎŜƳōǊŀǊƻƴ нлΦллл ŎŞƭǳƭŀǎ Ia9/-1 en 

medio sin SFB en la cámara superior de filtros Transwell de 24 pocillos. Luego, en las 

cámaras inferiores se agregaron MCT obtenido como se describió anteriormente para 

evaluar el efecto indirecto de PTHrP. El agregado de MCT fue para promover la migración 

de las células HMEC-1 desde la parte superior de los filtros Transwell hacia la cámara 

inferior.  En otros estudios, para analizar el efecto directo de PTHrP, el medio del inserto 

superior (donde estaban las células HMEC-1 sembradas) se reemplazó por medio libre de 

SFB con o sin PTHrP y se agregó en la cámara inferior medio que contenía 5 % de SFB 

como quimioatractante (para promover la migración de las células HMEC-1 desde la parte 

superior de los filtros Transwell hacia la cámara inferior). En forma paralela se procesó 

controles negativos que contenían en la cámara inferior medio sin SFB.  

Para los  ensayos de co-cultivo las células Caco-2 o HCT116 (15.000 células por pocillo) se 

sembraron durante 48 horas en la cámara inferior de los filtros Transwell, luego se 

privaron de suero durante 24 o 2 horas respectivamente, y se procedió al tratamiento con 

o sin PTHrP para inducir la secreción de factores angiogénicos. A continuación, los insertos 

superiores con células HMEC-1 se colocaron en los pocillos donde las células tumorales 
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estaban sembradas. Después de 16 horas, las células endoteliales se lavaron con PBS 1X y 

se fijaron con metanol durante 10 minutos a -20 °C. El tiempo de 16 horas se seleccionó 

de acuerdo con los resultados previos de los experimentos piloto utilizando como control 

negativo medio libre de SFB y como control positivo medio con 5% de SFB. Luego de la 

fijación, se retiró con un hisopo de algodón las células de la parte superior del inserto y se 

tiñeron las células de la parte inferior del inserto (o sea células migradas) con cristal 

violeta (0,1 %) durante 30 minutos a temperatura ambiente.  

Para bloquear el efecto del factor proangiogénico VEGF en algunos ensayos de migración 

los MCT se preincubaron durante 2 horas a 37 °C con un anticuerpo neutralizante 

específico dirigido contra VEGF όлΣм ˃ƎκƳƭ) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

California, EE.UU), o con el control de isotipo coincidente IgG de conejo. La concentración 

de anticuerpos se eligieron de acuerdo con los datos de la literatura (Shtivelband et al., 

2003).  

Finalmente, en todos los experimentos las células HMEC-1 que migraron se contaron 

empleando un microscopio. 

B.3.5 Ensayo de formación de tubos  

 

Para evaluar la capacidad de las células endoteliales para formar una red tubular 

organizada se empleó el ensayo de formación de tubos utilizando una matriz de Geltrex 

reducida en factores de crecimiento (Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU) de acuerdo a 

estudios previos (Chim et al., 2011).  La matriz de Geltrex se descongeló a 4 °C, se añadió a 

ǇƭŀŎŀǎ ŘŜ фс ǇƻŎƛƭƭƻǎ όрл ˃ƭκǇƻŎƛƭƭƻύ ȅ ǎŜ dispuso a 37 °C durante 1 hora para permitir la 

gelificación. Luego, se sembraron 20.000 células HMEC-1 por pocillo sobre la matriz de 

Geltrex y se incubaron con los MCT correspondientes o medio sin SFB (con o sin PTHrP) a 

37 °C. Después de 24 horas, las células se examinaron y fotografiaron empleando un 

microscopio de luz invertida con un aumento de 100x (NIKON Eclipse TieS). La formación 

de tubos se evaluó cuantificando el número de nodos, uniones, puntos de ramificación y la 
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longitud de la ramificación utilizando el programa de procesamiento de imágen del 

Instituto Nacional de Salud de EE.UU (NIH por sus siglas en inglés), Image J y su 

herramienta para analizar angiogénesis ά!ƴƎƛƻƎŜƴŜǎƛǎ !ƴŀƭȅȊŜǊέ de acuerdo a lo descripto 

por Carpentier y colaboradores (Carpentier et al., 2020). En algunos experimentos, y para 

bloquear el efecto de VEGF, los MCT se preincubaron durante 2 horas a 37 °C con un 

anticuerpo neutralizante específico dirigido contra el VEGF όлΣм ˃ƎκƳƭύ ό{ŀƴǘŀ /ǊǳȊ 

Biotechnology, Santa Cruz, California, EE.UU), o con el control de isotipo coincidente IgG 

de conejo y luego se usaron en el ensayo de Geltrex. 

B.4-Técnica de Western blot  

 

B.4.1 Obtención de lisado celular  

 

Luego del tratamiento celular el medio de cultivo fue removido, las cajas de cultivo se 

colocaron en hielo y se lavaron 2 veces con PBS frío conteniendo inhibidores de fosfatasas 

(NaF 25 mM y Na3VO4 1 mM). A continuación, las células fueron lisadas en un buffer 

compuesto por Tris-HCl 50 mM (pH: 7,4), NaCl 150 mM, KCl 3 mM, EDTA 1 mM, Tween-20 

1%, Nonidet P-пл м҈Σ ŀǇǊƻǘƛƴƛƴŀ нл ˃ƎκƳƭΣ ƭŜǳǇŜǇǘƛƴŀ нл ˃ƎκƳƭΣ ŦƭǳƻǊǳǊƻ ŘŜ ŦŜƴƛƭƳŜǘƛƭ 

sulfonilo (PMSF) 1 mM, NaF 25 mM y Na3VO4 1 mM y los lisados fueron colectados en 

tubos eppendorf, mantenidos en hielo por 10 minutos, agitados por 45 segundos y 

colocados nuevamente en hielo por 10 minutos. A continuación, 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 alícuotas para cuantificar las proteínas por el 

método colorimétrico de Bradford como se describió previamente. 

B.4.2  Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) 

 

Las proteínas de los lisados celulares se desnaturalizaron en buffer muestra de 

electroforesis 5X (Tris 0,4 M pH: 6,8; SDS 10%; glicerol 50%; ditiotreitol (DTT) 7,7% y azul 

de bromofenol como indicador del frente de corrida) y se calentaron en baño de agua a 
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мллϲ/ ŘǳǊŀƴǘŜ р ƳƛƴǳǘƻǎΦ tƻǎǘŜǊƛƻǊƳŜƴǘŜ ƭŀǎ ƳǳŜǎǘǊŀǎ ŦǳŜǊƻƴ ǎŜƳōǊŀŘŀǎ όол ˃Ǝ ǇǊƻǘŜƝƴŀ 

/calle) y separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) 

discontinuos (gel de "stacking": 4% acrilamida, gel de separación: 10% acrilamida) según la 

técnica de Laemmli (Laemmli, 1970). SDS es un detergente que desnaturaliza las 

estructuras secundarias y terciarias no unidas por disulfuro y las recubre con una carga 

negativa que se correlaciona con su longitud, lo que permite estimar los pesos 

moleculares. En paralelo, se sembró un marcador coloreado de peso molecular conocido. 

La electroforesis se realizó a voltaje constante (100 voltios) utilizando como buffer de 

corrida Tris 25 mM pH: 8,8; glicina 195 mM; SDS 0,1%. 

 

B.4.3 Electrotransferencia e Inmunoblotting 

 

A continuación, las proteínas separadas por SDS-PAGE según su peso molecular fueron 

electrotransferidas a membranas de polivinilideno bifluoruro (PVDF) ŘŜ лΣпр ˃Ƴ 

(Amersham, Little Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterra). Las membranas se hidrataron 

en metanol durante 50 segundos y se equilibraron en buffer de transferencia Towbin (Tris 

0,25 M pH: 8,3; glicina 0,192 M; metanol 20%) durante 5 minutos al igual que los geles. La 

transferencia se realizó en una cámara semi seca aplicando 125 mA por gel durante 1 ó 2 

horas y embebiendo la membrana y el gel en buffer de transferencia (Towbin et al., 1992). 

Posteriormente los geles se tiñeron con el colorante Coomassie Brilliant Blue R-250 para 

constatar la eficiencia de la transferencia, según se detalla posteriormente. 

Los sitios de ligado inespecíficos 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 durante 1 a 2 horas a temperatura ambiente. Seguidamente, las membranas 

se incubaron con la dilución apropiada de anticuerpo primario (específico para la 

detección de la proteína de interés y preparado en TBS-T 0,1% conteniendo 1-5% de leche 

descremada ó BSA) durante toda la noche a 4°C. Luego las membranas fueron lavadas con 
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TBS-T 0,1% para eliminar el exceso de anticuerpo primario, y fueron incubadas con la 

dilución apropiada de anticuerpo secundario (anti globulina de la especie animal 

correspondiente al anticuerpo primario usado) conjugado a peroxidasa (preparado en 

TBS-T 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 (D9 IŜŀƭǘƘŎŀǊŜ !ƳŜǊǎƘŀƳϰ 9/[ tǊƛƳŜ ²estern Blotting 

Detection Reagent, EE.UU) y expuestas a placas radiográficas (Amersham Hyperfilm ECL, 

EE.UU) para visualizar las proteínas de interés. Las bandas obtenidas fueron digitalizadas 

densitométricamente y se cuantificaron usando el programa Image J.  

Los anticuerpos para Western blot utilizados en esta Tesis fueron anti-fosfo ERK1/2 

(1:1000), anti-E-cadherina (1:1000), anti-ZEB1 (1:750), anti-N-cadherina (1:750) de Cell 

Signaling, Beverly, Massachusetts, EE. UU. Los anticuerpos anti-CK18 (1:1000), anti-SPARC 

(1:500), anti-GAPDH (1:10000), anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (άHRPέ 

por sus siglas en inglés) anti-conejo de cabra (1:5000) y anticuerpo secundario conjugado 

con peroxidasa όάIwtέ ǇƻǊ ǎǳǎ ǎƛƎƭŀǎ Ŝƴ ƛƴƎƭŞǎύ anti-ratón de cabra (1:10000) fueron de 

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, California, EE. UU.). El anticuerpo anti-actina 

(1:5000) proviene de MP Biomedicals, Santa Ana, CA, EE. UU. El anticuerpo monoclonal de 

ratón contra el RPTH1 es de BAbCo (Richmond, California, EE.UU).  

 

B.4.4 Remoción de anticuerpos de las membranas 

 

Para remover el anticuerpo primario y secundario de las membranas y poder exponerlas a 

ŀƴǘƛŎǳŜǊǇƻǎ ŘƛŦŜǊŜƴǘŜǎ όάǎǘǊƛǇǇƛƴƎέύΣ ƭŀǎ ƳŜƳōǊŀƴŀǎ ǎŜ ǎǳƳŜǊƎƛŜǊƻƴ Ŝƴ ōǳŦŦŜǊ ǎǘǊƛǇǇƛƴƎ 

(Tris-I/ƭ снΣр Ƴa ǇIΥ сΣуΤ {5{ н҈ ȅ ʲ-mercaptoetanol 50 mM) a 55°C durante 30 minutos 

con agitación y luego se lavaron con TBS-T 1% por 10 minutos. Posteriormente se realizó 

el bloqueo continuando con el protocolo descripto previamente. 



Materiales y Métodos  

 

 

 74 

B.4.5 Tinción con Coomassie Brilliant Blue R-250  

 

Para poner en evidencia las bandas proteicas resueltas en los geles de poliacrilamida-SDS, 

los geles se tiñeron (2-5 minutos) con una solución de Coomassie Brilliant Blue R-250 

0,125%, metanol 50% y ácido acético 10% y luego el exceso de colorante se eliminó por 

lavados sucesivos en solución de desteñido I (metanol 50%, ácido acético 10%), desteñido 

II (metanol 5%, ácido acético 7%) y PBS. 

 

B.5 Inmunocitoquímica (ICQ)  

 

Para complementar los datos respecto a la expresión de un determinado marcador y 

obtener información de su localización celular, las células tumorales sembradas en 

cubreobjetos se fijaron con paraformaldehído al 4 % durante 30 minutos a temperatura 

ambiente y se permeabilizaron con PBS-Triton durante 10 minutos. Después de los 

lavados con PBS 1X, los sitios de unión a proteínas no específicas se bloquearon con BSA al 

5% en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego, las muestras se incubaron en 

presencia o ausencia (control negativo) del anticuerpo primario correspondiente durante 

la noche a 4 °C. Después de los lavados con PBS, las preparaciones se incubaron con el 

anticuerpo secundario correspondiente conjugado con los fluoróforos Cy3 (1:200) o Alexa 

Fluor 594 (1:200) durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Las células 

también se tiñeron con el colorante nuclear específico 4',6-diamidino-2-fenilindol 

diclorhidrato (DAPI) (1:500), durante los últimos 30 minutos de incubación con el 

anticuerpo secundario para visualizar núcleos y la ubicación nuclear del marcador en 

estudio. Finalmente, las preparaciones se montaron con una solución de glicerol al 95% en 

PBS y las imágenes se obtuvieron utilizando un microscopio de fluorescencia NIKON TE 

2000S y un microscopio confocal láser de barrido Leica TCS SP2 AOBS.  
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B.6 Ensayo de cierre de herida y seguimiento morfológico en células tumorales  

 

Una vez alcanzada la confluencia, se realizó una herida en forma de cruz manualmente en 

la monocapa celular con un tip y se realizaron dos lavados con PBS 1X estéril para eliminar 

los restos producto del procedimiento. Luego, los tratamientos se realizaron en DMEM sin 

SFB, como se describe en Sección A.1. Finalmente, se visualizaron las heridas al 

microscopio invertido y se fotografió cada una de ellas, según los tiempos programados. 

De esta forma, las primeras fotografías se tomaron al inicio del tratamiento, a las 5 y a las 

24 horas, donde se fotografiaron los mismos campos. Para cada condición se analizó el 

cierre de la herida con respecto al control mediante el programa Image J-MRI Wound 

Healing Tool, que permite cuantificar el área que permanece libre de células.  

Para evaluar los cambios morfológicos potencialmente asociados con la TEM, las células se 

trataron con los MCE o con medio (en ausencia o presencia de PTHrP) en un rango de 

tiempo comprendido entre 0 a 24 horas y los mismos campos se observaron con un 

microscopio y se fotografiaron para visualizar los cambios morfológicos que luego fueron 

analizados mediante el programa Image J. Los parámetros morfológicos cuantificados 

fueron área, perímetro, forma redonda, eje mayor, eje menor y relación de aspecto (AR 

por sus siglas en inglés) que representa la relación entre el eje mayor y el eje menor que 

denota el grado de elongación celular de acuerdo a estudios previos (Goto et al., 2017; 

Zhou et al., 2020). 

 

B.7 Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)  

 

La proteína SPARC presente en los MCE se determinó utilizando el kit Human SPARC 

SimpleStep ELISA® (ab220654, Abcam, Cambridge, Reino Unido), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. A diferencia del ensayo ELISA tradicional, este ensayo utiliza 

un anticuerpo de captura que se conjuga a la proteína de interés y un anticuerpo detector 
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que se conjuga con peroxidasa (HRP). El complejo formado se une a un anticuerpo 

monoclonal anti-tag altamente específico adherido a la superficie del pocillo. Se incubaron 

рл ˃[ ŘŜƭ a/9 Ŏƻƴ рл ˃[ ŘŜ ǎƻƭǳŎƛƽƴ ŘŜ ŀƴǘƛŎǳŜǊǇƻǎ ǇƻǊ ǇƻŎƛƭƭƻ ŀ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊŀ ŀƳōƛŜƴǘŜ 

durante 1 hora. Posteriormente, los pocillos se lavaron tres veces con solución de lavado y 

ǎŜ ƛƴŎǳōŀǊƻƴ Ŏƻƴ млл ˃[ ŘŜƭ ǎǳǎǘǊŀǘƻ ŘŜ Iwt оΣоϥΣрΣрϥ-tetrametilbencidina (TMB) durante 

10 minutos a temperatura ambiente. Luego de agregar la solución de detención, se midió 

la absorbancia a 450 nm en un espectrofotómetro de placa (Biotek EL800, BioTek, 

Winooski, VT, EE. UU.).  

 

B.8  Inmunohistoquímica (IHQ)  

 

Los tumores de los ratones se incluyeron en parafina y las secciones se desparafinizaron, 

rehidrataron y pretrataron utilizando la técnica de recuperación de antígeno mediada por 

calor (vapor) con solución de citrato de sodio (10 mM, pH 6) durante 30 minutos a 95 °C. 

Luego, las secciones se lavaron dos veces con PBS y se bloquearon con BSA al 2% y se 

agregó el anticuerpo primario correspondiente durante la noche a 4 °C. Después de dos 

lavados con PBS, la peroxidasa endógena se bloqueó con H2O2 al 30 % durante 30 minutos 

y el anticuerpo secundario (contra la especie del anticuerpo primario y conjugado con 

peroxidasa) se incubó durante 1 hora a temperatura ambiente. La tinción 

ƛƴƳǳƴƻƘƛǎǘƻǉǳƝƳƛŎŀ ǎŜ ǊŜŀƭƛȊƽ ƳŀƴǳŀƭƳŜƴǘŜ Ŏƻƴ Ŝƭ ƪƛǘ ŎƻƳŜǊŎƛŀƭ ά!./!a 5ŜǘŜŎǘƛƻƴ LI/ 

Yƛǘέ ό!./!aΣ /ŀƳōǊƛŘƎŜΣ MA, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

Luego de monitorear mediante visulización con el microscopio, la reacción de la 

diaminobencidina (DAB) catalizada por la peroxidasa (conjugada al complejo proteína de 

interés-anticuerpo primario-anticuerpo secundario) se detuvo con agua destilada, se 

contrastó con hematoxilina, se deshidrató y se cubrió con un cubreobjetos. Para cada 

muestra, la inmunotinción (por el DAB precipitado y de color marrón)  se visualizó con un 

microscopio óptico y se analizó con el paquete de procesamiento de imágenes Fiji del 

programa Image J (Schindelin et al., 2012). 
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B.9 Aislamiento de ARN y síntesis de ADNc 

 

Con el fin de evaluar los niveles de ARNm de los genes de interés, el ARN total fue aislado 

a partir de las células tumorales expuestas a los tratamientos, empleando el kit comercial 

άIƛƎƘ tǳǊŜ wb! Lǎƻƭŀǘƛƻƴ ƪƛǘέ ŘŜ wƻŎƘŜ 5ƛŀƎƴƻǎǘƛŎǎ όaŀƴƴƘŜƛƳΣ !ƭŜƳŀƴƛŀύ y siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Para la extracción de ARN de las secciones del tumor de 

xenotrasplante se empleó el kit de ARN άEasyPure®έ (TRANS, Beijing, China) teniendo en 

cuenta las instrucciones del fabricante. Los kits utilizados permitieron realizar un método 

simple y rápido basado en columnas para aislar el ARN total de cada condición 

experimental. Las células y los tejidos fueron lisados enzimáticamente y el ARN se unió a 

una membrana de sílice. El ADN se digirió con ADNasa I. Después de varios lavados, el ARN 

de alta calidad fue eluido de la columna y recolectado en tubos eppendorf. La cantidad y 

calidad del ARN aislado se determinó espectrofotométricamente. Esta determinación se 

basa en la medida de la densidad óptica teniendo en cuenta que una unidad de 

absorbancia a 260 nm equivale a 40 µg /ml de ARN. 

- Cantidad de ARN µg/ml= 40 x DO 260nm x factor de dilución. 

Se consideró la ausencia de contaminación por proteínas y/o compuestos fenólicos, 

considerando que la relación entre las absorbancias a 260 nm/280 nm estaba 

comprendida entre 1,8 y 2,0. Las muestras de ARN fueron guardadas a -80 °C hasta su 

utilización. Luego, del ARN obtenido se sintetizó el ADN complementario (ADNc) a partir 

ŘŜ м ˃Ǝ ŘŜƭ !wb ǇǊŜǾƛŀƳŜƴǘŜ ǇǳǊƛŦƛŎŀŘƻ ǳǘƛƭƛȊŀƴŘƻ Ŝƭ ƪƛǘ ŎƻƳŜǊŎƛŀƭ άIƛƎƘ /ŀǇŀŎƛǘȅ Ŏ5bA 

Reverse ¢ǊŀƴǎŎǊƛǇǘƛƻƴ Yƛǘέ όApplied Biosystems, EE.UU) ǇǊƻǾƛǎǘƻ ŘŜ άǊŀƴŘƻƳ ǇǊƛƳŜǊǎέ 

ŎƻƳƻ ŎŜōŀŘƻǊŜǎΣ ȅ ŘŜ ƭŀ ŜƴȊƛƳŀ άaǳƭǘƛ{ŎǊƛōŜϰ wŜǾŜǊǎŜ ¢ǊŀƴǎŎǊƛǇǘŀǎŜέΦ Se preparó en 

ƘƛŜƭƻ ƭŀ άƳŀǎǘŜǊƳƛȄέ ǉǳŜ ƛƴŎƭǳȅƽ н ˃ƭ ŘŜ άw¢.ǳŦŦŜǊέ мл·Τ пΣн ˃ƭ ŘŜ ŀƎǳŀ ƭƛōǊŜ ŘŜ ƴǳŎƭŜŀǎŀΤ 

лΣу ˃ƭ ŘŜ άŘb¢taƛȄέ нр· όмлл ƳaύΤ άw¢wŀƴŘƻƳ tǊƛƳŜǊǎέ мл· ȅ м ˃ƭ ŘŜ άaǳƭǘƛ{ŎǊƛōŜϰ 

wŜǾŜǊǎŜ ¢ǊŀƴǎŎǊƛǇǘŀǎŜέΦ [ǳŜƎƻ ǎŜ ƳŜȊŎƭŀǊƻƴ мл ˃ƭ ŘŜ ƭŀ άƳŀǎǘŜǊƳƛȄέ Ŏƻƴ мл ˃ƭ ŘŜ !wb 

para cada condición experimental. A continuación, la retrotranscripción se realizó en un 

termociclador Eppendof Mastercycler® Personal, de acuerdo al siguiente protocolo: 10 
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minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C y 5 minutos a 85°C. La concentración de ADNc, que 

debe ser similar en todas las muestras, se determinó por espectrofotometría, teniendo en 

cuentŀ ǉǳŜ ǳƴŀ ǳƴƛŘŀŘ ŘŜ ŀōǎƻǊōŀƴŎƛŀ ŀ нсл ƴƳ ŜǉǳƛǾŀƭŜ ŀ оо ˃ƎκƳƭ ŘŜ !5bŎΥ 

-Cantidad de ADN hebra simple ug/ml: 33 x DO 260nm x factor de dilución. 

El ADNc obtenido, correspondiente a cada condición, se almacenó a -20°C hasta su 

utilización. 

 

B.10 RT-PCR Cuantitativa en Tiempo Real 

 

La reacción en cadena de la polimerasa se llevó a cabo en un sistema de PCR en tiempo 

real (RT-qPCR) (Applied Biosystems, modelo 7500). Las reacciones de RT-qPCR se 

ǇǊŜǇŀǊŀǊƻƴ ǳǘƛƭƛȊŀƴŘƻ ά{¸.w DǊŜŜƴ ƳŀǎǘŜǊ aƛȄέ ό!ǇǇƭƛŜŘ Biosystems, EE.UU). El ADNc de 

GAPDH se amplificó en paralelo para todos los genes como control endógeno. Para cada 

experimento, una reacción donde se añadió agua como muestra, sirvió como control 

negativo. Definido como el número de ciclos fraccionarios de qPCR en los que la 

fluorescencia alcanza una línea umbral fija, el valor CT se calculó para cada gen a partir del 

promedio de tres mediciones.  La variación respecto al control endógeno (ɲ/¢) se calculó 

de acuerdo a la siguiente ecuación: 

 ɲ/¢ Ґ /¢ gen de interés ҍ /¢ gen de GAPDH 

Los niveles de ARNm se calcularon de acuerdo a la fórmula 2ҍ ɲ/¢ (Livak y Schmittgen, 

2001) Los primers utilizados fueron los siguientes: р-CACCTCTGGACTTGCCTTTC-3´ 

(forward) y  рGGCTGCATCTCGAGACTTTT-о (reverse) para HIF-мʰΤ р-

TGCAGATTATGCGGATCAAACC-3  ́ (forward) y р-TGCATTCACATTTGTTGTGCTGTAG-о 

(reverse) para VEGF; р-CCTTCACTTTCCTGGGTAAG-3´ (forwardύ ȅ р-

CCATTCACGTCGTCCTTATG-о όreverse) para MMP-9; 5'-AGATGTG-GAGTGCCAGATGT-3' 

(forward) y 5'-TAGACTGCTACCATCCGTCC-3' (reverse) para MMP-7;  5 -́ 
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TTCACAGTGGAGAGAAGCCA-3´ (forward) y 5-́GCCTGGTGATGCTGAAAGAG -3´ (reverse) 

para ZEB1;  5 -́GAACGCATTGCCACATACAC-3´ (forward) y 5-́ATTCGGGCTTGTTGTCATTC-

3 (́reverse) para E-cadherina;  5 -́ACAGAGTGAGGAGCCTGGAGACCGA-3´ (forward) y 5-́

CAGTATTTGCGAAGA TCTGAGCCCTC-3 (́reverse) para Citoqueratina 18;  5 -́

AACCGAAGAGGAGGTGG-3´ (forward) y 5-́ GCA AAG AAG TGG CAG GAA GA -3´ (reverse) 

para SPARC; 5 -́ACCACAGTCCATGCCATCA-3´ (forwardύ ȅ р-TCCACCACCCTTGTGCTGTA-

о όǊŜǾŜǊǎŜύ ǇŀǊŀ D!t5IΦ 

 

B.11 Extracción de ARNs pequeños y síntesis de ADNc 

 

Para el análisis de miRs, se realizó la extracción de ARN utilizando el kit de extracción 

mirVana (Thermo Fisher, EE.UU). El protocolo utilizado fue el indicado por el fabricante 

para células en adhesión. Luego de la lisis celular Ŏƻƴ Ŝƭ ά[ȅǎƛǎκ.ƛƴŘƛƴƎ .ǳŦŦŜǊέ, se realizó 

una extracción de ARN total con fenol ácido:cloroformo pH:4.5 (con alcohol isoamílico, 

125:24:1) (AM9720, Thermo Fisher, EE.UU) y mediante centrifugación a 10000 x g por 5 

minutos a 4°C se recuperó la fase acuosa (fase en la que se encuentra el ARN). 

Posteriormente, se agregaron 1/3 de etanol del volumen recuperado de la fase acuosa y la 

mezcla se cargó en una primera columna con un filtro de fibra de vidrio obteniendo los 

ARNs pequeños (<200 pb) en la elución. Para enriquecer la fracción de ARNs pequeños 

dentro de la cual se encuentran los miRs, se agregaron 2/3 de etanol del volumen de 

eluido obtenido y se realizó una segunda filtración en una columna con filtro de vidrio. El 

eluido final se almacenó a - 80°C.  

Con la fracción extraída de ARNs menores de 200 pb (ARNs pequeños), se realizó la 

transcripción reversa de los miRs de interés utilizando un kit TaqMan MicroRNA Reverse 

Transcription (Thermo Fisher, EE.UU), con la finalidad de obtener el ADNc, de acuerdo a lo 

indicado por el fabricante. Se preparó ƭŀ άƳŀǎǘŜǊmixέ (para una reacción: лΣмр ˃ƭ ŘŜ Řb¢tǎ 

100mM; 1 ˃ƭ ŘŜ transcriptasa reversa Multiscribe®; 1,5 ˃ƭ ōǳŦŦŜǊ мл·Τ лΣмф ˃ƭ ƛƴƘƛōƛŘƻǊ ŘŜ 
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Awbŀǎŀ ȅ пΣмс ˃ƭ ŘŜ ŀƎǳŀ ƭƛōǊŜ ŘŜ ƴǳŎƭŜŀǎŀύ, el cual se mantuvo en hielo. Para cada 

reacción de retrotranscripción ǎŜ ǳǘƛƭƛȊŀǊƻƴ р ˃ƭ de miRs con una concentración total de 10 

ƴƎ ȅ т ˃ƭ ŘŜ ƳŀǎǘŜǊ ƳƛȄΦ tƻǎǘŜǊƛƻǊƳŜƴǘŜΣ ǎŜ ŀƎǊŜƎŀǊƻƴ о ˃ƭ ŘŜ ǇǊƛƳŜǊǎ incluidos en el kit 

άTaqMan MicroRNA Assayέ (Thermo Fisher, EE.UU) para las hebras 3p y 5p de los miRs 

miR-423 y miR-27a. La reacción de RT-PCR se realizó en un termociclador aplicando el 

siguiente protocolo: 30 minutos a 16°C, 30 minutos a 42°C, 5 minutos a 85°C y 10 minutos 

a 4°C. Lo anterior permitió obtener los ADNc que se almacenaron a -80°C. 

 

B.12 RT-PCR cuantitativa con sondas TaqMan 

 

Para medir la expresión de los miRs de interés, se utilizó la técnica de RT-qPCR con sondas 

TaqMan, la cual entrega valores cuantitativos de expresión a través de la medición de 

fluorescencia debido a la presencia de sondas marcadas con fluorocromos que se unen 

específicamente a la secuencia en estudio. Se utilizó el protocolo diseñado por el 

fabricante. Se preparó un mastermix para los miRs en estudio tanto para la hebra 3p como 

la 5p. La ƳŀǎǘŜǊƳƛȄ ƛƴŎƭǳȅƽ мл ˃ƭ ŘŜ ¢ŀǉaŀƴϯ ¦ƴƛǾŜǊǎŀƭ aŀǎǘŜǊ aƛȄ LLΣ ǎƛƴ ¦bD ό¢ƘŜǊƳƻ 

Fisher, EE.UUύΣ тΣст ˃ƭ ŘŜ ŀƎǳŀ ƭƛōǊŜ ŘŜ ƴǳŎƭŜŀǎŀΣ мΣл ˃ƭ ŘŜ ǎƻƴŘŀ ¢ŀǉaŀƴ ƛƴŎƭǳƛŘŀ Ŝƴ Ŝƭ ƪƛǘ 

άTaqMan® MicroRNA Assayέ ȅ мΣоо ˃ƭ ŘŜ ADNc. La reacción de RT-PCR se llevó a cabo en 

un equipo StepOne Plus Real-Time PCR (Thermo Fisher), de acuerdo al siguiente 

protocolo: 10 minutos a 95°C, y luego 40 ciclos a 95°C por 15 minutos y 60°C por 1 minuto. 

Cada reacción de RT-qPCR se realizó por triplicado y se cuantificó por el método 2-ɲ/ǘ. Para 

normalizar los datos se utilizó el ARN nuclear pequeño U6 como control endógeno. 

 

B.13 Análisis estadístico 

 

Para el análisis estadístico, se utilizó una prueba t de Student de dos colas (Snedecor  y 

Cochran, 1989) y la igualdad de varianza para determinar las diferencias significativas 
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entre dos grupos de datos. Los valores de P <0,05; <0,01; <0,001 indicados con asteriscos 

(*; **;  ***  respectivamente), se consideraron estadísticamente significativos. Los datos 

obtenidos de tres experimentos independientes realizados por triplicado se presentaron 

como media ± DE. 

 

B.14 Análisis Bioinformático  

 

Se empleó la plataforma GEO (Gene Expression Omnibus) para la obtención de cuatro 

conjuntos de datos de expresión por microarray de pacientes con CCR. Se obtuvieron 

datos de las siguientes accesiones: GSE41258: Affymetrix Human Genome U133A Array - 

54 muestras normales y 186 muestras de tumor primario; GSE37364: Affymetrix Human 

Genome U133 Plus 2.0 Array - 38 muestras normales y 27 muestras de tumor primario; 

GSE68468: Affymetrix Human Genome U133A Array - 53 muestras normales y 186 

muestras de tumor primario y GSE9348: Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array - 

12 muestras normales y 70 muestras de tumor primario. Las muestras se dividieron en dos 

grupos de acuerdo al tipo de muestra. Para obtener los genes expresados 

diferencialmente (GED), los datos fueron analizados por GEO2R para identificar GED en las 

muestras normales y tumorales. El criterio empleado fue el de factor de proporcionalidad 

(del inglés fold-change o FC) para evaluar el nivel de expresión media (e) para cada gen 

siguiendo  la siguiente fórmula: 

Log2FC=eTumor-eNormal 

A continuación se seleccionó para los genes sobreexpresados ǳƴ ǳƳōǊŀƭ ŘŜ C/ н όǳƴ ƴƛǾŜƭ 

de expresión mayor al doble) que corresponde a un Log2FC  1. Para los genes regulados 

negativamente se seleccionó un umbral de FC<1/2 (un nivel de expresión menor que la 

mitad) que corresponde a un Log2FC < -1. Para la inferencia estadística se consideró por t-

student moderado una probabilidad de p <0,05 y un p ajustado por Benjamini y Hochberg 

(tasa de descubrimiento falso o FDR por sus siglas en inglés) de q<0,05, que corrige el 
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valor p inicial considerando el testeo múltiple (Glickman et al., 2014). Estos GED se 

incorporaron al programa FunRich 3.1.3 όάCǳƴŎǘƛƻƴŀƭ 9ƴǊƛŎƘƳŜƴǘ ŀƴŀƭȅǎƛǎ ǘƻƻƭέύ  (Fonseka 

et al., 2021) y se analizó el enriquecimiento funcional por Enrichr (Xie et al., 2021). Se 

exploraron las bases de datos EMTome (http://www.emtome.org/) (Vasaikar et al., 2021), 

GEPIA2 (άGene Expression Profiling Interactive Analysis 2έ) (http://gepia2.cancer-

pku.cn/#index) (Tang et al., 2019)  y  STRING 11.5 (https://string-db.org/) (Szklarczyk et al., 

2021), para explorar la implicancia clínica y la interacción entre los genes evaluados en 

esta Tesis. Además se utilizó el programa Cytoscape 3.8.2 y su aplicación stringApp 

(Doncheva et al., 2019), para integrar los datos de expresión de los GED en redes 

importadas de la base de datos STRING de interacción proteína-proteína (IPP) para 

visualizar redes moleculares centrales relacionadas con el CCR.  

http://www.emtome.org/
http://gepia2.cancer-pku.cn/#index
http://gepia2.cancer-pku.cn/#index
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5. Resultados 

 

Capítulo 1: Rol de PTHrP en la Angiogénesis asociada al tumor 

 

La angiogénesis tumoral es un mecanismo a través del cual el tumor puede generar vasos 

sanguíneos y es esencial para su desarrollo y su capacidad metastásica. En condiciones 

fisiológicas durante el desarrollo fetal y en el adulto es un evento que depende de un 

balance entre la expresión de factores anti y proangiogénicos que son modulados por 

diferentes vías de señalización. En el cáncer este balance se pierde al incrementarse la 

expresión y/o liberación de factores proangiogénicos que provocan la activación de las 

células endoteliales del microambiente estimulando su proliferación y su capacidad para 

formar nuevos vasos sanguíneos a partir de los preexistentes. Como producto de este 

desequilibrio, los vasos sanguíneos tumorales no se forman completamente, presentan 

irregularidades, uniones débiles entre células endoteliales y una membrana basal 

incompleta lo que no permite una oxigenación eficiente (Mander y Finnie, 2018). 

Dentro de este evento clave en la progresión tumoral, el rol de PTHrP en la angiogénesis 

se ha evaluado en diferentes tipos de tumores, sin embargo su participación en este 

proceso es controversial como se analizará en la sección Discusión. Además en el contexto 

del desarrollo del CCR su rol se desconocía al momento del comienzo de esta Tesis. No 

obstante, y como se comentó en la sección Introducción, se había demostrado 

previamente en el laboratorio donde se desarrolló esta Tesis que PTHrP activa varias vías 

de señalización tales como ERK1/2, p38 MAPK y PI3K/Akt (Calvo et al., 2017, 2014; 

Lezcano et al., 2013; Martín et al., 2014) que son capaces de modular la expresión de 

factores proangiogénicos (Hammoud et al., 2016; Xu et al., 2015). 

Por lo tanto, en este primer Capítulo se exploró, utilizando modelos in vitro e in vivo, si 

PTHrP en su rol como citoquina promueve la expresión de factores proangiogénicos y 

eventos asociados, con el fin de evidenciar si es un mediador en la interacción entre las 

células tumorales intestinales y las células endoteliales en el proceso de angiogénesis. 
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Sección 1: Estudio del efecto de PTHrP en la modulación de la expresión de factores 

proangiogénicos en células tumorales intestinales  

1.1 PTHrP aumenta los niveles de ARNm de los factores implicados en la angiogénesis, 

VEGF, HIF-мʰΣ  aat-9 y MMP-7 en las líneas celulares Caco-2 y HCT 116 

 

Para evaluar el posible rol de PTHrP en la angiogénesis asociada al tumor, inicialmente se 

exploró su efecto en la expresión del factor angiogénico VEGF en las células tumorales 

intestinales Caco-2 y HCT116. Los ensayos de RT-qPCR revelaron que los niveles de ARNm 

de VEGF aumentan después del tratamiento con PTHrP (10ҍ8 M) durante 20 horas en 

ambas líneas celulares (Figura 14). Además, el péptido también aumentó los niveles de 

ARNm de otras moléculas involucradas en la angiogénesis como MMP-9, HIF-мʰ ȅ MMP-7 

(Figura 14). 
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Figura 14. PTHrP aumenta los niveles de ARNm de los factores implicados en la 

angiogénesis VEGF, MMP-9, HIF-м hy MMP-7 en las líneas celulares Caco-2 y HCT116. Las 

células tumorales intestinales se trataron con o sin PTHrP 10ҍ8 M durante 3 y 20 horas y 

los niveles de ARNm de estos factores proangiogénicos se analizaron mediante RT-qPCR 

como se describe en Materiales y Métodos. Los gráficos de barras representan los niveles 



Capítulo 1 - Sección 1  
 

 

 89 

de ARNm de VEGF, HIF-м,h MMP-9 y MMP-7 de tres experimentos independientes. 

*p<0,05 con respecto al control. 
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Sección 2: Estudio de eventos en las células endoteliales asociados a la angiogénesis 

tumoral bajo la acción de PTHrP  

2.1 Las células tumorales intestinales expuestas a PTHrP incrementan el número de células 

endoteliales 

 

La angiogénesis tumoral se establece y mantiene mediante una compleja comunicación 

entre las células tumorales y las células endoteliales. Por lo tanto, empleamos células 

HMEC-1, una línea celular inmortalizada de células endoteliales microvasculares humanas, 

y los MCT para evaluar el efecto sobre las células endoteliales de los factores liberados por 

las células tumorales intestinales expuestas a PTHrP y de esta manera probar el potencial 

angiogénico tumoral del péptido in vitro.  

Con ese fin, primero llevamos a cabo estudios para probar si los MCT de células de CCR 

tratadas con PTHrP por 24 horas modifican el número de células endoteliales. Se estimó el 

número de células usando cristal violeta, un colorante básico que tiñe los núcleos 

celulares,  y se observó que los MCT aumentaron la absorbancia en un 23,2 % (MCT de 

células Caco-2 tratadas con PTHrP) y en un 27,4 % (MCT de células HCT 116 tratadas con 

PTHrP) con respecto a las células expuestas a MCT de control (Figura 15A). Además, el 

recuento de células vivas en una cámara de Neubauer (que no se tiñen por exclusión del 

azul de tripano) reveló un aumento del 53 % y del 62 % en el número de células 

endoteliales después de 24 horas de exposición al MCT de células Caco-2 o HCT 116 

tratadas con PTHrP, respectivamente (Figura 15B).  

A partir de los resultados obtenidos con los colorantes cristal violeta y azul de tripano, 

seguidamente decidimos emplear el kit comercial CellTiter-blue® Assay  (Promega, EE.UU). 

Las células endoteliales expuestas por 24 horas con el MCT de células Caco-2 o HCT116 

tratadas con PTHrP fueron incubadas con resazurina con el fin de evaluar la capacidad
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metabólica de estas células como indicador de viabilidad celular. Se encontró que los MCT 

de las células Caco-2 y de las células HCT116 tratadas ambas con PTHrP aumentaron la 

biorreducción de resazurina en las células endoteliales respecto al control (49,8 % y 57,3 % 

respectivamente) (Figura 15C).  

En conjunto, estos resultados indican que los MCT de células tumorales intestinales 

tratadas con PTHrP aumentan el número de células endoteliales viables. Basados en estos 

hallazgos, luego estudiamos si el mayor número de células HMEC-1 se debe a una mayor 

tasa de proliferación, a una menor tasa de muerte celular o ambas. Así que evaluamos la 

expresión de marcadores moleculares relevantes asociados con la regulación de la 

apoptosis y la proliferación mediante análisis de Western blot. Tal como se observa en la 

Figura 16, los MCT incrementan los niveles proteicos del antígeno nuclear de proliferación 

celular (PCNA por sus siglas en inglés), que es un indicador de proliferación celular en el 

CCR (Zhou et al., 2018); sin embargo, los niveles de expresión de la poli (ADP-ribosa) 

polimerasa (PARP por sus siglas en inglés), que es un marcador apoptótico, no cambiaron. 

Aunque estos resultados sugieren un efecto proliferativo, se requieren más 

investigaciones para confirmar esta acción del péptido.  
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Figura 15. Las células tumorales intestinales expuestas a PTHrP incrementan el número 

de células endoteliales. (A) Tinción con cristal violeta. Se sembró una placa de 96 pocillos 

con células HMEC-1 (20.000 células/pocillo) y se cultivó con los MCT correspondientes a 
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37 °C durante 24 horas. Luego, se determinó el número de células viables mediante 

tinción con cristal violeta como se describe en Materiales y Métodos. (B) Exclusión del 

colorante azul de tripano. Los recuentos de células se realizaron en una cámara de 

Neubauer mediante la técnica de exclusión de azul de tripano. Los datos mostrados son el 

promedio del número de células con respecto al control de tres experimentos 

independientes. (C) El número de células viables se determinó mediante tinción con 

resazurina. Los resultados se expresaron como porcentaje relativo al control de tres 

mediciones independientes realizadas por triplicado. *P <0.05, **P <0.01 con respecto al 

control correspondiente. 
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Figura 16. Las células tumorales intestinales expuestas a PTHrP incrementan los niveles 

proteicos de PCNA. Las células HMEC-1 se trataron con los MCT correspondientes  

durante 24 horas y luego se realizaron análisis de Western blot usando anticuerpos 

específicos  (A) anti-PARP y (B) anti-PCNA. Además se empleó el anticuerpo anti-GAPDH 

para determinar los niveles de la proteína GAPDH como control de la cantidad de 

proteínas presentes en la membrana, ya que esta proteína no se modifica sustancialmente 

con el tratamiento por la citoquina. (C) Se muestran inmunotransferencias 

representativas. 

 

 

A B 
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2.2 Las células tumorales intestinales expuestas a PTHrP incrementan la capacidad 

migratoria de las células endoteliales 

 

Durante la angiogénesis tumoral las células endoteliales migran para generar una 

vasculatura tumoral, por lo que a continuación evaluamos las propiedades migratorias de 

las células HMEC-1 utilizando insertos transwell y los MCT, como se describe en Materiales 

y Métodos. En estas condiciones, se permitió que las células endoteliales migraran 

durante 16 horas. Como se muestra en la Figura 17A, los MCT obtenidos de las células 

tumorales expuestas a PTHrP incrementaron notablemente la movilidad de las células 

endoteliales. Se obtuvieron datos similares cuando las células endoteliales se co-

cultivaron con ambas líneas tumorales tratadas previamente con PTHrP empleando 

insertos Transwell (Figura 17B). La migración de las células HMEC-1 en los grupos de 

control (MCT o células sin tratamiento con PTHrP, Figura 17A y B, respectivamente) 

probablemente se deba a la expresión endógena de moléculas proangiogénicas por parte 

de las células de cáncer de colon independientemente del tratamiento con PTHrP. Se 

muestran las correspondientes cuantificaciones en la Figura 17C. 
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Figura 17. Las células tumorales intestinales expuestas a PTHrP incrementan la 

migración de las células endoteliales. Evaluamos las propiedades migratorias de las 

células HMEC-1 utilizando insertos transwell. (A) MCT como quimioatrayente. Se 

sembraron un total de 20.000 células HMEC-1 en medio sin SFB en la cámara superior (en 

la parte superior de los insertos). Luego, los MCT se agregaron a las cámaras inferiores.  

(B) Ensayos de cocultivo. Las células Caco-2 y HCT116 se sembraron en la cámara inferior 

de los pocillos, se cultivaron durante 48 horas, seguido del tratamiento con o sin PTHrP. 

Luego, se sembraron un total de 20.000 células HMEC-1 en medio sin SFB en la cámara 

superior (en la parte superior de los insertos). (C) Cuantificación de los resultados 

expresados como porcentaje de células migradas en relación con el control. Los datos son 

representativos de tres experimentos independientes. *p<0,05 con respecto al control. 
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2.3 Las células tumorales intestinales expuestas a PTHrP inducen la formación de 

estructuras tubulares en las células endoteliales 

 

Para profundizar respecto a la participación de PTHrP en el proceso de angiogénesis 

asociado al tumor, empleamos el ensayo de formación de tubos utilizando una matriz de 

Geltrex para evaluar la capacidad de las células endoteliales de formar una red tubular. 

Las células HMEC-1 se sembraron en Geltrex y se incubaron con los MCT 

correspondientes. Después de 24 horas, las células se fotografiaron empleando un 

microscopio de luz invertida. Como se muestra en la Figura 18A, los MCT de ambas líneas 

tumorales tratadas con PTHrP indujeron la formación de estructuras similares a tubos en 

las células endoteliales sembradas en Geltrex y también formaron una estructura reticular 

compuesta por células HMEC-1 conectadas. La cuantificación morfológica de las 

estructuras de tres experimentos independientes por el programa Image J demostró un 

aumento notable en el número de nodos, uniones, puntos de ramificación y en la longitud 

total de las ramificaciones (Figura 18B). 
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Figura 18. Los MCT de células tumorales intestinales expuestas a PTHrP inducen la 

formación de estructuras tubulares en las células endoteliales. Se sembraron células 

HMEC-1 (20.000 células/pocillo) en pocillos recubiertos con Geltrex y se cultivaron con los 

MCT correspondientes a 37 °C durante 24 horas. Las células se fotografiaron empleando 

un microscopio de luz invertida. (A) Se muestran fotomicrografías representativas de 

formaciones tubulares de las células HMEC-1 (100x). (B) Los parámetros para evaluar la 

ŦƻǊƳŀŎƛƽƴ ŘŜ ǘǳōƻǎ ǎŜ ŎǳŀƴǘƛŦƛŎŀǊƻƴ ǳǘƛƭƛȊŀƴŘƻ ƭŀ ƘŜǊǊŀƳƛŜƴǘŀ ά!ƴƎƛƻƎŜƴŜǎƛǎ !ƴŀƭȅȊŜǊέ ŘŜƭ 

programa Image J. La longitud total de las ramificaciones se expresa en pixeles. ND: no 

detectable. Los datos son representativos de tres experimentos independientes. 
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Sección 3: Estudio de los mecanismos moleculares involucrados en la angiogénesis 

tumoral modulada por PTHrP  

3.1 PTHrP promueve la angiogénesis tumoral principalmente a través de VEGF  

 

Debido a que el número de células, la capacidad migratoria y la formación de estructuras 

similares a tubos de células HMEC-1 aumentaron en respuesta a un efecto indirecto del 

péptido (dependiente de las células Caco-2 o HCT116), se infirió que PTHrP promueve la 

angiogénesis tumoral a través de la secreción de factores proangiogénicos de las células 

tumorales intestinales estimuladas. Es ampliamente aceptado que las células tumorales 

secretarían VEGF en el entorno circundante, actuando sobre las células endoteliales para 

impulsar su proliferación, supervivencia, quimiotaxis y migración, y conduciendo a la 

angiogénesis tumoral (Greenberg et al., 2008). Como observamos que PTHrP aumenta los 

niveles de ARNm de este factor angiogénico en las células tumorales, se procedió a 

investigar si el péptido tiene una acción indirecta sobre las células endoteliales a través del 

VEGF empleando un anticuerpo neutralizante contra este factor.  

Para esto, evaluamos si la respuesta de las células HMEC-1 observadas previamente 

(Figuras 15, 17 y 18), difiere o no cuando estas células se exponen al MCT que se incubó 

previamente durante 2 horas  a 37 ° C con el anticuerpo anti-VEGF o con un isotipo IgG de 

conejo como control. El uso del anticuerpo anti-VEGF atenuó el incremento en el número 

de células (Figura 19), el efecto en la migración celular (Figura 20) y la inducción a la 

formación de vasos (Figura 21), respecto a lo observado previamente por efecto de los 

MCT sobre las células endoteliales in vitro.  

En conjunto, estos hallazgos indican que PTHrP aumenta la expresión del VEGF en las 

células Caco-2 y HCT116 e induce su secreción al medio de cultivo. Una vez secretado, 

este factor media el efecto angiogénico del péptido sobre las células endoteliales siendo 

este efecto dependiente de las células tumorales intestinales.
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Figura 19. El bloqueo del VEGF revierte el efecto de los MCT obtenidos a partir de células 

tumorales expuestas a PTHrP en el incremento del número de células endoteliales. Las 
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células HMEC-1 se cultivaron a 37 °C durante 24 horas con los MCT correspondientes que 

fueron previamente incubados durante 2 horas a 37 °C con un anticuerpo neutralizante 

específico dirigido contra el VEGF humano o con una IgG de conejo como control. Luego, 

el número de células viables se determinó mediante tinción con cristal violeta (A), 

exclusión del colorante azul de tripano (B) y empleando el kit comercial CellTiter-blue® 

Assay (C). Los resultados se expresan como porcentaje relativo al control de tres 

mediciones independientes. *p<0,05 con respecto al control. 
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Figura 20. El bloqueo del VEGF revierte el efecto de los MCT obtenidos a partir de células 

tumorales expuestas a PTHrP en la migración de células endoteliales. Las células HMEC-1 

se cultivaron a 37 °C durante 24 horas con los MCT correspondientes que fueron 

previamente incubados durante 2 horas a 37 °C con un anticuerpo neutralizante específico 

dirigido contra el VEGF humano o con una IgG de conejo como control. (A) Para el ensayo 

de migración de Transwell se sembraron un total de 20.000 células HMEC-1 en medio sin 

SFB en la cámara superior (en la parte superior del inserto). Los MCT obtenidos como se 

B 

A 
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describió anteriormente en Materiales y Métodos se preincubaron durante 2 horas a 37 °C 

con el anticuerpo anti-VEGF όлΣм ˃ƎκƳƭ) o un IgG de conejo como control. Luego, se 

agregaron los MCT a las cámaras inferiores. Después de 16 horas se contaron las células 

migradas. (B) Se muestra la cuantificación de los resultados expresados como porcentaje 

de células migradas con respecto al control. Los datos son representativos de tres 

experimentos independientes realizados por triplicado. *p<0,05 con respecto al control. 
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Figura 21. El bloqueo del VEGF revierte el efecto de los MCT obtenidos a partir de células 

tumorales expuestas a PTHrP en la formación de estructuras tubulares en células 

endoteliales. Para el ensayo de formación de tubos se recubrió una placa de 96 pocillos 

con Geltrex y los MCT fueron previamente incubados durante 2 horas a 37 °C con el 

anticuerpo anti-VEGF όлΣм ˃ƎκƳƭ) o con un IgG de conejo como control. Luego, las células 

HMEC-1 (20.000 células/pocillo) se sembraron en los pocillos recubiertos con Geltrex y se 

B 
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cultivaron con los MCT a 37 °C durante 24 horas. Las células se fotografiaron empleando 

un microscopio de luz invertida. (A) Se muestran fotomicrografías representativas de 

formaciones en forma de tubo por células HMEC-1 (100x). (B) Los parámetros para evaluar 

ƭŀ ŦƻǊƳŀŎƛƽƴ ŘŜ ǘǳōƻǎ ǎŜ ŎǳŀƴǘƛŦƛŎŀǊƻƴ ǳǘƛƭƛȊŀƴŘƻ ƭŀ ƘŜǊǊŀƳƛŜƴǘŀ ά!ƴƎƛƻƎŜƴŜǎƛǎ !ƴŀƭȅȊŜǊέ 

del programa Image J. La longitud total de las ramificaciones se expresa en pixeles. ND: no 

detectable. Los datos son representativos de tres experimentos independientes. 
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3.2 PTHrP aumenta los niveles de ARNm de VEGF, HIF-мʰ ȅ MMP-9 en las líneas celulares 

Caco-2 y HCT116 a través de las vías de señalización ERK1/2 y PI3K/Akt 

 

Como se comentó en la Introducción, en los estudios previos realizados en el laboratorio 

donde se desarrolló esta Tesis se obtuvo evidencia de que la mayoría de los efectos 

ejercidos por el péptido sobre las células Caco-2 y las células HCT116 son mediados por las 

vías de señalización de las MAPKs y de PI3K/Akt (Lezcano et al., 2013; Calvo et al., 2014; 

Martín et al., 2014, Calvo et al., 2017; Martin et al., 2018). ERK1/2 y Akt son proteínas 

centrales en muchas vías celulares que conducen a la angiogénesis. Por lo tanto, para 

investigar la relación entre las vías de señalización de ERK 1/2 MAPK y PI3K/Akt activadas 

por PTHrP y el proceso de angiogénesis asociado al tumor, las células tumorales 

intestinales se trataron previamente con PD98059 (un inhibidor de la quinasa activadora 

de ERK1/2, MEK), LY294002 (un inhibidor de PI3K) o GSK690693 (un inhibidor de Akt 

quinasa) y luego se efectuó el tratamiento con PTHrP seguido del análisis por RT-qPCR. 

Como se muestra en la Figura 22, los inhibidores de ERK1/2 y PI3K/Akt revirtieron el 

aumento de los niveles de ARNm de VEGF, HIF-мʰ ȅ aat-9 en las líneas celulares Caco-2 

y HCT116 inducido por PTHrP. Estos resultados sugieren que el efecto de PTHrP sobre la 

expresión de estos factores proangiogénicos depende de las vías ERK1/2 y PI3K/Akt. Si 

bien aún desconocemos la relación entre la vía de señalización de PI3K/Akt con la 

modulación de la expresión de MMP-7, los resultados presentados en la Figura 22 

sugieren que la vía de las ERK 1/2 MAPK también participa en el incremento del ARNm de 

MMP-7 inducido por PTHrP en ambas líneas de CCR. 

Luego, para determinar si ERK1/2 y Akt median el potencial angiogénico de las células 

tumorales intestinales inducido por PTHrP, las células tumorales fueron pretratadas con 

PD98059, LY294002 o GSK690693, para inhibir la actividad de ERK 1/2 y de Akt, luego 

incubadas con PTHrP durante 24 horas y finalmente se obtuvieron los MCT tal como se 

describe en Materiales y Métodos.  
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Luego de la exposición de las células endoteliales a los  MCT por 16 horas se observó que 

la inhibición de las vías de señalización de ERK1/2 y PI3K/Akt en las células de CCR anuló 

los efectos estimulantes de los MCT en la migración de las células HMEC-1 (Figura 23). 

Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que la activación de Akt y ERK1/2 por 

PTHrP en ambas líneas celulares es un evento temprano que conduce a la inducción de la 

expresión de VEGF y de otros factores angiogénicos con el consecuente comportamiento 

angiogénico de las células HMEC-1 mediado al menos por VEGF secretado. 
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Figura 22. La inhibición de las vías de ERK1/2 y de PI3K/Akt revierte el incremento de los 

factores proangiogénicos inducido por PTHrP en las células tumorales intestinales. Las 

células Caco-н ȅ I/¢ммс  ǎŜ ǘǊŀǘŀǊƻƴ ǇǊŜǾƛŀƳŜƴǘŜ Ŏƻƴ t5фулрф όнл ˃aύ όǳƴ ƛƴƘƛōƛŘƻǊ ŘŜ 
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la quinasa activadora de ERK1/2, a9YύΣ [¸нфпллн όрл ˃aύ όǳƴ ƛƴƘƛōƛŘƻǊ ŘŜ tLоYύ ƻ 

GSK6906фо όлΣм ˃aύ όǳƴ ƛƴƘƛōƛŘƻǊ ŘŜ !ƪǘ quinasa) y luego se efectuó el tratamiento con 

PTHrP seguido del análisis por RT-qPCR de los factores proangiogénicos VEGF, HIF-мʰΣ 

MMP-9 y MMP-7. Los gráficos de barras corresponden al nivel de ARNm de tres 

experimentos independientes. *p<0,05 con respecto al control. 
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Figura 23. La inhibición de las vías de ERK1/2 y de PI3K/Akt revierte la migración en 

células endoteliales inducida por el MCT obtenido de células tumorales expuestas a 

PTHrP. Se sembraron células HMEC-1 en la cámara superior de filtros Transwell y se 

añadieron a las cámaras inferiores MCT obtenidos a partir de ambas líneas celulares 

tumorales las cuales fueron previamente tratadas con DMSO (vehículo de los inhibidores) 

o con los inhibidores de (A) PI3K, (B) Akt y (C) ERK1/2, y luego incubadas en presencia o 

ausencia de PTHrP. Se muestran fotomicrografías representativas de tres experimentos 

independientes realizados por triplicado. 

 

A 

B 
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Sección 4: Estudio de la acción directa de PTHrP sobre las células endoteliales  

4.1 El tratamiento directo con PTHrP aumenta la fosforilación de ERK1/2 y el número de 

células pero no estimula la migración ni la formación de tubos de células endoteliales  

 

Los resultados hasta el momento obtenidos mostraron que PTHrP ejerce un efecto 

indirecto sobre las células endoteliales que es dependiente de las células tumorales ya 

que observamos que los MCT provenientes de las células de CCR expuestas a PTHrP 

inducen un aumento en el número de células, la migración y la formación de estructuras 

similares a tubos en las células endoteliales HMEC-1. Para explorar si PTHrP también 

ejerce efectos directos (independientes de las células tumorales) sobre el 

comportamiento angiogénico de las células endoteliales, primeramente se analizó si el 

receptor de PTH/PTHrP  (RPTH1) se expresa en las células HMEC-1. El análisis de las 

proteínas de los lisados celulares mediante Western blot mostró la presencia de un 

componente de 90 KDa que corresponde al tamaño reportado para el RPTH1 maduro 

(Kaufmann et al., 1994), (Figura 24A primera calle). Como controles positivos se 

emplearon lisados de células Caco-2  y HCT116 (Figura 24A) ya que previamente se 

detectó la presencia de este receptor en ambas líneas tumorales intestinales (Calvo et al., 

2009; Calvo et al., 2014). En base a este hallazgo seguidamente se investigó si el péptido 

también es capaz de activar una vía relevante en el comportamiento angiogénico, como es 

la señalización de las MAP quinasas en células endoteliales, estudiando la fosforilación de 

ERK1/2. Para esto las células HMEC-1 fueron tratadas con PTHrP (10ҍ8 M) durante 

diferentes tiempos y luego se realizaron análisis de Western blot con un anticuerpo que 

reconoce la forma fosforilada y activa de ERK1/2. Como se muestra en la Figura 24B, 

PTHrP incrementó la fosforilación de residuos de tirosina presentes en sitios de activación 

de ERK1/2 a la hora de tratamiento.  
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Siendo la primera evidencia de la acción de PTHrP en estas células endoteliales, se 

procedió a evaluar si el efecto del péptido es dependiente de su dosis. Para tal fin se 

ejecutaron experimentos con dos concentraciones diferentes y se evaluó el número de 

células mediante los ensayos de tinción con cristal violeta, de exclusión del colorante azul 

de tripano y de CellTiter-blue® (empleando el sustrato resazurina).  

El recuento de células vivas por cámara de Neubauer reveló que PTHrP a dosis de 10ҍ7 y 

10ҍ8 M durante 24 horas de tratamiento aumentó el número de células endoteliales en un 

44 % y un 60 %, respectivamente con respecto a las células no tratadas (Figura 24C). 

Así mismo, mediante la tinción con cristal violeta se observó en las células expuestas a 

PTHrP 10-7M y 10-8 M un incremento de la absorbancia en un 27% y 42%, respectivamente, 

con respecto a las células no tratadas (Figura  24C). Incluso, se halló que PTHrP a una dosis 

de 10ҍ8 M durante 24 horas de tratamiento aumentó la biorreducción de resazurina, lo 

que se evidenció en un incremento en la medición de fluorescencia en un 27% con 

respecto a las células expuestas al vehículo (control) (Figura 24C). Esta respuesta de las 

células endoteliales a PTHrP se revirtió por completo en presencia del inhibidor de ERK1/2 

(Figura 25).  

Estos resultados evidencian que PTHrP por acción directa aumenta el número de las 

células endoteliales HMEC-1. Teniendo en cuenta estos hallazgos, se evaluaron 

seguidamente las expresiones del marcador de proliferación (PCNA) y del marcador de  

apoptosis (PARP). Como se observa en la Figura 26, el tratamiento con PTHrP sobre estas 

células aumentó los niveles proteicos de PCNA pero no promovió la degradación de PARP 

sugiriendo que el péptido tiene un efecto proliferativo. Se necesitan más investigaciones 

para confirmar este tipo de respuesta de las células HMEC-1 a partir de la acción directa 

de PTHrP.  

Finalmente se analizaron las propiedades migratorias utilizado insertos transwell y la 

formación de estructuras tubulares mediante el ensayo de formación de tubos usando 

matriz de Geltrex. A pesar del efecto observado de PTHrP sobre el número de células, se 
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concluyó que el péptido (10ҍ8 M) añadido directamente a las células o como 

quimioatrayente no modificó la migración de las células HMEC-1 (Figura 27A) ni estimuló 

la formación de tubos en las células endoteliales luego de 24 horas de tratamiento (Figura 

27B).  

En conjunto, estos resultados sugieren que PTHrP ejerce sus efectos sobre el 

comportamiento angiogénico de las células endoteliales principalmente en forma 

dependiente de las células tumorales intestinales. 
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Figura 24. Rol directo de PTHrP en células endoteliales. (A) El análisis de Western Blot de 

lisados de células HMEC-1 se llevó a cabo utilizando un anticuerpo anti RPTH1. Las líneas 
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celulares Caco-2 y HCT116 se usaron como control positivo. Se muestra una 

inmunotransferencia representativa. (B) Fosforilación/activación de ERK 1/2 inducida por 

PTHrP en células endoteliales. Las células HMEC-1 se trataron con PTHrP (10ҍ8 M) durante 

diferentes intervalos de tiempo y se realizó Western blot usando un anticuerpo que 

reconoce la forma activa de ERK1/2 MAPK. (C-E) Medición del número de células. Las 

células HMEC-1 se cultivaron con PTHrP (10ҍ7 y 10ҍ8 M) a 37 °C durante 24 horas. El 

número de células viables fue determinado por (C) tinción con cristal violeta, (D) exclusión 

del colorante azul de tripano y (E) ensayos de resazurina. Los resultados se expresaron 

como porcentaje relativo al control de tres mediciones independientes realizadas por 

triplicado. *p<0,05 con respecto al control. 
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Figura 25. La inhibición de la vía de ERK1/2 revierte el incremento en el número de 

células  inducido por PTHrP en las células endoteliales. Las células HMEC-1 se pretrataron 

Ŏƻƴ t5фулрф όнл ˃aύ ƻ Ŏƻƴ  5a{h όǾŜƘƝŎǳƭƻ ŘŜƭ ƛƴƘƛōƛŘƻǊύ  ȅ ƭǳŜƎƻ ŦǳŜǊƻƴ ƛƴŎǳōŀŘŀǎ Ŝƴ 

presencia o ausencia de PTHrP 10-8 M. Luego las células fueron contadas mediante el 

ensayo de azul de tripano. Los gráficos de barras corresponden al número de células 

respecto del control de tres experimentos independientes.*p<0,05 con respecto al 

control. 
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Figura 26. PTHrP de manera directa incrementa los niveles proteicos de PCNA pero no 

promueve la degradación de PARP en células HMEC-1. Las células HMEC-1 se trataron 

con PTHrP (10-8 M) durante 24y 48  horas, y luego se realizaron los análisis de Western 

blot usando anticuerpos específicos. Como control de siembra se empleó el anticuerpo 

anti-GAPDH. Se muestran inmunotransferencias representativas. 
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Figura 27. PTHrP no modifica las propiedades migratorias ni la formación de tubos en 

células endoteliales en los tiempos y concentraciones estudiados. (A) Ensayo de 

migración por Transwell. Evaluamos las propiedades migratorias de las células HMEC-1 

utilizando insertos Transwell como se detalló en Materiales y Métodos. Se contaron las 

células migradas y se muestran fotografías representativas de tres experimentos 
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independientes realizados por triplicado. (B) Ensayo de formación de tubos con matriz de 

Geltrex donde se agregó el péptido por 24 horas (a una concentración de 10-7M o 10-8M) 

directamente a las células endoteliales para evaluar la formación de estructuras similares 

a tubos. Como control positivo se empleó MCT obtenido de células HCT116 tratadas con 

PTHrP. Se muestran fotomicrografías representativas de tres experimentos 

independientes realizados por triplicado (100x). 
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Sección 5: Ensayos in vivo 

 

5.1 PTHrP aumenta la expresión de VEGF y el número de estructuras con características de 

vasos neoformados en xenoinjertos tumorales 

 

Con el fin de corroborar in vivo lo observado hasta ese momento en los modelos in vitro, 

se exploró si PTHrP es también capaz de modular la expresión del factor angiogénico VEGF 

en tejidos tumorales de xenotrasplantes de células HCT116 en el modelo murino 

N:NIH(S)_nu. El análisis por RT-qPCR mostró niveles aumentados del ARNm del VEGF en 

tumores tratados con PTHrP con respecto a los niveles observados en los  tumores de 

ratones control (Figura 28A). Además, también observamos niveles proteicos aumentados 

del VEGF por análisis inmunohistoquímico de estos tejidos tumorales (Figura 28B). En 

concordancia con los resultados informados por otros autores, la localización de VEGF se 

observó cerca de la membrana nuclear y en el citoplasma (señalado con una flecha), 

sugiriendo también la posible participación de este factor en una señalización intracrina 

(Bhattacharya et al., 2016; Domigan et al., 2015).  A partir de estos resultados, evaluamos 

la expresión de CD31 por inmunohistoquímica en los xenoinjertos de células HCT116 

tratados o no con PTHrP, ya que este marcador se expresa en las células del endotelio 

vascular y es empleado para evidenciar vasos intratumorales y el grado de 

neoangiogénesis (Avdalyan et al., 2012).  Esta proteína indica la presencia tanto de vasos 

neoformados como vasos normales preexistentes en tejidos neoplásicos y no neoplásicos 

(Gee et al., 2003). Por lo tanto, para evitar errores, sólo evaluamos la marcación positiva 

para CD31 de estructuras con características de vasos neoformados, lo que se correlaciona 

con un estado de mayor proliferación de las células endoteliales. La cuantificación se 

realizó contando el número de células o estructuras con características de vasos 

neoformados que se marcaron positivamente para CD31 en 10 campos aleatorios a un 

aumento de 400X. No se contaron ni los grandes vasos con paredes hialinizadas ni las 

células inflamatorias con marcación CD31+, los que pueden distinguirse de las células 

endoteliales en base a diferencias morfológicas. Se detectó que los tumores de células 
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HCT116 tratados con PTHrP mostraban un aumento del número de células o estructuras 

con características de vasos neoformados (CD31+) respecto a aquellos tratados con el 

vehículo de PTHrP (Figura 28C). Estos resultados sugieren que PTHrP ejerce un efecto 

aparentemente proangiogénico en xenotrasplantes de células HCT116 en un modelo 

murino N:NIH(S)_nu. 
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Figura 28. PTHrP aumenta la expresión proteica y el nivel de ARNm del VEGF, y el 

número de estructuras con características de vasos neoformados in vivo. Los tumores de 

xenotrasplante de HCT116 de ratones N:NIH(S)_nu se analizaron mediante: (A) RT-qPCR 

para evaluar los niveles de ARNm de VEGF en tumores tratados con PTHrP respecto al 

nivel observado en tumores tratados con PBS. Los gráficos de barras representan los 
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niveles de ARNm del VEGF. Para el análisis por inmunohistoquímica, las secciones de 

tumor se incubaron con (B) el anticuerpo anti-VEGF (la flecha indica la marcación 

perinuclear del VEGF), y (C) el anticuerpo anti-CD31 (las flechas indican la marcación de 

estructuras con características de vasos en neoformación). Las imágenes corresponden a 

tumores tratados con PTHrP (derecha) y de tumores tratados con PBS (izquierda). La 

inmunoreactividad se cuantificó con el paquete de procesamiento de imágenes Fiji del 

programa Image J.*p<0,05 con respecto al control.  
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Discusión del Capítulo 1 

 

El CCR es una de las principales causas de muerte por cáncer en el mundo (Sung et al., 

2021), y a pesar de los avances en su diagnóstico y tratamiento, aún es necesario elucidar 

los mecanismos que favorecen la progresión a etapas avanzadas lo que constituye la 

principal causa de fallecimiento. Partiendo de los efectos previamente observados en el 

laboratorio donde se desarrolló este Trabajo de Tesis (Calvo et al., 2017, 2014; Lezcano et 

al., 2013; Martín et al., 2014, 2018) se pensó que otro posible modo de acción de PTHrP 

sobre las células derivadas del CCR podría ser a través de la liberación de factores 

bioactivos inducidos por el péptido que facilitan el crecimiento tumoral exitoso y el 

establecimiento de metástasis, siendo éstos dependientes del proceso angiogénico (Ronca 

et al., 2017). Se han realizado varios estudios para dilucidar el proceso de angiogénesis, 

estudiando su rol en el crecimiento del tumor primario y la metástasis, proporcionando 

resultados prometedores y permitiendo el desarrollo de inhibidores contra factores 

proangiogénicos como el anticuerpo monoclonal bevacizumab (un anticuerpo 

humanizado contra VEGF) utilizado en combinación con quimioterapia para el tratamiento 

de tumores como el CCR metastásico (Sánchez-Gundín et al., 2018). Sin embargo, debido a 

la naturaleza multicausal del cáncer y a la generación de resistencias vistas hacia estos 

tratamientos, es importante revisar y continuar con la investigación de este proceso y su 

regulación para delinear nuevas terapias alternativas. 

Dentro de la vasculatura, las células endoteliales producen PTHrP, pero existen diferentes 

reportes sobre la expresión del receptor RPTH1. Mientras que las células endoteliales 

humanas producen PTHrP, pero no el receptor RPTH1 (Rian et al., 1994) las células del 

músculo liso expresan RPTH1, sugiriendo que PTHrP producido por las células endoteliales 

puede actuar de manera parácrina sobre estas células musculares (Diamond et al., 2006); 

sin embargo, estas evidencias no descartan un efecto autocrino de PTHrP. 
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A pesar de que varios trabajos sugirieron que el péptido tiene un rol en el proceso 

angiogénico, los datos son contradictorios (Akino et al., 2000; Bakre et al., 2002). Por un 

lado, Bakre y colaboradores encontraron por primera vez una acción inhibidora de PTHrP 

en la angiogénesis en tumores de próstata (Bakre et al., 2002). El impacto del patrón de 

expresión de PTHrP en el crecimiento de los folículos pilosos también sugiere un papel 

inhibidor en la angiogénesis (Diamond et al., 2006; Skrok et al., 2015). Además, Deckers y 

colaboradores demostraron que el tratamiento con el péptido disminuyó 

significativamente los niveles del VEGF en un modelo de diferenciación de osteoblastos 

(Deckers et al., 2000).  

Por otro lado, la acción indirecta de PTHrP ha asociado a esta citoquina con un efecto 

proagiogénico. Varios estudios demostraron que PTHrP estimula rápida y transitoriamente 

la expresión de VEGF en osteoblastos (Alonso et al., 2008; De Gortázar et al., 2006; Esbrit 

et al., 2000), sugiriendo un rol del péptido como estimulador de la angiogénesis. Esbrit y 

colaboradores también observaron que los medios condicionados de células 

osteoblásticas tratadas con PTHrP aumentan el crecimiento de células endoteliales 

aórticas bovinas (BAEC) (Esbrit et al., 2000). Informes posteriores indicaron que PTHrP 

estimuló la angiogénesis ósea principalmente por sus efectos sobre los osteoclastos 

(Cackowski et al., 2010). En particular, la investigación de Akino y colaboradores también 

resaltó un efecto estimulante de PTHrP sobre la angiogénesis (Akino et al., 2000) en la cual 

observaron que las células tumorales de glándula pituitaria de rata, mGH3, que 

sobreexpresan PTHrP en comparación con las células GH3 sin sobreexpresión, muestran 

hipervascularización en xenotrasplantes in vivo. Además, al igual que Esbrit y 

colaboradores, este grupo informó que PTHrP incrementaba la formación de tubos por 

parte de las células endoteliales BAEC (Akino et al., 2000).  

En línea con los resultados mostrados en este Capítulo, otros autores encontraron que 

PTHrP puede modular la expresión de factores involucrados en la angiogénesis, por su 
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acción en las células tumorales. Este modo de acción de PTHrP resalta su capacidad para 

estimular la liberación de factores proangiogénicos como se ha visto en el cáncer de 

próstata y de mama. El péptido puede inducir la expresión de interleuquina-8 (IL8), un 

reconocido factor proangiogénico en distintos tumores, en células de cáncer de próstata 

PCa por vía intracrina independiente de su secuencia de localización nuclear clásica (Gujral 

et al., 2001). Además, PTHrP derivada de células de cáncer de próstata tiene una acción 

proangiogénica indirecta, al estimular diferentes factores angiogénicos en las células del 

estroma de la médula ósea (BMSC) (Liao et al., 2008) y aumentar el reclutamiento y 

potencial angiogénico de las células derivadas de la médula ósea CD11b+Gr1+  (Park et al., 

2013). También existe un vínculo entre PTHrP y el VEGF en la metástasis del cáncer de 

mama donde el péptido modula la angiogénesis asociada a las células tumorales mamarias 

MDA-MB-231 a través de las vías de señalización de la proteína quinasa A (PKA), PKC, ERK 

1/2 MAPK y p38 MAPK, aumentando la proliferación y migración de las células 

endoteliales HUVEC. Estos eventos de PTHrP podrían deberse a la regulación de la 

expresión de factores críticos como el VEGF (Isowa et al., 2010), el factor VIII y el factor de 

crecimiento del tejido conjuntivo (CTGF/CCN2) (Li et al., 2011; Shimo et al., 2006).  

Además de tratarse de diferentes tipos tumorales, estos datos contradictorios pueden 

deberse a las interacciones con diferentes tipos celulares del microambiente que expresan 

o no el receptor RPTH1 y que responden, por lo tanto, de forma diferencial a PTHrP. Otro 

motivo puede deberse a que diferentes fragmentos de PTHrP pueden tener distintos 

efectos sobre las células endoteliales. En un trabajo observaron que el tratamiento con 

PTHrP (87-139) estimula la angiogénesis a través de la regulación del VEGF y el factor de 

crecimiento de fibroblastos básico (bFGF) luego de un infarto de miocardio (Zhang et al., 

2019). Aunque no está claro si  PTHrP puede inhibir o estimular directamente las células 

endoteliales, en la mayoría de los informes el péptido tiene una participación en la 

angiogénesis tumoral como un mediador clave en las interacciones entre las células 

tumorales y el microambiente al estimular la producción de factores angiogénicos.  
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En este Trabajo de Tesis se demostró por primera vez la participación de PTHrP (1-34) 

exógeno en la angiogénesis tumoral empleando líneas celulares derivadas de CCR, células 

endoteliales y un modelo murino.  

El péptido a una dosis de 10-8 M aumenta los niveles de ARNm de VEGF y de otros factores 

involucrados en la angiogénesis como HIF-мʰΣ aat-9 y MMP-7, en las líneas celulares 

Caco-2 y HCT116. El uso de inhibidores específicos de ERK1/2, PI3K y Akt sugiere que estas 

vías de señalización participan en esta respuesta a PTHrP (1-34). Si bien los inhibidores 

farmacológicos pueden ser herramientas útiles para explorar la participación de las vías de 

señalización en la respuesta celular a diferentes estímulos extracelulares, los efectos 

deben considerarse cuidadosamente para la interpretación de los datos experimentales.  

Los MCT provenientes del cultivo de células Caco-2 y HCT116 tratadas con PTHrP 

incrementaron notablemente el número y la migración de las células endoteliales HMEC-

1, lo que también se evidenció empleando ensayos de cocultivo. Además, estos MCT 

indujeron la formación de estructuras similares a tubos en las células endoteliales. Los 

estudios con un anticuerpo neutralizante contra el VEGF disminuyeron la respuesta de las 

células endoteliales expuestas a los MCT, lo que sugiere que esta respuesta está asociada 

con una mayor producción de VEGF. Como se menciona en Materiales y Métodos, en 

estos ensayos empleamos las líneas celulares derivadas de CCR Caco-2 y HCT116, que 

presentan diferencias fenotípicas y distinto grado de agresividad con el objetivo de 

evaluar si la respuesta de ambas líneas celulares a PTHrP es similar o diferente. Se sabe 

que las mutaciones en los genes KRAS y PIK3CA se encuentran en la línea celular HCT116 

(KRAS y PIK3CA mutante) pero no en la línea celular Caco-2 (KRAS y PIK3CA WT)  y se ha 

reportado que las mutaciones del gen APC son muy frecuentes en varias líneas celulares 

de CCR como Caco-2, sin embargo, esta mutación no está presente en la línea celular 

HCT116 (APC WT) (Ahmed et al., 2013; Berg et al., 2017). 

Aunque las mutaciones de KRAS, PIK3CA y APC se correlacionan con alteraciones en la 

expresión de VEGF y la angiogénesis (Chen et al., 2018; Lai et al., 2015; Yeh et al., 2017; 
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Yekkala y Baudino, 2007), el hecho de que ambas líneas celulares tengan una respuesta 

similar a PTHrP apoya la idea de que la inducción de la angiogénesis tumoral por parte de 

PTHrP es independiente de estos estados de mutación.  

Por otro lado, el tratamiento directo con PTHrP aumentó la fosforilación de ERK1/2 y el 

número de células pero no estimuló la migración ni la formación de tubos en la línea 

celular endotelial HMEC-1 en los tiempos y a las concentraciones estudiadas. Estos 

hallazgos sugieren que PTHrP (1-34) no tiene un efecto proangiogénico directo sobre estas 

células endoteliales, y que sola no es suficiente para regular la angiogénesis tumoral. 

En este Trabajo de Tesis se observó además que el tratamiento con PTHrP a una dosis de 

10-8 M incrementó los niveles de ARNm y la expresión proteica del factor proangiogénico 

VEGF, y promovió la formación de estructuras con características de vasos neoformados 

en el tumor de xenotrasplante de células HCT116.  

Otros autores mostraron una correlación entre PTHrP y marcadores angiogénicos en 

tumores humanos como el cáncer de próstata y el carcinoma de células renales de células 

claras (Feng et al., 2013; Liao et al., 2008), lo que respalda la posible relevancia clínica de 

estos resultados pero destaca la necesidad de realizar estudios con biopsias de pacientes 

con CCR para validarlos. Además esta relación entre PTHrP y VEGF fue abordada en 

estudios donde se observó que PTHrP (1-36) incrementa la expresión de VEGF en células 

tubuloepiteliales renales y que la inhibición de ERK1/2 revirtió la TEM inducida por PTHrP 

y VEGF (Ardura et al., 2010). 

En conclusión, los estudios realizados en el primer capítulo de este Trabajo de Tesis 

muestran, por primera vez, que PTHrP (1-34) mediante un  modo de acción paracrino 

promueve la angiogénesis asociada al tumor estimulando la síntesis y secreción de VEGF 

en células derivadas de CCR. De esta manera, mediante la producción de factores 

proangiogénicos, PTHrP media la comunicación entre las células de CCR y las células 

endoteliales. Estos hallazgos  apoyan la hipótesis de que PTHrP ejerce sus efectos desde y 

hacia el microambiente tumoral. 
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Capítulo 2: Rol de PTHrP en la Transición epitelio-mesénquima de células tumorales 

intestinales 

 

El estudio de la interacción de las células tumorales con su microambiente es un campo de 

investigación del cáncer de relevancia que busca comprender los mecanismos reguladores 

que colaboran en la progresión de estas patologías (Arneth, 2019). Como se evidenció en 

el Capítulo 1 de este Trabajo de Tesis, PTHrP induce la expresión y liberación de factores 

proangiogénicos por las células tumorales promoviendo la interacción entre éstas y las 

células endoteliales. Además, los MCT obtenidos a partir de células tumorales tratadas 

con PTHrP, incrementan la capacidad migratoria y la formación de estructuras similares a 

tubos en las células endoteliales, eventos celulares que se han asociado a la adquisición de 

una plasticidad celular otorgada por la TEM (Dejana et al., 2017) .  

A la TEM, que es un programa celular fundamental en etapas tempranas del desarrollo de 

los vertebrados, se le atribuye de ser el mecanismo que permite la invasión, la 

angiogénesis y la quimiorresistencia asociada a la metástasis en el cáncer (Tsoumas et al., 

2018). En el contexto fisiológico normal, las células epiteliales experimentan la 

disminución de las uniones intercelulares, la pérdida de su típica polaridad apical-basal y 

una reorganización del citoesqueleto, adquiriendo características mesenquimales 

producto de la exposición a factores inductores reconocidos de este programa como la 

señalización del factor TGF-ʲ ȅ ƭŀ ǘǊŀǎƭƻŎŀŎƛƽƴ ƴǳŎƭŜŀǊ ŘŜ ʲ-catenina (Hay, 2005). En el 

contexto de la célula tumoral, la TEM está anormalmente regulada por estímulos 

derivados del tumor y su microambiente, como factores de crecimiento y citoquinas que 

derivan en un fenotipo migratorio e invasivo (Derynck y Weinberg, 2019).  

Como se mencionó en la sección Introducción, los resultados previos generados en el 

laboratorio donde se desarrolló este Trabajo de Tesis revelaron que PTHrP posee un rol 

relevante al conferir propiedades migratorias a las células tumorales intestinales Caco-2 y 

HCT116. Además PTHrP disminuye la sensibilidad en ambas líneas de CCR a Irinotecán o 



Capítulo 2  
 

 

 132 

CPT-11 (droga ampliamente empleada en el tratamiento del CCR) mediante las vías de 

9wYмκн ȅ ŘŜ ʲ-catenina (Martin et al., 2018; Martin, Tesis 2018). 

Estas acciones de PTHrP son características de etapas avanzadas en el CCR y se asocian a 

la adquisición de propiedades invasivas en el CCR a través de la TEM. 

Con este lineamiento, algunas investigaciones han observado que PTHrP podría regular 

factores implicados en la inducción de la TEM en células de cáncer de próstata y riñón 

(Ardura et al., 2010; Ongkeko et al., 2014). Si bien hasta el momento del desarrollo de esta 

Tesis se desconocía si el péptido podía modular este proceso en el CCR, varios estudios en 

pacientes demostraron que un gran porcentaje de adenocarcinomas colorrectales 

sobreexpresan PTHrP, siendo el nivel más alto de expresión en adenocarcinomas menos 

diferenciados que en aquellos con mayor grado de diferenciación. Esto no solo sugiere 

que PTHrP se correlaciona con la severidad y metástasis del CCR sino también con la 

adquisición del estado indiferenciado (Malakouti et al., 1996; Nishihara et al., 1999; 

Nishihara et al., 2007). 

Con el fin de profundizar en el estudio de las respuestas de las células tumorales 

intestinales al tratamiento con PTHrP, el siguiente objetivo de este Trabajo consistió en 

analizar si PTHrP tiene un rol en la modulación del fenómeno de la TEM en el CCR y los 

resultados obtenidos a partir del desarrollo de este propósito son mostrados en este 

Capítulo. Para esto se evaluaron marcadores y cambios fenotípicos asociados a este 

programa en los modelos in vitro y en el modelo in vivo. Como se obtuvo evidencia en el 

Capítulo 1 de que PTHrP media la comunicación entre las células endoteliales y las 

tumorales intestinales, entonces también se exploró si el péptido modula el proceso de 

TEM en el CCR a través de factores reconocidos por estar involucrados en la adquisición 

de las propiedades mesenquimales y provenientes de las células endoteliales del 

microambiente tumoral. 
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Sección 1: Estudio de la modulación por PTHrP de la TEM en células tumorales 

intestinales 

1.1 PTHrP modula la expresión de CK-18, E-cadherina, ZEB1, N-cadherina y favorece 

cambios morfológicos asociados con la TEM en células HCT116 

 

Como se mencionó, el proceso de TEM involucra cambios drásticos en la morfología 

celular debido a una disminución de las interacciones intercelulares con la consecuente 

pérdida de la polaridad apical-basal y una drástica reorganización del citoesqueleto.  Así, 

el cambio del fenotipo epitelial a mesenquimal se caracteriza por la aparición y la pérdida 

de un grupo de proteínas que han sido reconocidas como marcadores del proceso de 

TEM. En particular, se ha demostrado que los cambios en la expresión de los marcadores 

epiteliales citoqueratina 18 (CK-18) y E-cadherina están asociados a este proceso en el CCR 

(Druzhkova et al., 2019). 

Por tal motivo comenzamos con el estudio de la posible influencia de PTHrP (1-34) 10-8 M 

en la expresión de estas proteínas en las células HCT116 derivadas de CCR. Inicialmente se 

seleccionaron estas células con el fin de comparar los resultados in vitro con aquellos 

derivados del estudio en los xenoinjertos dŜ ƭŀǎ ŎŞƭǳƭŀǎ I/¢ммс Ŝƴ ǊŀǘƻƴŜǎ άƴǳŘŜέΦ /ƻƳƻ 

se muestra en la Figura 29A, el análisis de western blot evidenció que los niveles proteicos 

de CK-18 y E-cadherina disminuyen a las 5 horas de tratamiento con PTHrP. 

En vista del cambio en E-cadherina inducido por PTHrP, a continuación investigamos la 

expresión de uno de sus represores transcripcionales, ZEB1. Observamos que el péptido 

en el mismo tiempo de exposición aumentó los niveles proteicos de ZEB1, lo que sugiere 

que, bajo la acción de PTHrP, el incremento en la expresión de la proteína ZEB1 se 

acompaña de la correspondiente reducción en la expresión de la proteína E-cadherina. No 

hubo cambios de estos marcadores en tiempos mayores a 5 horas de tratamiento. Estos 

resultados fueron confirmados por inmunocitoquímica (Figura 29B). 
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Figura 29. PTHrP modula la expresión proteica de marcadores asociados a la TEM en 

células HCT116. Mediante el análisis de (A-C) Western blot y (D) inmunocitoquímica, se 

evaluó la expresión de (A) CK-18, (B) E-cadherina y (C) Zeb1 en la línea celular HCT116. Se 

muestran inmunotransferencias representativas de tres experimentos independientes y 

los gráficos de barras correspondientes a las cuantificaciones de las membranas. Se 

emplearon los anticuerpos anti-GAPDH y anti-actina para determinar los niveles de ambas 

proteínas como controles de la cantidad de proteínas presentes en la membrana. Se 

muestran imágenes de inmunofluorescencia representativas de tres experimentos 

independientes *p < 0,05 con respecto al control. **p < 0,01 con respecto al control. 

D 
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Luego, en base a los cambios inducidos por el péptido en la expresión proteica de los 

marcadores estudiados en la línea celular HCT116, se procedió a evaluar si PTHrP también 

está involucrada en la modulación de la expresión génica. Como se observa en la Figura 

30, el tratamiento con PTHrP disminuye los niveles de ARNm de CK-18 y E-cadherina y 

aumenta los niveles de ARNm de ZEB1 en células HCT116 a las 5 horas de exposición. 

Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que PTHrP modula la expresión de 

factores involucrados en la progresión de la TEM en células HCT116.  

Está establecido que las células epiteliales que experimentan la TEM, en cultivo de baja 

confluencia evidencian una morfología más elongada (Greenburg y Hay, 1982). Para 

evaluar si los eventos moleculares hallados pueden conducir a cambios morfológicos 

potencialmente asociados con la forma mesenquimal, seguidamente se analizaron 

mediante el registro de fotomicrografías y utilizando el programa Image J los parámetros 

morfológicos asociados a la pérdida de características epiteliales como se describe en 

Materiales y Métodos. La observación de las células durante todo el tratamiento con 

PTHrP y las imágenes de la Figura 31 muestran que el péptido también induce cambios 

morfológicos reconocibles a las 24 horas. No hubo cambios en las células no tratadas. La 

Tabla 1 y el gráfico de barras revelan que bajo la acción de PTHrP, las células adquieren 

una morfología asociada al estado mesenquimal. El aumento de la relación entre el eje 

mayor y menor indica que la exposición a PTHrP durante 24 horas aumentó 

significativamente el grado de elongación de las células HCT116. 
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Figura 30. PTHrP modula los niveles de ARNm de CK-18, E-cadherina y ZEB1 en la línea 

celular HCT116. Las células HCT116 se expusieron a PTHrP durante 5 horas, seguido de un 

análisis de RT-qPCR como se describe en Materiales y Métodos. Los gráficos representan 

los niveles de ARNm de CK-18, E-cadherina y de ZEB1 de tres experimentos 

independientes. *p < 0,05 con respecto al control. **p < 0,01 con respecto al control. 
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Figura 31. PTHrP induce cambios en la morfología asociados a TEM en células HCT116. 

Las células HCT116 se observaron bajo microscopía invertida después del tratamiento con 

PTHrP durante 5 y 24 horas. Las flechas señalan cambios morfológicos desde una forma 

poligonal hacia una forma fusiforme observada en la condición de 24 horas. La escala 

ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŘŜ ŀ рл ˃ƳΦ  
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Tabla 1: Las células HCT116 tratadas con PTHrP muestran un incremento en la relación de 

aspecto. 

 

Tabla 1. Análisis de la relación del eje mayor/eje menor obtenido empleando el 

programa Image J. La tabla muestra el valor de los parámetros celulares: área, perímetro 

forma redonda, eje mayor, eje menor. El gráfico de barras asociado a la tabla muestra el 

valor de la relación de eje mayor/eje menor (AR) para cada condición. 10 células fueron 

medidas por condición para cada experimento por triplicado.  
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Uno de los eventos desencadenantes en la adquisición de las características 

ƳŜǎŜƴǉǳƛƳŀƭŜǎ Ŝǎ Ŝƭ άŎŀƳōƛƻ ŘŜ ŎŀŘƘŜǊƛƴŀǎέ Ŝƴ Ŝƭ ǉǳŜ ƭŀ ŜȄǇǊŜǎƛƽƴ ŘŜ 9-cadherina es 

reemplazada por la de N-cadherina la cual confiere uniones intercelulares más lábiles 

entre las células epiteliales  (Loh et al., 2019; Yan et al., 2015). En vista de estos hallazgos, 

a continuación investigamos el nivel proteico del marcador mesenquimal N-cadherina. De 

acuerdo con los cambios morfológicos observados, la exposición de PTHrP al mismo 

tiempo (24 horas) aumenta los niveles de proteína de este marcador mesenquimal en las 

células HCT116 (Figura 32).  

En conjunto, los cambios moleculares y morfológicos observados sugieren que el 

tratamiento con PTHrP induce una transición efectiva hacia el estado mesenquimal en las 

células HCT116. 
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Figura 32. PTHrP incrementa la expresión de N-cadherina en las células HCT116. Las 

células HCT116 se trataron con PTHrP durante 1, 5 y 24 horas y luego se realizó el análisis 

de Western blot utilizando un anticuerpo contra N-cadherina. Se empleó el anticuerpo 

contra actina como control de siembra. Se muestran inmunotransferencias 

representativas de tres experimentos independientes y la correspondiente cuantificación. 

**p < 0,01 con respecto al control.  
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1.2 PTHrP modula la expresión de SPARC y de E-cadherina de forma dependiente de la 

agresividad de las líneas de CCR 

 

Como se mostró en el Capítulo 1 de este Trabajo de Tesis, PTHrP es capaz de incrementar 

la expresión de remodeladores de la matriz como las MMP implicadas en la angiogénesis. 

Considerando la complejidad de señales del microambiente que pueden desencadenar el 

proceso de TEM, a continuación se exploró la posibilidad de que PTHrP module en las 

células tumorales la expresión de otros factores que estando presentes en el entorno 

extracelular puedan estar participando del proceso de TEM. Investigaciones recientes 

muestran que la expresión de la proteína ácida y rica en cisteína SPARC está 

significativamente elevada en tumores agresivos de CCR en comparación con aquellos de 

baja agresividad (Drev et al., 2019) aumentando la capacidad de invasión y la expresión de 

factores implicados en la TEM. Particularmente, estudios como el de López-Moncada y 

colaboradores revelan que SPARC sobreexpresado en estadios de Gleason tanto 

intermedio como alto de cáncer de próstata regula la expresión de CK-18, E-cadherina, 

ZEB1, junto a otros marcadores, e induce también cambios morfológicos asociados a la 

TEM (López-Moncada et al., 2019). Esta evidencia coincidente con lo observado hasta el 

momento respecto al efecto de PTHrP sobre la TEM en células de CCR  motivó 

seguidamente a explorar si el péptido participa de la modulación de SPARC en nuestros 

modelos experimentales. 

Basados en los resultados previos y en el tiempo de tratamiento donde se observaron 

cambios significativos en la expresión de los marcadores de TEM,  entonces se evaluó en 

la línea HCT116 los niveles de ARNm de SPARC a las 5 horas de exposición a PTHrP 

mediante RT-qPCR y se observó un incremento significativo de la transcripción de SPARC 

en estas células a ese tiempo de tratamiento seleccionado (Figura 33A). El análisis 

inmunocitoquímico de la expresión de SPARC reveló un aumento de la fluorescencia en las 

células tratadas con PTHrP a este tiempo (Figura 33B). En base a estos resultados se 

procedió a realizar ensayos tiempo-respuesta con el fin de analizar si la expresión proteica 

de SPARC cambia con otros tiempos de exposición a PTHrP. Como se observa en la Figura 
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33C mediante el análisis de Western blot se observó que los niveles proteicos de SPARC se 

incrementan significativamente a las 5 y 24 horas de tratamiento con PTHrP.  
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Figura 33. PTHrP incrementa la expresión de SPARC en células HCT116. (A) Mediante 

análisis de RT-qPCR, (B) inmunocitoquímica y (C) Western blot, se evaluó la expresión de 

SPARC en la línea celular HCT116. Se muestran gráficos de barras (que corresponden a la 

cuantificación del ARNm y de las proteínas), campos microscópicos e 

inmunotransferencias representativos de tres experimentos independientes. Las 

membranas de todas las inmunotransferencias fueron reprobadas con el anticuerpo anti-

actina como control de siembra.  *p < 0,05 con respecto al control. 
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Dado que la expresión de SPARC se correlaciona con estadios más agresivos de la 

enfermedad de CCR en comparación con estadios menos agresivos (Kim et al., 2013; Porte 

et al., 1995), entonces luego nos propusimos  evaluar la expresión proteica de SPARC en el 

otro modelo celular de CCR estudiado en esta Tesis, la línea celular Caco-2, que como se 

mencionó es menos agresiva y más diferenciada que la línea HCT116 con el fin de  

investigar si el grado de agresividad condiciona una expresión diferencial de este 

marcador. 

Como se ve en la Figura 34A y B, las células Caco-2 expresan un nivel casi indetectable de 

SPARC y no se identificaron cambios bajo el efecto de PTHrP. Este resultado coincide con 

lo hallado por Kim y colaboradores en la línea Caco-2, quienes afirman que SPARC se 

encuentra débilmente expresado o es indetectable en casos de CCR con escasa 

metástasis. El análisis de este resultado se profundizará en la sección Discusión. 

A partir de este hallazgo, decidimos evaluar también en esta línea celular los niveles  

proteicos de E-cadherina, ya que está establecido que la disminución de su expresión es 

un claro indicador de activación del programa de TEM en el CCR (Gurzu et al., 2016). Para 

esto, las células Caco-2 fueron expuestas durante diferentes tiempos a PTHrP seguido del 

análisis por Western blot. Se observó que E-cadherina no modificó su nivel de expresión 

durante todos los tiempos de exposición a PTHrP (1 a 48 horas) (Figura 35). 

Estos resultados indican que ni SPARC ni E-cadherina cambian su expresión proteica 

cuando las células Caco-2 se tratan con PTHrP durante un amplio intervalo de tiempo de 

exposición.  
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Figura 34. PTHrP no modifica la expresión de SPARC en células Caco-2. Mediante análisis 

de (A) Western blot e (B) inmunocitoquímica, se evaluó la expresión de SPARC en la línea 

celular Caco-2. A partir de tres experimentos independientes, se muestran 

inmunotransferencias representativas y los gráficos de barras, así como campos 

microscópicos. Para la técnica de Western blot se empleó el anticuerpo anti-actina como 

control de siembra. 
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Figura 35. E-cadherina no presenta cambios en su expresión por el tratamiento con 

PTHrP en la línea celular Caco-2.  Mediante análisis de Western blot, se evaluó la 

expresión de E-cadherina. Se muestra una inmunotransferencia representativa de tres 

experimentos independientes y la cuantificación de los resultados mediante el 

correspondiente gráfico de barras. Se empleó el anticuerpo anti-GAPDH como control de 

siembra. 
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Sección 2: Estudio de la participación del microambiente tumoral en la modulación por 

PTHrP de la TEM en células tumorales intestinales 

 

2.1 PTHrP actúa en las células endoteliales HMEC-1 modulando la expresión de SPARC y su 

liberación   

 

No sólo está establecido que SPARC es un factor presente en el microambiente tumoral 

que promueve el programa de TEM, sino que también se sabe que puede ser producido 

por células del microambiente asociado al tumor tal como lo demuestran Kato y 

colaboradores que hallaron que SPARC está expresada en la línea celular HMEC-1 (Kato et 

al., 2001). Como se mencionó en el Capítulo 1 de este Trabajo de Tesis, nosotros 

observamos que las células endoteliales HMEC-1 expresan el receptor RPTH1 y que esta 

línea responde a la acción de PTHrP. En base a estos resultados y considerando que PTHrP 

es capaz de modular la expresión de SPARC en las células tumorales HCT116, el siguiente 

objetivo fue explorar si el péptido también regula la expresión de SPARC en las células 

HMEC-1. Mediante el análisis por Western blot, se encontró que el tratamiento con PTHrP 

por diferentes tiempos incrementa los niveles proteicos de SPARC con una diferencia 

significativa a las 2 horas de exposición al péptido en esta línea endotelial (Figura 36A).  

A continuación, decidimos investigar si PTHrP induce la liberación de esta proteína al 

medio ya que se evidenció su acción en el microambiente (Tichet et al., 2015). Para esto, 

se obtuvieron los medios condicionados endoteliales (MCE) recolectados de células 

HMEC-1 tratadas con PTHrP, como se describe en Materiales y Métodos. Como se muestra 

en la Figura 36B, el ensayo de ELISA revela que el tratamiento con PTHrP aumenta 

significativamente la secreción de la proteína SPARC en el medio de las células HMEC-1 en 

comparación con el MCE proveniente de células control. Estos resultados sugieren que en 

estas células endoteliales, PTHrP modula la expresión de la proteína SPARC y su posterior 

liberación al medio. 
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Figura 36. La expresión proteica y la liberación de SPARC aumentan por la acción de 

PTHrP en las células HMEC-1. (A) Las células HMEC-1 se expusieron a PTHrP durante 

diferentes tiempos, seguido del análisis por Western blot. Se muestran 

inmunotransferencias representativas y gráficos de barras de tres experimentos 

independientes. Se empleó el anticuerpo anti-actina como control de siembra. (B) Ensayo 

de ELISA para evaluar SPARC empleando MCE provenientes de células HMEC-1 tratadas o 

no con PTHrP, como se describe en Materiales y Métodos. *p < 0,05 con respecto al 

control. 
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2.2 El MCE de las células HMEC-1 tratadas con PTHrP induce cambios tempranos asociados 

al proceso de TEM en las células HCT116 

 

Las células endoteliales vasculares del microambiente tumoral son una de las fuentes que 

liberan factores implicados en la progresión tumoral ό!ƭǎƛƴŀπǎŀƴŎƘƛǎ Ŝǘ ŀƭΦΣ нлнмΤ aŀƛǎƘƛ Ŝǘ 

al.,  2019). Como se observó que PTHrP promueve la liberación de un factor de las células 

HMEC-1 involucrado en el proceso de TEM en el tumor, decidimos evaluar si los MCE 

obtenidos bajo el tratamiento con PTHrP modulan eventos relacionados con este proceso. 

Como se mencionó previamente, de entre todas las moléculas que se pueden emplear 

como marcadores de la TEM, la E-cadherina es la única que no genera controversias como 

indicador de este proceso ya que está claramente establecido que los cambios en su 

expresión en las células epiteliales se asocian a una TEM efectiva. Por ello a continuación 

se estudió si los MCE de las células HMEC-1 tratadas con PTHrP modulan la expresión de 

E-cadherina en las células HCT116.  

Bajo el efecto de estos MCE durante 2 horas, los niveles de proteína de E-cadherina 

disminuyen en las células HCT116 (Figura 37). Esta respuesta celular es más temprana que 

la observada previamente cuando las células HCT116 se expusieron directamente a PTHrP 

(Figura 29A). Luego, también se evaluó la expresión del marcador mesenquimal  N-

cadherina en estas condiciones. Como se observa en la Figura 37 los MCE de las células 

HMEC-1 tratadas con PTHrP incrementan los niveles proteicos de N-cadherina en las 

células HCT116. 
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Figura 37. El MCE proveniente de células HMEC-1 tratadas con PTHrP disminuye los 

niveles proteicos de E-cadherina y aumenta los niveles proteicos de N-cadherina en las 

células HCT116. Las células HCT116 se expusieron a los MCE de células HMEC-1 tratadas o 

no con PTHrP por diferentes tiempos y se analizó la expresión proteica por Western blot 

de (A) E-cadherina y (B) N-cadherina. Se muestran inmunotransferencias representativas y 

gráficos de barras de tres experimentos independientes. Las membranas luego se re-

probaron con el anticuerpo anti-actina como control de siembra. *p < 0,05 con respecto al 

control. 
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En vista de estos resultados, se procedió a exponer a las células HCT116 a las mismas 

condiciones para monitorear su morfología celular mediante microscopía invertida. Los 

mismos parámetros de la Tabla 1 fueron evaluados en estas nuevas fotomicrografías 

utilizando el programa Image J y sus valores se incluyen en la Tabla 2.  

Los cambios en la morfología celular se muestran en la Figura 38. La Tabla 2 y el gráfico de 

barras revelan que los MCE de las células HMEC-1 tratadas con PTHrP aumentaron 

significativamente el grado de elongación celular en las células HCT116 a partir de las 2 

horas de exposición. Este efecto resultó más temprano, más drástico y sostenido en los 

tiempos evaluados en comparación con el observado por la acción directa de PTHrP sobre 

las células HCT116 (Figura 31).  

Tomados en conjunto, estos datos sugieren que bajo la acción de PTHrP, las células HMEC-

1 liberan factores al medio que a su vez modulan la expresión de E-cadherina (marcador 

epitelial) y de N-cadherina (marcador mesenquimal) y además favorecen una morfología 

de TEM en las células HCT116. Asimismo, los cambios moleculares y morfológicos son más 

tempranos que los observados cuando estas células tumorales fueron expuestas a PTHrP 

en forma directa.  
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Figura 38. El MCE proveniente de células HMEC-1 tratadas con PTHrP induce cambios 

tempranos hacia una morfología ahusada en células HCT116. Las células HCT116 se 

observaron a lo largo del tiempo bajo microscopía invertida después de la exposición al 

MCE de células HMEC-1 tratadas con PTHrP durante 16 horas. Las flechas indican cambios 

morfológicos evidentes de pérdida de estructura poligonal en la condición de 2, 5 y 24 

ƘƻǊŀǎ ŘŜ ǘǊŀǘŀƳƛŜƴǘƻ Ŏƻƴ ŜǎǘŜ ƳŜŘƛƻΦ [ŀ ōŀǊǊŀ ŘŜ ŜǎŎŀƭŀ ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŘŜ ŀ рл ˃ƳΦ 
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Tabla 2: Los MCE de las células HMEC-1 tratadas con PTHrP aumenta el grado de 

elongación celular en las células HCT116 

 

Tabla 2. Análisis de la relación de aspecto (eje mayor/menor) obtenida mediante el 

programa Image J. Se muestran valores de parámetros relacionados con la morfología 

celular: área, perímetro, forma redonda, eje mayor, eje menor y la relación eje mayor/eje 

menor (AR). El gráfico de barras asociado a la tabla muestra el valor de la relación entre el 

eje mayor y el eje menor para cada condición. Para cada experimento y por condición 

fueron medidas 10 células. 
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2.3 SPARC potencia el efecto de PTHrP sobre la modulación de E-cadherina y la migración 

celular de las células HCT116. 

 

PTHrP no solo aumenta la expresión de SPARC en las células tumorales HCT116, sino 

también en células del microambiente como las células endoteliales HMEC-1. Más aún, 

bajo la acción de PTHrP, SPARC es liberado al medio de estas células endoteliales. Estos 

resultados exponen la complejidad del origen celular de citoquinas como SPARC. Dada la 

relevancia de SPARC como modulador de la TEM en diversos tipos de cáncer, como el de 

pulmón (Hung et al., 2017), de cabeza y cuello (Chang et al., 2018) y el hepatocarcinoma 

(Jiang et al., 2019), y como recientemente se ha demostrado que SPARC podría regular la 

expresión de la proteína E-cadherina en la línea celular HCT116 (Drev et al., 2019), se 

procedió a evaluar la influencia de PTHrP junto a SPARC exógeno en la expresión de la 

proteína E-cadherina en células HCT116.  

Por RT-qPCR se observó que el tratamiento simultáneo con ambos factores agregados de 

forma exógena disminuyó aún más la cantidad de ARNm de E-cadherina respecto a ambos 

tratamientos por separado, sugiriendo que cuando estos factores actúan juntos, se 

potencia el efecto en la regulación de la expresión de E-cadherina (Figura 39).  
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Figura 39. El tratamiento combinado de SPARC y PTHrP tiene un efecto potenciador 

sobre la disminución de la expresión de E-cadherina en células HCT116. Las células 

fueron expuestas a PTHrP, SPARC o a una combinación de ambas, y luego se midió el 

ARNm por RT-qPCR tal como se describe en Materiales y Métodos. Se emplearon 

paralelamente células control. Se observa que el tratamiento conjunto refuerza la 

disminución de los niveles de ARNm de E-cadherina. *p < 0.05, **p < 0.01 con respecto al 

control. 
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Las células tumorales que pierden la expresión de E-cadherina y presentan un fenotipo 

mesenquimal, adquieren un comportamiento migratorio (Beerling et al., 2016), que es 

crucial en la invasión tumoral. Como se ha informado que SPARC es un modulador 

esencial de este proceso y como en estudios anteriores del laboratorio donde fue 

desarrollado este Trabajo de Tesis se halló que  PTHrP incrementa la capacidad migratoria 

de las células de CCR (Calvo et al., 2017), se procedió a evaluar el efecto de ambos 

factores sobre la movilidad de las células HCT116, realizando ensayos de cierre de herida. 

Como se ve en la Figura 40, el tratamiento combinado de PTHrP y SPARC tiene un efecto 

sinérgico sobre la migración de células HCT116, que se evidencia por un cierre de la herida 

más pronunciado a las 5 horas de tratamiento  con respecto a ambos tratamientos por 

separado. 
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Figura 40. El tratamiento combinado de SPARC y PTHrP incrementa la migración de las 

células HCT116. Se muestra el ensayo de cierre de herida, donde el mayor efecto se 

puede observar a las 5 horas de tratamiento conjunto de PTHrP con SPARC. El gráfico de 

barras representa el porcentaje de cierre de la herida teniendo en cuanta que el 100% es 

el cierre total sin espacio libre. Los datos se obtuvieron utilizando el programa Image J 

(MRI Wound Healing Tool). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p< 0.001. 
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Sección 3:  Estudio del efecto de PTHrP en la modulación de microARNs vinculados a la 

TEM en el CCR 

 

Como se comentó en la Introducción, en los últimos años se descubrió que los miRs están 

desregulados en muchos tipos de tumores, incluido el CCR (Shirafkan et al., 2018), y 

constituyen un mecanismo clave de la progresión tumoral pudiendo actuar como 

supresores de tumores u oncogenes (Lee y Dutta, 2006). Particularmente, la evidencia 

reportada indica su rol preponderante en la angiogénesis (Tiwari et al., 2018) y en la TEM 

(Ferraro et al., 2014).  A partir de los resultados expuestos previamente que revelan los 

mecanismos modulados por PTHrP en las células HCT116 que participarían en la 

progresión del CCR a través de la TEM, se continuó indagando respecto a la maquinaria 

molecular que media los efectos de PTHrP y por lo tanto se procedió a explorar si PTHrP 

modula la expresión de microARNs vinculados a este programa en estas células del CCR. 

Se ha estudiado la relevancia clínica de miR-27a en varios tumores sólidos (Zhang et al., 

2019) y se informaron resultados contradictorios ya que puede actuar tanto como un 

oncogén o como un gen supresor tumoral en el CCR. En particular se observó que miR-27a 

promueve la TEM en el cáncer tanto gástrico (Li et al., 2020) como en el de mama (Jiang et 

al., 2018), y que favorece la migración e invasión del CCR mediante la regulación de la vía 

ŘŜ ǎŜƷŀƭƛȊŀŎƛƽƴ ²ƴǘκʲ-catenina (Liang et al., 2017). Esto se observa en los tejidos de 

pacientes y en el análisis bioinformático de muestras donde se encuentran que la 

sobreexpresión de miR-27a-5p actúa como un regulador clave de genes asociados a la 

TEM (Busuioc et al., 2021). A pesar de esto, en múltiples estudios no se explora la 

distinción entre las hebras 3p y 5p de este miR. Por esta razón y basado en los 

antecedentes expuestos, en este Trabajo de Tesis se analizó la expresión de ambas hebras 

de miR-27a bajo la acción del péptido y se observó que éstos muestran un patrón de 

expresión diferencial en células tumorales intestinales tratadas con PTHrP. Mediante el 

empleo de sondas TaqMan por RT-qPCR se encontró que el tratamiento con PTHrP por 5 
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horas incrementa la transcripción de la hebra miR-27a-5p en las células HCT116 con un 

retorno a los niveles del control a las 24 horas. Por el contrario, se observó una 

disminución consistente en la transcripción de la hebra de miR-27a-3p en estas células 

tanto a las 5 como a las 24 horas de tratamiento con PTHrP (Figura 41). 
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Recientemente, Ma y colaboradores hallaron que además de participar en la TEM de otros 

tipos tumorales como de pulmón (Ma et al., 2021a), el análisis bioinformático de miRs 

exosómicos en muestras clínicas de CCR muestra que miR-423 posee un alto valor 

diagnóstico para esta patología debido a que participa de una red regulatoria central (Ma 

et al, 2021b). Por este motivo a continuación se procedió a explorar los niveles de 

expresión de ambas hebras de miR-423 en las células HCT116 expuestas o no a PTHrP. En 

la Figura 42 se observa que el tratamiento con PTHrP durante 5 horas aumenta 

significativamente los niveles de transcritos de miR-423-3p y miR-423-5p en las células 

HCT116. 

Estos resultados sostienen la importancia de evaluar ambas hebras funcionales de estos  

miRs. La expresión diferencial de ambas hebras de miR-27a y la sobreexpresión de las dos 

hebras de miR-423 en las células HCT116 tratadas con PTHrP, indican que el péptido 

modula la expresión de estos reguladores postranscripcionales claves de genes asociados 

a este programa celular.   
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Figura 41. PTHrP modula la transcripción de miR-27a en células HCT116. Las células 

HCT116 se trataron con PTHrP 10ҍ8 M durante 1, 5 y 24 horas. Se procesaron 

simultáneamente las células control (en ausencia de PTHrP). Los niveles de miR-27a-3p y 

miR27a-5p se analizaron en todas las condiciones mediante RT-qPCR empleando sondas 

TaqMan, como se describe en Materiales y Métodos. La expresión se normalizó 

empleando U6 como control endógeno. Se muestra el gráfico de barras que representa la 

cuantificación de tres experimentos independientes. *p < 0,05 con respecto al control.  
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Figura 42. PTHrP modula la transcripción de miR-423 en células HCT116. Las células 

HCT116 se trataron con PTHrP 10ҍ8 M durante 1, 5 y 24 horas. Se procesaron 

simultáneamente las células control (en ausencia de PTHrP). Los niveles de miR-423-3p y 

miR-423-5p se analizaron en todas las condiciones mediante RT-qPCR empleando sondas 

TaqMan, como se describe en Materiales y Métodos. La expresión se normalizó 

empleando U6 como control endógeno. Se muestra el gráfico de barras que representa la 

cuantificación de tres experimentos independientes. *p < 0,05 con respecto al control.
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Sección 4: Ensayos in vivo 

 

4.1. PTHrP modula la expresión de marcadores de la TEM y cambios morfológicos 

asociados a este programa en xenotrasplantes de células HCT116 

 

En estudios previos del laboratorio donde fue desarrollada este Trabajo de Tesis se observó 

que la administración intratumoral de PTHrP en xenotrasplantes de células HCT116 en el 

modelo  N: NIH(S) _nu induce una mayor expresión de los marcadores asociados a 

procesos tumorales Ki67, ciclina D1, ERK1/2 MAPK, CREB/ATF-1 y RSK (Calvo et al., 2017; 

Martín et al., 2018). En el Capítulo 1 del presente Trabajo se observó que además este 

péptido favorece la expresión del VEGF en una localización perinuclear, apoyando lo 

observado por otros investigadores. Con el objetivo de evaluar si los efectos de PTHrP 

analizados in vitro se corresponden con su acción en el modelo in vivo, se procedió a 

analizar los niveles proteicos de SPARC y de E-cadherina en el modelo de ratones 

inmunodeprimidos N: NIH(S) _nu. 

El análisis inmunohistoquímico de tejidos tumorales de CCR de animales control y 

tratados reveló que la administración diaria de PTHrP (40 µg/Kg) como se describe en 

Materiales y Métodos, aumenta la expresión de la proteína SPARC siendo la 

inmunorreactividad de SPARC homogénea en todo el tejido tumoral (Figura 43A). El 

péptido también disminuye la expresión en la membrana celular de la proteína E-

cadherina (Figura 43B). Las flechas en la Figura 43B señalan a las células tumorales 

tratadas con PTHrP que tienen una forma elongada sugiriendo el fenotipo mesenquimal y 

que se encuentran en las inmediaciones de vasos sanguíneos. Se presume la presencia de 

vasos neoformados a partir de la evidencia mostrada en la Figura 28C (Capítulo 1-Sección 

5) donde se identifica la formación de vasos intratumorales inducido por PTHrP y debido 

al incremento de la marcación de CD31. La adquisición de esta morfología mesenquimal 
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no se observó en las células tumorales tratadas con PBS que muestran una mayor 

expresión de E-cadherina. El gráfico de barras de la Figura 43C muestra el valor de la 

relación entre el eje mayor y el eje menor para cada condición e indica que PTHrP 

aumentó significativamente el grado de elongación de las células HCT116. 

Los resultados de los estudios in vitro mostrados en el segundo Capítulo de este Trabajo 

de Tesis permiten concluir que la acción directa de PTHrP y su efecto mediado por células 

endoteliales modulan marcadores moleculares y cambios morfológicos claves del 

programa de TEM en las células HCT116. Los cambios moleculares y morfológicos 

asociados a este programa son también inducidos por PTHrP en tumores de estas mismas 

células intestinales.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 2 ɀ Sección 4   
 

 

 166 

 

 

 

Figura 43. PTHrP modula los niveles proteicos de SPARC y de E-cadherina y aumenta el 

grado de elongación de células HCT116 en xenotrasplantes. Los tumores originados a 

partir de xenotrasplantes de células HCT116 se analizaron mediante inmunohistoquímica. 

Las secciones tumorales se incubaron con los anticuerpos (A) anti-SPARC o (B) anti-E-

cadherina. Las imágenes corresponden a tumores tratados con PTHrP y tumores tratados 

con PBS (solución vehículo). La inmunoreactividad se cuantificó con el paquete de 

procesamiento de imágenes Fiji del programa Image J. Las flechas indican células con 

forma ahusada. (C) El gráfico de barras muestra el valor de la relación entre el eje mayor y 
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el eje menor para cada condición. Se analizaron 10 células por condición.*p < 0,05 con 

respecto al control. 
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Discusión del Capítulo 2 

 

Desde hace algunos años que el programa de TEM se ha vinculado con el CCR. Un estudio 

realizado por Loboada y colaboradores mostró que en un análisis de microarrays de 326 

muestras de CCR, la expresión génica con puntuación más alta se asoció con el programa 

de TEM (Loboda et al., 2011).  Además, se ha visto cómo este proceso es necesario para la 

adquisición de la capacidad migratoria e invasiva del CCR (Sipos y Galamb, 2012) pero aún 

queda mucho por entender de éste en los tumores de origen epitelial y su relación con las 

diferentes señales inductoras del microambiente tumoral. Una de esas señales que 

pueden participar de la regulación de estas características es PTHrP, el cual puede ser 

secretado por células tumorales y/o células del microambiente tumoral y aunque su 

efecto está mediado por diferentes modo de acción, su rol parácrino es el más 

frecuentemente observado, tal como se mencionó en la sección Introducción (Cowan et 

al., 2012; Cros et al., 2002; McCauley y Martin, 2012). 

Sustentando la hipótesis que motivó el desarrollo de este segundo Capítulo, en la 

literatura se encuentran estudios que demostraron que PTHrP puede inducir la TEM en 

células epiteliales de túbulos renales y líneas celulares de cáncer de próstata, y que su 

acción depende de otras citoquinas presentes en el microambiente tumoral como TGF-ʲ 

(Ardura et al., 2010; Ongkeko et al., 2014). De acuerdo con estas observaciones, en este 

Trabajo de Tesis se descubrió que PTHrP de forma exógena puede inducir cambios en la 

expresión de las proteínas CK-18, E-cadherina, Zeb1, N-cadherina y SPARC, moléculas 

asociadas con la TEM en las células HCT116 (Druzhkova et al., 2019; Guo et al., 2017; Kuga 

et al., 2013; Shen et al., 2016). Además, el péptido induce cambios morfológicos 

reconocibles en esta línea derivada de CCR, y esta respuesta celular observada por la 

acción directa de PTHrP durante 24 horas podría deberse en parte al aumento significativo 

de la expresión de SPARC, inducida por el péptido al mismo tiempo. A su vez, la expresión 

de SPARC se asocia con una mayor capacidad migratoria del CCR invasivo (Porter et al., 
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1995; Wiese et al., 2007); sin embargo, los estudios sugieren que su función biológica 

depende de la agresividad del tumor, su origen celular y su interacción con otros factores 

liberados por las células tumorales y del microambiente (Podhajcer et al., 2008; 

Yoshimura et al., 2011). Esto resalta la importancia de evaluar el origen de SPARC, así 

como su asociación con la agresividad del tumor para comprender su función en las 

diferentes etapas de la patología. 

Los resultados de este Trabajo de Tesis en la línea celular Caco-2 muestran niveles de 

expresión muy bajos de SPARC y ningún cambio en su expresión en respuesta a PTHrP; 

además también se encontró que el tratamiento con PTHrP, a diferencia de lo observado 

en la línea celular HCT116, no modificó el nivel de expresión proteica de E-cadherina en un 

amplio rango de exposición. Esto sugiere una respuesta diferencial a PTHrP en donde la 

mayor respuesta del fenotipo más indiferenciado conduce a la progresión de un fenotipo 

más agresivo. Como se comentó anteriormente ambas líneas, Caco-2 y HCT116, son 

derivadas del CCR pero fenotípicamente diferentes y con distintas mutaciones que están 

involucradas en el desarrollo de la patología (Ahmed et al., 2013). El efecto diferencial de 

PTHrP en la inducción de la TEM en las líneas Caco-2 y HCT116 plantea la necesidad de 

considerar las diferencias moleculares entre ambas. Debido a que la línea Caco-2 es más 

diferenciada que la línea HCT116 es posible que un cierto nivel de desdiferenciación sea 

necesario para hacer que las células sean permisivas a la TEM inducida por PTHrP. Como 

se mencionó en la discusión del primer Capítulo, la línea celular Caco-2 derivada de 

adenocarcinoma de colon humano posee el gen KRAS de tipo salvaje, BRAF de tipo salvaje, 

PI3KCA de tipo salvaje, PTEN de tipo salvaje y la mutación E204X en TP53. En cambio, en la 

línea HCT116 derivada de carcinoma colorrectal humano, además de poseer inestabilidad 

de microsatélites, en sus células se encuentra la mutación G13D de KRAS, BRAF tipo 

salvaje, la mutación H1047R de PI3KCA, PTEN tipo salvaje y TP53 de tipo salvaje (Ahmed et 

al., 2013; Berg et al., 2017). Quizás los eventos desencadenados por PTHrP asociados al 

programa de TEM pueden ser dependientes de mutaciones como KRAS, cuya señalización 
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ha sido asociada con la TEM (Singh et al., 2009), lo que podría explicar la diferente 

respuesta de ambas líneas celulares.  

Por otro lado, la evidencia reunida en los últimos años indica una fuerte asociación entre 

el programa de TEM y la señalización de Wnt/-̡catenina, que se activa con elevada 

frecuencia en el CCR. La activación de esta vía da como resultado la translocación nuclear 

ŘŜ ʲ-catenina, como se observa en áreas tumorales rodeadas por estroma lo que se asocia 

a la influencia de factores microambientales del tumor (Fodde y Brabletz, 2007). 

Resultados previos en el laboratorio donde se desarrolló este Trabajo de Tesis, y que 

motivaron el desarrollo del mismo, demostraron que PTHrP promueve la fosforilación, 

activación ȅ ǘǊŀǎƭƻŎŀŎƛƽƴ ƴǳŎƭŜŀǊ ŘŜ ʲ-catenina a través de las vías de Akt y MAPKs.  En 

Ŝǎƻǎ ŜǎǘǳŘƛƻǎ ƭŀ ƛƴƘƛōƛŎƛƽƴ ŘŜ 9wYмκн ȅ ʲ-catenina bloqueó el efecto sobre la proliferación 

inducida por PTHrP tanto en las células Caco-2 como en las células HCT116 (Martin, Tesis 

2018; Martín et al., 2014). Sería relevante evaluar si estas vías están implicadas en la 

acción de PTHrP sobre la expresión de los marcadores de TEM analizados, o como sugiere 

el efecto diferencial observado, es dependiente de mutaciones específicas u otros factores 

del microambiente. En este sentido, se ha observado la expresión diferencial de SPARC en 

varios tipos de cáncer (Podhajcer et al., 2008), pero no está claramente establecido el 

motivo por el cual posee efectos variables sobre la agresividad de diferentes tejidos 

tumorales.  

Una búsqueda bibliográfica realizada al momento de comenzar con este Trabajo de Tesis 

indicaba que hasta esa fecha no había ninguna publicación mostrando estudios de la 

acción parácrina de SPARC. Sin embargo, al mismo tiempo que nosotros publicábamos los 

resultados referentes al rol de PTHrP y SPARC en la TEM del CCR, Naito y colaboradores 

informaban su trabajo basado en el análisis de la asociación entre la expresión de SPARC y 

las características clínico-patológicas en 42 casos clínicos de CCR. La expresión de SPARC 

en las células tumorales de estas muestras se asoció con estadios avanzados y mal 

pronóstico. Además la TEM mediada por SPARC se observó en el borde del tumor donde 
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las células tumorales y las células estromales están en contacto directo entre sí (Naito et 

al., 2021). 

 

En este Trabajo de Tesis se halló, por primera vez, que PTHrP aumenta la expresión de la 

proteína SPARC no solo en células tumorales HCT116 sino también en las células 

endoteliales HMEC-1. Además, se observó un aumento en la secreción de la proteína 

SPARC al medio de las células HMEC-1 tratadas con el péptido durante 16 horas. Es 

importante considerar que SPARC tiene una vida media de su ARNm de aproximadamente 

50 horas (Delany y Canalis, 1998; Wrana et al.,1991), y que además Kato y colaboradores 

observaron la presencia de la proteína de SPARC a las 48 horas de cultivo luego de la 

privación de suero en las células HMEC-1 sugiriendo que es capaz de ser liberado 

lentamente luego de su producción en estas células (Kato et al., 2001b). Por este motivo 

suponemos su producción activa y consecuente secreción al medio de estas células en el 

tiempo evaluado. En este punto En línea con estos resultados, otros autores también 

hallaron la expresión de SPARC en células del microambiente tumoral. Drev y 

colaboradores sugieren que SPARC proveniente de fibroblastos estimulados con TGF-ʲΣ 

tiene un efecto prometastásico en las células de CCR. En el mencionado estudio, los 

mayores niveles de SPARC se asociaron a estadios avanzados del tumor y además, la alta 

expresión de SPARC en el estroma se asoció con una supervivencia más corta en la 

enfermedad recurrente (Drev et al., 2019). Asimismo, un estudio de microarrays de tejido 

de 332 muestras de pacientes con CCR mostró que la sobrevida global estaba 

inversamente correlacionada con la expresión de SPARC en el estroma tumoral, donde los 

niveles eran más altos que en el tejido normal e incluso más altos que en los tumores (Kim 

et al., 2013). Ante este escenario, este Trabajo de Tesis apoya la importancia de estudiar 

las células endoteliales no solo por su participación en el proceso de angiogénesis 

asociada al tumor, sino también como componentes del microambiente que pueden 

influir en el fenotipo agresivo de las células tumorales.  
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Por este motivo, en base a los resultados obtenidos de que PTHrP promueve la liberación 

de SPARC de las células endoteliales HMEC-1, el cual es un factor reconocido para modular 

el proceso de TEM en diferentes tipos de cáncer, se decidió evaluar si el medio 

condicionado obtenido de estas células previamente tratadas con el péptido induce 

cambios relacionados con la TEM en las células HCT116. El sello distintivo de la TEM es la 

disminución de la expresión de E-cadherina producto de una regulación compleja dada 

por vías de señalización, factores de transcripción y moléculas efectoras (Vu y Datta, 

2017). En respuesta a una variedad de señales de inducción, el descenso de los niveles de 

E-cadherina conduce a la desestabilización de las uniones adherentes, y su disminución 

localizada en los bordes invasivos del tumor se asocia con un mal pronóstico en pacientes 

con CCR en estadio III (Yun et al., 2014). Resultados obtenidos por Busch y colaboradores 

(Busch et al., 2016), muestran que la baja expresión de E-cadherina se asoció con un 

mayor riesgo de muerte dentro de los 5 años posteriores a la cirugía y resaltan que 

constituye un marcador prometedor para identificar a los pacientes con CCR en riesgo de 

enfermedad metastásica.  

Los resultados de este segundo Capítulo muestran que en las células HCT116 expuestas al 

MCE de células HMEC-1 tratadas con PTHrP disminuyó la expresión de E-cadherina en 

mayor magnitud y mediante una respuesta más rápida, en comparación con el 

tratamiento directo con PTHrP sobre estas mismas células tumorales. Además, los niveles 

de expresión proteica del marcador N-cadherina en las células tumorales también fueron 

modulados por estos MCE. Recientemente en el laboratorio donde se desarrolló esta Tesis 

se halló que empleando el inhibidor SU11274 de la vía de activación del receptor MET, 

estos cambios de E-cadherina por el efecto directo de PTHrP se revierten. Estos datos 

constituyen resultados de la Tesis Doctoral de la Tesista María Belén Novoa Díaz (en curso) 

y están presentados en un trabajo recientemente aceptado para su publicación (Novoa 

Díaz et al., WJG, en prensa).  

El análisis morfológico mostró que, en presencia de estos MCE de células HMEC-1 tratadas 

con PTHrP, las células HCT116 experimentan cambios morfológicos más drásticos, más 
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tempranos y sostenidos en los tiempos evaluados, comparado con lo observado en las 

células HCT116 bajo la acción directa del péptido. Estos cambios morfológicos son 

similares a los observados por Kato y colaboradores en células HCT116 que experimentan 

el programa TEM (Kato et al., 2020). De acuerdo con estos hallazgos, otros estudios 

demostraron que los factores secretados por las células endoteliales del entorno pueden 

promover un fenotipo de TEM agresivo. El factor de crecimiento epidérmico (EGF por sus 

siglas en inglés) secretado por células endoteliales indujo la TEM en células tumorales de 

cabeza y cuello (Zhang et al., 2014). Por otro lado, las células endoteliales incrementaron 

la TEM, la migración, invasión y metástasis de células de cáncer de mama mediante la 

liberación del inhibidor del activador del plasminógeno-1 (PAI-1 por sus siglas en inglés) y 

la quimiocina CCL5 (Zhang et al., 2018). Además, factores liberados de células 

endoteliales, como TGF-ʲΣ Ǉromovieron la TEM en el carcinoma hepatocelular inducido 

por el virus de la hepatitis B (Rawal et al., 2019). Más aún, SPARC podría influir en el 

proceso de TEM al desempeñar un rol autocrino o paracrino en el tumor (López-Moncada 

et al., 2019). 

En base a estos antecedentes, en este Trabajo de Tesis se investigó a continuación si 

PTHrP y SPARC podrían ser parte de una red de regulación autocrino-paracrina que 

converge en el programa de TEM. Se halló que el tratamiento exógeno de PTHrP en 

combinación con SPARC, promueve aún más la disminución de los niveles de ARNm de E-

cadherina, con respecto a ambos tratamientos por separado en las células HCT116. Este 

resultado es consistente con la disminución en la expresión de la proteína E-cadherina en 

respuesta a SPARC en células HCT116 observada por Drev y colaboradores (Drev et al., 

2019). Sin embargo, en este Trabajo de Tesis se demostró que el tratamiento combinado 

de PTHrP y SPARC potencia este efecto en la reducción de este marcador a nivel de la 

transcripción. Además, se halló que la exposición de las células HCT116 a ambos factores 

durante 5 horas aumenta la capacidad migratoria de estas células, en comparación con la 

exposición por separado. Este resultado plantea la necesidad de más investigaciones para 

profundizar en este efecto sinérgico y dilucidar si existe una relación secuencial entre la 
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acción de PTHrP y de SPARC, de acuerdo a lo observado en la expresión de SPARC inducida 

por PTHrP. 

En el efecto observado en las células HCT116 expuestas a los MCE a los tiempos 

evaluados, se descarta la presencia de PTHrP residual en el MCE debido a que este 

péptido posee una vida media muy corta cercana a los 5-6 minutos según estudios previos 

(Deans et al., 2005; Henry et al., 1997). Estos valores son similares a los reportados por 

Fraher y colaboradores (Fraher et al., 1995). Además, Ratcliffe y colaboradores también 

demostraron que, en condiciones fisiológicas, el tiempo medio de desaparición de PTHrP 

in vivo es inferior a 5 minutos (Ratcliffe et al., 1993). Por lo tanto, se estima que los 

efectos observados se deben exclusivamente a la presencia de factores derivados de las 

células endoteliales y no a la presencia de PTHrP remanente producto del tratamiento. 

En base a los resultados obtenidos en el modelo in vitro, se evaluó el efecto de PTHrP 

sobre xenotrasplantes de células HCT116 empleando el modelo N:NIH(S)_nu. Aunque los 

xenotrasplantes tumorales tienen limitaciones para el estudio del microambiente tumoral 

por no tratarse de un modelo ortotópico o de tumor inducido, resulta conveniente en el 

empleo de líneas celulares tumorigénicas como la línea HCT116 para no solo incrementar 

la complejidad del modelo de CCR, sino para establecer una correlación con los efectos 

observados in vitro. Así, este modelo de xenotrasplante aporta más información respecto 

al comportamiento de las células HCT116 en el estudio de la influencia del microambiente. 

En este Trabajo de Tesis se observó que en tumores de células HCT116 tratados con PTHrP 

se evidencia un incremento homogéneo en la expresión de la proteína SPARC y una 

disminución en la expresión de E-cadherina en la membrana celular, respecto a los 

tumores no tratados con el péptido. Además, encontramos que solo las células tumorales 

de ratones tratados con PTHrP adquieren una forma elongada relacionada con un 

fenotipo mesenquimal. Rajput y colaboradores describieron características morfológicas 

similares a las que nosotros encontramos en células HCT116 inyectadas en un modelo 

murino, donde estas células pueden invadir la mucosa colónica, posiblemente mediante la 

adquisición del programa de TEM (Rajput et al., 2008).  
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Bao y colaboradores analizaron muestras de pacientes donde observaron que en 

comparación con la mucosa colónica normal, el 73% de los tejidos de CCR muestran una 

expresión reducida de miR-27a, y solo el 27% de los casos de CCR evidencian una 

sobreexpresión de este miR, lo que sugiere una participación como un supresor tumoral. 

Además en el mencionado trabajo, los niveles de expresión de miR-27a se determinaron 

adicionalmente en líneas celulares de CCR donde su expresión se redujo un 95%, 90% y 

52% en las células HCT116, Caco-2 y SW480, respectivamente, en comparación con la 

línea normal de colon humano inmortalizada NCM460 (Bao et al., 2014). También se ha 

informado que miR-27a exosómico circulante puede usarse como un nuevo biomarcador 

de diagnóstico y pronóstico en el CCR (Vychytilova-Faltejskova et al., 2016). Utilizando 

cohortes independientes de pacientes con CCR y modelos experimentales, Barisciano y 

colaboradores proporcionaron evidencia de que miR-27a actúa como un regulador clave 

del metabolismo del CCR que favorece un fenotipo agresivo y la adquisición de 

quimiorresistencia (Barisciano et al., 2020). Por otra parte, Li y colaboradores informaron 

que miR-423-3p se sobreexpresa en los tejidos de CCR en comparación con los tejidos 

normales (Li et al., 2015), pero contrariamente a estos resultados se ha observado que 

miR-423-5p participa de un circuito inhibitorio de la TEM en estas células (Dong et al., 

2022). A la fecha se conoce un solo trabajo el cual ha analizado la relevancia de evaluar la 

expresión de ambas hebras de miRs implicados en el CCR (Choo et al., 2014). Como se 

detalló en la Introducción, durante su procesamiento una de las hebras del pre-miARN se 

degrada y la otra hebra determina el miR maduro. De esta forma diversas señales 

extracelulares pueden determinar una selección de hebra como un mecanismo alternativo 

de regulación de una función biológica (Choo et al., 2014). En este Trabajo se halló que 

PTHrP modula diferencialmente ambos brazos de miR-27a. A las 5 horas de tratamiento 

con PTHrP se evidencia un incremento en la expresión de miR-27a-5p, mientras que a las 5 

y 24 horas de exposición al péptido disminuye consistentemente la transcripción de la 

hebra miR-27a-3p. Ademas se halló que el tratamiento con PTHrP incrementa la expresión 

de ambas hebras de miR-423 a las 5 horas, sin observarse cambios a 1 hora y a 24 horas. 

Estos tiempos se eligieron de acuerdo al efecto observado de PTHrP en los cambios 



Discusión del Capítulo 2  
 

 

 177 

moleculares y fenotípicos asociados a los eventos protumorales descriptos en los 

Capítulos 1 y 2 de esta Tesis.  

Retomando con el rol potencial de SPARC en la progresión del CCR, los resultados de este 

segundo Capítulo indican que esta función puede deberse a la regulación de su expresión 

por otros factores del microambiente como PTHrP, lo que constituye un nuevo 

mecanismo de acción de PTHrP sobre la progresión del CCR. No se descarta explorar más a 

fondo este efecto de PTHrP sobre las células derivadas de CCR, por ejemplo mediante la 

interrupción de esta red reguladora silenciando tanto a PTHrP como a SPARC, y 

estudiando también otros factores que puedan participar en el efecto observado. En este 

Trabajo no se evaluó el efecto del MCE de células endoteliales tratadas con PTHrP sobre la 

línea celular Caco-2. Los resultados sugieren que PTHrP por sí solo no es capaz de 

promover cambios asociados a TEM en esta línea, pero no descartan la existencia de un 

efecto mediado por los MCE. Por lo tanto, el efecto de PTHrP sobre los cambios 

moleculares y morfológicos asociados al proceso de TEM podría estar mediado por 

factores que no solo modulan la remodelación del estroma, lo que motivó su estudio en 

un principio, sino que también podrían participar en diferentes niveles de regulación del 

estado mesenquimal que converge en un estado más agresivo de las células del CCR.  
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Capítulo 3: Análisis mediante la exploración de bases de datos de la implicancia clínica 

de los marcadores modulados por PTHrP y vinculados con la angiogénesis y la TEM del 

CCR 

 

El desarrollo de herramientas para el análisis de grandes conjuntos de datos ha sido clave 

para documentar y optimizar esfuerzos en la investigación de nuevos marcadores y vías de 

señalización relevantes en el cáncer. En el año 2006 un trabajo conjunto entre el Instituto 

Nacional del Cáncer de Estados Unidos y el Instituto Nacional de Investigación del Genoma 

Humano de Estados Unidos permitió el desarrollo del proyecto del Atlas del Genoma del 

Cáncer (TCGA por sus siglas en inglés) que documenta el estudio descriptivo y 

comparativo de muestras clínicas provenientes de 33 tipos de cáncer (Tomczak et al., 

2015). En paralelo ha crecido el número de plataformas disponibles en línea (άon lineέ) y 

programas de análisis de datos, que han condensado la enorme cantidad de información 

publicada en los últimos años.  

Con esta visión es que en este Trabajo de Tesis se consideró crucial emplear bases de 

datos y herramientas para el análisis de éstos con el fin de poner en contexto los hallazgos 

in vitro e in vivo descriptos en el Primer y Segundo Capítulo y vinculados a los efectos de 

PTHrP en los procesos de la angiogénesis y la TEM del CCR.  
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Sección 1: Estudio de genes sobreexpresados en pacientes con CCR asociados a la 

angiogénesis y a la TEM.  

 

La plataforma GEO del Centro Nacional de Información Biotecnológica de Estados Unidos 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo), es una base de datos de acceso gratuito a 

experimentos de microarrays y de secuenciación de perfiles de genes que puede 

emplearse para la exploración y análisis de muestras clínicas en las ciencias biomédicas. 

Inicialmente se empleó la base de datos en línea GEO y su programa estadístico asociado 

GEO2R para analizar cuatro conjuntos de datos de expresión génica de muestras 

intestinales de pacientes con CCR en comparación con muestras de pacientes sanos. Se 

obtuvieron las siguientes accesiones: 1-GSE41258: Affymetrix Human Genome U133A 

Array - 54 muestras normales y 186 muestras de tumor primario; 2- GSE37364: Affymetrix 

Human Genome U133 Plus 2.0 Array - 38 muestras normales y 27 muestras de tumor 

primario; 3- GSE68468: Affymetrix Human Genome U133A Array - 53 muestras normales y 

186 muestras de tumor primario y 4- GSE9348: Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 

Array - 12 muestras normales y 70 muestras de tumor primario. Para obtener los genes 

expresados diferencialmente (GED), los datos fueron analizados por GEO2R con una 

probabilidad ajustada por Benjamini y Hochberg (tasa de descubrimiento falso) de p<0,05 

(Glickman et al., 2014). 

Como se observa en la Figura 44A el análisis por GEO2R de muestras tumorales y 

muestras normales colorrectales resultó en la obtención de GED en los cuatro conjuntos 

de datos. Luego, los GED resultantes por una duplicación de la expresión (Log2FC>1 y p 

ajustado de Benjamini y Hochberg < 0,05) se incorporaron al software FunRich 3.1.3 

(Fonseka et al., 2021) para determinar los genes compartidos por los cuatro conjuntos de 

datos (Figura 44B y 44C). La lista de los GED sobreexpresados y los GED regulados 

negativamente comunes a los cuatro conjuntos de datos se muestran en la Tabla 3. En 

particular se halló que en los conjuntos de datos GSE37364 y GSE9348 el análisis de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo
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comparación de muestras normales y tumorales revela que el gen de PTHrP (PTHLH) se 

encuentra sobreexpresado en muestras de tumores (Tabla 4). 
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Figura 44. Cuatro conjuntos de datos de pacientes con CCR comparten genes expresados 

diferencialmente. (A) Diagrama de volcán. Se obtuvieron GED en el tejido tumoral de cada 

conjunto de datos (celeste: regulado negativamente; rojo: sobreexpresado). (B) Diagrama 

de Venn obtenido mediante el programa FunRich. Se identificaron 176 genes 

sobreexpresados (So) y (C) 254 regulados negativamente (Rn) comunes a las muestras 

tumorales de los cuatro conjuntos de datos de CCR, con un cambio de expresión 

significativo (Log2FC>1; Log2FC<-1 y p ajustado < 0,05). 
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Regulación Genes expresados diferencialmente (GED) 

 Genes 

Sobreexpresados    

CDC25A PLXNA1 NPM1 CXCL10 AURKA PUS7 VCAN TMEM97 KIF20A SQLE 

RRP9 PTK7 SHMT2 LEF1 COL1A2 COL5A1 CBX8 GTF3A MET VEGFA SORD 

SOX4 COL1A1 ERCC6L DACH1 ATP11A GPSM2 CKS2 PMEPA1 TMEM132A 

TOP2A CDH11 ARID3A PDPN ECT2 SOX9 NCAPG MMP14 BMP4 FANCI 

PAFAH1B3 EFNA3 NEBL NUDT1 EDNRA RFC3 DIO2 PTP4A3 CELSR3 CSE1L 

KDELC1 SULT1C2 HOMER1 KIF23 SFRP4 PLA2G16 NEK2 FXYD5 ENC1 SPARC 

CENPN BUB1 CELSR1 TPX2 JAG2 GALNT6 MMP11 RAD54B SERPINH1 CDK1 

GTF2IRD1 SERPINE1 BHLHE40 ITGBL1 COL5A2 CCND1 GDPD5 NMU PPM1H 

FSCN1 PRR7 PMAIP1 IFITM2 UBE2C VSNL1 ANOS1 THY1 WISP1 LRP8 GRP 

LOXL2 TEAD4 CST2 HILPDA PHLDA1 TNS4 MYC UBE2S TGFBI TRIP13 ARNTL2 

LY6E S100A11 CDC25B ASCL2 GDF15 TWIST1 SCD SULF1 NFE2L3 SLC7A11 

ANGPT2 PLAU FKBP10 SRPX2 CXCL5 STC2 SLC6A6 TIMP1 CXCL11 CGREF1 

TMEM158 TRIB3 IGF2BP3 NOX4 MMP12 AZGP1 CCL20 TNFRSF12A S100P 

SPP1 CEL SLC7A5 INHBA STC1 EGFL6 BGN S100A2 TRIM29 ADAM12 MME 

MSX2 DUSP4 TACSTD2 COL11A1 FABP6 COL10A1 ETV4 CLDN1 FCGR3B 

CEMIP MMP7 THBS2 CXCL2 FAP DPEP1 CXCL1 CST1 MMP1 CXCL3 REG1A 

CHI3L1 KLK10 KRT23 MMP3 CDH3 CXCL8 GINS1 CNIH3 GZMB COMP MFAP2 

EREG IER3 SLCO4A1 TESC   

  

Genes regulados 

negativamente      

AQP8  CA1  GCG  SLC30A10  ZG16  CA4  ADH1C  CHGA  CWH43  PYY  CLDN8  

CLCA1  TPH1  CHP2  SLC26A3  ABCA8  SLC4A4  CD177  UGT2A3  PLP1  

ADH1B  ABCG2  CA7  GBA3  UGT2B17  CDHR5  MYOT  SST  SLC26A2  MT1M  

EDN3  BRINP3  SOSTDC1  CEACAM7  CA2  AKR1B10  SLC17A4  HMGCS2  

BMP5  BEST2  CDH19  ADAMDEC1  NPY1R  PCK1  UGT2B15  SEMA6A  MST1L  

PTGDR  MMP28  ADTRP  FABP1  HAPLN1  STMN2  ASPA  LGALS2  NR5A2  

CR2  DHRS9  CCL23  ATP1A2  NR3C2  DHRS11  HPGD  OGN  HSD17B2  

PNLIPRP2  JCHAIN  PADI2  HSD11B2  RUNDC3B  C7  GREM2  ENTPD5  ABCB1  

NTRK2  PBLD  NAT2  MUC4  RGS13  PDE9A  TRHDE  FGFR2  HHLA2  MLIP  

CA12  FGF9  FAM107A  PLCE1  C1orf115  FMO5  MEP1A  ARL14  IGF1  BCHE  

CD79A  ARHGAP44  ADGRL3  TMEM100  CPM  SGK2  METTL7A  SELENBP1  

INSL5  LGI1  CES3  F13A1  CES2  PLAC8  SPON1  AHCYL2  PRKACB  PIGR  

MT1F  PPARGC1A  CKB  TPSG1  HIGD1A  ANK2  MT1G  MALL  GPM6A  CD36  

EPHA7  EPB41L3  GHR  CLIC5  FABP4  NLGN4X  MYO1A  KRT20  SFRP1  

BCAS1  IL6R  CCL8  MT1H  ADAM28  DNASE1L3  KLF4  COL4A5  CNR1  
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NAALADL1  CCL19  ANK3  PDK4  MUC2  CCDC68  MT1E  GDPD3  MT1HL1  

AOC1  MAOA  POU2AF1  SEPP1  SRI  CEACAM1  ATP2A3  OSBPL1A  GPM6B  

FUCA1  PTN  PLCL2  GCNT3  VILL  GPX3  UGDH  COL17A1  ALDH1A1  GNA11  

KIT  TCF21  NEDD4L  ETFDH  ITM2A  GRAMD3  ENDOD1  STYK1  DENND2A  

GALNT12  KCNMA1  SSBP2  DDX60  ZZEF1  PAPSS2  CLU  DSC2  TLR3  GPD1L  

IL1R2  NFASC  FGL2  PID1  AKAP7  ECI2  ATP8A1  HLF  SORBS2  TDP2  SMPD3  

ABCA6  LPAR1  FHL1  KBTBD11  RCAN2  C4orf19  CACNB2  ETHE1  IQGAP2  

CCL5  CHRDL1  CASD1  BEX4  SLC44A4  RAB27A  ACACB  UGP2  TOX  GSTM1  

SETBP1  KIAA0513  MYH11  EMP1  PER3  MEF2C  MT1X  TMPRSS2  PTP4A1  

DCLK1  CITED2  MT2A  HGD  SQRDL  CFH  MYLK  BMP2  NR3C1  CCL21  

RSAD2  PTGER4  MUC5B  ABHD3  PXMP2  PGM1  GPA33  ITM2C  BTNL3  

SMPDL3A  SLC28A2  NAP1L2  TUBAL3  ANPEP  CXCL12  LRRC19  NXPE4  

MS4A12 

 

Tabla 3. Lista de genes sobreexpresados y regulados negativamente comunes a los 

cuatro conjuntos de datos de muestras de CCR. 

 

Accesión ID p ajustado Valor p t (estadístico) log2FC Gen 

GSE37364 211756_at 5,76x10-8 4,21x10-9 67.323.871 2,34084 PTHLH 

GSE9348 211756_at 1,56x10-3 2,45x10-4 38.334.384 1,5279 PTHLH 

 

Tabla 4. El gen de PTHrP (PTHLH) se encuentra sobreexpresado en dos de los cuatro 

conjuntos de datos consultados de muestras clínicas de CCR. 
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Para profundizar en la función de los GED compartidos por los cuatro conjuntos de datos, 

se evaluó su participación en procesos biológicos, las vías de señalización en los que están 

involucrados y su localización subcelular. Para esto, se incorporaron los GED a la 

plataforma Enrichr (Xie et al., 2021), que nuclea distintas bases de datos para el 

enriquecimiento funcional. Como se observa en la Figura 45 los genes sobreexpresados en 

el CCR se asocian significativamente a procesos de organización de la matriz extracelular 

(p<2,11x10-16), vías de la TEM (p<1,95x10-28), vías de señalización de NF-kB (p<2,37x10-12), 

vías de la angiogénesis (p<2,44x10-8) y vías sobreactivadas de KRAS (p<2,16x10-7), 

mientras que también están asociados a complejos de VEGFA (p< 5,34x10-25), entre otros. 

Por otra parte, los genes regulados negativamente por los cuatro conjuntos de datos 

mostraron una asociación con el metabolismo de iones metálicos (p<5,35x10-14), vías 

asociadas a la señalización KRAS (7,88x10-10), al metabolismo de ácidos grasos (8,68X10-7) 

y asociación a la región extracelular (p<6,23x10-18) y de complejos apicales (p<3,17x10-17) 

(Figura 46). Estos resultados remarcan la importancia de las vías involucradas en la TEM y 

la angiogénesis en la génesis/progresión del CCR. 
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Figura 45. Los genes sobreexpresados en el CCR están enriquecidos en vías asociadas a la 

angiogénesis y a la TEM. Empleando la plataforma EnrichR se realizó la consulta de 

enriquecimiento funcional por procesos biológicos (panel superior), vías de señalización 

(panel medio) y compartimentos subcelulares (panel inferior), de los 176 genes 
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sobreexpresados compartidos por los 4 conjuntos de datos de CCR. El gráfico de barras 

muestra la probabilidad asociada en cada caso expresada como ς log10 (valor p). 
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Figura 46. Los genes regulados negativamente en el CCR están enriquecidos en vías 

asociadas a la progresión de esta enfermedad que no han sido evaluadas en este 

Trabajo de Tesis. Empleando la plataforma EnrichR se realizó la consulta de 

enriquecimiento funcional por procesos biológicos (panel superior), vías de señalización 

(panel medio) y compartimentos subcelulares (panel inferior), de los 254 genes regulados 
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negativamente compartidos por los 4 conjuntos de datos de CCR. El gráfico de barras 

muestra la probabilidad asociada en cada caso expresada como ς log10 (valor p). 
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Sección 2: Estudio mediante bases de datos clínicos de la correlación de PTHrP con los 

eventos y marcadores evaluados y hallados de relevancia en este Trabajo de Tesis  

 

Con el fin de acceder a la enorme cantidad de información actualmente presente en 

diferentes plataformas de análisis de muestras clínicas, a continuación, se exploró en 

bases de datos la relación de PTHrP en los distintos tipos de cáncer y su asociación con los 

procesos evaluados en este Trabajo de Tesis. Inicialmente se empleó la plataforma 

EMTome (http://www.emtome.org/)  (Vasaikar et al., 2021), que contiene firmas de genes 

asociados a la TEM derivadas de la Enciclopedia de Líneas Celulares del Cáncer (CCLE por 

sus siglas en inglés) (Nusinow et al., 2020), de muestras de pacientes metastásicos 

(MET500) (Robinson et al., 2017), de muestras clínicas tomadas del repositorio del TCGA 

(Tomczak et al., 2015) y de datos del Atlas de Proteínas Humanas (HPA por sus siglas en 

inglés) (Digre y Lindskog, 2021). 

En esta plataforma se introdujo como búsqueda el gen de PTHrP (PTHLH) y se obtuvieron 

diferentes clases de datos. La Tabla 5 muestra los 10 primeros resultados más 

significativos de la búsqueda del gen PTHLH. Mediante la exploración de los diferentes 

procesos celulares asociados a la expresión de PTHLH se observó que en el cáncer de 

colon (COAD) y en el cáncer de recto (READ) este gen posee una alta correlación positiva 

con vías implicadas en la TEM, la angiogénesis, la coagulación, uniones apicales, la 

señalización de TGF-  ̡y la señalización de KRAS, y a otras funciones biológicas con menor 

correlación (Figura 47). 

 

 

 

 

http://www.emtome.org/
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Tabla 5. Procesos centrales asociados al gen de PTHrP (PTHLH) en el repositorio de 

muestras clínicas de TCGA. Los primeros 10 valores de correlación más altos se asocian a 

la TEM, la angiogénesis, la coagulación, funciones apicales y la señalización de KRAS. Se 

muestran valores de correlación y valor de probabilidad asociado. 
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Figura 47. PTHLH se correlaciona significativamente con la TEM y la angiogénesis en el 

cáncer de colon (COAD) y en el cáncer de recto (READ). En base a lo expuesto en la Tabla 

5, el diagrama de correlación muestra que el gen de PTHrP (PTHLH) se correlaciona con 

diferentes eventos en distintos tipos de tumores (Hallmarks Geneset). 
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Con el fin de determinar en muestras clínicas si existe una asociación entre PTHrP y los 

marcadores evaluados en los Capítulos 1 y 2 de este Trabajo de Tesis, se realizó un análisis 

mediante el test de correlación de Pearson (R), empleando la base de datos en línea 

άGene Expression Profiling Interactive Analysis 2έ (GEPIA2) (Tang et al., 2019), que incluye 

9.736 muestras de tumores y 8.587 muestras normales de los proyectos del TCGA 

(Tomczak et al., 2015) y de Expresión de Genotipo-Tejido (GTEx por sus siglas en inglés) 

(Lonsdale et al., 2013).  

Como se observa en la Figura 48, la expresión del gen de PTHrP (PTHLH) se correlaciona 

positivamente y de manera significativa con la expresión del gen de HIF-1 (R=0,37; 

p=3,5x10-10), con MMP-9 (R=0,25; p=2,1x10-5) y con MMP-7 (R=0,29; p= 7,2x10-7) en 

muestras de cáncer de colon. Por otra parte, también se halló una correlación positiva y 

de manera significativa entre PTHLH y los marcadores evaluados en el Capítulo 2 de este 

Trabajo de Tesis ZEB1 (R=0,35; p=3,9X10-9), N-cadherina (R=0,41; p=1,1X10-12) y SPARC 

(R=0,58; p=0) (Figura 49). En cada caso, la correlación fue significativa de acuerdo con el 

valor de p y de R. 
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Figura 48. Correlación entre el gen de PTHrP y los marcadores de angiogénesis evaluados 

en el Capítulo 1 de este Trabajo de Tesis. Los gráficos muestran la correlación entre la 

expresión del gen de PTHrP (PTHLH) con (A) VEGF, (B) HIF-1, (C) MMP-9 y (D) MMP-7 

empleando la plataforma GEPIA2 que analiza datos de muestras tumorales de CCR del 

repositorio de TCGA. 
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Figura 49. Correlación entre el gen de PTHrP y los marcadores de TEM evaluados en el 

Capítulo 2 de este Trabajo de Tesis. Los gráficos muestran la correlación entre la 

expresión del gen de PTHrP (PTHLH) con (A) el gen de E-cadherina (CDH1), (B) el gen de 

CK-18 (KRT18), (C) el gen de ZEB1, (D) el gen de N-cadherina (CDH2) y (E) el gen de SPARC, 

empleando la plataforma GEPIA2 que analiza datos de muestras tumorales de CCR del 

repositorio de TCGA. 
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Sección 3: Estudio mediante biología de redes de la interacción entre PTHrP y los 

marcadores de la angiogénesis y de la TEM 

 

Como se comentó en el Segundo Capítulo de este Trabajo de Tesis en las células HCT116 y 

en el modelo de xenotrasplante, PTHrP actúa aumentando la expresión de SPARC; además 

el tratamiento con SPARC en las células HCT116 potencia los efectos de PTHrP. Por este 

motivo se infirió la posibilidad de que exista una red de regulación entre ambos factores 

del microambiente tumoral. En base a estos hallazgos, se empleó el enfoque de biología 

de redes para profundizar el estudio de esta relación, y para visualizar la interacción 

existente entre las proteínas asociadas a ambos factores de acuerdo a bases de datos.   

Las moléculas en un sistema biológico como el interior de la célula, interactúan entre sí y 

forman complejos y vías moleculares que llevan a cabo diversas funciones biológicas. En 

una red biológica, los nodos (o vértices) representan proteínas, genes o metabolitos, 

mientras que los ejes (o enlaces que unen a los nodos) suelen representar relaciones, 

como interacciones físicas, activación/desactivación por fosforilación o regulación de la 

expresión génica (Merico et al., 2009). Estas redes pueden generarse y deducirse a partir 

de datos experimentales y publicaciones. Muchos repositorios en línea, como KEGG 

(Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto), Reactome, BIND (base de datos de la red de 

interacción biomolecular), o STRING (herramienta de búsqueda para la recuperación de 

genes/proteínas que interactúan), alojan una gran cantidad de datos que pueden 

representarse como una red y luego analizarse. En esta construcción de redes existen 

criterios para vincular la información científica existente con los genes o proteínas de 

interés. La plataforma STRING integra datos de diferente valor para la construcción de 

esta red desde: contextos genómicos (genes que están bajo el control del mismo 

promotor por haberse fusionado sus secuencias), datos experimentales (coexpresión de 

genes a partir de experimentos de secuenciación de ARN o microarray donde se ven genes 

que se sobreexpresan o se regulan negativamente con la misma amplitud), interacción 
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física (por espectrometría de masas se pueden detectar proteínas que forman parte de 

complejos moleculares), conocimiento curado (complejos de proteínas y vías de 

señalización que están descriptas en bases de datos), minería de texto (o extracción de 

texto es una estimación de la literatura biomédica que esta indexada en pubmed) y co-

menciones (los genes o proteínas de la búsqueda se mencionan juntas en un mismo 

documento). 

En base a estos criterios, inicialmente se exploró la plataforma STRING para visualizar las 

interacciones existentes entre los marcadores y factores evaluados en este Trabajo de 

Tesis. Como se observa en la Figura 50, los marcadores presentan diferentes tipos de 

asociación entre sí en una red de interacción proteína-proteína (IPP).  
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Figura 50. Asociación entre PTHrP y los marcadores de TEM y angiogénesis evaluados en 

esta Tesis. Empleado la plataforma STRING se obtuvo la red resultante (confianza media: 

0,4) de la búsqueda de los marcadores evaluados: PTHrP (PTHLH), E-cadherina (CDH1), CK-

18 (KRT18), ZEB1, N-cadherina (CDH2), SPARC, VEGF, HIF-1, MMP-9 y MMP-7. Los 

diferentes tipos de asociación entre los marcadores apoyan los antecedentes que 

motivaron este Trabajo de Tesis (valor p <0,001). 
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Cytoscape es un programa de código abierto utilizado para la exploración (visualización, 

análisis e interpretación) de redes biológicas y biomédicas. No es una base de datos como 

las mencionadas anteriormente, sino que permite el análisis de datos de otras fuentes en 

forma de interconexiones biológicas respaldadas por asociaciones experimentales y 

bibliográficas, lo que facilita las tareas de investigación como la predicción de la función 

biológica de determinados biomarcadores y sus vías de señalización. Hoy existe una gran 

cantidad de aplicaciones disponibles para el programa Cytoscape (conocidas 

anteriormente como complementos) que brindan diferentes funciones en el análisis de 

una red como la importación de datos desde repositorios externos, agregar anotaciones, 

detección de módulos, búsqueda de literatura y filtrado de datos, entre otras (Lotia et al., 

2013).  

Con el fin de integrar la base de datos de STRING 11.5 y la plataforma de análisis de redes 

Cytoscape se descargó la aplicación  stringApp (Doncheva et al., 2019), un complemento 

de Cytoscape que facilita la importación de redes STRING y la integración con datos 

adicionales proporcionados por el usuario en un mismo flujo de trabajo. Actualmente, 

stringApp admite cuatro tipos diferentes de consultas, que permiten a los usuarios 

recuperar una red STRING a partir de (1) una lista de uno o más genes/proteínas, (2) una 

lista de compuestos químicos, (3) una enfermedad o (4) una consulta de PubMed. 

Con el objetivo de dilucidar la posible red regulatoria entre PTHrP y SPARC, 

posteriormente se exploró la interacción entre PTHrP, SPARC y las diferentes proteínas 

que se asocian a estos factores en las bases de datos mencionadas, a través de StringApp 

(Doncheva et al., 2019). Como se observa en la Figura 51A, la búsqueda de proteínas 

asociadas a PTHrP y a SPARC con una puntuación de confianza alta de 0,9 (probabilidad de 

encontrar las proteínas dentro de la misma vía regulatoria) generó una red de 2335 

interacciones. Luego se seleccionaron las proteínas que presentaron el mayor grado de 

interacción entre PTHrP y SPARC (Figura 51B). 
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