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Resumen

El péptido relacionado a la hormona paratiroidea (PTHrP) esté involucrado en la iniciacion
y progresion de distintos tumores. El rol de PTHrP en células de cancer colorrectal (CCR)
fue abordado erestosultimos afios por las Dras. Gentili y Calvo directora-gliaxtora,
respectivamente, de esta Tesiaypartir de los antecedentes generad@n este Trabajo

se propuso investigar los efectos HrP en la angiogénesis ytilansicion epitelio-
mesénquima(TEM) evaluando el comportamiento de las células tumonalesmbién su
comunicaciéon con sumicroambiente. Los resultados obtenidos revelan que PTHrP
aumenta la expresion de los factores gogiogénicos VEGF, HIF NMP-7 y MMP-9 en

las células Cae®» yHCT116 de CCR y promueve la angiogénesis asociada al tumor a travées
de VEGF. Estos efectos son mediados por las vias PI3K/RKL/2.EPrevio al inicio de
SaidsS ¢NIrol22 RS ¢Saia asS KIoNF Oeaedidadd | R2 | dz
estas céllas de CCR, evento vinculado a la plasticidad celular, por lo que se procedio
seguidamente a explorar si PTHrP modula el programa de la S&bbservo que en las
células HCT116, PTHrP disminuye la expresién de los marcadores epiteliaey EK
cadherhna y aumenta la expresion de-dddherina y ZEB, proteinas asociadas a un
estado mesenquimaldemas el péptido favorece cambios morfoldgicos asociados a este
estado.El medio condicionado proveniente de las células endoteliales HIMiEdadas

con PTHrRMCE) disminuye la expresion dedtlherina en las células HCT116 y favorece
también un fenotipo mesenquimal sugiriendo que estos MCEs podrian participar de la
TEM en las células de CCR. En este Trabajo de Tesis se halld6 que PTHrP modula la
expresion de SARC, una proteina asociada al fenotipo agresivo de CCR, en las células
HCT116H tratamiento de las células HMBEGcon PTHrP incrementa la expresdmesta
proteina 'y su secrecién al medio extracelular. Ademas, SPARC exdgeno en las células
tumorales acetua el efecto de PTHrP en la disminucion de la expresionadellierina y

en el incremento de la migracion celuldiambién PTHrP induce cambios en la expresion

de microARNs relevantes en la TEM. péptido administrado a un modelan vivo
promueve cambios morfolégicos y moleculares qualidan lo observadoin vitro.

Finalmente mediante un analisis bioinformatico en muestras de pacientes con CCR se



observo que los marcadores modulados por PTHrP tantitro comoin vivose vinculan

con laprogresion de la enfermedadlos datos presentados en esta Tesis revelan los
efectos de PTHrP en la modulacion de la angiogénesis y la TEM delke@@éhcian la
importancia de los marcadores estudiados, provenientes del tumor y de su
microambiente, erel 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 identificacion de marcadores en
muestras de pacientes ed CCR con potencial valor prondstico, predictivo y/o con

aplicabilidad en el diagndstico precoz de esta enfermedad.



Abstract

Parathyroid hormoneelated 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 directoo-dirdctor,
respectively, of this Thesis and based on the background information generated, this
Thesis work aimed to investigate the effects of PTHrP on angiogenesibeaapitheliat
mesenchymal transition (EMT), evaluating the behavior of tumor eell$ alsotheir
communication withtumor microenvironment The results obtained reveal that PTHrP
increases the expression of the pangiogenic factors VEGF, P ~ & and MMP9

in Cace2 and HCT116 cells from CRC and also promotes tassurciated agiogenesis
through VEGF. These effects are mediated by PI3K/Akt BKY Epathways. Before to
start this Thesis, it had been confirmed that PTHrP induces the activatiorcatenin in
these CRC cells, and since this event is linked to cell plastigtywb explored whether
PTHrP modulates the EMT program. We observed that in HCT116 cells, PTHrP decreases
the expression of the epithelial markers -C& and Ecadherin and increases the
expression of Madherin and ZEB, which are proteins associated withmesenchymal
state. In addition, the peptide favors morphological changes associated with this state.
Conditioned medium from PTHtReated HMEEL endothelial cells (ECM) decreases E
cadherin expression in HCT116 cells and favors a mesenchymal phensigoesting

that these ECMs could patrticipate in t&T in CRC cells.this Thesis Work it was found
that in HCT116 cells PTHrP modulates the expression of SRARein associated with
CRCaggressive phenotypelhe treatment of HMEQ@ cells vith PTHP increaseghe
expressionof this proteinand its secretion to the extracellular mediurRurthermore,
exogenous SPARC treatment on tumoells accentuates PTHrP effean the
downregulation of Ecadherin expression and in the increment of cell migratiBmHrP

also induces changes in the expression of relevant microRNAs in HMTpeptide
administered to anin vivo model promotes morphological and moleculeihanges that
validate the findings obtainenh vitro. Finally, through a bioinformatic analysis in samples

from CRC patients, we observed that the markers modulated by PTHrRnbatho asin



vivoare linked to the progression of the disea3ée data showed in this Thesis reveal the
effects of PTHrP irhe modulation othe 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 gbal 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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Antecedentes

1. Antecedentes

1.1 PTHrPsu descubrimiento y adonesfisioldgicas

Ante el caso de un paciente de 51 afios con un tumor y ademéasipencalcemia 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 actua de
manera similar a la hormona paratiroidea (PTH).Luego del analidir.déames B. Collip,

se determin6 que la causa no se relacionaba con PTH sino posiblemente con una molécula
ectopica similar a PTEAIlbright, 1941) Mastarde, en1987,este factor fue caracterizado
como el péptido relacionado a la hormona paratiroidea (PTHrP) gasasociado al
sindrome de hipercalcemia humoral maligna (HHM) que acompafia a complicaciones
clinicas de varios tipos de candgbtartin y Akins, 1979)La clonacion de su ADNc mostro

que estaproteinade 18 kDa posee ocho de los primeros 13 residuos idénticos a los de
PTH y que su actividad biolégica principal se asociaba a los primeros 34 aminoacidos

(Kemp et al., 1987)

La homologia estructural entre PTH y PTHrP sugiere quesasiitud resultdé de un
proceso de duplicacion géma. Sin embargo, aiferencia 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 mas de 15 kb incluyendo nueve exones y tres promotores, que
experimentan empalme alternativo ddo lugar a tres isoformas de ARNm que codifican
para 139, 141 y 173 aminoacid¢Sourbiery Massfelder, 2006)Las tres isoformas de
PTHrP, si bien se consideraspecificas de determinaddsjidos, aun se desconoce Si
presentan funciones diferenciales, ya que ademas, experimentan un procesamiento
postraduccional que genera varias formas secretd&asliter, 1999; Wysolmerski, 2012)

La estructura de PTHrP esta constituida por un dominteridinal (1:36) asociado al
receptor de PTH tipo RPTH)Lque estaimplicado en la resorcion 0sea, una region media

(38-94) que presentauna secuencia de localizacion nuclgaun dominio @erminal (107

16



Antecedentes

139) que posee la region denominada osteostatina asociada a la inhibicién de la osteolisis
(Sokiet al.,2012) Este ultimo dominio funciano posee su homélogo en PPHIr lo que

esta funcién es unica para PTH$hllter, 1999)En cambio, la gén Nterminal de
PTHrP (8B4)es similar a la region-términal de PTH y ambos se unen alegor RPTH1
(Wysolmerski, 2012Figura J.

17



Antecedentes

+1 139
Péptido seiial Precursor de PTHrP
I Procesamiento proteolitico
+1 36 38 94 107 139
4
Péptidos N-terminal (PTH-like) Region media (NLS) C-terminal (Osteostatina)
| 13 36

PTH SVSEIQLMHNLGKHLNSMERVEWLRKKLQDVHNFVAL
PTHrP AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRFFLHHLIAEITHTAEIR

Figura 1 Estructura de la isoforma de 139 aminoacidos de PTHuRepéptido sufre un

complejo proceso postraduccional, obteniéndose varias formas secretadas. Los primeros

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

PTH, participan en los efectos agonistas de PTH y RilHnirse alrecepior RPTHL,
mientras que los siguientes residuos de PTHrF3@)4on crucialepara la union a RPTH1
pero no tienenuna alta homologia con PTHsy secuencia no se parecengaguna otra

proteina conocidgMartin, 2016) NLS: secuencia de localizaciéon nuclear, denomiaada

por sus siglas en inglés.

18
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Afos mas tarde se descubed el cerebraun receptor homologo, el receptor de PTH tipo
2 RPTH2)Usdin et al. 2000) PTH (¢34) se une a RPTH4oyactiva, peroPTHrP (434)
no es capaz de unirse a este recept@ensureet al., 2005) Se consideré6 qudas
diferenciasdentro dela secuencia de PTH-1#) y PTHrP {14), en particulata presencia
de histidina en la posicion 5 de PTHrP, contribuia en grasidaea la capacidad dePTI
para discriminar entre PTH y PTKIBRhar et al., 1996)

PTHrP g producido por muchos tejidaomo cartilago, musculo liso y huesatuando de
manera autocrinaintracrina y paracrina, siendesta Ultimala méas frecuentenente
observadaMaioli y Fortino, 2004) Solo se ha visto en circulacién y actuando de manera
endocrina durante la lactanc{donde actlda en la resaidn 6sed, en el feto(donde media

el transporte de calcio transplacentayip en laHHV (McCauleyy Martin, 2012)(Figura

2). En tejidosextraesqueléticos fetales de rata se ha observado que el ARNm de PTHrP se
expresaprincipalmente en las células de revestimiento de la superficie, mientras que el
ARNmM deRPTHL1 se expregaincipalmente en las células mesenquimales adyacentes. La
relaciontemporal entre la expresiéon de PTHrP y del receptor RPTHA&dadipotesis de

que PTHrP es un factor de difergaciontrecimiento con un modo de accién
autocrino/paracrino durante el desarrollo fetal, que participa en interacciones epiteliales
mesenquinales en muchos tejidos ademas de sus funesoan el desarrollo esquelético

(Lee et al. 1995) El receptor RPTH1 es un receptor acoplado a proteif@RER por sus
siglas en inglésfon 7 dominios transmembrana. La comprension de las funciones
fisiologicas, las acciones moleculares y celulares de PTH y PTHrP comenz6 cuando se cloné
por primera vez el RPTH1 en la década de 1990. La regién amino terminal de3TM (1
PTHrP (434) interactian con el dominio J, que es la porcién funcional del receptor que
contiene las siete hélices transmembrana y los bucles de conékl@anndadt et al.,

1999) La porcién carboxilo terminal de PTH y PTHrP se une al dominio N extracelular del
receptor que promueve la asociacion de la regidon amino terminal biolégicamente activa

del ligando al dominio Bergwitz et al., 1996; Hoaet al., 2001)
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Figura2. Tejidos y funciones fisiol6gicas de PTHrP. Adaptadwadzauleyy Martin, 2012.
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1.2Rol de PTHrP en elncer

Ademas ddas investigacionesobrela fisiologia dé&°THrP en el desarrollo fetal y posnatal,

su estudio en losultimos afiosha demostrado queaquella prediccion de Fuller Albright

sobre surelacion con el canceenal no se limitaba a promover la WH sino que PTHrP

podria encontrarseparticipando activamente en el desarrollg progresionde distintos

tipos de tumores.Los primeros hallazgos del efecto de PTHrP en este sentido fueron
informadospor Sourbiery Massfelderen el afio 2006 ygue encontraron un incremento

de su expresion en tejido de céer renal y una regresion émmoresin vivo ante el

bloqueo de PTHrPSourbiery Massfelder, 2006)LuegoLi y colaboradoresstablecieron

en el afio 2011su participacidbn en distintas etapas del cancer de masiendo
posteriormente este rol ampliamente caracterizado(Li et al., 2011) En una completa
revisiénrealizada en el afio 2012 p8oki y colaboradoresecompild la infornaciénhasta
esemomentoexistentede la funcion dePTHrP en las metastasis 6seas y su contribucion a

eventos que promueven el desarrollo tumoral concluyendo oee metastasis
esqueléticasPTHrP tiene la capacidad de actéy f | & OSf drfutviehdo fadzY 2 NI £ S
ASYAW2 Sy St YAONRINGAN SN YR2s5 5§2 adzSt 2¢ Sy LI
Paget(Ribatti et al.2006; Soki et al., 2012por otro lado studios clinicosle tumores de
mamainvasivogetectaron la presencia d@THP en el60% de los tumoreg en el 90% de

las metéstasis 0segsero no se observé expresioen los tejidos mamarios normales

(Powell et al.1991)

Si bien PTHrP se expresa en diferenti@mores de 6rganos como mamayoéstata,
pulmén, rifdn y piel(Soki et al., 2012)su rol en otros tipos decancerque no estan
asociadoglirectamentecon hipercalcemia ¥ metastasis 0sefiecuente como es el caso
del cancer colorrectal QCR no ha sido totalmente elucidadoEsto evidencia la
dependencia del contexto en la accion de PTI#Pha demostrado que los genes que

codifican para PTHrP y RPTH1 estdan expresados en el epitelio de las vellosidades
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intestinales(Watson et al., 2000)o que sugieragjue en el intestino PTHrP ejerceria un
papel regulador local a travé® dina via autocrina/ paracrindalakouti y colaboradores
observaronpor inmunohistoquimicaque la expresion de PTHd3ta aumentadaen el

tejido del cancer de colon en comparacion ctm mucosanormal y los pdélipos
colorrectales. Ademas, la expresion parece ser mayor en los polipos que en el colon

normal (Malakouti et al, 1996)
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1.3 El cancer colorrectal

De acuerdo @stadisticas deObservatorio Global d€ancerGlobocan2020)y como se

puede apreciar en l&igura 3,el CCR representa el tercer cancer con mayor incidencia
luego del cancer de mama y el de pulmén, con 15.895 casos nuevos en el afio 2020,
representando el 12,1% del total de tumores en ambos s€Xosg et al., 2021pi bierha
disminuidorelativamente su mortalidaén los Gltimos 20 afios debido a los avanee<l
tratamiento de la enfermedadalin se sitia segundo en tasa de mortalidad (9,48

falta de acceso a estudios ge métodos confiables parsu deteccionsigueafectandoel
diagndsticoclinicotemprano yel prondstico de los pacient€d&eumy Giovannucci, 2019;

Rawsory Bapat, 2012)
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Mama 2.261.419 (11,7%)

Pulmoén 2.206.771 (11,4%)

Otros tipos de
cancer 8.879.843
(46%)

Colorrectal 1.931.590 (10%)

Prostata 1.414.259 (7,3%)

Estomago 1.089.103 (5,6%)

Ceérvix uterino 604.127

(3,1%) Higado 905.677 (4,7%)

Total : 19 292 789

Pulmoén 1.796.144 (18%)

Otros tipos de
cancer 3.932.768
(39.5%)

Colorrectal 935.173 (9,4%)

Higado 830.180 (8.3%)

Pancreas 466.003 (4,7%) Estémago 768.793 (7.7%)
15 T

Esofago 544.076 (5,5%) Mama 684.996 (6.9%)

Total : 9 958 133

Figura 3 Estadistica mundial de incidencia y mortalidad de distintos tipos de céncer
(GLOBOCAN 2020%e presenta el imero estimado de casos nuevos (arribg)de

fallecimientos (abajopor CCR eambos sexos gntodas las edades en el 2020.
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Como se ha observado en pacientes con CCR en comparaciéon con controles sanos, el estilo
de vida tiene un papetelevante en la causa del CARdependientemente del riesgo
genético de cada persongl consumo excesivo de alcohol, la obesidad, la inactividad
fisica y una dieta poco saludable son factores de riesgo independientes, y la puntuacion de
riesgo combinada deestos factores se asocia fuertemente con almento de la

probabilidad de aparicion dda patologigCho et al., 2019)

La mayoria de los casos de C@Rs(del90%) son adenocarcinorsauna neoplasia
maligna que se desarrolla a partle células epiteliales glandulares del colon y el recto;
otros tipos raros incluyen carcinoma de células escamosas, carcinoma adenoescamoso,
carcinoma de células fusiformes y carcinoma indiferenci@dlaning et al, 2012)
Aproximadamente del 60 al 65% de los casos de CCR surgen esporadicamedatar(es
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
somaticas adquiridas. Solo el 5% se atribuye a sindromesndercereditaio, como el

CCR no polipostambiénconocido como sindrome de Lynchla pdiposis adenomatosa
familiar (PAF, causada por mutaciones hereditarias de la linea germinal en genes de

susceptibilidad poco frecuentegero de alta penetranciaeomo MLH1 y APC.
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1.4 Progresion del cancer colorrectal

El CCR es una de las patologias en la que mejor se han caracterizado las mutaciones que
dan lugar a la transformacion celular. El modelo molecular de la secuencia de adenoma a
carcinoma(Figura 4 se caracteriza por undelecién del gen supresor tumorAPC giglas

RSNA JI RI & AderinatolisyPalyp§ss B)lide K-RASSiglas derivadas del inglés
dKirstenrat sarcoma oncogen homolég y de p53 (proteina especificade 53

kDa)Karthan et al, 2012) Esta via esta implicada en la formacion de criptas aberrantes
displasicas con mutaciones deRIAS. Una minoria de estos foaas criptas aberrantes

displasicas evoluciona de polipos adenomatosos simples a avanzados para finalmente
producir un cancer invasivhas mutaciones somaticas de APC se observa @h80%

de los casos de @R asi como en un gran porcentaje de las lesiones precursoras
colorrectales (adenomas), lo que indica que la mutacién de APC es un evento temprano en

el proceso deoncogénesis. La proteina APC se une prtdeinai -catenina e induce su
degradacion, actuarwl de este modo como un regulador negativo kdeexpresion y

funciondel -OF G SY Ayl ® [} LISNRARI RS fI FdzyOAsy RSt
catenina citoplasmatica libre queanslocahacia el nacleo, donde activa la transcripcion

de genes involuados en la proliferacion celulgBehrens, 2005)Los genes blanco de la

aS 3 f -catefiiakafectan a multipefunciones celulares, incluyendo los reguladores

de la progresion del ciclo celular, la proliferacion celular, la angiogénesigrgntacion
epitelio-mesénquima(TEM), tal como sedescribirdposteriormente Se estima questos
eventossigummf I |1 ALIBGSaA& RS YydzZRaz2y RS | Odzydzt | OAx
como la mutacion del gen APC, para continuar con una hiperplasia por fenémenos de
hipometilacién. Luego, nataciones ampliamente reconocidas en colon como en KRAS y

p53, con la complejidatj dzS € S adzyl flFa Ydzit OA2ySa aL)l ales

proliferacion), convierte al CCR en una patologia dificil de caracterizar.
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Figura 4.Secuencia de adenoma a carcinoma
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Debido a que es una patologia que en la etapa clinica se presenta como molecularmente
heterogénea, en el afio 2015 un Comité Internacional demostré6 que los sistemas de
clasificacion existentes para el CCR se fusionan en cuatro subtipos moleculares de
conserso (en inglés CM$jue, como sebserva en la&igura 5 presentan caracteristicas
distintivas: CMS1 (Inmune, 14% de los casos): con elevadas mutaciones, inestabilidad
microsatelital y fuerte activacion inmune; CMS2 (Candnica, 37% de los casos): epitelial,
cromosémicamente inestable y marcada activacion de sefalizacion de Wnt y MYC; CMS3
(Metabdlico, 13% de los casos): epitelial con una desregulacion metabdlica evidente; y
CMS4 (Mesenquimal, 23% de los casos): activacion prominente del factor de crecimiento
ONI YaF2NXYEY(IBR2ZN ddzDCaArItl a Sy Ay3ItSaos Ayol
(Guinney et al., 2015)
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CMS2 CMS3 CMs4
Candnico Metabélico Mesenquimal
14% 37% 13% 23%
Inestabilidad de Alteraciones del n° de Inestabilidad de microsatélites Alteraciones del n° de
microsatélites, hipermutado copias somdticas alteraciones somaticas, copias somdticas
mutaciones BRAF mutaciones KRAS

Activacion e infiltracién inmune Activacion de Wnt Desregulacién metabdlica Infiltracién estromal

y Myc Activacion TGF-p, angiogénesis

Peor supervivencia después de recaida - - Peor supervivencia global sin recaida

Figura5. Diferencias biologicas significativas endagintossubtipos molecularedel CCR

basados en la expresion génigalaptado deGuinney et al., 2015

29



Antecedentes

En particulards canceresle tipo CMS4, a menudo diagnosticados en estadios avanzados
(I11'y 1V) tienen wn pronéstico desfavorable cqreor supervivencia general a 5 afios (62%
de los pacientesy supervivencia sin recaida (6@ los pacientesfrente a los otros
subtiposmoleculaes (Guinney et al., 2015)Si bienrecientementese han desarrollado
estrategias érapéuticas de anticuerpos monoclonales dirigidos a los estadiozadas

los canceres CMS4 son resistentesmaas de ellas comola terapiacontra el receptor del
factor de crecimiento epidermaEGFRpor su sigla en inglésindependientementedel
estado de mutacion de KRASa\a terapiaanti-angiogénesis como bevacizumah el

estadio IMThanki et al., 2017)

Estoplantea la necesidad de comprender los factores que impulsarolgresiondel CCR
hacia su fenotipo mesenquimalin fendmeno que se comentaseguidamente Existe
consenso en considerar quel proceso metastasico consta de los siguientes pasos
secuencialeqFigura §. El escape inicial del sitio primariqué posibilita lainvasion)
requiere que las células tumorales epitelial@&rdan sus unimes intercelularespara
volverse movilespaso ) degradando lanembrana basal y la matriz extracelu(@EC)
subyacente la ruptura de estas barreras fisicas permite que las células migren e invadan
los tejidos normales cercanopaso 9. El siguiente pasde la metastasis se denomina
“intravasacion”, durante el cual las células tumorales invaden la lamina endotelial,
penetran en los vasos vasculares o linfaticmgesandoen la circulacion sistémicadso

3). Solo una pequefa cantidad de las células reipas liberadasobreviven a lanoikis

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

de laMECcircundante) prowecada por la pérdia de anclaje. Finalmente, algude |a®
células migratoriapuedensalira través del endotelio capilaan 6rganos distantes hacia
el parénquima de estos 6rganagktravasaciog) (paso 4. En el nuevo entorno estromal,
un subconjunto logra establecerspaco 5 y proliferar desdemicrometastasishasta

tumores secundarios quson clinicamente detectablepdso §. La activacion de [GEM

puede proporcionar a las células tumorales la capacidad de migrar, invadir, intravasar y
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extravasar. Una vez que alcanzan los Organos distantes, estas células mesenquimales
vuelven a una idendiad mas epitelial a trgs de la transicion mes§uimaepitelio (TMB
para recuperar la capacidad de proliferaciéon y formar un crecimiento secundatimsen

organos distanteg§Yang et al., 2020)
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Figura6. Eventos de ldissminaciontumoral. Adaptado deYang et al., 2020
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1.5El proceso de Angiogénesis

Enel afio1989 Ferrara y Henzel informarde existencia dein factor de crecimientae

45 kDacon un efecto especifico en células endoteliatepilares que era capaz de
estimularla formactn de vasos sangugos al cual denominaron factor de crecimiento
vascular endotelialdonocido comd/EGRpor sus siglas en ing)éé-erraray Henzel, 1989)

Enel afio 1996, elgrupo de investigacion dirigido péterrara y colaboradoredemostid

un rol esencial deeste factor proangiogénice&n la vasculogénesis embrionarialay
angiogénesis en el ratén. La inactidecde un solo alelo de VE@io como resultado la
letalidad embrionaria entre los didd y 12. Los embriones VEGFexhibieron una serie

de anomalias 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 nervigBerrara et al., 1996)

Mas tarde se encontré que este factes capaz de interactuaron tres subtipos de su
receptor (conocidos como VEGFR1, VEGFR2 y VGFR3 por sus siglas emyjuegks)
quinasas capas de foforilar residuos ddirosina y que median una amplia gama de las
accionedisiologicadde VEGF mediante la activétide vias de sefalizacion comaBK1/2
MAPK ¢Src, Akt, 6xido nitrico endotelial y p38 MA@eeberg et al., 2008Koch et a|.
2011) Mientras que la vasculogénesis se refiere a la formag@novo(o seade nuevos
vasos sanguineda partir decélulas progenitora endotelialegPatenaude et al2010) la
angiogénesis se refiere a la formacion de vasos a partir de una red vascular preexistente
(Viallardy Larrivée, 2017)De esta formda angiogénesis fue reconocida como un proceso
a través del cual se forman vasos sanguineos yimpécanecesariamentela activacion,
proliferacion y migracion déas célubs endoteliales junto ain efecto coordinadode
factores proangiogénicos y antiangiogénicapje resulta en laformacién de las

estructuras vascularg§igura J (Kong et al.2017; Loizzi et al., 2017)
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En el 1971, Folkman postul6é por primera vez que el crecimiento de los tumores depende
de la angiogénesig-olkman, 1971)A partir de sus investigaciones numerosas evidencias
han sefialado que los tejidos tumorales presentan una mayor vascularizacion en
comparacién con los tejidos normales adultos y que el mecanismo angiogénico es
fundamental en la progresion tumoralCarmeliet, 2005; Goel y Mercurio, 2013;

Matsumoto y Ema, 2014)

La alta tasanetabolicade las células tumorales demanda mayor aporte de nutrientes y
oxigeno, ademéas de facilitar la invasion de las células tumorales promoviendo la
diseminacion a o6rganos distanteka vasculatura tumoral resultante es estiwral y
funcionalmente anormal yob vasossanguineos so de morfologiairregular, tortuosos,

mas permeabley hemorragicos, lo que conduce a una alta presion interstiglahdery
Finnie, 2018; Morikawa et al., 2004 su vez, &tas caracteristicagesultan en unflujo
sanguineotumoral subdéptimg en dondeestimulos como la hipoxida secrecion de
citoquinas y el estrés oxidativo pueden aumentar la expresionvégbFen las células

tumorales.

Debido a estpla alta tasale proliferacion y en respuesta a la consecuatiggninucion de

la concentracion de oxigeno en los tejidos, las células tumorales intentan restaurar la
homeostasignetabdlia a través de la activacion de un sistema regulador central para la
hipoxia, compuesto de factores inducibles por hipoxi@npcido como HIF por ssfylas

en inglé$ (Giaccia et al2004) El factor de transcripcion HiFalfa ademas de intervenir

en cambios metabdlicos protumorales regula genes implicadad procesaangiogénico
promoviendo la expresion de VEGF en el (@aR et al., 2009%in embargpla liberacién
proteolitica deVEGF dda matriz imoral y su disponibilidad para unirse a su receptor,
como sucede con otros factores del microambiente tumoral, depende de la degradacién
de la MEC, motivo por el cual se ha identificado como clave el rol deckatoproteasas

de la matriz (conocidas comdMP por su siglas en ingdg(Deryuginay Quigley, 2015;
Niland et al.,2021; QuintereFabian et al., 2019Ademas de su reconocimiento como

mediadoras de la invasion celulan particular, esta reportado que la metaloproteasa 9
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(MMP-9) posee una actividad direcen la angiogénesien laque degrada la membrana
basal permitiendo la proliferacién y migracion de las células tumodde€£CR, y que
ademas puede actuar a través de mecanismos indirectos desencadenando un cambio
estructural que libera al VEGF de la MEB/EGF queda asi dispble para interactuar
consu recepto’VEGFR y activ la angiogénesis en el tumAraujo et al., 2015; Barillari,
2020; Bergers et al., 200QJunto a MMPFI se reconocerotras metaloproteasas como
MMP-7, que esun objetivo de la@dNI RS & S 3 kchténinad yOdeks fgctorRIS |
(0 NI y&a ONR LIOA 5 ycatéhidzSconadcklo elzyinglés lcomb T Hue se asociaa
estadiosavanzadosdel CCR. MM ha sido evaluadgoor estudios como el déluoy
colaboradores que observaron que es capaz de inducir la proliferaciéon de células
endoteliales y generar angiogéneglduo et al., 2002)Ademas es capaz de liberar al
VEGF del secuestro del inhibidor endégeno VEIG§®uble (sSVEGFrl) para promover la

angiogénesign lascélulas endoteliales HUVE® et al., 2009)
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Figura 7. Balance angiogénicolLos niveles ddactores preangiogénicos (rojoy anti-
angiogénicos (celeste) determinasi una célula endotelial permanece en un estado
quiescente o0 en un estado angiogénaxtivado, de esta formas$ cambios en el balance
angiogénico determinan la formacion de nuevos vasospyright ©2022 Eli Lilly and

Company.
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Dado el contexto, eicroambiente hipéxico favorece la seleccion aiulasanormales
que pueden resistir estas condiciongkin et al.2014) Ademas, ds células tumorales
hipéxicas a menudo muestran un fenotipo mas agresivo, activando oncogenes y

experimentandaun mayorpotencial metastasicReymoncet al.2013)

Un aspecto a tener en cuenta es que la liberacion de factores nopsdléas células
tumoralessino también por el microambiente provoca cambios en las células endoteliales
gue recubren la vasculatura tumoral anormal. Actualmente esta ampliamente aceptada la
heterogeneidad y anormalidadle estas células endoteliales, asi como su rol en el
microambente, a través de la expresion de factores secretados y unidosnarzrana

De esta manera también contribuyen al fenotipo agresivo de las células tumorales, la
TEM, la inmunosupresion, la remodelacion de la matriz extracelular y la intravasacion en

el torrente sanguineo (Alsin8anchis et al., 2021).

A pesar del uso de agentes terapéuticos dirigidos a la inhibicion de la angiogénesis en el
tratamiento del CCR metastasi(®attaglin et al., 2018)%e ha observado la resistencia en
muchos pacientes que conduce al fracaso del tratamiento y a la progresion amlagia
(Hubbardy Grothey, 201Q0) Mas aun, lasanomaliasde la vasculatura tumoratjue
dificultan la llegadade agentes terapéuticoginto a laobservadafalta de respuesta del
endotelio tumoral da inflamaciorcausadgor los factores proangiogénicos, disminuye el
reclutamiento de células inmunitarias contribuyendo a un microambiente

inmunosupresor, que dificudtlas terapias inmunolégicastuales(Tamura et al., 2019)
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1.6 Latransicionepitelio-mesénquima

En la primera mitad del siglo XlXlgunosinvestigadoresobservaron que los tejidos
tumoralesse parecian mas a los tejidos embrionarios que a los tejidos ad®ezamier,
1829; Remak, 1854)Edas observacines condujerora la teoria del reposo embrionario
del cancer propuesta por Franco Durante y Julius Cohnhelifementos que han
conservado sus caracteristicas embrionarias en el organismo adultchariogecuperado

a través de alguna desviacion quimfeoldgica, representan los elementos generativos
de cada variedad tumorél (Cohnheim, 1875; Durante, 1874 el afio 1968 la
investigacion de Elizabeth Hay Engastrulaciorde vertebrados mostré quéas células
embrionariasadoptan una morfologia mesenquimal que pesmite la migraciého que se
denoming"transformacion epiteliamesenquimal’y que estaria mediadgrincipalmente
por la sefializacionel TGH & f | @ N kcateRiBa(Hayy ZD@5)Afos mas tardese
definié como transicion epitelismesénquimadue en este Trabajo de Tesis se denominara
TEM)y no sdo se ha halladen tejidos normales durante el desarrollo y la cicatrizacion de
heridas, sino también como un impulsor en la fibrosis tisular que acompadialgunas

enfermedades y en lpatogénesis decancer.

Poreste motivoeste proceso puede clasificarse depemdie del momento y contexto en
el que ocurre. & reconoce comoTEMtipo 1 al que ocurre durante layastrulacion
embrionaria yque da lugar al mesoderm@ndodermo ya las células méviles de la cresta
neural. Alli, elmesénquima primario puede formar eplios secundarios mediante una
reversidn hacia una tansicion mesénquimapitelio (TME) La TEM se puede volver
activaren el tejido adultcen el contexto de la irdimacion y la fibrosik que se denomina
TEMtipo 2. A diferencia de |I&EMtipo 1, laTEMtipo 2 se expresa durante largos
periodos de tiempo y eventualmente puede destruir un 6érgano afectado agemte
inflamatorio primario no se elimina o se aten(idarconi et al., 2021)Finalmente, los

epitelios secundariode muchos 6rganos pueden transformarse en células cancerosas que
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luego experimentarila TEM de tipo 3 que permite la invasion y la metastésaluriy

Weinberg, 2009)

Como se observa en Rgura 8 durante este procestas célulapierdenprogresivamente
sus caracteristicaspitelialesy adquierenpropiedadesmesenquimale&n respuesta a las
sefalegropias y demicroambiente(Aiello y Kang, 2019)El estadaormal de un epitelio
consisteen célulasgue se caracterizapor poseeruniones estables entrsi, una polaridad
apicatbasal e interacciones con la membrana baSakante la TEM, los cambios en la
expresion génica y los mecanismos de regafapostraduccional conducen a la represion
de estas caracteristicas epiteliales y dansecuente adquisicion de caracteristicas

mesenquimalegStemmer et al.,2019)

Estos cambios molecularediacia el estado mesenquimaon acompafados de una
morfologia y cambios en el citoesqueletinilares a las de los fibroblastoasi como un
incremento en lagapacidadesnigratorias e invasiva (Yang et al., 2020%in embargo, o
constituyesdo un estado binarien el quelas célulagienen unaidentidad mesenquimal

o epitelial sino que comprendain espectro dinamico yeversible donddas células se
pueden encontrar en cualquiestapa de ese espectro, a menudo compartiendo ciertas
caracteristicas epiteliales y mesenquimalegluso lascélulas que se consideran en un
estado hibrido epiteliathesenquimal son més resistentes a la apsjoya esquemas

guimioterapéuticogBraletz et al,, 2018; Nieto et al2016)

Los controles genéticos y los mecanismos bioquimicos subyacentes a la adquisicion del
fenotipo invasivo y la posteriodiseminacionde la célulatumoral han sido areas de
intensa investigacion. En muchos de estos estudios, se ha propuesto la activacion de
programaTEMcomo el mecanismo critico para la adquisicién de fenotipos malignos por
parte de las célulagumorales epiteliales (Thiery, 2002) Durante la invasion de un
carcinoma, laTEMprovee a las células tumorales la capacidad de disociarse una de otra,
degradar y migrar dentro de la membrana basal e invadir el tejido conedtmandante

(Chouy Yang, 2015)Interesantemente, el proceso inverda,TME es también esencial en

39



Antecedentes

la embriogénesis y juega un rol determinante en el establecimiento de células tumorales
en nuevos érganogurante la meéstasis tumora{Kalluriy Weinberg, 2009)Estorefuerza

el conceptode que laTEMpuede considerarse como un procesaversible durante la
progresion tumoral yo regido solo por eventos mutacionaléss reglas que controlan la
TEMen el desarrollo embrionario muestran paralelismos con los que subyacen a su

reactivacion durante la progresion del cancer.

Las células epitelialeposeenla glicoproteina transmembrana de la superfamilia de
cadherinas tipo | €adherina (codificada pal genCDH1) como molécula principal en las
uniones adherentes. El dominio extracelular dealherina consta de cincregiones
implicadas en la formacion de dimeros dedeherina, que interactian cda membrana
celularde una célulacontigua(Stemmler, 2008)El dominio intracelular dé&cadherina
esta unido a un complejo proteico que contiehe -catenina,alfa-cateninay p120, que
interacttan con la red de filamentos de actina intracelulares. £st@ntos moleculares
crean una asociaciorentre el contacto celular, la regulacién del citoesqueleto y la forma
celular, necesaria para mantener ladutés epiteliales inmévile@Birchmeiery Behrens,
1994) Durante laTEM la actividad de las uniones adherestse modifica mucho debido
principalmente a la sustitucién dedadherina por Ncadherina, un proceso denominado
"cambio de cadherina(Cavallareet al., 2002; Christofori, 2003Pe hecho, a diferencia de
las células epiteliales, las células mesenquimales expresan varias cadherinas, incluidas la
N-cadherina, la&R-cadherinay la cadherindll. Como Ecadherina tene un rol esencial en

la homedastasis epitelial, la disminucién en sypession inicia el descenso en la expresion
y/lo organizaciéon de una serie de marcadores epiteliales adicionales, como proteinas
desmosomales (plakoglobina, desmoglobinas, dgdaquinas), uniones ocluyent¢gG

1) y componentes de la polaridad celular (@imias dig o IgljVuy Datta, 2017) Por su
parte, b expresion aberrante de-badherina parece tener un efecto dominante en la
interaccion célulecélula, ya que incluso en presencia deaiherina aumenta lenotilidad

de las células tumorales mediante una desestabilizacién slecdmplejos de adhesion

celular(Niemanet al., 1999)
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Figura8. Transicion epitelianesénquimgTEM). Adaptado dBongrey Weinberg, 2019.
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En este proceso de cambio hacia el estado mesenquimal la célula experimenta una
reorganizacion drastica del citoesqueleto con cambios de expresion en proteinas
estructurales como integrinas y filamentos intermedi@&multaneamente existe un
aumento en la expresion de proteinaaracteristicagle céluhs mesenquimales como
vimentina y fibronectina junto a un incremento de la expresion de factores de
transcripcion como TWIST, ZEB1/2 y Snail s@eha identificado como represores
trascripcionales de |&-cadherina(Peinadoet al., 2004, 200y Ertre ellos,ZEBIposee un

rol crucial en la progresion de los carcinomas como el CCR, lo queesygepuedeserel
principal contribuyenteal programade TEMentumores detejidos deorigen endodérmico
(Burk et al., 2008)

Asi, estos cambios que conducen fahotipo agesivo puede desencadenarse por
cambios moleculares en la célula tumoral y la influentiediada por células del
microambiente del tumorcomo macréfagos y otras células inmunitarias infiltrantpse
conducen a la induccion da TEM(Toh et al., 2011Estaimportancia del microambiente
también es respaldadgor estudiostal como aquel desarrollado porRobinson y
colaboradores en donde se hall6 mediante imagedesseguimientantravitalesque la
aparicion demetastasisesta dada por la proximidad espaciatntre células tumorales

macrofagey célula endoteliakes(Robinson et al., 2009)
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1.7 Vias de sefalizacién asociada®roesos protumorales

1.7.1. La via de seiializacion de M#&PK

Las proteinas quinasas activadas por mitdgenos @4ABon una familia de serina
treonina quinasasaltamente conservadague regulan diversos procesos fisiopatologicos
que promueven respuestas a diversos estimuléstas se activan por fosforilacion en
respuesta a una amplia variedad de estimulos extracelulares que interaccionan con
receptoresGPCRo receptoresque poseen actividad tirosina quinasa intrinsecéivados

por fosforilacién entirosina (RTK por sus siglas en inglés)por activacion de tirosina
quinasas citosolicas como Sfchaeffery Weber, 1999; Seger Krebs, 1995)Como se
observa en laFigura 9 la superfamilia de las MAPKs esta formada por cuatro familias
principales: las proteinas quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERKS,
especiicamente ERK1 y ERK2, por sus siglas en inglés), las quidasadsterminal (JNKs

por sus siglas en inglés), la familia de las quinasas p38 (formada por varias isoformas de 38
kDa) y ERK5 (de peso molecular mas grande que el resto de las familiapigntam
conocida como proteina quinasa 1 activada por mitdgeno grande, BMK1, por sus siglas en
inglés).Cada familia participa en la regulacion del metabolismo intracelular y expresion de
genes involucrados en diferentes respuestas celulares como el cretonyiettesarrollo,

apoptosis, respuesta celulareatrés y migracion celular.
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Figura9. Componentes de la via de sefalizacién de la familia MAPKSs. La activacion de

estas vias se produce por multiples factores y la respuesta puede variar dependeindo

tipo celular Adaptado deMorrison, 2012.
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La desregualcion de estas cascadas y su efecto posterior, usualmente, conduce a
enfermedades como el cancer, la diabetes y la respuesta inmune inflamatoria, entre otras
(Keshety Seger, 2010)Se ha reportado quéa via de sefalizacion de ERR MAPK
activada usualmente poestimulosmitogénicos, regula la migracion y la invasion de
células tumorales a través de multiples factores, incluyendo: 1) GTPasas de la familia Rho,
que controlan la rgulacion del citoesqueleto, 2tegrinas y proteinas de adhesién (como
FAK, paknas y caspina3, 3) proteasas extracelulares que dedem la matriz
extracelular, 4) amplejos de adhesion célutzlula,5) factores de transcripcion como
AP1 y Ets2 que regulan la expresidnpdeteinas que controlan la migracion/polaridad,
incluyendoMMP y cadherinas, 6) mpteinas de la familia RSK, asociada a algunas de sus
isoformas, y a otras que se mantienen en discugevery Brugge, 2015)Por su parte,
estudios muestran queas vias de p38 MAPK/ JNKestan generalmenteinvolucrada en
respuestas antapoptéticas yen la inflamaciony que la via de ERK5 transmite sefiales
mitogénicas y deestrés aunque elmecanismo de accidde estadltima quinasaalnsigue

en estudio(Yao et al.2010) Al igual queotros procesos regulados pastasvias de
sefalizacion el resultado dela activacionde las MAPKsn el cancer es también
dependiente dekntorno. En este sentido, séva observado que la activacién de p38 MAPK
en células endoteliales tienenurol central enel control de la proliferacion, migrami y

supervivenciale estas células lo que favorece la angiogén€usreet al, 2017)

Incluso se ha reportado que los eventos protumorales pueden depender de una
comunicacién cruzadantre las MAPKy otras vias de sefalizacién conte via de
PI3K/Akt, la via de Wnt/-catenina y la via de T&FSmad, entre otras modulando
process como laTEM (Gonzalezy Medici, 2014; Tse Kalluri, 2007) Estas vias son
activadas por diversos estimulos dindmicos del microambiente local, incluidos factores de

crecimientq citoquinas la hipoxia y el contacto con la matriz extracelular.
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1.7.2La via de sefializaciGie PI3K/At

LaFosfatidilinositol 3 quinasa (P13por sus siglas en ing)éssuna familia de quinasas de
lipidos que se activa por numerosos estimulos como factores de crecimiento y
receptores de hormonas, regulando asi el crecimiento celular, la supervivencia, la
movilidad y las respuestas a los cambios en las condiciones nutricioEsiesquinasa
puede ser dividida en tresades (I, Il y Ill) en base a su selectividad por los sustratos, su
estructura y su modo de regulacigHawkinsy Stephens, 2015) a clase | se divide en: a)
clase IA, que comprende heterodimeros formados gy’ I & dzo dzy A RF R NB 3 dzf I
Ly pi = LlpphI Lpp! 2 LpNihrwwole RIS/ v vudyaibaseRUIv nOl i
IB, compuesta por heterodimeros con una subunidad regulatoria (p101 o p87) y una
ddzodzy ARFR OF Gl € NGAOI 0 Lham gue laPI3Kxldsy $ANGSta 2 &

(0p))
Qx
c:

desreguladadurante el desarrollo tumoral(Yuany Cantley, 2008)constituyendo un
potencial objetivo de los tratamientos teancer(Osakiet al.,2004) Como se muestra en

la Figura 10, la clasePI3KIA es activada por receptores R®Kquinasascapaces de
fosforilar residuos de tirosina peue sonno receptoras tles como €Src mientras que la
clase IB es activada p@GPCRFrumany Rommel, 2014)Las interacciones de la subunidad
regulatoria con varias proteinas afectan la localizacion y activacion de la subunidad
catalitica. Ademas, la interaccion directa de la sutbathicatalitica con Rgsina GTPasa)
puede estimular la actividad de la clase | de RGaStellangy Downward, 2011)Una vez
activada,PI3Kcataliza la adicién de un grupo fosfato a la posiciG®®B del anillo de
inositol de fosfatidilinositolegFrumany Rommel, 2014)EI fosfatidilinositol 3fosforilado
resultante actiacomo segundo mensajerque media el reclutamiento a la membrana
plasmatica y lactivacion de moléculas efectoras que poseen un dominio de homologia de
plekstrina (PHpor su sigla en inglgs entre las que se encuentra la quinasa Akt

(Vanhaesebroeck et akp12)
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Factor de crecimiento

Membprana celular

Akt inactiva - — —
Proliferacion Celular
Supervivencia Celular |

Etc. |

Figural0. Modelo para la regulacion de la via deefalizacion PI3K/AktLa union de

factores de crecimiento a los receptorBI Ko a receptoresGPCRstimulan laactivacion

de PI3Kclase IAcompuesto de una subunidad regulatoria y una subunidad catalitica p110.

PI3Kactivadoconvierte elfosfatidilinositot4,5-bifosfato (PI(4, 5) P2) en P(3, 4, 5) P3,
mientras quela fosfatasaPTENpor su sigla eringlés referida un fendmeno delelecion

en el cromosoma I0revierte esta accion. Akt es traslocada a la membrana celular e
interactia conPI (3, 4, 5) P3 mediante el dominio PH, siendo fosforilada en dos residuos
(Thr308 y Ser473) por las quinasas dependientes de fosfatidilinositol PDK1 (pBDd(2
siglas en inglesy la quinasa unida a integrina (IbKr su sigla ennglég. La proteina
moduladora de la region carboxilo terminal (CThi su sigla ennglég inhibe dicha
fosforilacién. Una vez activa, Akt controla procesos celulares fundamentales corolo el ci

celular y la supervivenciAdaptada deDsaki et al., 2004
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La via de sefializacion de PI3K/Akt esta asociada con el CCR humano participando en la
transformacion de la mucosa del colon a un fenotipo menos diferenciado y mas maligno.
Se cree que los efectos de PI3K sobre el crecimiento y progresion del tumor estan
mediados principalmente por AKPandurangan, 20137kt se encuentra sobrexpresada

en varios tipos de céancer, incluyendo el cancer de colon, de gascde ovario, y de
mama. Ademas, la sobestimulacion de la fosforilacion de Aktlaszconsecuente sobre
activacion de esta enzima en los carcinomas de colon humano se correlaciona con el
aumento de la proliferacion celular y la inhibicién de la apoptoasi como diferentes
parametros clinicgpatol6gicosde etapas avanzadasmo elgradoinvasivo, infiltracién de

vasos ymetastasis de ganglios linfatic@shaleghpour et a12004)

48



Antecedentes

1.7.3 microARNs ®mo reguladoresdel cancer

Como se comentd en esta seccida Antecedentestanto la TEM como la angiogénesis

son procesos que contribuyen a la progrestdmoral y estan regulados por distintos
mecanismos; uno de ellos recientemente conocido involuc@sarlicreARN (miRPan

et al., 2021)Estosson una clase dARN endégenos, no codificantes y de hebra Unica de
aproximadamente 2@5 nucleétidos capaces de regular la expresion génica
postranscripcionalmg 0 S I f dzy ANBS | I NBEARNmghsaer® y 2 U N.
(ARNRM) diana(Hey Hannon, 2004§Figurall). Desde su descubrimientse ha visto que
aproximadamenteel 30% de todos los genes humanos son regulados pBs (&rsony

Petty, 2008; Lewis et al2005) Los miRs pueden regular la expresién génica tanto
RSIANI RFyR2 02Y2 o6f21ljdzSFyR2 fF (GN}Rdd@Asy RS
Se ha propuesto que dependiendo del apareamiento de bases entre el miR y el ARNm
diana, el efecto regulador negativo gde variar desde represion débil de la traduccion de

la proteina al clivaje completo del ARNm. Posterior al descubrimiento de los miRs, la
investigacion se ha centrado en basevidencias que apunten a sus diversos relesias
moleculares y procesos bdmicosdurante el desarrollo normal y su participacion en

diversagatologiagBhaskarary Mohan, 2014)

Entre las enfermedades humanas, se ha demostrado que los miRs estan mutados o se
expresa en forma aberrante erl cancer. Cada vez hay mas evidencias que muestran que
los miRs pueden actuar como oncogenes cuando su blanco son moléculas oncosupresoras
0 como supresores tumorales cuando su blanco son oncog@vegrini et al., 2009)
Ademas, un miR puede funcionar dualmente como oncogén y supresor tumoral
dependiendo del tipo de cancerdel entorno celular. Estudios de expresion gendmica de
miRs, han demostrado que casi todos los tipos de cancer presentan perfiles especificos de
expresion con aumento y/o disminucion de miRs especifi€adin y Croce, 2006En

particular, € ha reportado que los miRs pueden regular vanéss de sefalizacion
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involucradas en la progresion del CCshirafkan et al., 2018)pudiendo modular
diferentes reguladores de la angiogéne€iswari et al., 2018y de la TEMPan et al.,

2021), como evela la investigacion de Zhu y colaboradores en donde hallaron qu& miR
inhibe la angiogénesis en el CCR suprimiendo la expresion del VEGF a través de las vias de
las MAPKs y de PI3K/Akthu et al., 2018) Ademasse ha demostrado que las vias de las
MAPKSs regulan la accion de miRs, ya que estas quinasas modulan la fosforilacién de TRBP,
un componente del complejo de la biogénesis de n{fR&oo et al., 2009)or loque la
desregulacion de la actividad de miRs especificos se ha asociadinfiudacia de
diferentes citoquinas deainicroambienteque promueven la activacion andmala de estas

vias de sefializacion.
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Figurall. Procesamiento y funcion deniARNs. La via de procesamiento de miRs incluye

la produccién de l&ranscripcion primaria de méprimARN por laARNpolimerasalio 111

y escision deprimiARNpor el complejo microprocesador DrosBe5CR8 (Pasha) en el
ndcleo. El precursor de la horquilla resultante, el-pidRN se exporta desde el nucleo al
citoplasma por Export#s-RanrGTP. En el citoplasma,A&kNsa Dicer forma un complejo

con la proteinade union aARNbicatenario TRBR escinde la horquilla preniARNa su
longitud madura.La cadena funcional del miARN maduro (roja) se une a la proteina
Argonauta 2 (Ago2) en el complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC), donde guia
a RISC para gileiar a los ARNm diana a través de la escision del ARNm, la represion
traduccional o la deadenilacion, mientras que la hebra pasajera (negra) se degrada.

Adaptado deWVinter et al.,20009.
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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 habian generado antecedentes en el tema que
permitieron el disefio de la hipotesis de trabajdediante la implementacion de
diferentes ensayos, se halld6 que PTHrP-3%) a la dosis del0® M favorece la
supervivencia estimula la progresion del ciclo celular y la proliferacion de célulasZaco
derivadas de CQRezcano et al., 201&alvoet al., 2014; Martin et al., 2@1. En linea con

estos resultados, sebservo efectos similares inducidos por la citoquina en células
HCT116, una linea celular derivada de CCR méas indifatarycegresiva con respecto a la
lineaCace2, que también expresa &PTH (Martin et al., 2018)A pesar de las notables
diferendas entre los fenotipos de las células Gaoplas células HCT116, los mecanismos
moleculares que conducen a estas respuestas al péptido en ambas células de CCR fueron
similares e implicaron la activaciéon de vias frecuentemente desreguladas en el CCR.
Especificamentey como se observa en Rigura 12 se hallbque PTHrP activa @rc,a la
proteina quinasa C (PK@)PI3K a Akt, a dos miembros de la familia de las MAPKs, las
ERHK /2 y p38,a laproteinaquinasaSéribosomal (RSK) g la viade sefializ®A 5 Y- RS |
catenina enlas célulasde QCR (Calvo et al., 2017; Calvo et al., 2014; Martin et al., 2014,
2018) Empleanddos inhibidores de PKC, Src y PE&Kencontréque la actividad de estas

tres quinasas converge en la fosforiladaxtivacion de Akt en célulade CCRexpuestas a
PTHrP. Ademasa inhibicibnde Aktsuprimid la fosforilacion/activacion de ERK1/2 MAPK
inducida por PTHrP, lo que sugieme rolde Akt en la activacion de esta MA@RKartin et

al., 2014, 2018)Los datos experimentales demostraron que RSK, una quinasa que
fosforila residuos de serina y treonina y que esta asociada con varios tipos de cancer, es
activada por PTHrP y el empleo de inhibidores espesifievelé que esta activacion es
mediada por la via de sefalizacion de ERK1/2 MAPK pero no ocurre a través de p38 MAPK

(Calvo et al., 2017)

52



Antecedentes

Ademas, como se muestra enHagural2, las vias de sefalizacion reguladas por PTHrP
son responsables de modulda expresionde varios reguladores del ciclo celuldBe
demostré que PTHrP aumenta los niveles proteiabs ciclina D1,de la quinasa 6
dependiente de ciclina D ge c-Myc. Dadoque ca @ O S & dzy 3I-8aeninB§ | y I
comoel tratamiento con PTHrP en célu@s ORI dzY Sy G| £ | Safehi®B sur 5 v
posterior translocacion nucleafMartin et al., 2014) es probableque la modulacion
positivade eMyc por PTHrpuedad SNJ | NI @S a-caterfnaeh los ndfielos R S
celulares de CCR estudiaddé®r otrolado, la accion paracrina deTHrP disminuye la
expresion de los siguientes reguladores negativos del otidac: p27Kiplpl5INK4B y

p53. Otros factores de transcripciéon relacionados con la proliferacién celular también
fueron activados poel tratamiento con PTHrRomo la proteina de unién al elemento de
respuesta cCAMP (CRPBBr sus siglas en ingleg el factor de transqocion activador 1
(ATF1 por sus siglas en inghkésLa preincubacion de célulae GR con inhibidores
especificos ddas MAPK suprimié la activacion de estos factores de transcripcion
inducidos por PTHr@Martin et al., 2014)En conjuntolosresultados demostraron que en

las célulasle CR,PTHrHavorecela progresiordel ciclo celulay la proliferacion a través

de la modulaciompositivade varias vias mitogénicasro PI3K, Akt, ERK1/2 MAPK, p38
MAPK y RSK

Se profundiz6 el estudio de otras respuestas de las células dealQ€Ramiento con

PTHrP, tal como la migrién celulary la quimiorresistenciaya que varias de las vias de
sefalizaciérhalladas de semoduladas por la citoquina también estan involucradas en
estosprocess. PTHrP incrementa la motilidad de las lineas celulares derivadas de CCR
contrariamentea los resultados obtenidos al estudiar la proliferacion tumoral, el efecto de
esta citoquina sobre la migracion fue mayor en la linea celular mas agresiva, HCT116, que
en la lineaCace2. Ademas, las investigaciones revelaron que bajo la accion de PaHrP, |
vias ERK 1/2 MAPK y RSK tienen un papel relevante en el aumento de la expresiéon de la
quinasa de adhesion focdFAK por sus siglas en inglgs)en el efecto migratorio

observado de las células derivadas de G&Ria12) (Calvo et al., 2017€on respecto a
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los efectos relacionados a la quimiorresistencia, PTHrP disminuye la sensibilidad en ambas
lineas de CCR a Irinotecan o @RTdroga ampliamente empleada en el tratamiento del
CCR) mediante ERKMAPK(Martin et al., 2018)

Para evaluar los efectos deTHrP en un modelde QR mas complejo,también se
realizaroninvestigacionesn viva Los estudiogon xenoinjertos subcutaneos de células
HCT116en un modelo murinarevelaron que la administracion intratumoral de PTHrP
también estimula laexpresion deERK 1/2 MAPK de otros reguladoresasociados a
eventos tumorigénicos tales como Ki67, ciclina D1, CREB/ATIRSKEstos datos
validaron parte de los resultados gse observarorin vitro (Calvo et al., 2017; Martin et

al., 2018)

A pesarde estoshallazgosgque revelaban diversos efectos de PTHrP en modelos de CCR
tanto in vitro comoin vivq al momento decomenzar con ledesarrollo de este Trabajo de

Tesis se desconocia si la citoquina era capaz de modular la angiogénesis tumoral y la TEM,
ambos procesos asociados a la capacidad migrata@acteristicoslel fenotipo invasivo

gue permite la progresion y metastasis @G4LR.
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PTHIP (1-34)

Frotelms e \ Proliferacion
reguladoras Disminucion R

del ciclo fie_ y
celular sensibilidad

aCPT-11

Figura 12 Mecanismos moleculares implicados en los efectos de PTHrP en las células de
CCRPTHrHAnduce la progresion del ciclo celular y la proliferacion de célulesadias de

CCR a través de SERK 1/2 y p38, ambos miembros déamilia delasMAPIs, PI3KAKt,

RSK yla viade sefializacion de -catenina. PTHrPpromueve la expresion dg-AKy la
migracion de célulasle CCR través de la via de sefalizacion ERKMRIS#P ademas
disminuye la sensibilidad en ambas lineas de CCR-a1CRddiante ERK1/2Calw et al.,

2014; Martin et al.2014;Calvo et al., 201Rartin et al., 2018)Adaptado de Mvoa Diaz

et al., 2021.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general
A partir de los antecedentes previos en el tema, en dsibajo de Tesis splaned

aumentar el conocimiento respecto a los efectos que ejerce PTHrP sobre células.de CCR
Para tal fin se propuso investigai esta citoquina es capaz de modular otros eventos
asociados al comportamiento agresivo de células de CCR tales como la angiogénesis
tumoral y el programa TEMvaluando los mecanismos moleculares involucradtea
cumplir con este objetivo general sdilizaron las lineas celulares Ca2pHCT116y
HMEGC1 derivadas de adenocarcinonte colon humano, carcinoma de colon humano y

de endotelio de la microvasculatura humana respectivameAtgemasse empled un
modelo nmurino de xenoinjerto subcutanede la linea tumorigénica HCT1d6&mo modelo

in vivo.Los analisign silicose ejecutaron paraalidarlos hallazgos obtenidas vitro e in

Vivo.

2.2 Obijetivos especificos

A-En los ensayom vitro se propuso:
1. Investigarel proceso dda angiogénesiasociada al tumor analizando:

- B rol de PTHrP en lmodulacién de factores prangiogénicosn las célulagumorales

intestinalesCace2 y HCT116

- B rol de PTHrB®obre las células endoteliales HME@ediante su accion directalgs

mecanismognoleculares involucrados

- B rol de PTHrP sobre las células endoteliales HMEBEdiante su accion a través de las

células tumoraley los mecanismos molecular@s/olucrados.
2- Investigarel proceso deéa TEMexplorando:

- 9 el tratamiento con PTHrP en las células CagaHCT116 modulzambios moleculares

y morfolégicos asociadoseste programa

S7



Objetivos

- 9 células del microambiente tales como kdulas endoteliales HMECtratadas con

PTHrP ejerceambiosasociados a I&EM
- S PTHrRnduce cambios eta expresion denicroARN que participan eresteproceso
B- En los ensayos vivose propuso:

- Estudiarsi la administracionintratumoral de PTHrPen ratones inmunosuprimidos
bYbLI 6{ 0y vodnbdraly ateer8atiaen los modelosvitro.

G En el andlisisn silicose propuso:

De acuerdo do observadoin vitro e in vivo, explorar mediante andlisis bioinformatico
bases de datos de muestras de pacientes CCR con el fin de determiraimplicancia

clinicade PTHrP y de los marcadoreskiados en estos procesos.
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3. Hipdtesis

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

lo referido a modos de accion y vids sefalizaciommplicadas, se postula que PTHNP
vitro puede promover caracteristicagque sonpropias de un fenotipo agresivde las
células tumorales intestinalesSe presume queos cambios moleculares y fenotipicos
conferidos por PTHrP podrian asociaaseventos tales comlos procesos de angiogénesis
y TEM Al tratarse de umpéptido de accionpredominantementeparacrinase estimaque
su accion exégenagunto a la de otras citoquinagodria estar mediada por células
endotelialesy otras del microambiente Se plantea que su accidntratumoral en el
modelo in vivo reflejard lo observadoin vitro y ademas permitird evidenciar otras

respuestas debido a la mayor complejidad del modelo

Con respecto a los analisis silicqQ sepostulaque la exploracién de datos genémicos y
proteGmicos @ repositorios publicos respaldatas hallazgoprevios en modelo# vitro
e in vivode CCR y reforzada relevancia de evaluar ciertos marcadores renestras

humanas de CCR
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4. Materiales y Métodos

A- Modelos experimentales

A.1-Modelosin vitro: célulastumorales intestinalesy células endotelialesCultivo y

tratamiento.

Células Cac@

Las células Ca (Cancer cof2) corresponden a una linea celular derivada de
adenocarcinoma colorrectal de un hombre de 72 afos, desarrollada por el Institute Sloan
Kettering de Investigacion del Cancer Estado®Jnidos a través de los estudios llevados

a cabo porel Dr. Jorgen FogliFogh, 1977)Si bien derivan de un adenocarcinoma
colorrectal, cuando se cultivan en condiciomspecificas y de confluencia alta durante 14

a 21 dias, las células muestran caracteristicas de diferenciacion a enterocitos. Las células
Cace2 presentan uniones estrechas, microvellosidades y expresan enzimas vy
transportadores propios de este tipo de enbcitos como peptidasas, esterasas, P
glicoproteina y transportadores de captacion de aminoécidos, entre otros. La mayoria de
las células son cubicas y cuando confluyen, parecen tener un borde muy defiirgda(
13A). Al tener una tasa de duplicacion snkenta que otradineascelulares (3 a 4 dias)

requiere un cambio de medio a las 48 hs.

Células HCT116

La linea tumoral intestinal HCT116 es derivada de un carcinoma colorrectal de un hombre
adulto; las células presentan morfologia epiteliaig(ira 13By se caracterizan por una

alta inestabilidad microsatelital debido a que posemdsdel 30 % de sus secuencias
microsatélites mutadaglLengauer et al., 1997).0s estudios muestran que las células
HCT116 provienen de un tumor primario, expresan un perfil genéticoisahm al colon

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

modeloin vivoempleado que se descrilposteriormente

Células HMEQ

Al igual que las células tumorales intestinales empleadas, las células endoteliales
microvasculares dérmicas humaniasnortalizadas HMEC son adherentes y crecen en
monocapa Figura 13L& Fueron originadas a partir de la transfeccion de células
endoteliales microvasculares aisladas de prepucios humanos neonatos con el vector pSVT,
un plasmido que contiene laegion codficante parael gen dela proteha del SV40,
antigeno T grande, y su expresion esta impulsada por la repeticion terminal del virus del
sarcoma de Rous. Poseen caracteristicas morfolégicas y funcionales de las células
endoteliales normales, como laxgresion de marcadores caractai€cos como CD31 y

CD36, y la formacion de estructuras capildreses et al., 1992)

Figura 13. Microfotografias de laslineas celulares empleadas como modelos
experimentalesin vitro. Cultivo en confluencia alta deA) Células Cac@ (ATCC)(B)
Células HCT116 (ATCC)y Células HMEC. Adaptado deMufiozVega et al., 2018
Contraste de fase, 100 X.
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Las lineas celular€zace2 y HCT16, y la linea celulaHMEGCL provenientede la American
Type CultureCollection, Manassas, Virginia, EE(BUCC)se cultivaron a 37C en medio

de cultivoalto en glucosa déagle modificadgor Dubelcco (DMEMpor sus siglas en
inglég (SigmaAldrich Chemical CoSt. Louis, Missouri, EE. Ulaglicionadocon: suero

fetal bovino §B inactivado por calor e irradiad@Natocord, Cérdoba, Argentina), 1% de
aminoacidoso esenciales, 100 Ul / ml de penicilina, 100 mg / ml de estreptomicina y 50

mg / ml de gentamicina en una atmosfera himeda déde CQen aire.

Todos los experimentos se realizaron utilizanddtivos con menos de 15asajes.
Considerando que los tiempos de duplicacion sorv 286 horasy 25-35 horas para las
lineas Cac@ y HCT1l6respectivamente y de 2430 hs para la nea HMECL, s
mantuvieronlos cultivos experimentaleson una confluencia dé0-80%(como maximo)

en mediode cultivocon10% de SFB.

Para iniciar los experimentdastres lineas celularefieron lavadas con buffer PBS estéril
(NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; &, 2 mM; NaHPQ 10 mM; pH: 7,27,4) yse privaron de
SFBpara sincronizar la poblacion celular en fase quiescente GO/G1l y establecer
condiciones experimentales reproducibl@sn der Valk et al., 201Q)as célulasgiCT116 y
HMEGL se privaron de suero por 2 horas y las células 2agor 24 horas antes del
tratamiento correspondiente. Estos tiempos fueron seleccionados de acuerdo a trabajos
previos (Calvo et al., 201Ryigozhina et al., 20}1Luego, y dependiendo del objetivo de

los ensayos xperimentales, las células fueron incubadas directamente con PTH® (1
(SigmaAldrich Chemical CoSt. Louis, Missouri, EE.JJgue fue vehiculizada en DMEM
con o sin SFB (segln experimento) y utilizada a una dosis el Dlas células fueron
incubadas con medios condicionados obtenidos como se describe posteriormente.
También se realizaron experimentos de-audtivo entre las células endoteliales y las
tumorales usando filtros transwell, tal como se detallan en la 8edgi3.3. La dosis de
exposicion de PTHrP-8Y) se selecciond en base a los resultados previamente obtenidos
en el laboratorio donde se desarroll6 este Trabajo de Tesis que demostraron que tanto en

las células Caed como en las células HCT116 esta citogua una concentracion de 10

64



Materiales y Métodos

8M ejerce varios efectos losiales fueron mencionados en ltrioduccion(Lezcano et al.,
2013;Calvo et al., 201Martin et al., 2014Calvo et al., 2017; Martin et a018)

En los experimentos dondee sinhibieron vias de sefializacion, las células fueron
preincubadas con los inhibidoresrrespondientegpor 30 minutos y los controles fueron
tratados con el vehiculo dimetilsulfoxidPMSO) una concentracid menor a0,1% Los
inhibidores empleadofueron PD9805% H n (&nanbibidor de MEK, que es dainasa
activadora de ERK1/RIAPK, LY2940020 p n  (araibhibidor de PI3Kjambos de
Calbiochem San Diego, California, EE. UY.6SK69069% p n  (mnaimhibidor de la
quinasa AKtde Santa Cruz Bethnology (Santa Cruz, California, EE. Wds)dosis d®s
inhibidoresse seleccionarorsegin estudios previofCalvo et al., 2014; Lezcano at,
2013; Martin et al., 2014Enlas condiciones en las que se agregdé SPARC exdgeno,
empledla proteina SPARC humana recombinghtevus Biologica]£E.UUNBP235270-
50>ga una concentracién de 750 mgl de acuerdo corevy colaboradoregDrev et al.,

2019)

A.2-Modelo in vivode xenotrasplante de células HCT116

Para los ensayom vivoa S dzi Af AT I NBYy NI G2y SaANNHSdyy 2 RSTA O
gue poseen alterado tanto la diferenciacion como la proliferacion de células epiteliales

timicas y progenitores de linfocitos T debido a la ausencia de la proteina Foxnldarigina

por lamutacion recesiva nuu (Sun et al.2014) Esta limitacion inmunoldgica permite el

crecimiento de células de xenotransplanteos ratones fueronproporcionados por el

Bioterio apto para este tipo de ratones de la Facultad de Ciencias Veterinari@s de
Universidad Nacional de La Plata (ROINLP). 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 f£MLP.
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Se inyectaron 1 x fode células HCT116 por via subcutanea en los flancos dsrsale
derechos de ratones N:NIH (S)u machos de 6 semanas de edad y de entre 25 y 30
gramos de pescCuatro dias después de la inoculacién, los animales fueron asignados al
azar a grupos de control oatamiento (n=6 / grupo)A los ratonesse les administro
diariamente mediante inyeccion intratumoraPTHrP (40 ug / kg €00 ul de PBS) o el
mismo volumen dé®BSomo control.Se respetd el mismesquema de administracidie
estudios previos dehboratorio donde se realizé este Trabajo @lesis(Calvo et al., 2017,
Martin et al., 2018)La forma diaria de administracion tuvo como objetivo mantener
constante el nivel del péptido en el area del tumidespués de 20 dias de tratamienkos
ratones se sacrificarorutilizando comoagente quimico COEIl método de eutanasia se
eligié de acuerd a la Guia para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio, Institute
of Laboratory Animal Resources, Commission on Life Sciences, National Research Council
6aDdzA R® [/ I NB ! & Bos thnotesbe ektiypardfysE gesaronmavpartede

cada tumor se fijo con solucion de formaldehido neutro al 4% para el analisis
inmunohistoquimicomientras queotra parte se congel6 inmediatamente en nitrégeno
liguido y se mantuvo a80 °C hasta el analisis correspondiente mediantePRR
cuartitativa en tiempo realtal comose 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 deBiologia, Bioquimica y Farmacia de la UNS segun resoluciones CDBByF

429/14-CDBBYF 2966, con renovacion de vigencia segun resolucién DBByF 074/17.

B- Métodos experimentales

B.1 Obtenciénde medios condicionados tumorales (MCT)

Se obtuvieron mediosondicionados tumorales (MCT) a partir de medios de cultivo de
células Cac@ o HCT116 después de 24 horas de incubacion con PFB#PIEM o con

el vehiculo de PTHrP como control manteniendo siempre la misma relacion
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células/volumenEn los experimermts donde se inhibieron vias de sefializacion, las células
fueron preincubadas con los inhibidores correspondésntomo se detalld previamente

Los MCT se recolectaron y centrifugaron durante 10 minutos a 10000 rpm para eliminar
los restos celulares, y le®brenadantes se almacenaronr8 °C hasta el momento de su

utilizacion. Cada experimento se llevé a cabo con MCT obtenido de forma independiente.

B.2 Obtenciéon de medios condicionados endoteliales (MCE)

Se obtuveron medios condicionados endoteliales (MCE) de medios cultivados de células
HMEGL después de 16 horas de incubacion coff WDde PTHrP (B4)o con elvehiculo

de PTHrPtal como se describié previamente en las células tumoralesego de la
centrifugacion los sobr@adantes se almacenaron @80 T hasta su uso paa el
tratamiento de células HQTI60 para su andlisis por ELISA en el laboratorio de Oncologia
Celular y Molecular (LOCyM) de la Universidad de Chile (como se descilibé&tcetos

B.12. Cada expemento se llevd a cabo con MCE obtenido de forma independieSge
cuantificé el contenido déasproteinas de las célulaa partir de las cuales se obtuvieron

los MCTo los MCE por el método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976) para
normalizar los reultados. Para ello, se tomaron alicuotasl lisado celulapor duplicado;

se agrego 2,5 ml de reactivo de Bradford (Coomassie Brilliant B8 GO0 mg/L; etnol
4,75% y acido fosférico 8,5%), se incubd durante 5 minutos y las absorbancias se midiero
a 595 nm empleando un espectrofotometro Beckman DU530. Como estandar de
concentracion conocida se emple6 1 mg/ml de albumina sérica bovina B6sus siglas

en inglés.

n
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B.3 Ensayos en células endotelialpara evaluar la angiogénesis vitro

La angiogénesisn vitro se evalud en las células HMEGQGnediante el analisis delos
cambios en el niumero de célujda migraciény la formacion de tubqgscomo se detalla a

continuacion.

B.3.1 Tincién con cristal violeta

Lascélulas HMEQ fueron sembradas eplacasde 96 pocillos (20.000 células/pocilfmr
triplicadoy tratadascon losMCTcorrespondientes @l péptidoa 37 °C durante 24dnas
Luego &s células se lavaron con PBS, se fijaron con metanol durante ttbsan20 °Cy

se tifleron conuna solucién ded,1 %de cristal violetalMERCK Argentinajurante 30
minutos a temperatura ambiete. S solubilizéel colorante que tifie las células con acido
acético al 10% ge mididla absorbancia de la solucién, que es proporcional al nUmero de

células, a 595 nm.

B.3.2 Prueba de exclusidd colorante azul ddripano

Luego del tratamiento, las células endoteliales se lavaron con PBS, se tripsinizaron para
separarlas de las placas a las cuales estaban adheridas y se tifieron con una @@l@ion

del colorante azul de Tripano (Sigklrich Chemical Co., St. Louis, Missouri, EE. UU.). Se
visualizaron las células empleando un microscopio y una camara de Neubauer y se

contaron aquellas viables que excluyeron el colorante.

B.3.3Ensayo CellTitdBlue®

Se empleo el kit comercial CellTHHue® Assay (Promegastados UnidgsEste método
colorimétrico se basa en que las células viables, metabdlicamente activas, retienen la
habilidad de reducir resazurina a resorufina. La maxima absorcion de resazurina (azul) es a

605 nm y la de resorufina (rosa) es a 573 nm. Ademas, laufespres un producto
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fluorescente siendo su longitud de onda de excitacion de 530nm y su longitud de onda de
emision de 590nm. Las células endoteliales fueron sembradas en placas de 96 pocillos
(20.000 células/pocillgyor triplicado. Luego del tratamientoon los MCD el péptidq las

OSftdzZ & FTdzSNRY AyOdzml RlFa 02y wmn >f RS NBI O
lisadasempleando una solucién d&8% dedodecil sulfato de sodioSP$ el medio fue

recolectado y la fluorescencia emitida por la resorafge leyé a 590 nm empleando un

lector de placas. Se realiz6 en forma paralela un blanco de reactivos en un pocillo libre de
células. Los resultados fueron expresados como el porcentaje del valor promedio respecto

al valor control.

B.34 Ensayo de migracmde células endoteliales

Para los ensayos de migracion de las células endoteliales se emplesedns decultivo
OStdzf I NJ 6GFYF32 RS LB2NR RS y >YO0O S¥enSt | dz8
medio sin SFB en le&marasuperior de filtros Transwell de 24 pocillos. Luego, en las
camaras inferiores se agregaron MCT obtenido como se describié anteriormente para
evaluar el efecto indirecto de PTHrP. El agregado de MCT fue para promover la migracion
de las células HMEC degle la parte superior de los filtros Transwell hacia la camara
inferior. En otros estudios, para analizar el efecto directo de PTHrP, el medio del inserto
superior (donde estaban las células HMES=2mbradas) se reemplaz6 por medio libre de
SFB con o sinTPIrP y se agregd en la camara inferior medio que contenia 5 % de SFB
como quimioatractante (para promover la migracion de las células HMigSde la parte
superior de los filtros Transwell hacia la camara inferior). En forma paralela se procesoé

controlesnegativos que contenian en la camara inferior medio sin SFB.

Para losensayos de caultivolas células Cae® o HCT16 (15.000 célulagor pocillg se
sembraron durante 48 horas en la cadmara inferior de los filtros Transwell, luego se
privaron de sueraurante 24 o 2 horas respectivamente, y se procedio al tratamiento con

o sin PTHrP para inducir la secrecién de factores angiogénicos. A continuacion, los insertos

superiores con células HMHECse colocaron en los pocilla®nde las célulastumorales
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estalan sembradasDespués de 16 horas, las células endoteliales se lavaron con PBS 1Xy
se fijaron con metanol durante 10 minutos20 °CEl tiempo de 16 horase seleccion6

de acuerdo con los resultadpseviosde los experimentos piloto utilizando como ¢
negativo medio libre de SFB y como control positivo medio con 5% dd 8. de la
fijacion,  retir6 con un hisopo de algodén las células de la parte superior del insedo y
tiferon las células de la parte inferiatel inserto ¢ seacélulas migadas) con cristal

violeta (0,1 %) durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Para bloquear el efecto del factor proangiogénico VEGF en algunos ensayos de migracion
los MCT se preincubaron durante 2 horas a 37 °C con un anticuerpo neutralizante
especificodirigido contra VEGKE n Z m ) ¥SAmntaYy €Cruz Biotechnolggpanta Cruz,
California, EE.UUo con el control de isotipo coincidente 1gG de conejo. La concentracion
de anticuerpos se eligieron de acuerdo con los datos de la literg&htivelband et al.,

2003)

Finalmente, en todos los experimentos las células HWE@e migraron se contaron

empleando un microscopio.

B.3.5 Ensayo de formacion de tubos

Para evaluar la capacidad de las células endoteliales para formar una red tubular
organizadase empledel ensayo de formacién de tubasilizandouna matriz de @ltrex

reducida en factores de crecimien{mvitrogen, Carlsbad, CalifornlaE.UYde acuerdo a

estudios previogChim et al., 2011)La natriz deGeltrex se descongel6 a 4 °C, se afiadi6 a

LI | OF & RS dc LI2 OAdishudca 370°Q duramtd IdbRa@pérmitB ia & & S
gelificacion. Luego, se sembraron @00 células HMEC por pocillo sobre la matriz de

Celtrex y se incubaron coles MCTcorrespondientes o medio sfBFBcon o sin PTH)Ra

37 °C. Después de 2d4ras las células se examinaron y fotografiarempleandoun
microscopio de luz invertida con un aumento de 100x (NIKON Eclipse TieS). La formacién

de tubos seevaluécuantifimndoel numero de nodos, unionepuntos de ramificacion y la
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longitud de la ramificacion utilizando el progrand@ procesamiento de ingen del

Instituto Nacionalde Salud de EE.UU (NIH por sus siglas en inghéage Jy su

herramienta para an@ar angiogénesig ! y 3 A 2 3 Sy S @lé\auerdoyallof destriftdlE

por Carpentiery colaboradoreg¢Carpentier et al., 2020En algunos experimentog,para

bloquear el efecto de VEGI6s MCTse prencubaron durante 2 trasa 37 °C con un

anticuerpo neutralizante espéfico dirigido contra el VEGEn=m >3IkYE 0 o6{ | yi
Biotechnology, Santa Cruz, California, EE.0W@@n el control de isotipo coincidente IgG

de conejoy luego se usaron en el ensagle Geltrex.

B.4-Técnica de Western blot

B.41 Obtencién de lisado celular

Luego dé tratamiento celularel medio de cultivo fue removido, las cajas de cultivo se

colocaron en hielo y se lavaron 2 veces con PBS frio conteniendo inhibidores de fosfatasas

(NaF 25 mM y N&¥Q, 1 mM). A continuacion las células fueron lisadas en un buffer

compuesto por TrigiCl 50 mM (pH: 7,4), NaCl 150 mM, KCI 3 mM, EDTA 1 mM,-2@een

1%, Nonidet lmn M2 X FLINPOGAYAYlF wn >3IkYEX §fSdzLISLIGAY
suffonilo (PMSF) 1 mM, NaF 25 mM ysM& 1 mM vy los lisados fuerocolectados en

tubos eppendorf mantenidos en hielo por 10 minutos, agitados por 45 segundos y
colocados nuevamente en hielo por 10 minutos. A continuacion, los lisados fueron
centrifugados al4.000 x g durante 15 minutos a 4°C para descartar restos celulares. Se
colectaron los sobrenadantes y se tomaron alicuotas para cuantificar las proteinas por el

método colorimétricade Bradfordcomo se describié previamente.

B4.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDSRAGE)

Las proteinas de los lisados celulares se desnaturalizaron uffler bmuestra de
electroforesis5X (Tris 0,4 M pH: 6,8; SD0%; glicerol 50%; ditictitol (DTT) 7,7% y azul

de bromofenol comandicador del frente de corrida) se calentaron en bafio de agua a
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Mannc/ Rdz2NYyGS p YAydzizad t2a0SNRA2NYSYyGS 1 a
/calle) y separadas por electroforesis en geles de poliacrila®Ria (SDSAGE)
discontinuos (gel destacking": 4% acrilamida, gel de separacion: 10% acrilamida) segun 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
molecularesEn paralelpse sembré un maraor coloreadode peso molecular conocido.

La electroforesis se realiz6 a voltaje constante (100 voltios) utilizando como buffer de
corrida Tris 25 mM pH: 8,8; glicina 195 mM; SDS 0,1%.

B4.3 Electrotransferencia e Inmunoblotting

A continuacion, las proteinas separadas por-BRGE segun su peso molecular fueron
electrotransferidas a membranas de polivinilideno bifluoruro (PVBFS nXnp >Y
(Amersham, Little Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterktas membranas se hidrataron

en metanol durante 50 segundos y se equilibraron en buffer de transferencia Towbin (Tris
0,25M pH: 8,3; glicina 0,192 Nietanol20% durante 5 minutos al igual que los geles. La
transferencia se realiz6 en una cdmara semi seca aplicando 125 mA por gel dudadte 1

horas y embebiendo la membrana y el gel en buffer de transfer€mombin et al.1992)
Posteriormente los geles se tifieron con el colorante Coomassie Brilliant 2i5@ para

constatar la eficiencia de la transferencia, segun se dgtaliteriormente

Los sitios de ligado inespecificde las membranas fueron blogueados usando el buffer
TBST 0,1% (Tris 50 mM pH: 7,4; NaCl 200 mM; 0,1% TF2@econteniendo 5% de leche
descremada durante 1 a 2 horas a temperatura ambiente. Seguidamente, las membranas
se incubaron con la dilucion aprapia de anticuerpo primario (especifico para la
deteccién de la proteina de interés y preparado en-TEBSL% conteniendo-3% de leche

descremada BSA) durante toda la noche a 4°C. Luego las membranas fueron lavadas con
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TBST 0,1% para eliminar el excede anticuerpo primario, y fueron incubadas con la
dilucion apropiada de anticuerpo secundario (anti globulina de la especie animal
correspondiente al anticuerpo primario usado) conjugado a peroxidasa (preparado en
TBST 0,1% conteniendo-3% de leche desemada) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las membranas fueron lavadas con-THE51% para eliminar el exceso de
anticuerpo secundario y finalmente fueron incubadas con un kit comercial de
electroquimioluminiscenciaD9 | S £ § KOF NB | Y S Nést&rh Blattingd / [
Detection Reagent, EE.JY expuestas a placas radiografi¢Asnersham Hyperfilm ECL
EE.UYpara visualizar las proteinas de interés. Las bandas obtenidas fueron digitalizadas

densitométricamente y se cuantificaron usando el programageJ.

Los anticuerpospara Western blot utilizados en esta Tesisieron anti-fosfo ERK1/2
(1:1000, anti-E-cadherina (1:1000 anti-ZEB1 (1:750 antiN-cadherina (1:750) deell
Signaling, Beverly, Massachusetts, EE.LdE anticuerpoanti-CK18 (1:1000anti-SPARC
(1:500, anti-GAPDH21:10000) anticuerpo secundario conjugado con peroxidé$aRE
por sus siglas en inglganti-conejo de cabrg1:5000)y anticuerpo secundario conjugado
con peroxidasa a | wt ¢ LJ2 NJ & dzanti-tatdrdde Icdira (S10000)fyerh dg & U
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, California, EE. EJUahticuerpoanti-actina
(1:5000)provienede MP Biomedicals, Santa Ana, CA, EEEU&hticuerpo monoclonale
ratén contra el RPTHdsde BAbC@Richmond, Californj&EE.U).

B4.4 Remocién de anticuerpos de las membranas

Para remover el anticuerpo primario y secundario de las membranas y poder exponerlas a

I yiGAOdzSNLI2a RAFTSNByidSa o0daldiNARLILAYIEé0: f1I &
(Trisl / £ cHZp Ya Ll-nvercaptogtanol $05nM) aHB5°C @urante 30 niosl

con agitacion y luego se lavaron con -IBB% por 10 minutos. Posteriormente se realizd

el bloqueo continuando con el protocolo descriieeviamente

73

t

NJ



Materiales y Métodos

B.45 Tincién con Coomassie Brilliant Blu29®

Para poner en evidencia las bandas proteressieltas en los geles de poliacrilami@BS,

los geles se tifieron {2 minutos) con una solucion de Coomassie Brilliant Bi2&(R
0,125%, metanol 50% y &cido acético 10% y luego el exceso de colorante se elimin6 por
lavados sucesivos en solucion de dégle | (metanol 50%, acido acético 10%), destefiido

Il (metarol 5%, acido acético 7%) y PBS.

B.5 Inmunocitoguimica (ICQ)

Para complementar los datagspecto a laexpresionde un determinado marcadoy
obtener informacion de suocalizacion celularlas célulastumorales sembradas en
cubreobjetos se fijaron con paraformaldehido al 4 % durante 3Qtoéna temperatura
ambiente y se permeabilizaron con PB8ton durante 10 miatos. Después de los
lavados con PBEX los sitios de unidon a proteinas ngesificas se bloqueararon BSAal

5% en PBS durante bia a temperatura ambiente. Luego, las muestras se incubaron en
presencia o ausenci@ontrol negativo)el anticuerpo primario correspondiente durante

la nochea 4 °C. Después de los lavados con R&Spreparaciones se incubaron con el
anticuerpo secundario correspondiente conjugado con los fluoréforos Cy3 (1:200) o Alexa
Fluor 594 (1:200) durante 1 hera temperatura ambiente y eonscuridad.Las células
también se tifileron con el colorante nuclearspecifico 4',&liamidino2-fenilindol
diclorhidrato (DAPI) (1:500), durante los ultimos 30 minutos de incubacién con el
anticuerpo secundario para visualizaficleosy la ubicacién nuclear del marcador en
estudio.Finalmente, las preparaciones se montagmm una solucion de glicerol al 95% en
PBS y las imagenes se obtuvieron utilizando un microscapitudrescencia NIKON TE

2000S y un microscopio confocal laderbarridoLeica TCS SP2 AOBS.
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B.6 Ensayo de cierre de herida y sequimiento morfoldgico étutas tumorales

Una vez alcanzada la confluencia, se realiz6 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 realizardVEM sin

SFB, como se describe eBeccion A.l. Finalmente, se visualizaron las heridas al
microscopio invertido y se fotografié cada una de ellas, segun los tiempos programados.
De esta forma, las primeras fotografias se tomaron al inicio del tratamiarias 5 y a las

24 horas donde se fotografiaron los mismos campos. Para cada condicién se analizé el
cierre de la herida con respecto al control mediante el programa Ind&dRl Wound

Healing Tool, que permite cuantificar el area que permanece libreétllas.

Para evaluar los cambios morfolégicos potencialmente asociados con la TEM, las células se
trataron con los MCEB con medio(en ausencia o presencia de PTHrP) en un rango de
tiempo comprendido entre 0 a 24 horas y los mismos campos se obsergaromn
microscopio y se fotografiaron para vidzar los cambios morfolégicos que luego fueron
analizados mediante el programa ImageLds parametros morfol6gicos cuantificados
fueron area, perimetroforma redonda eje mayor, eje menor y relacion depasto (AR

por sus siglas en inglés) que representa la relacién entre el eje mayor y el eje menor que
denota el grado de elongacién celulde acuerdo aestudios previogGoto et al., 2017,

Zhou et al., 2020)

B.7 Ensayo inmunoabsorbentkgado a enzimas (ELISA)

La protela SPARC presente en los MCE se determind 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 decaptura que se conjuga a la proteina de interés y un anticuerpo detector
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gue se conjuga comeroxidasa KIRR. El complejo formado se une a un anticuerpo
monoclonal antitag altamente especifico adherido a la superficie del pocillo. Se incubaron

pn >h/ RSOD2y pn > RS &a2tdzOAsy RS I yiAOdzSNLIR:?
durante 1 hora. Posteriormente, los pocillos se lavaron tres veces con solucion de lavado y

aS AyOdzo | NBy O2y wmnn > fetrafm&itbencidiz (TMB) duganteRS | wt
10 mirutos a temperatura ambiente. Luego de agregar la solucién de detencion, se midié

la absorbancia a 450 nm en un espectrofotometro de placa (Biotek ELB800, BioTek,

Winooski, VT, EE. UU.).

B.8 Inmunohistoquimica (IHQ)

Los tumores de los ratones seluyeron en parafina y las secciones se desparafinizaron,
rehidrataron y pretrataron utilizandta técnica deecuperacion de antigeno mediada por

calor (vapor) con solucién de citrato de sodio (10 mM, pH 6) durante 30tosia 95 C.

Luego, lasecciones se lavaron dos veces con PBS y se bloquearon con BSA al 2% y se
agrego el anticuerpo primario correspondiente durante la noche a 4 °C. Después de dos
lavados con PBS, la peroxidasa enddgena se bloque6,6e@alH80 % durante 30 mirios

y el antcuerpo secundariqcontra la especie del anticuerpo primario y conjugado con
peroxidasa) se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. La tincién
AYYdzy2KAad2ljdzNYAOFr &S NBIFfATs YlydaftyYSyidsS Oz
YAGE o! . /1 aMA, EB.UY) dthaBugr8a=con las instrucciones del fabricante.
Luego de monitorear mediante visulizacion con el microscofsioreaccionde la
diaminobencidina@AB catalizada por la peroxidasa (conjugada al complejo proteina de
interés-anticuerpo primarieanticuerpo secundariose detuvo con agua destilada, se
contrastd con hematoxilina, se deshidraté y se cubrié con un cubreobjetos. Para cada
muestra, la inmunotinciérjpor el DAB precipitado y de color marrosg visualizdé con un
microscopio 6ptico y sanalizé con el paquete de procesamiento de gmdes Fiji del

programa Image (5chindelin et al., 2012)
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B.9 Aislamiento de ARN v sintesis de ADNc

Con el fin de evaluar los niveles de ARNm de los genesatésnel ARN total fue aislado

a partir delas células tumoralesxpuestasa los tratamientos, empleando el kit comercial

4 AIK t dzNBE wb! Laz2ftldAz2y (1A0é RYsSouBnmOKES S5AF Ty
instrucciones del fabricantePara la extraccion de ARN de las secciones del tumor de
xenotrasplante se empleé el kit de ARBasyPure®TRANS, Beijing, China) teniendo en
cuenta las instrucciones del fabricantas kits utilizados permitieron realizar un método
simple y rapido bask en columnas para aislar el ARN total de cada condicién
experimental. Las células y los tejidos fueron lisados enzimaticamente y el ARN se uni6 a
una membrana de silice. EI ADN se digiri6 con ADNasa |. Después de varios lavados, el ARN
de alta calidad fe eluido de la columna y recolectado en tubos eppendaafcantidad y

calidad del ARN aislado se determiné espectrofotométricamente. Esta determinacion se
basa en la medida de la densidad Optica teniendo en cuenta que una unidad de

absabancia a 260 nm egvale a 40 g /ml de ARN.
- Cantidad de ARNg/ml= 40 x DO 260nm x factor de dilucion.

Se considerdla ausencia de contaminacion por proteinas y/o compuestos fendlicos,
considerando que la relacion entre las absorbancias a 260 nm/280 estaba
comprendidaentre 1,8 y2,0. Las muestrade ARN fueron guardadas-80 T hasta su
utilizacion.Luego, delARN obtenido se sintetizd6 el ADN complementario (ADNCc) a partir

RS m >3 RSt !wb LINBOGALFYSY(iS LWHZNATAOIARZ2 dziAf
Reverse¢ NJ y & O N WLfiplie@ PiosystamsEE.UGLINE GA 4G 2 RS ANl yR2Y
O2Y2 OSo6FR2NBazx & RS fI Syl AYl Sepemndoed { ONK o6 S
KASt2 f1 aYIF&aUSNXYAEE 1jdzS AyOfdzes w >f RS awte
nyR&®taRb¢taAEEé Hp:- O6mMnn YaoT dawe¢wlyR2Y t NA
WSOSNES ¢NIYyAONRLIIFaSéd [dzS32 asS YSI Ot NRYy |
para cada condicién experimental. A continuacion, la retrotranscripcion se realizé en un

termocidador 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 &%fConcentracién de ADNc, que

debe ser similar en todas las muestras, se determind por espectrofotometria, teniendo en

A

cuent IjdzS dzyl dzyARFR RS FT0&a42NblFyOAl | Hcn YyY S
-Cantidadde ADN hebra simple ug/ml: 330260nm xfactor de dilucion

El ADNc obtenido, correspondiente a cada condicion, se amaee-20°C hasta su

utilizacion.

B.10 RFPCR Cuantitativa en Tiempo Real

La reacciéren cadena de la polimerase llevo a cabo en un sistema de PCR en tiempo

real (RFqQPCR)(Applied Biosystems, modelo 7500). Las reaccionesR#gPCR se

LINB LI NI} NRYy dziAf ATl yR2 a&{Biosysteni3BEUS ¥l ADMcaé SNJ a A E
GAPDH se amplifico en paralelo para todos los geae® control enddégeno. Para cada
experimento, una reaccion donde se afiadi6 agua como muestra, sirvi6 como control
negativo. Definido como el nimero de ciclos fraccionaride qPCR en los que la
fluorescencia alcanza una linea umbral fija, el valor CT se calcul6 para cada gen a partir del
promedio de tres medicionesl.a variacion respecto al control endégemo/() &e calculd

de acuerdo a la siguiente ecuacion:

ﬁ/ ¢ grelnde it[\ter@sID éen%eGAPDH

Los niveles de ARNm se calcularon de acuerdoféaraula 2"/ {Livak ySchmittgen,
2001) Los primers utilizados fueron los siguientesp-CACCTCTGGACTTGCCITTC
(forward) vy p GGCTGCATCTCGAGAGO TTTreverse) para Himh Tp-
TGCAGATTATGCGGATCAABRACGorward) y p-TGCATTCACATTTGTTGTGCI&GTAG
(reverse) para  VEGF; p-CCTTCACTTTCCTGGGBAAG(forward)d e - p
CCATTCACGTCGTCCT-0AE®ersg para MMP9; 5-AGATGTGAGTGCCAGAT&T
(forward) y 5 TAGACTGCTACCATCC@ATC(reverse) para MMF, 5-
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TTCACAGTGGAGAAGCEH (orward) y 5-GCCTGGTGATGCTGAXAG  (everse

para ZEB1;5-GAACGCATTGCCACATACAGrward) y 5-ATICG&GCTTGTTGTCATTC
3'(reversg para Ecadherina; 5-ACAGAGTGAGGAGCCTGGAGAEGfeAvard) y 5-
CAGTATTGBEAGA TCTGAGCCGTeversg para Citoqueratina 18; 5-
AACCGAAGAGGAGGTG(Borward) y 5- GCA AAG AAG TGG CAG GARGieverse

para SPARC-ACCACAGTCCATGCCAJ C@orwardo eTCQACCACCCTTGTGCGTGTA
0 ONBYSNAESU LI NY D!t51 @

B.11 Extraccion de ARdbequeriosy sintesis de ADNc

Para el andlisis dmiRs = realizé la extraccion de ARNilizando el kitde extraccion
mirVana (Thermo isher, EE.UY EI protocolo utilizado fue el indicado por el fabricante
para células en adhesiohuego de la lisis celul@ 2y St a[ & & A,&«xrealizf RA y 3
una extraccion deARNtotal con fenolacidacloroformo pH#4.5 (con alcohol isoamilico
125:24:1)(AM9720, Thermo Fisher, EE.Unediante centrifugaciéon a 10000 x g por 5
minutos a 4°Cse recuperd la fase acuosa (fase en la que se encuentraR#).
Posteriormente, se agregaron 1/3 de etanol del volumen recuperado de la fase acuosa y la
mezcla se cargd en una primera columna con un filtro de fibra de vidrio obteniendo los
ARN pequeiios <200 pb) en la elucion. Para enriquecer la fracciorAB®Ss pequefios
dentro de lacual se encuentran los f8, se agregaron 2/3 de etanol del volumen de
eluido obtenido y se realiz6 una segunda filtracién en una columna con filtro de vidrio. El

eluido find se almacend a80°C.

Con la fraccion extraida d&RNs menoresde 200 pb ARN pequefios), se realizia
transcripcion reversa de los Rede interésutilizando un kit TagMan MicroRNAewerse
Transcription (Thermo $ier, EE.UY con la finalidad de obteer el ADNgcde acuerdo a lo
indicado por el fabricanteSe prepardt | & Ynixé{pard dla reacciom > mp >f RS
100mM; 1> f tréScriptasareversa Multiscribe®; 1,5t 6 dzF¥FSNJ mn - T n 3
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Awb Il alF @ n3Xmc >t RS, elcHalzbe mrtudoNsB hidbSPad dzdd S a I 0
reaccion deetrotranscripciond S dzii A £ deimiR&l@Iyunacoredntracion total de 10

ya & 1 >f RS YI a85NBESAEDNDS B NBAdaseFS kitiR S LINA
dTagMan MicroRNA AssayThermo Fher, EE.UY para las hebras 3p y 5p de los miRs

miR423 y miR27a. La reacciéon dRTFPCR se realizd6 en un termociclador aplicando el

siguiente protocolo: 30 mimosa 16°C, 30 mitosa 42°C, 5 mimosa 85°C y 10 mutos

a 4°C. Lo anterior permitié obtenlos ADNogue se almacenaroa-80°C.

B.12RTFPCRuantitativa con sondas TagMan

Para medir la expresion de losRede interés se utilizo la técnica d@FgPCR con sondas

TagMan, la cual entrega valores cuantitativos de expresion a través de la medicion de
fluorescencia debido a la presencia de sondas marcadas con fluorocromos que se unen
especificamente a la secuencia en estudio. Se utilizé el protocodadie por el

fabricante.S preparéun mastermix para los miRs en estudio tanto para la hebra 3p como
laSp.LaYl 80 SNXYAE AyOfdzes wmn >t RS ¢ltljalyt !'yAgdSs
FisheftEEUUZ T13Xct1 >f RS | 3dzZ tAONB RS ydzOf SIal z
GragMan® MicroRNA Assay ™ X o ADNe Ea réa&@ion dRTFPCR se llevo a cabo en

un equipo StepOne Plus Reédime PCR (Thermo Fisher), de acuerdo al siguiente
protocolo: 10minutosa 95°C, y luego 40 ciclos a 95°C pamirfutosy 60°C por 1 mimo.

Cada reaccionelRTFgPCR se realizior triplicado y secuantificd por el método 2 ! Para

normalizar los datos se utiliz6 ARN nuclear pequefidé como control enddgeno.

B.13 Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico, se utilizé una prueba t de Student de dogSn&decory

Cochran, 1989y la igualdad de varianza para determinar las diferencias significativas
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entre dos grupos ddatos. Los valores de P <0,05; <0,01; <0if0itados con asterisso
(*; **; *** respectivamente), se consideraron estadisticamente significativos. Los datos
obtenidos de tres experimentos independientes realizados por triplicado se presentaron

como media + DE.

B.14 AndlisisBioinformé&ico

Se empleod la plataforma GHGene Expression Omnibuysara la obtencion de cuatro
conjuntos de datos de expresion por microarray de pacientes con CCR. Se obtuvieron
datos delassiguientesaccesionesGSE41258: Affymetrix Human Genome U133A Array
54 muestras normales y 186 muestras de tumor primario; GSE3Adfymetrix Human
Genome U133 Plus 2.0 Arra8 muestras normales y 27 muestras de tumor primario;
GSE68468: Affymetrix Human Genome U133A Afr&3 muestras normales y 186
muestras de tumor primario y GSE9348: Affymetrix Human Genome U133 Plusa®.0 A

12 muestras normales y 70 muestras de tumor primdras muestras se dividieron en dos
grupos de acuerdo h tipo de muestra Para obtener los genes expresados
diferencialmente(GED), los datos fueron analizados por GE@22&identificar GEBPn las
muestras normales y tumorales. El criterio empleado fue el de factor de proporcionalidad
(del inglésfold-change o FQ)ara evaluar el nivel de expresioredia (e) para cada gen

siguiendola siguiente formula:

LogFC=umorenormal

A continuaciorse seleccion@ara los genes sobreexpresadtsy’ dzYo N} f RS C/ Yu 0
de expresion mayor al doble) que corresponde a unfE@g 1. Para los genes regulados
negativamente se selecciond un umbral de FC<w2nivel de expresion menor que la

mitad) que orresponde a un LegC<-1. Para la inferencia estadistica se considero por t

student moderadauna probabilidadde p <0,05 yin p ajustado por Benjamini llochberg

(tasa de descubrimiento falso FDR por sus siglas en inylde 0,05 que corrige el
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valor p inicial considerando el testeo multipl&ickman et al.,2014) Estos GED se
incorporaron aprogramaFunRich 3.1.8 a Cdzy OG A2y I f 9y NA(FoKs¥k&yYy G | y I |
et al., 2021) y se analizé el enriquecimiento funcional por Enr{gle et al., 2021)S

exploraronlas bases de datos EMToméhttp://www.emtome.org/) (Vasaikar et al., 2021)

GEPIA2 (6Gene Expression Profiling Interactive Analys® ttp://gepia2.cancer

pku.cn/#index (Tanget al.,2019) y STRING 11 (bttps://string-db.org/) (Szklarczyk et al.,

2021) para explorar lamplicanciaclinica y lainteraccionentre losgenesevaluados en

esta TesisAdemas se utilizd el programa Cytoscape 3.8.2 y su aplicacion stringApp
(Doncheva et al.2019) para integrar los datos de expresion de los GED en redes
importadas de la base de datos STRING de interaccién pregiesteina (IPP) para

visualizar redes oleculares centrales relacionadas con el CCR.
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Capitulo 1

5. Resultados

Capitulo 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
sanguineos y es esencial para ®safrollo y su capacidad metasiéa. En condiciones
fisiologicas durante el desarrollo fetal y en el adulto es un evento que depende de un
balanceentre la expresion de factores antiproangiogéicos que son modulados por
diferentes vias de sefializacién. En el cancer este balancesske @l incrementarse la
expresion y/o liberacion de factores proangiogénicos que provocan la activacion de las
células endoteliales del microambiente estirnda su proliferacién y su capacidad para
formar nuevos vasos sanguineos a partir de los preextiste Como producto de este
desequilibrio, los vasos sanguineos tumorales no se forman completamente, presentan
irregularidades, uniones débiles entre células endoteliales y una membrana basal

incompleta lo que no permite una oxigenacion eficietitander y Finnie, 2018)

Dentro de este evento clave en la progresién tumoral, el rol de PTHrP en la angiogénesis
se ha evaluado en diferentes tipos de tumores, sin embang@articipacion en este
proceso es controversial como se analizara en la seccion Discusion. Ademeésreaxtb

del desarrollo del CCR su rol se desconocia al momento del comienzo de esta Tesis. No
obstante, y como se comenté en la seccidon Introducciée habia demostrado
previamente en el laboratorio donde se desarroll6 esta Tesis que PTHrP activa varias vias
de sefalizacion tales como ERK1/2, p38 MAPK y PI3KZakio et al.,, 2017, 2014,
Lezcano et al., 2013; Martin et al., 20jtle son capaces de modular la exgén de

factores proangiogénicqséiammoud et al., 2016; Xu et,a2015)

Por lo tantq en esteprimer Capitulo se explordutilizando modelosn vitro e in vivg si
PTHrPen su rol comcocitoquina promuee la expresion de factores proangiogénicos y
eventos asociadogon el fin de evidenciar si es un mediadorla interaccion entre las

células tumorales intestinales y las células endoteliates! proceso de angiogénesis.
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Seccion 1Estudio dé efecto dePTHrRen la modulacién de la expresiae factores

proangiogeénicos en células tumorales intestinales

1.1 PTHrP aumenta los niveles de ARNm de los factores implicaldoaremnogénesis,

VEGF, HiIM M ¥ -9 BIMR7 en las lineas celulares Cagg HCT 116

Para evaluar el posible rol de PTHrP en la angiogénesis asociada al tumor, inicialmente se
explord su efecto en la expresion del factor angiogénico \EfGIBs célulasumorales
intestinalesCace2 y HCT116.0s ensayos de RJPCR revalon que los nivelede ARNm

de VEGF aumentan después del tratamiento con PTHr® [0 durante 20 loras en

ambas lineas celularefifura 14). Ademasgl péptidotambién aumentd los niveles de
ARNmM de otras moléculas involucradas en la angiogénesis b9, HIFv b MRIP-7

(Figura 14).
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Figura 14. PTHrP aumenta los niveles de ARNm de los factoreplicados en la

angiogénesi& EGFMMP-9, HIFm y MMP-7 en las lineas celulares Cay HCT16.Las

célulastumorales intestinalese trataron con o sin PTHrP*iM durante 3 y 20 brasy

los niveles de ARNm de estos factores proangiogénicos se analizaron mediafRERT

como se describe en Materiales yeibdos. Los graficos de barras representan lioglas
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de ARNm de VEGF, HiE MMP-9 y MMP7 de tres experimentos independientes

*p<0,05 con respecto al control.
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Seccién 2Estudio de eventos en las cédlas endoteliales asociados a la angiogénesis

tumoral bajo laaccion de PTHrP

2.1Las célulatumorales intestinalesxpuestas a PTHiRcrementanel nimero de células
endoteliales

La angiogénesis tumoral se establece y mantiene mediante una congplgjanicacion
entre las células tumorales y las células endoteliales. Por lo tampleamoscélulas
HMEGL, una linea celular inmortalizada de células endoteliales microvasculares humanas,
y losMCTpara evaluar el efecto sobre las células endoteliales de los factores liberados por
las célulagumorales intestinalegxpuestas a PTHrPdg esta manergrobar el potencial

angogénico tumoratel péptidoin vitro.

Con ese fin, primertievamosa calo estudios para probar si IddCTde célulasde CCR
tratadas con PTHrpor 24 toras modifican el nUmero de células endotelial& estimo el
namero de células usando cristal violeta, un colorante basico que tifie los nudcleos
celulares, y se obsengue losMCTaumentaron la absorbancia en un 23,2 RMC(Tde
células Cac@ tratadas con PTHrP) y en un 27,4MeT{de céllasHCT 116 tratadas con
PTHrP) con respecto a las células expuestsCade control Figura 15A). Ademas, el
recuento de células vivaan una cdmara de Neubaugue no se tifien por exclusion del
azul de tripao) reveld6 un aumento del 53 % del 62 % en el tmero de células
endotelialesdespués de 24 dras de exposicion al KT de células Caed o HCT 116

tratadas con PTHrP, respectivamerfégira 15B).

A partir de los resultados obtenidos con los colorantes cristal violeta y azul de tripano,
seguidamente decidimos emplear el kit comercial Cell-blee® AssayPromegaEE.UY
Las células endoteliales expuestas por 24 horas con el MCT de célula® cCCBicT116

tratadas con PTHrP fueron incubadamn resazurinacon el fin de evaluala capaalad
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metabdlica de estas células conmalicador de viabilidad celular. Se encontr6 dog MCT
de las células Caedy de las células HCT116 tratadas ambas con PTHrP aumelataron
biorreduccion de resazurinen las células endotelialesspecto al contro{49,8% y57,3%

respectivamente)Kigura 15¢

En conjunto, ests resultados indican que Io¥ICT de célulastumorales intestinales
tratadas con PTHrP aumentan el nimero de células endoteliibkes Basado®n estos
hallazgos, luego estudiamos si el mayor numero de células HMiEQIebe a una mayor
tasa de proliferaion, auna menor tasa de oerte celular o ambas. Asi que evaluamos la
expresion de marcadores moleculares relevantes asociados con la regulacion de la
apoptosis y la proliferacion mediante analisisWestern blot Tal como se observa en la
Figura 16los MCTincrementanlos nivelegproteicosdel antigeno nuclear de proliferacion
celular(PCNApor sus siglas en inglesjue es un indicador de proliferacion celudar el
CCR(Zhou et al., 2018)sin embargo, los niveles de expresion ldepoli (ADRibosg
polimerasa (PARJBOr sus siglas en inglggjue es un masxor apoptotico, 0 cambiaron.
Aunque estos resultados sugieren un efecto prolifemativse requiera mas

investigacionepara confirmar esta acciduel péptida
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Fiqura 15. Las célulasumorales intestinalesexpuestas a PTHriacrementanel nimero
de células endoteliales/A) Tincion con cristal violeta. Se sembré una placa dpdéfilos

con células HMEC (20000 células/pocillo) y se cultivd con IBECTcorrespondientes a
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37 °C durante 24 dras Luego, se determindé el numero de céluldables mediante
tincién con crisal violeta como se describe en Materiales gtbtos. (B) Exclusion de
colorante azulde tripano. Los recuentos de células se realizaron en una camara de
Neubauer mediantda técnica deexclusiénde azulde tripano. Los datos mostrados son el
promedio del numero de células con respecto al control de tres experimentos
independientes (O ElI numero de células viables se determind mediante tincion con
resazurina. Los resultados se expresaron como porcentagivelal 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 HMEL se trataron con los MCT correspondientes
durante 24 horas y luego se realizaron analisisVdestern blot usando anticuerpos
especificos(A) anti-PARP yB) anttPCNA Ademas se empled el antepo anttGAPDH

para determinarlos niveles de la proteina GAPDH como control de la cantidad de
proteinas presentes en la membrana, ya que esta proteina no se modifica sustancialmente
con el tratamiento por la citquina (© Se muestran inmunotransferencias

representativas.
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2.2 Las célulatumorales intestinalegxpuestas a PTHifcrementan la capacidad
migratoriade las células endoteliales

Durante la angiogénesis tumoral las células endotelial@gran para generamuna
vasculatura tumoralpor lo quea continuaciorevaluamos las propiedades migratorias de
las células HMEC utilizando insertos transwelllpgsMCT, como se describe en Materiales
y Métodos. En estas condiciones, se permiti6 que dékilas endoteliales migraran
durante 16 loras Como se muestra en Egura 17A, los MCTobtenidos de las células
tumorales expuestas a PTHmtrementaronnotablemente la movilidad de las células
endoteliales. Se obtuvieron datos similares cuando lasllaglendoteliales se €o
cultivaron con ambas lineas tumorales tratadas previamente con PTafnpleando
insertos TranswellRjgura 17B). La migracion déas células HMEQ en los grupos de
control (MCTo células sin tratamiento con PTHrRgura 17A y B, respectivamente)
probablemente se deba a la expresién enddégena de moléculas proangiogénicas por parte
de las células de cancer de colon independientemente del tratamiento con P3eirP.

muestran las correspondientes cuantificaciones efi¢ara 17C
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Figura 17. Las célulastumorales intestinales expuestas a PTHrRncrementan la
migracion de las células endoteliale€valuamos las propiedades migratorias de las
células HMEQ utilizando insertos transwell(A) MCT como quimioatrayente. Se
sembraron un total de 20.000 células HME€n medio sirSFBen la cdmara superior (en

la parte superior de logsertog. Luego, loMCTse agregaron a las camaras inferiores.
(B) Ensayos de cottivo. Las células Ca@y HCT16 se sembraron en la cAmara inferior

de los pocillosse cultivaron durante 48dnas seguido del tratamiento con o sin PTHrP.
Luego, se sembraron un total de 20.000 células HUWEG medio sirSFBen la camara
superior (en la parte superior de lassertos). (O Quantificacion de los resultados
expresadoxomo porcentaje de células migradas en relacion con el control. Los datos son

representativos de tres experimentos independientgs<0,05 con respecto al control.
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2.3 Las célulastumorales ntestinales expuestas a PTHrP inducen la formacion de

estructuragubularesen las células endoteliales

Para profundizar respecto ala participacion dePTHrP en el proceso de angiogénesis
asociadaal tumor, empleamos el ensayo de formacién de tubos utilifauna matriz de
Geltrex para evaluar la capacidad de las células endoteldddsrmar una red tubular.
Las células HMEQ se sembraron en d&hkrex y se incubaron con loMCT
correspondientes. Después de 2&ras las células se fotografiaroeampleando un
microscopio de luz invertida. Como se muestra eRidara 18A, los MCT de ambas lineas
tumorales tratadas con PTHmRdujeron la formacién de estructuras similares a tubos en
lascélulas endoteliales sembradas erltex y también formaron una estruataireticular

compuesta por células HMHEC conectadas. La cuantificaciomorfoldgica de las

estructuras de tres experimentos independientes por el programa Image J demostré un

aumento notable en el nimero de nodos, uniones, puntos de ramificacion y emgituid

total de las ramificacites (Figura 18B).
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A MCT (Caco-2) MCT (Caco-2 + MCT (HCT116) MCT (HCT116 +
PTHrP) PTHrP)
B
N° de Longitud total de las
N° de nodos | N° de uniones ramificaciones ramificaciones
MCT (Caco-2) ND ND ND ND
MCT (Caco-2 + PTHrP) 21 6.5 2.5 739
MCT (HCT116) ND ND ND ND
MCT (HCT116 + PTHrP) 24 6.5 6 735.5

Figura18. Los MCT de célulastumorales intestinalesexpuestas a PTHrP inducen la

formacion de estructurastubulares en las células endotelialesSe sembraron células

HMEGCL (20000 células/pocilb) en pocillos recubiertos conefrex y se cultivaron con los
MCTcorrespondientes a 37 °C durante 2dras Las células se fotografiar@mpleando

un microscopio de luz invertiddA) Se muestran fotomicrografias representativas de
formacinestubularesde lascélulas HMEQ (100x).(B) Los parametros para evaluar la

FT2NXI OAsy RS (dzo2a aS Odz yiATAOHNRY adziSANEA TR-Sy
programa Image la longitud total de las ramificaciones se expresa en pixBlBs.no

detectable.Los datos son representativos de tres experimentos independientes.
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Seccién 3 Estudio de los mecanismos moleculares involucrados en la angiogénesis

tumoral modulada porPTHrP

3.1PTHrP promueve la angiogénesis tumoral principalmente a través de VEGF

Debido a queel numerode célulaslacapacidad migratorig la formacioén de estructuras
similares a tubos de células HME@umentaron en rgauesta a un efecto indirecto del
péptido (dependiente ddas células Caed o HCT16),se infirioque PTHrPoromueve la
angiogénesis tumoral a través de la secrecion de factores proangiogénidas adtulas

tumorales intestinaleestimuladas.Es ampliamete aceptado qudas célulagumorales

secretarian VEGF en el entorno circundante, actuando sobre las células endoteliales para

impulsar su proliferacion, supervivencia, quimiotaxis y migracion, y conduciendo a la
angiogénesis tumordGreenberg et al., 2008Comoobservanos que PTHrP aumenta los
niveles de ARNm de este factangiogénico en las células tumoraleg procedié a
investigar sel péptidotiene una accion indirecta sobre las células endoteliales a traués de

VEGFEempleandoun anticuerpo neutralizante contrage factor.

Para estp evaluamossi la respuesta de las células HMEGbservadas previamente
(Figuras 15, 1¥ 18), difiere o no cuando estas células se expoaeMCTque seincubd
previamentedurante 2 toras a 37 ° C con el antiegpo anttVEGF o coun isotipolgG de
conejocomocontrol. H uso delanticuerpo antiVEGF atenuél incremento en el nimero
de células Kigura 19, el efecto en la migracién celuldfigura 20 y la induccién a la
formacién de vasosF{gura 2), respecto a lo observado prewnente por efecto ddos

MCTsobrelas células endotelialan vitro.

En conjunto,estos hallazgos indican queTHrP aumenta la expresion del VEBHas
células Cac@ y HCT16 e induce su secrecioal medio decultivo. Una vez secretado,
este factormedia el efecto angiogénico deéptido sobre las células endotelialsgendo

este efecto  dependiente de las células tumorales intestinales
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Figura 19EIl bloqueo del VEGF revierte el efecto de METobtenidos a partir de células

tumorales expuestas a PTHeh el incremento delnimero de células endotelialesLas
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células HMEQ se cultivaron a 37 °C durante 2drascon losMCTcorrespondientes que
fueron previamenteincubadosdurante 2 lorasa 37 °C con un anticuerpo neutralizante
especifico dirigido contra el VEGF humano o con una IgG de ammef control Luego,
el nimero de células viables se determinG6 mediante tincidbn castat violeta (A),
exclusiondel colorante azul de tripao (B) y empleando el kit comercial CellTHelue®
Assay ©. Los resultados se expresaomo porcentaje relativo al control de tres

mediciones independiente$p<0,05 con respecto al control.
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Figura20. El bloqueo del VEGF revierte el efecto de MET obtanidos a partir de células
tumorales expuestas a PTHd? la migracion de células endotelialelsas células HMEC

se cultivaron a 37 °C durante 24 horas con los MCT correspondientesugron

de migracion de Transwelé sembraron un total de 20.000 células HME€h medio sin

SFBen la camara suerior (en la parte superior del inserto). LoCMbbtenidoscomo se
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previamente incubadodurante 2 lorasa 37 °C con un anticuerpo neutralizante especifico

dirigido contra el VEGF humano o con una IgG de conejo como c¢AjrBara el asayo
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describiéanteriormente en Materiales y Btodos se preincubaron durante 2tasa 37 °C

con elanticuerpo anti-VEGF6 n Z m ) o @hklgGf de conejacomo control. Luego, se
agregaron los MCa las camaras inferioreBespués de 16 horas se contaron las células
migradas (B) & muestra la cuantificacion de los resultados expresados como porcentaje
de células migradas con respecto al control. Los datos soregeptativos de tres

experimentos independientes realizados por triplicatjs<0,05 con respecto al control.
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A
MCT (Caco-2) + MCT (Caco-2 + MCT (Caco-2) + MCT (Caco-2 +
IgG PTHIP) +19G anti-VEGF PTHrP) + anti-
VEGF

MCT(HCT116)+ | MCT(HCT116+ || MCT(HCT116)+ | MCT(HCT116 +
1gG PTHIP) +1gG anti-VEGF PTHrP) + anti-
VEGF

B
Nodos | Uniones | Ramificaciones | Longitud total de las ramificaciones
MCT (Caco-2) +igG ND ND ND ND
MCT (Caco-2 + PTHrP) +igG 31 8 6 608
MCT (Caco-2) + anti-VEGF ND ND ND ND
MCT (Caco-2 + PTHrP) + anti-VEGF ND ND ND ND
MCT (HCT116) + igG 4 2 2 152
MCT (HCT116 + PTHrP) + igG 51 15 13 898
MCT (HCT116) + anti-VEGF ND ND ND ND
MCT (HCT116 + PTHrP) + anti-VEGF ND ND ND ND

Figura2l. El bloqueo del VEGF revierte el efecto de MET obtenidos a partir de células
tumorales expuestas a PTHrEn la formacion de estructuras tubulares en células
endoteliales.Para el ensayo de formacién de tubasrecubrd una placa de 96 pocillos
con Gltrex y los MCT fueron previamente incubadodurante 2 horas a 37 °C cat

anticuerpoanti-VEGF n ~ m ) occdnx uvil§G de conejeomo control. Luego, las células

HMEG1 (20000 células/pocillo) se sembr@r en los pocillos recubiertos coreldex y se
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cultivaron con los MCa& 37 °C durante 24dnas Las células se fotografiar@mpleando

un microscopio de luinvertida. (A) Se muestran fotomicrografias representativas de
formaciones en forma de tubo por células HME00x)(B) Los parametros para evaluar

fl F2NXI OAsy RS {(dzo2a a8 Odz yiiTAOFNRYT SINEA f A
del programa Image lla longitud total de las ramificaciones se expresa en pixeles. ND: no

detectable.Los datos son representativos de tres experimentos independientes.
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3.2PTHrP aumenta los niveles de ARNm de VEGH,'HMMP-9 en |s lineas celulares
Cace2 y HCT16 a través de las vias de sefalizacion ERK1/2 y RI3K/A

Como se comento en la Introducciom les estudios previosealizados en el laboratorio
donde se desarroll6 esta Tesis se obtwexadencia de quda mayoria de los efectos
ejercidos potel péptidosobre las células Ca@oy las células HCT116 son mediadodamor

vias de sefalizacidhe lasMAPKSs yde PI3K/Akt(Lezcanoet al.,2013;Calvo et al., 2014;
Martin et al., 2014 Calvo et al., 2017; Martin et aR018) ERK1/2 y Akson proteinas
centrales en muchas vias celulares que conducen a la angiogénesis. Por lo tanto, para
investigar la relacion entre las vias de sefalizacién de ERK 1R WMRBK/Akactivadas

por PTHrP y el proceso de angiogénesis asociado al tumor, liasscéimorales
intestinalesse trataron previamente con PBO059 (un inhibidor de la quinasectivadora

de ERK2, MEK), LY29400@n inhibidor de PI3K) o G&0693 (uninhibidor de Akt
quinasa) y luegse efectud el tratamient@won PTHrP seguido ldandlsis por RFqPCR.
Como se muestra en laigura 22, losinhibidores de ERK1/2 y PI3K/Alktvirtieron el
aumento de los niveles de ARNm de VEGFMHIF € -9aem Its lineas celulares Calo

y HCT16inducido porPTHrPEstos resultados sugieren que el efecte PTHrP sobre la
expresion de estos factores proangémicos depende de las vias ERKy PI3K/AktSi

bien aun desconocemos la relacién entre lda de sefializacion de PI3K/Akt con la
modulacién de la expresion de MMR los resultados presentados en kgura 22
sugieren que laiade las ERK 1/2 MAPK también participa en el incremento del ARNm de
MMP-7 inducido por PTHrP en ambas lineas de CCR.

Luego,para determinar si ERK1/2 y Aktedian el potencial angiogénico de las células
tumorales intestinalesnducido por PTHrPlas células tumoralegueron pretratadascon
PD98059, LY294002 o BSB693, para inhibita actividad deERK 1/2 y de Aktuego
incubadascon PTHrP durante 24ohasy finalmente se obtuvieron los MCT @mo se

describe en Materialeg Métodos.
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Luego de la exposicion de las células endoteliales a los pptCIb horasse observo que

la inhibicién de las vias def&lizacion de ERK1/2 y PI3K/Aktlas células deCCRanul6

los efectos estimulantes dies MCTen la migracion dedas céllas HMECL (Figura 23).
Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que la activacion de Akt y ERK1/2 por
PTHrP en ambas lineas celulares es un evento temprano que conduce a la induccién de la
expresion de VEQFde otros factores angiogénicos con el consecuamat@portamiento

angiogénico de las células HME@ediadoal menospor VEGF secretado.
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la quinasa activadora de ERKIZ9 YO X [, HdpnAanH oOopn >alL o6dzy A
GSK690ho 6 nIm >al 0O dgyinagayKuegorsRelestlorRSratamjeiiton

PTHrP seguido del analisis por-dPICR de los factores proangiogénicd&G¥, HHm h %

MMP-9 y MMPR-7. Los gréficos de barras corresponden al nivel de ARNm de tres

experimentos independiente$p<0,05 con respecto al control.
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Figura 23. La inhibicion delas vias de ERK1/2 y de PI3K/Akierte la migraciénen
células endotelialesinducida porel MCT obtenido de células tumorales expuestas a
PTHrP Se sembraron células HMECen la camara superiade filtros Transwelly se

afiadieron a las camaras inferior®4CT obtenidos a partir de ambas lineas celulares

tumoraleslas cuales fueron previamente tratadas con DMSO (vehiculo de los inhibidores)

o con los inhibidoresle (A) PI3K,B) Akt y O ERK1/2y luego incubadas en presencia o

ausencia de PTHrBe muestran fotanicrografias representativas de tres experimentos

independientes realizados por triplicado.
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Seccion 4Estudio de la acion directa de PTHrfobrelas células adoteliales

4.1 Eltratamiento directocon PTHrRumenta la fosforilacion de ERK1/2 y el nimero de
células pero no estimula la migracion ni la formacién de tubos de células endoteliales

Los resultados hasta el momento obtenidosstraron que PTHrP ejerce un efecto
indirecto sobre las délas endoteliales que es dependiente de las células tumorales ya
gue observamos que los MCT provenientes de las células de CCR expuestas a PTHrP
inducen un aumento en el nimero de células, la atgn y la formacion de estructuras
similares a tubos en las células endoteliales HIERara explorar si PTHrP también
ejerce efectos directos (independientes de las célulasnoraleg sobre el
comportamiento angiogénico de las células endoteliafgBneramente se analizési el
receptor de PTH/PTHrRRPTH) se expreseaen las células WIECL. El andlisis de las
proteinas de los lisados celularesediante Western blot mostré la presencia de un
componente de 90 KDa qumrresponde al tamafaeportado parael RPTH maduro
(Kaufmann et a). 1994) (Figuma 24A primera call¢. Como controles positivos se
emplearon lisados de células Ca&oy HCT11@Figura 24\) ya que previamente se
detectdla presencia de este recepten ambadineastumorales intestinaleg¢Calvo et al.,
2009; Calvo et al., 2014n base a este hallazgeguidamentese investigési el péptido
tambiénes capaz de activamaviarelevante en el comportamiento angiogéni@mmo es

la sefializacion desMAP quinassen células endoteliales, estudiando la fosforilacién de
ERK1/2.Para estolas células HMEC fueron tratadas conPTHrP (18 M) durante
diferentes tiempos y luego se realizaron analisisMestern blotcon un antcuerpo que
reconocela forma fosforilada yactiva deERK1/2. Como se muestra enHmura 248,
PTHrRncrementola fosforilacidonde residucs de tirosinapresentes en sitios de activacion

de ERK1/2 a la hora de tratamiento.
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Siendola primera evidenciade la accion de PTHrP en estas células endoteliakes,
procedio aevaluarsi el efecto delpéptido es dependiente de su dosis. Para tal fin se
ejecutaron experimentog€on dos concentraciones diferentgs seevalw el nimero de
célulasmediantelos ensaya de tincion con cristal violetade exclusiordel colorante azul

detripanoy de CellTiterblue®empleando el sustratocesazirina).

El recuento de células vivasr camara de Neubauer reveld que PTHrP a dosis Hey10
10" M durante 24 horas de tratamientaumentéel nimero de células endoteliales en un

44 % y un 60 Y%espectivamente con respecto a las células no trataBagi(a 24).

Asi mismo, mediante la tincion con cristal violeta se observé en las células expuestas a
PTHrP 10M y 10®M un incremento de la absorbancia en un 27% y 42%, respectivamente,
con respecto a las células no tratadgfgfra 240). Inclusq se hallé quéTHrP a una dosis

de 10® M durante 24 lrasde tratamiento aumento la biorreduccién de resazurina, lo
que se evidencidé en unincremento en la medicion de fluorescencia en 2ir% con
respecto a las célulasxpuestas alehiculo(control) (Figura 240). Esta respuestde las
células endoteliales BTHP serevirtié por completo en presencia del inhibidor de ERK1/2

(Figura 25.

Estos resultadosevidencianque PTHrP por accién directa aumenta el numero lae
células endotelialesHMEGL. Teniendo en wgenta estos hallazgpsse evaluaron
seguidamentelas expresiones del marcador de proliferaciéon (PCNA) y del marcador de
apoptosis (PARP). Como se observa dfigara 26 € tratamiento conPTHrPsobreestas
células aumento los niveles proteicde PCNA pero no promovio la degradacién de PARP
sugiriendoque el péptido tiene un efecto proliferativoSe necesitan mas investigaws

para confirmareste tipo de respuesta dias células HMECa partir de la accion directa

de PTHIP.

Finalmente se analizaron lggopiedades migratoriasutilizado insertos transwell y la
formacion de estructuras tubulares mediang ensayo de formacion de tubos usando

matriz de GeltrexA pesar deefecto observadode PTHrP sobrel nimerode células se
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concluyé que el péptido (10® M) afiadido directamente a lascélulas o como
quimioatrayente no modificé la migracion de las células HUEEgura 2A) ni estimuld
la formacion de tubogn lascélulas endotelialekiego de 2oras de tratamientoKigura

27B).

En conjunto, estos resultados sugieren qu®THrP ejerce sus efectos sobre el
comportamiento angiogénico de las células endoteliafgacipalmente en forma

dependiente de las céluldasmorales intestinales

113



@]

Absorbancia
(% respecto al control)

| B S| -37kDa o5 12 -
s— E
so,s T
B X 0,4 -
PERKTZ | s Sy | -44kDa = 0 - . :
5

Captulo 1 z Seccion 4

A HMEC-1 Caco-2 HCT116

RPTH1

L_I <ERRk 1,6 @ control

OPTHrP

GAPDH

1 24 hs
carpn | N S| - 37 kDa
PTHIP - + - + -+
1 5 24 (hs)
D
160 - * *
* 160 - ¥
120 - =
8 E 120 -
2 6
80 - S =2
% o 80
s §
¥ g
i E @
40 ‘5 :é 20
0 . . ) 0 -
Control PTHrP 107'M PTHrP 10°*M Control PTHrP 10°M PTHrP 10°°M
*
E 120 -
2100 -
& €
S 8 80 -
g ®
2 g 60 -
53
el 3 40 N
£ 20 A
0 .
Control PTHrP 10°M PTHrP 10*M

Fiqura 24. Rol directo de PTHrP en células endotelialgs). El analisis d&VesternBlot de

lisados de células HMHECse llevé a cabo utilizando un anticuerpo dRBTH1La lineas
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celulares Cac@ y HCT16 se usaron como control positivo. Se muestra una
inmunotransferencia representativéB) Fosforilaciéractivacionde ERK 1/2 inducida por
PTHrP en células endoteliales. Las células HM&rataron con PTHrP (£01) durante
diferentes intervalos dei¢mpoy se realizO Western blot usandm anticuerpo que
reconoce la forma activa dERKR MAPK (GE) Medicién del nimero de células. Las
células HMEQ se cultivaron con PTHrP tig 10" M) a 37 °C durante 24ohas H
namero de células viables fuketerminado por(C) tincidn con cristal violetaD) exclusion

del colorante azul de tripano {E) ensayos de resazurina. Los resultados se expresaron
como porcentaje relativo al control de tres mediciones independientes realizadas por

triplicado.*p<0,05con respecto al control.
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Figura 25 La inhibicion de la via de ERK1v@vierte el incremento en el nthero de

células inducido por PTHrP en las células endotelidles células HMELCse pretrataron

O2y t5dynpd ouHn >al0 2 02V 5a{h O0OSKNOdz 2 RS
presencia o ausencia de PTHrP® M. Luego las células fueron contadas mediasate

ensayo deazul de tripano Los graficos de barramrcespondenal nimero de chilas

respecto del controlde 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 degradacion de PARP eélulas HMEQ. Las células HMEC se trataron

con PTHrP (1DM) durante 24y 48 horas, y luego se realizaron los anélisis de Western
blot usando anticuerpos especificos. Como control de siembra se emple6 el anticuerpo

anti-GAPDH. Se muestran inmuramsferencias representativas.
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A
Control negativo
(0% SFB)
' Células endoteliales
Membrana de 8 pm de poro
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(5% SFB)
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Células endoteliales + PTHrP (10 M)
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B Control negativo PTHrP PTHrP Control positivo
(0%SFB) (107 M) (108 M)

Figura 27 PTHrP no modifica las propiedades migratorias ni la formacion de tubos en
células endoteliales en los tiempos y concentraciones estudiad(s) Ensayo de
migracion por Transwell. Evaluamos las propiedatiggratorias de las células HMEC

utilizando inserte Transwell como se detall6 en Materiales gtdlos. Se contaron las

células migradas y se muestran fotografias representativas de tres experimentos
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independientes realizados por triplicad@®) Ensayo ddormacion de tubos con matriz de
Geltrex donde se agregé el péptigor 24 horas (a una concentracién de’Mo 10%M)
directamente a las células endoteliales para evaluar la formacion de estructuras similares
a tubos. Como contrgdositivo se empled MCTobtenido de células HCT116 tratadas con
PTHrP. Se muestran fotomicrografias representativas de tres experimentos

independientes realizadgsor triplicado (100x).
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Secciérb: Ensayosn vivo

5.1 PTHrRumenta la expresion de VEGF vy el nUmero de estructuras con caracteristicas de
vasos neoformados en xenoinjertos tumorales

Con el fin decorroborarin vivolo observado hasta ese momento en los modeiositro,

se explorési PTHrRes también capaz de modulkr expresion del factor angiogénico VEGF

en tejidos tumorales de xenotrasplastede células HCT116 en el modelo murino
N:NIH(S)_nu. El analisis por-PICR mostro niveles aumentados del ARNm del VEGF en
tumores tratados con PTHrP con respecto a los niveles observadias enmores de
ratonescontrol (Figura28A). Ademas, también observamos nivepgsteicosaumentados

del VEGF por analisismunohistoquimico de estos tejidos tumoraldsigura28B). En
concordancia con los resultados informados por otros autores, la localizacion de VEGF se
observd cerca de la membrana nucleaely el citoplasma(sefialado con una flecha)
sugiriendo también Igosible participacion de este factor en una sefializacién intracrina
(Bhatacharya et al., 2016; Domigan et @&Q015) Apartir de estos resultados, evaluamos

la expresion de CD31 por inmunoloigiimica en los xenojertos de célulasHCT116
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
neoangiogénesi§Avdalyanet al.,2012) Esta proteina indica la presen¢anto de vasos
neoformados como vasos normales preexistentes en tejidos neoplasicos y no neoplasicos
(Gee et al., 2003)Por lo tanto, para evitar erroresflo evaluamoda marcacion positiva

para CD31 de estructuras con caracteristicas de vasos neoformados, lo que se correlaciona
con un estado de mayor proliferacion de las células endoteliales. La cuantificacion se
realizé contando el numero de células o estructuras camaateristicas de vasos
neoformados que se marcaron positivamente para CD31 en 10 campos aleatorios a un
aumento de400X. No se contaron ni los grandes vasos con paredes hialinizadas ni las
células inflamatorias con marcacion CD31+, los que pueden distegide las células

endoteliales en base a diferencias morfoldgicas. Se detecté que los tumores de células
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HCT11@ratados con PTHrP mostraban un aumento del nimero de células o estructuras
con caracteristicas de vasos neoformados (CD8dspecto a aquéds tratados con el
vehiculode PTHrRFigura28C). Estos resultados sugieren que PTHrP ejerce un efecto
aparentemente proangiogénico en xenotrasplamtde células HCT116 en un nebal

murino N:NIH(S)_nu.
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Figura 28 PTHrP aumenta la expresion proteica y el nivel de ARNm del VEGF, vy el
ndmero de estructuras con caracteristicas de vasos neoformadosvo. Los tumores de
xenotrasplante de HCT116 de ratones N:NIH(S)_nu se analizaron me(#griR¥gPCR

para evaluar los niveles de ARNm de VEGF en tumores tratados con PTHrP respecto al

nivel observado en tumores tratados con PBS. Los graficos de barras represant
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niveles de ARNm del VEGTara el andlisis por inmunohistoquimica, las seccialees
tumor se incubaron conB) el anticuerpo antVEGF (la flecha indica la marcacion
perinuclear del VEGF),(€)el anticuerpo antiCD31(las flechas indican la marcacion de
estructuras corcaracteristicagle vasos en neoformacion). Las imagenes cornedpo a
tumores tratados con PTHrP (derecha) y de tumores tratados con PBS (izquierda). La
inmunoreactividad se cuantific6 con el paquete de procesamiento de imagenes Fiji del

programa Image J.*p<0,05 con respecto al control.
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Discusion delCapitulo 1

El CCR es una de las principales causas de muerte por cancer en el (Sungcet al.,

2021) y a pesar déos avancegn su diagnoéstico y tratamiento, aln es necesatiwidar

los mecanismos quéavorecenla progresion a etapaavanzadado que constituye la
principal causa de fallecimient®artiendo de los efectos previamente observados en el
laboratorio donde se desarroll6 este Trabajo de TéSa&vo et al., 2017, 2014; Lezcano et

al., 2013; Martin et al., 2014, 20183 penso6 que otro posible modo de accion de PTHrP
sobre las células derivadas del CCR podria ser a través de la liberacion de factores
bioactivos inducidos por el péptido que facilitan el crecimiento tumoral exitoso y el
establecimiento de metastasis, siendst@s depenientes del proceso angiogéni¢@onca

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 metastgsioporcionando
resultados prometedores y permitiendo el desarrollo de inhibidocestra factores
proangiogénicos como el nticuerpo monoclonal bevacizumab (un anticuerpo
humanizado contra VEGF) utilizado en combinacién con quimioterapia para el gatami

de tumores como el CCR metasti(Sanchezsundin et al.2018) Sin embargo, debido a

la naturaleza multicausal del cancer y a la generacion de resistencias vistas hacia estos
tratamientos, es importante revisar y continuar con la investigacion de este proceso y su

regulacion para delinear nuevas terapias alternativas.

Dentro de la vasculatura, las células endoteliales producen Ppehdexisten diferentes
reportes sobre la expresion del receptor RPTMientras que &s células endoteliales
humanas producen PTHrpero no el receptor RPTHRian et al., 1994lps células del
musculo liso egresanRPTH1sugiriendoque PTHrP producido por las células endoteliales
puedeactuar de manera paracrina sobre estas células muscu{®iesond et al., 2006)

sin embargoestas evidencwno descartanun efecto autocrino de PTHrP.
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A pesar de que varios trabajos sugirieron que el péptido tiene un roél@roceso
angiogénicolos datos son contradictoriqg\kino et al., 2000; Bakre et al., 200Ppr un

lado, Bakre y colaboradores encontraron por primera vez una accion inhibidora de PTHrP
en la angiogéesis en tumores de prostai@akre et al., 2002H impacto del patron de
expresion de PTHrP en el crecimiento de los foliculos pilosos también sugiere un papel
inhibidor en la angiogénes{®iamondet al., 2006; Skrok et al., 2013demas, Deckers y
colaboradores demostraron que el tratamiento con el péptido disminuyo
significativamente los niveles del VEGF en un modelo de diferenciacion de osteoblastos

(Deckers et al., 2000)

Por otro lado, la accién indirecta de PTHrP ha asociado a esta citoquina con un efecto
proagiogénico. Varios estudios demostraron que fPTéstimula rapida y transitoriamente

la expresion de VEGF en osteoblagtienso et al., 208, De Gortazar et al2006; 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
osteoblasticas tratadas con PTHrP aumentan el crecimiento de células endoteliales
aorticas bovina (BAEC[Esbrit et al., 2000)Informes posteriores indicaron que PTHrP
estimuld la angiogénesis Gsea principalmente por sus efectos sobre los osteoclastos
(Cackowski et al., 2010gn particular, la investigaciéon de Akino y colaboradores también
resalté un efecto estimulante de PTHrP sobre la angiogé(rsisiso et al., 20003n la cual
observaron que las células tumorales dgandula pituitaria de rata, mGH3, que
sobreexpresan PTHrP en comparacion con las células GH3 sin sobreexpresion, muestran
hipervascularizacibn en xenosplantes in viva Ademas, al igual que Esbrit y
colaboradores, este grupo informé que PTHrP incrementaba la formacidubds por

parte de las células endoteliales BABKIno et &, 2000)

En linea con losesultados mostrados en esteaftulo, otros autores encontraron que

PTHrP puede modular la expresién de factores involucrados en la angiogénesis, por su
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accion en las células tumorales. Este modo de accion de PaséiRasu capacidad para
estimular la liberacion de factores proangiogénicos cogeoha visto en el cancer de
préstata y de mama. El péptido puede inducir la expresiénnterleuquina8 (L8, un
reconocido factor proangiogénico en distintos tumores, en céldeasancer de prostata

PCa por via intracrina independiente de su secuencia de localizacion nuclear(@agigia

et al, 2001) Ademés, PTHrP derivada de células de cancer de préstata tiene una accion
proangiogeénica indirecta, al estimular diferentes factores angiogénicos en las células del
estroma de la médula 6sea (BMSCjgo et al., 2008y aumentar el reclutamiento y
potencial angiogénico de las células derivadas de la médula 6sea ‘Gt 1{Park et al.,

2013) También existe un vinculo entre PTHrP y el VEGF en la metastasis del cancer de
mama donde el péptido modula la angiogénesisciada das células tumorales mamarias
MDAMB-231 a través de las vias de sefializaciétadeoteina quinasa A2KA, PKC, ERK

1/2 MAPK y p38 MAPK, aumentando la proliferacion y migracibn de las células
endoteliales HUVEC. Estos eventos de PTHrP gomodigéberse a la regulacion de la
expresion de factores criticos como el VEIG&wa et al., 2010kl factor VIl y el factor de
crecimiento del tejido conjuntivo (CTGF/CC{L2Et al., 2011; Shimo et al., 2006)

Ademasde tratarse de diferentes tipos tumorales, estos datos contradictorios pueden
deberse a las interacciones con diferentes tipos celulares del microambiente que expresan
0 no el receptor RPTH1 y que respondpor lo tanto,de forma diferencial a PTHr®tro

motivo puede deberse a qudiferentes fragmentos de PTHrP pueden temkstintos
efectos ®bre las células endoteliales. En un trabajo observaron que el tratamiento con
PTHrR87-139) estimula la angiogénesis a travéslaleegulacion del VEGF vy el factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) luego de un infarto de mioqa@tdimg et al.,
2019) Aunque no esta claro ##THrP puede inhibir o estimular directamente las células
endoteliales, enla mayoria de los informes el péptido tiene una participacion en la
angiogénesis tumoral como un mediador clave en las interacciones entre las células

tumorales y el microambiente al estimular la produccién de factores angiogénicos.
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En este Trabajo de Tisssedemostrd por primera vez la participacion de PTHrRP34)
exogeno en la angiogénesis tumoral empleando lineas celulares derivadas de CCR, células

endoteliales y un modelo murino.

H péptidoa una dosis de I0M aumenta los niveles de ARNfa VEGF ge otros factores
involucrados en la angiogénesis como-MIF =~ -8 § MMR7, en las lineas celulares

Cace2 y HCT116. El uso de inhibidores especificos de ERK1/2, PI3K y Akt sugiere que estas
vias de sefializacion participan en esta respuesta a PTHH.($i bien los inhibidores
farmacoldgicos pueden ser herramientas Utiles para explorar la participacion de las vias de
sefalizacion en la respuesta celular a diferenéssimulos extracelulares, los efectos

deben considerarse cuidadosamente para la intetacion de los datos experimentales.

Los MCT provenientes del cultivo de células €ago HCT16 tratadas con PTHrP
incrementaronnotablemente el nimero y la migracion de las células endoteliales HMEC

1, lo que también se evidenci6é empleando ensayos @wultivo. Ademas, estos MCT
indujeron la formacion de estructuras similares a tubos en las células endoteliales. Los
estudios con un anticuerpo neufizante contra el VEGF disminuyedarrespuesta de las
células endoteliales expuestas a los MCT, lo que sugiere que esta respuesta esta asociada
con una mayor produccion de VEGF. Como se menciona en Materiales y Métodos, en
estos ensayos empleamos las lineas celulares derivadas de CCR YChT116, que
presentan diferencias fenotipicas distinto grado deagresividad con el objetivo de
evaluar si larespuestade ambas lineas celularesPTHrP es similar o diferente. Se sabe
gue las mutaciones en los genes KRAS y PIK3CA se encuenardinea telular HCT116
(KRAS y PIK3CA mutante) pero no en la linea celulaf2G&EAS y PIK3CA WT) y se ha
reportado que las mutaciones del gen APC son muy frecuentes en varias lineas celulares
de CCR como Ca¢ sin embargo, esta mutacién no esta et en la linea celular

HCT116 (APC W(Bhmed et al., 2013; Berg et al., 2017)

Aunque las mutaciones de KRAS, PIK3CA y APC se correlaciomédteracionesen la
expresion de VEGF y la angiogénéSisen et al.2018; Lai et al.2015; Yeh et al., 2017;
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Yekkalay Baudino, 2007)el hecho de que ambas lineas celulares tengan una respuesta
similar a PTHrP apoya la idea de que la induccion de la angiggyéumesral por parte de

PTHrP es independiente de estos estados de mutacion.

Por otro lado, etratamiento directo con PTHrP aumento la fosforilacion de ERK1/2 y el
ndamero de células pero no estimuld la migracion ni la formacioén de tubos Enela
celulr endotelial HMEQ en los tiempos y a las mcentraciones estudiadas. Estos
hallazgos sugieren que PTHrR3&) no tiene un efecto proangiogénico directo sobre ssta

células endoteliales, y quelamo es suficiente para regular la angiogénesis tumoral.

En este Trabajo de Tesi gbservéademasque el tratamiento con PTHrP a una dosis de
10® M incrementd los niveles de ARNm vy la expresién proteica del factor proangiogénico
VEGF, y promovié la formacion de estructuras con caracteristicas de vasos raetaform

en el tumor de xenotrasplante deélulasHCT116.

Otros autores mostraron una correlacion entre PTHrP y marcadores angiogénicos en
tumores humanos como el cancer de prostata y el carcinoma de células renales de células
claras(Feng et al., 2013; Liao et al., 200B)que respalda la posible relevancia clinica de
estos resultados pero destaca la necesidad de realizar estudios con biopsias de pacientes
con CCR paraalidatos. Ademasesta relacion entre PTHrP y VEGF fue abordada
estudios donde se observé que PTHrBBg) incrementa la expresiéon de VEGF en células
tubuloepiteliales renales y que la inhibicion de ERK1/2 revirtié la TEM inducida por PTHrP
y VEGKArdura et al., 2010)

En conclusion, los estudios realizados edrprimer capiulo de este Trabajo de Tesis
muestran, por primera vez, que PTHrR3@) medianteun modo de accion paracrino
promueve la angiogénesis asocia@htumor estimulando Iaintesis y secreciode VEGF

en células derivadas de CCRe esta manera, mediante la produccion de factores
proangiogénicos, PTHrP media la comunicacion entre las células de CCR y las células
endoteliales. Estos hallazgos apoyamipotesis de que PTHrP ejerce sus efectos desde y

hacia el microambiente tumoral
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Capitulo 2 Rol dePTHP en laTransicion epitelicmesnquimade células tumorales
intestinales

El estudio de la interaccion de las células tumorales con su microambiente es un campo de
investigacion del cancer de relevancia que busca comprender los mecanismos reguladores
que colaboran en la progresion de estas patologhaseth, 2019) Como se evidencid en

el Captulo 1 de este Trabajo de Tesis, PTHrP induce la expresion y liberacion de factores
proangiogénicos por las células tumorales promoviendo la interaccion entre éstas y las
células endotetiles. Adems, losMCTobtenidos a partir de células tumorales tratadas

con PTHrP, incrementan la capacidad migratoria y la formacion de estructuras similares a
tubos en las células endoteliales, eventos celulares que se han asociado a la adquisicion de

unaplasticidad celular otorgada por 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 invasion, la
angiogénesis y la quimiorresistencia asociada a la metastasis en el (Bsmemas et al.,

2018) En el contexto fisiologico normal, las células epiteliales experimentan la
disminucién de las uniones intercelulares, la pérdida de su tipica polaridad-baszdly

una reorganizacion del citoesqueleto, adquiriendo caracteristicas mesenquimales
producto de la exposicidén a factores inductores reconocidos de este programa como la
sefializacion del factor T&F & f | (G NJ af 2 @atedihafHAy, 30620EN 8IF NJ RS
contexto de la célula tumoral, la TEM esé@iormalmente regulada por estimulos
derivados del tumor y su microambiente, como factores de crecimiento y citoquinas que

derivan en un fenotipo migratorio e invasi{@erynck yWeinberg, 2019)

Como se menciono6 en la seccidon Introduccion, los resultados previos generadds e
laboratorio donde se desarroll6 este Trabajo de Tesis revelaron que PTHrP posee un rol
relevante al conferir propiedades migratorias a las células tumorales intestinale2 §aco

HCT116. Ademas PTHrP disminuye la sensibilidad en ambas lineas d&i@gf&can o

131



Capitulo 2

CPT11 (droga ampliamente empleada en el tratamiento del CCR) mediante las vias de

9 wY MK H-catenind BMartin et al., 2018artin, Tesis Q18).

Estas acciones de PTHrP son caracteristicas de etapas avanzadas en el CCR y se asocian a

la adquisicion de propiedades invasivas en el CCR a través de la TEM.

Con este lineamiento, algunas investigaciones han observado que PTHrP podria regular
factores implicados en la induccion de la TEM en células de cancer de prostata y rifidn
(Ardura et al., 2010; Ongkeko et al., 2Q14i bien hasta el momento del desarrollo ctee

Tesis s@lesconocia si el péido podia modular este proceso en el CCR, varios estudios en
pacientes demostraron que un gran porcentaje de adenocarcinomas colorrectales
sobreexpresan PTHrP, siendo el nivel mas alto de expresion en adenocarcinomas menos
diferenciads que en aquellos con mayor grado de diferenciacién. Esto no solo sugiere
que PTHrP se correlaciona con la severidad y metéastasis del CCR sino también con la
adquisicién del estado indiferenciad®alakouti et al., 1996; Nishihara et al., 1999;
Nishihara et al., 2007)

Con el fin de profundizar en el estudio de las respuestas de las célutasales
intestinales al tratamiento con PTHrP, el siguiente objetivo de este Trabajo consistio en
analizar si PTHrP tiene un rol en la modulacién del fenébmeno de la TEM en el CCR y los
resultados obtenidos a partir del desarrollo de este propdsito sorstrados en este
Capitulo. Para esto se evaluaron marcadores y cambios fenotipicos asociados a este
programa en los modelas vitroy en el modelan viva Como sebtuvo evidencia en el
Capiulo 1 de que PTHrP media la comunicacion entre las cétndsteliales y las
tumorales intestinales, entonces también se explord si el péptido modula el proceso de
TEM en el CCR a través de factores reconocidos por estar involucrados en la adquisicion
de las propiedades mesenquimales y provenientes de las cékndsteliales del

microambiente tumoral.
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Seccién 1Estudio de la modulacién por PTHrP de la T&Mcélulas tumorales

intestinales

1.1 PTHrP modula la expresion@i€18, Ecadherina, ZEB1 -dhdherinay favorece

cambios morfolégicos asociados co EMen célulagHCT116

Como se menciono, el proceso de TEM involucra cambios drasticos en la morfologia
celular debido a una disminucién de las interacciones intercelulares con la consecuente
pérdida de la polaridadpicatbasal y una drastica reorganizacion del citoesqueleto. Asi,

el cambio del fenotipo epitelial a mesenquimal se caracteriza por la aparicion y la pérdida
de un grupo de proteinas que han sido reconocidas como marcadores del proceso de
TEM. En partical, se ha demostrado que los cambios en la expresion de los marcadores
epiteliales citoqueratina 18 (€K8) y Ecadherina estan asociados a este proceso en el CCR

(Druzhkova et al., 2019)

Por tal motivo comenzamos con el estudio de la positflaencia de PTHrP @4) 10 M

en la expresion de estas proteis en las células HCT116 derivadas de CCR. Inicialmente se
seleccionaron estas células con el fin de comparar los resultadegro con aquellos

derivados del estudio en los xenoinjertoSd t & OSfdz a4 1/ ¢mmc Sy NI
se muestra en |&igura 29\, el analisis devesternblot evidencio que los niveles proteicos

de CK18 y Ecadherina disminuyen a las 5 horas de tratamiento con PTHrP.

En vista del cambio endadherina inducidgor PTHrP, a continuacion investigamos la
expresion de uno de sus represores transcripcionales, ZEB1. Observamos que el péptido
en el mismo tiempo de exposicibn aumentd los niveles proteicos de ZEB1, lo que sugiere
que, bajo la accién de PTHrP, el incretoean la expresion de la proteina ZEB1 se
acompafia de la correspondiente reduccion en la expresion de la proteiadherina. No

hubo cambios de estos marcadores en tiempos mayores a 5 horas de tratamiento. Estos

resultados fueron confirmados por inmuntmxjuimica Figura 2B).
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D
CK-18 DAPI “MERGE”

E-CAD ZEB1 DAPI “MERGE”

--- |

Figura 29 PTHrP modula la expresion proteica de marcadores asociados a la TEM en

CONTROL

PTHrP

CONTROL

PTHrP

células HCT11l6Vediante el analisis déA-O Western blot y(D) inmunocitoquimica, se
evalué la expresion d@) Ck18, (B) Ecadherina (O Zebl en la linea celular HCT116. Se
muestran inmunotransferencias representativas de tres experimentos independientes y
los graficos de barras correspondientaslas cuantificaciones de las membran&e
emplearon los anticueips anttGAPDH y anfictina para determinar los niveles de ambas
proteinas como controles de la cantidad de proteinas presentes en la membrana. Se
muestran imagenes de inmunofluorescencia representativas de tres experimentos

independientes *p < 0,05 conspecto al control. **p < 0,01 con respecto al control.
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Luego, en base a los cambios inducidos por el péptido en la expresion proteica de los
marcadores estudiados en la linea celular HCT116, se procedio a evaluar si PTHrP también
esta involucrada en la maodhcion de la expresion génica. Como se observa éiglaa

30, el tratamiento con PTHrP disminuye los niveles de ARNm di8 §Kecadherina y
aumenta los niveles de ARNm de ZEB1 en células HCT116 a las 5 horas de exposicion.
Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que PTHrP modula la expresion de

factores inwlucrados en la progresiéon de la TEM en células HCT116.

Esta establecido que las células epiteliales que experimentan la TEM, en cultivo de baja
confluencia evidencian una morfologia mas elong&@aeenburgy Hay, 1982) Para
evaluar si los eventos moleculares hallados pueden conducir a cambios morfolégicos
potencialmente asociados con la forma mesenquimal, seguidamente se analizaron
mediante el registro de fotomicrografias y utilizando el programa Indaigs pardmetros
morfolégicos asociados a [@érdida de caracteristicas epitelialesmo se describe en
Materiales y MétodosLa observacién de las células durante todo el tratamiento con
PTHrP y las imagenes deHgura 31muestran que el péptido tambiémduce cambios
morfologicos reconocibles a las 24 horas. No hubo cambios en las células no tratadas. La
Tabla 1y el grafico de barras revelan que bajo la acciébn de PTHrP, las células adquieren
una morfologia asociada al estado mesenquimal. EI aumenta delacién entre el eje
mayor y menor indica que la exposicion a PTHrP durante 24 horas aumentd

significativamente el grado de elongacion de las células HCT116.
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Figura 30 PTHrP modula los niveles de ARNm delBKEcadherina y ZEB1 en lmea
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celular HCT116Las células HCT116 se expusieron a PTHrP durante 5 horas, seguido de un

analisisde RTQPCR como se describe en Materialesétddos. Los graficos representan
los niveles de ARNmM de @& Ecadherina 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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24 hs

Figura 3. PTHrP induce cambios en la morfologia asociados a TEM en células HCT116.
Las células HCT116 se observaron bajo microscopia invertida después del tratamiento con
PTHrP durante 5y 24 horas. Las flechas sefialan cambios morfoldgicos desde una forma

poligonal hacia una forma fusiforme observada en la condicion de 24 horas. la esca
O2NNBaLRYyRS I pn >Yo
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Tabla 1 Las células HCT116 tratadas con PTHrP muestran umartkeen la relacion de

aspecto.
Condiciones Area Perimetro Redondez | Eje Mayor | Eje Menor AR
Control 0 hs 486.946 109.886 0.575 39.663 22.824 1.738
PTHrP O hs 430.840 121.125 0.512 37.544 30.488 1.231
Control 5 hs 598.320 98.791 0.544 37.429 20.353 1.839
PTHrP 5 hs 439.160 96.534 0.392 37.746 14.814 2.548
Control 24 hs 446.640 87.700 0.489 34.095 16.679 2.044
PTHrP 24 hs 316.440 135.668 0.272 44121 12.018 3.671
45 -
*
4 - T m Control
L 357 PTHIP
5 |
[}
s ,. |
=
S.
m 2
=
w 15
'I-I_J. T
1 -
05 -
0
0 5 24 hs

Tabla 1 Andisis de la relacién del eje mayor/eje menoobtenido empleando el
programa Image J.a tabla muestra el valor de los parametros celulares: area, perimetro
forma redorda, eje mayor, eje menor. El §icb de barrasasociado a la tablenuestra el
valor de la relacion deje mayor/eje menoi(AR)para cada condicion. 10 lcéas fueron

medidaspor condicion para cada experimento por triplicado.
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Uno de los eventos desencadenantes en la adquisicion de las caracteristicas
YSaSyljdayYltSa Sa St aOFYoA2z2 RS -@dhRiKSaR y I & ¢
reemplazada por la de -badherina la cual confiere uniones intercelularegs labiles

entre lascélulas epitelialeqLoh et al., 2019; Yan et al., 2015 vista de estdsallazga,

a continuacion investigamos meivel proteico del narcador mesenquimal fdadherinaDe

acuerdo con los cambios morfologicos observados, la exposicion de PTHrP al mismo
tiempo (24 lorasg aumenta los niveles de proteim este marcador mesenquimah las

células HCT11&igura 32.

En conjuto, los cambios moleculares y morfolégicos observados sugieren efue
tratamiento conPTHrP induce una transicion efiea hacia el estado mesenquinel las

células HCT116.
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Figura 32 PTHrP incrementa la expresion dedsddherina enlas células HCT116.as
células HCT116 se trataron con PTHrP durangey24 horasy luego se realizél analisis
de Westernblot utilizando unanticuerpo contra N-cadherina.Se empleo el anticuerpo
contra actina como control de siembraSe muestran inmuno#nsferencias
representativagle tres experimentos indepelientesy la correspondiente cuantificacion

**p < 0,01 con respecto al control.
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1.2PTHrP modulla expresion de SPAR@e Ecadherinade forma dependientde la
agresividad de las lineas de CCR

Como se mostro en ela@iulo 1 de este Trabajo de Tesis, PTHrP es capaz de incrementar
la expresion de remodeladores de la matriz como las MMP implicadas en la angiogénesis.
Considerando la complejidad de sefiales del microambiente que pueden desencatenar
proceso de TEM, a continuacion se exploré la posibilidad de que PTHrP module en las
células tumorales la expresién de otros factores que estando presentes en el entorno
extracelular puedan estar participando del proceso de TEM. Investigaciones rsciente
muestran ae la expresion de la proteinacila y rica en cisteina SPARC esté
significativamente elevada en tumores agresivos de CCR en comparaciaqusiosde

baja agresivida@Drev et al., 2019umentando la capacidad de invasion y la expresion de
factores implicados en la TEM. Particularmente, estudios como el de -Mmpeada y
colaboradores revelan que SPARC sobreexpresado en estadios de Gleason tanto
intermedio como alto de cancer de préstata regula la expresion d&8Clkcadherina,

ZEB1, junto a otros marcadores, e induce también cambios morfolégicos asociados a la
TEM(L6pezMoncada et al., 2019)Esta evidencia coincidente con lo observado hasta el
momento respecto al efecto de PTHrP sobre la TEM en células de CCR motivd
seguidamente a explorar si el péptido participa de la modulacion de SPARC en nuestros

modelos experimentales.

Basados en los resultados previos y en el tiempo de tratamiento domdebservaron

cambios significativos en la expresion de los marcadores de TEM, entonces se evalud en
la linea HCT116 los niveles de ARNm de SPARC a las 5 horas de exposicion a PTHrP
mediante RIGPCR y se observd un incrementandigativo de la transcripobn de SPARC

en estas células a ese tiempo de tratamiento seleccionddgufa 32\). El analisis
inmunocitoquimico de la expresiéon de SPARC revel6 un aumento de la fluorescencia en las
células tratadas con PTHrP a este tiemp@yra 3B). En base a estos resultados se
procedi6 a realizar ensayos tiempespuesta con el fin de analizar si la expresion proteica

de SPARC cambia con otros tiempos de exposicion a PTHrP. Como se obseriguean la
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33Cmediante el analisis de Western blot @leservé que los niveles proteicos de SPARC se

incrementan significativamente a las 5y 24 horas de tratamiento con PTHrP.
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Figura 33 PTHrP incrementa la expresion de SPARC en células HCRL1dediante
andlisis de RFPCR (B) inmunocitoquimica y@ Western blot,se evalu6 la expresiéon de
SPARC en la linea celular HCT116. Se muestran gréaficos dgdpagrasrresponden a la
cuantificacion del ARNm y de las proteinasgampos microscoépicos e
inmunotransferencias representativos de tres experimentos independientesLas
membranas de todas las inmunotransferencias fueron reprobadas con el anticuerpo anti

actina como control de siembrap < 0,05 con respecto al control.
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Dado que la expresion de SPARC se correlaciona con estadios mas agresivos de la
enfermedad de CCR en comparacion con estadios menos agr@sivost al., 2013; Porte

et al.,1995) entonces luego nos propusimos evaluar la expresion proteica de SPARC en el
otro modelo celular de CCR estudiado en esta Tesis, la linea celula2,@amcomo se
mencioné es menos agresiva y mas diferenciada que la linea HCT116 con el fin de
investigar si el grado de agresividad condiciona una expresion diferencial de este

marcador.

Como se ve en laigura 3Ay B, las células Caed expresan un nivel casi indetectable de
SPARC y no se identificaron cambios bajo el efecto de PTHrP. Estalcesalhcide con
lo hallado por Kim y colaboradores en la linea €3cquienes afirman que SPARC se
encuentra débilmente expresado o es indetdilta en casos de CCe&bn escasa

metéstasis El andlisis de este resultado se profundizara en la seccién Discusi

A partir de este hallazgo, decidimos evaluar también en esta linea celular los niveles
proteicos de Eadherina, ya que esta establecido que la disminucién de su expresion es
un claro indicador de activacion del programa de TEM en e([G@Ru et al., 2016Fara

esto, las células Caed fueron expuestadurante diferentes tiempos a PTHrP seguido del
analisis por Western blot. Se observo queaherina no modicé su nivel de expresion

durante todos los tiempos de exposicion a PTHrP (1 a 48 héiga)d 35.

Estos resultados indican que ni SPARC-cadBerina cambian su expresion proteica
cuando las células Calose tratan con PTHrP durante un amplio intervalo de tiempo de

exposicion.
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Figura34. PTHro modificala expresion de SPARC en célulZace2. Mediante analisis

de (A) Western blote (B) inmunocitoquimica, se evalud la expresion de SPARC en la linea

celular Cace2. A partir de tres experimentos independientes, se muestran

inmunotransferencias representativas y los graficos de bar@s como campos
microscoépicosPara la técnica de ¥étern blot se empled el anticuerpo asatttina como

control de siembra.
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Figura 35 Ecadherina no presenta cambios en su expresién por el tratamiento con
PTHrP en la linea celular Ca2o Mediante andlisis de ¥stern blot, se evalud la
expresion de fadherina. Se muestra una inmunotransferencia representativa de tres
experimentos independientes y la cuantificacion de los resultados mediante el
correspondiente gréafico de barras. Se empét@nticuerpo aniGAPDH como control de

siembra.
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Seccién 2Estudio de la participacion del microambientumoral en la modulacion por
PTHrP de la TEM en células tumorales intestinales

2.1 PTHrRactua en las células endoteliald$1EC1 modulandola expresion de SPARC y su
liberacion

No solo esta establecido que SPARC es un factor presente en el microambiente tumoral
gue promueve eprograma de TEM, sino que también seesaie puede ser producido

por cdulas del microambiente asociado al tumor tal como lo demuestran Kato y
colaboradores que hallaron que SPARC esta expresaldalimea ckilar HMEEL (Kato et

al., 2001) Como se mencioné en el Cafd 1 de este Trabajo de Tesis, nosotros
observamos que las célulandoteliales HMEQ expresan el receptor RPTH1 y que esta
linea responde a la accién de PTHrP. En base a estos resultados y considerando que PTHrP
es capaz de modular la expresion de SPARC en las células tum@aleksHel siguiente
objetivo fue explorarsi el péptido también regula la expresiéon de SPARC en las células
HMEGL. Mediante el analisis por Western blot, se encontré que el tratamiento con PTHrP
por diferentes tiempos incrementa los niveles proteicos de SPARC con una diferencia

significativa ads 2 horas de exposicién al péptido en esta linea endofEiglira 3&\).

A continuacion, decidimos investigar si PTHrP induce la liberacién de esta proteina al
medio ya que se evidencié su accidn en el microambi€hitshet et al., 2015)Para esto,

se obtuvieron los medios condicionados endotelia(®4CE) recolectados de células
HMEGI tratadas con PTHrP, como se describe en Materiales y Métodos. Como se muestra
en la Figura 3®, el ensayode ELISA revela que el tratamiento con PTHrP aumenta
significativamente la secrecion de la proteina SPARC eadbrde las células HMHECen
comparacion con el MCE proveniente de célalastrol. Estos resultados sugieren que en

estas células endoteliales, PTHrP modula la expresion de la proteina SPARC y su posterior

liberacion al medio.

148



Capitulo ; Seccién 1

2,5 1
= Control
A s 3
E’ PTHrP I
*
o 15 1
PTHIP = + = + =« + = 4+ « + - + - + °<= "
& 1 I
SPARC | o s o o o S S et e s |43 kD2 r
Acti 0,5 4
ctina l--——-—.--‘-l_45 kDa
05 1 2 3 5 16 24 hs 0
05 1 2 3 5 16 24 hs
B = 6000 - .
* £
1 = Control =3 T  Caiitiol
1 PTHIP =
g% . £ 4000 A PTHrP
-
S 0,6 - g
v v
b %)
204 - g 2000 -
< g
0,2 )
0 0

Figura 36 La expresion proteica y la liberacion de SPARC aumentan por la accion de
PTHrP en las células HMBEC(A) Las células HMEC se expusieron a PTHrP durante

blot. Se muestran

diferentes tianpos, seguido del analisis por ed#lern
inmunotransferencias represgativas y graficos de barras de tres experimentos
independientes. Se empled el anticuerpo aattina como control de siembréB) Ensayo
de ELISA para evaluar SPARC empleando MCE provenientes de céluldstritéiea@s o

no con PTHrP, como se describe Materiales y Métodos. *p < 0,05 con respecto al

control.
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2.2El MCHle las células HMELCtratadas con PTHrP induce cambios temprasogiados
al procesade TEMeN las célulaglCT116

Las células endoteliales vasculares del microambiente tumoral son una de las fuentes que
liberan factores implicados en la progresion tumayal f a Ay mal yOKAa S | f o;
al., 2019) Como se observo que PTHrP promueve la liberacion de un factor de las células
HMEGL 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 mencion6 prearinente, de entre todas las malélas que se pueden emplear
como marcadores de la TEM, lz&tdherina es la Unica que no genera controversias como
indicador de este proceso ya que esta claramente establecido que los cambios en su
expresion en las células epiteliales se asocian a una TEM ef@divallo a continuacion

se estudio si los MCE de las células Hi¥E@tadas con PTHrP modulan la expresién d

Ecadherina en las células HCT116.

Bajo el efecto de estos MCE durante 2 horas, los niveles de proteinacaghé&rina
disminuyen en las células HCT1E®ura 37. Esta respuesta celular es mas temprana que

la observada previamente cuando las células HCT116 se expusieron directamente a PTHrP
(Figura 29\). Luego, también se evaludé la expresion del marcador mesenquimal N
cadherina en estas condiciones. Como se olasen laFigura 37los MCE de las células
HMEG1 tratadas con PTHrP incrementan los niveles proteicos -dadRerina en las

células HCT116.
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Figura 37 EI MCE proveniente de células HMEGratadas con PTHrP disminuye los
nivelesproteicos de Ecadherina y aumenta los niveles proteicos decidherina en las
células HCT116.as células HCT116 se expusieron a los MCE de célulaslHitdta@as o

no con PTHripor diferentes tiempog se antézé la expresion proteica por &8tern blot

de (A) Ecadherina yB) N-cadherina Se muestran inmunotransferencias representativas y
graficos de barras de tres experimentos independientes. Las membranas luege se re
probaron con el anticuerpo anéctina como control de siembra. *p < 0,05 con respedto

control.
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En vista de estos resultados, se procedié a exponer a las células HCT116 a las mismas
condiciones para monitorear su morfologia celular mediante microscopia invertida. Los
mismos parametros de ld@abla 1fueron evaluados en estas nuevasomicrografias

utilizando el programa Image J y sus valores se incluyenTabla 2

Los cambios en la morfologia celular se muestran &iiglara 38 LaTabla 2y el grafico de

barras revelan que los MCE de las células HME@tadas con PTHrP auntaron
significativamente el grado de elongacion celular en las células HCT116 a partir de las 2
horas de exposicidn. Este efecto resulté mas temprané@s drastico y sostenido en los
tiempos evaluadogn comparacién con el obsexdo por la accion directde PTHrP sobre

las células HCT11bkigura 3).

Tomados en conjunto, estos datos sugieren que bajo la accion de PTHrP, las células HMEC
1 liberan factores al medio que a su vez modulan la expresionaditerina (marcador
epitelial) y de Ncadherina (marador mesenquimal) y ademas favorecen una morfologia

de TEM en las células HCT116. Asimismo, los cambios moleculares y morfolégicos son mas
tempranos que los observados cuando estas células tumorales fueron expuestas a PTHrP

en forma directa.
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MCE Control
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Figura 38 EI MCE proveniente de células HMEGratadas con PTHrP induce cambios
tempranos hacia una morfologiahusadaen células HCT116.as células HCT116 se
observarona lo largo del tiempo bajo microscopia invertida despdéda exposicion al
MCE decélulas HMEQ tratadas con PTHrP durante 16 horas. Las flechas indican cambios
morfolégicos evidentes de pérdida de estructura poligonal en la condicién de 2, 5y 24

K2N} & RS GNIGFYASYyid2 O2y 84GS8S YSRAZ2ZO [ o6F NN
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Tabla 2 Los MCE de las células HME@atadas con PTHrP aumergbgrado de

elongacion celular en las células HCT116

Condiciones Area Perimetro | Redondez| Eje Mayor | Eje Menor AR
Control 0 hs 178.857 52.707 0.746 17.471 13.034 1.340
PTHrP 0 hs 299.185 74.135 0.483 28.092 13.560 2.072
Control 0.5 hs 137.549 50.548 0.505 18.617 9.407 1.979
PTHrP 0.5 hs 224.390 93.919 0.483 24.332 11.742 2.072
Control 1 hs 121.631 46.404 0.510 17.432 8.884 1.962
PTHrP 1 hs 153.271 85.070 0.238 28.636 6.815 4.202
Control 2 hs 191.089 60.242 0.543 21.174 11.491 1.843
PTHrP 2 hs 248.682 118.359 0.148 46.214 6.851 6.745
Control 5 hs 113.013 53.189 0.559 16.038 8.972 1.788
PTHrP 5 hs 168.530 99.959 0.138 39.499 5.432 7.271
Control 24 hs 150.024 63.409 0.320 24.420 7.822 3.122
PTHrP 24 hs 295.996 168.492 0.095 63.071 5.975 10.555
12 - *
T
510 . m Control
S e * PTHrP
z r *
>4 1
Cal Wm B
- H N
0 0.5 1 2 5 24 hs

Tabla 2 Andlisis de la relacion de aspecto (eje mayor/menor) obl@ninediante el

programa Image.Je muestrarvalores de pardmetros relacionados con la morfologia

celular: area, perimetrdorma redonda eje mayor, eje menor y la relacion eje mayor/eje

menor (AR). El grafico de bar@sociado a la tablmuestra el valor de la relacién entre el

eje mayor y el eje menor para cada condiciBara cada experimento y por condicion

fueron medidas 10 células.
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2.3 SPARC potencia el efecto de PTHrP sobre la modulacigadieeEna v la migracion
celular deas células HCT116.

PTHrP no solo aumenta la expresion de SPAR@sarlulas tumorales HCT116ino
también encélulas del microambiente como laglulasendotelialesHMECL. Mas aun,
bajo la accién déTHrP, SPARS liberado al mediae estas células endotelialeSstos
resultados exponen la complejidad del origen celular de citoquinas como SPAMRCla
relevancia deSPARComo modulador de ITEMen diversos tipos de cancer, como el de
pulmén (Hung et al., 2017)de cabeza y clle (Chang et al., 2018) el hepatocarcinoma
(Jiang et al.2019) y como recientemente se ha demostrado que SPp®Iia regulata
expresion de la proteina-&adherina en la linea celular HCTXIDgev et al., 2019)se
procedio a evaluafta influencia de PTHrjanto a SPAR@xd6genoen la expresion de la

proteina Ecadherina en células HCT116.

Por RIgPCR se obsendgue el tratamiento simultdneo con ambos factomgegados de
forma exogenalisminuy6 ain mas la cantidad de ARNm dmdéherina respecto a ambos
tratamientos por separadosugiriendo que cuando estos factores actlan juntss,

potencia el efecto en la regulacion de la expresion dadherina(Figura 39.
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Figura 39 EIl tratamiento combinado de SPARC y PTHrP tiene un efecto potenciador

sobre la disminucion de laxpresion de Ecadherina en células HCTL116as células

ARNm E-CAD

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

%k

Control

PTHrP

SPARC

PTHrP
+SPARC

fueron expuestas a PTHrP, SPARC o a una combinacién de ambas, y luego se midio el

ARNmM por RGPCR tal aoo se describe en Materiales yékbdos. Se emplearon
paralelamente células control. Se observgue el tratamiento conjunto refuerza la

disminucién de los niveles de ARNm deaBherina. *p < 0.05, **p < 0.01 con respecto al

control.
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Las células tumorales que pierden la expresion @adherina y presentan un rietipo
mesenquimal adquieren un emportamiento migratorio(Beerling et al., 2016)jue es
crucial en la invasion tumoral. Como se ha informado que SPARC es wtadood
esencial de este procesp como en estudios anterioredel laboratorio donde fue
desarrollado este Trabajo de Teseshallé6 quePTHrHncrementa la capacidad migratari

de las célulagle CCR(Calvo et al., 2017)»e procedid a evaluar alfecto de ambes
factores sobre la movilidad de las células HCT116, realizzmghyos de cierre de herida
Como se ve en lgaigura 40, el tratamiento combinado de PTHrP y SPARC tiene un efecto
sinérgico sobre la migracion de células HCT116, que se evidencia por emei&@rherida
mas pronunciadoa las 5 lbras de tratamiento con respecto a ambos tratamientos por

separado.
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Figura 40 EIl tratamiento combinado de SPARC y PTHrP incrementa la migracion de las
células HCT116Se 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 grafico de
barras representa el porcentaje de cierre de la herida teniendo en cuanta que el 100% es

el cierre tdal sin espacio libre. Los datos se obtuvieroniazando el programa Image J
(MRI Wound Healing Tool). ¥0.05, **p < 0.01, ***p< 0.001.
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Seccion 3:Estudio del efecto de PTHrP enrtabdulacién de microARNS vinculados a la
TEM en el CCR

Como se comentd en la Introduccion, en los ultimos afiateseubridoque los miRs estan
desregulados en muchos tipos de tumores, incluido el (SbiRafkan et al., 2018y
constituyen un mecanismo clave de la progresién tumoral pudiendo actuar como
supresores de tumores u oncogen@seey Dutta, 2006) Particularmente, la evidencia
reportada indica su rol preponderante en la angiogénéBiwari et al., 2018y en la TEM
(Ferraro et al., 2014) A partir de logesultados expuestos previamente que revelan los
mecanismos modulados por PTHrP en las células HCT116 que participarian en la
progresion del CCR a través de la TEM, se continu6 indagando respecto a la maquinaria
molecular que media los efectos de PTHrPoiIp tanto se procedio a explorar si PTHrP

modula la expresion de micAdRN vinculados a este programa en estas células del CCR.

Se ha estudiado la relevancia clinica de-2%R en varios tumores soélidggZhang et al.,
2019)y se informaron resultados contradictorios ya que puede actuar t@otmo un
oncogén o como un gen supresor tumoral en el CCR. En particular se observé @QramiR
promueve la TEM en el cancer tanto gasticioet al., 20203omo en el de mam@liang et

al., 2018)y que favorece la migracion e invasion del CCR mediante la reguidvia

RS &S3I f A l-catéhiha(Mang? eff dl.k 2017)Esto se observa en los tejidos de
pacientes y en el anéls bioinformatico de muestragonde se encuentran que la
sobreexpresion de miR7a5p actia como un regulador clave de genes asociados a la
TEM (Busuioc et al.,, 2021)A pesar de esto, en multiples estudios no sela@a la
distincion entre las hebras 3p y 5p de este miR. Por esta razon y basados
antecedentes expuestosn este Trabajo de Tesis se analizé la expresion de ambas hebras
de miR27a bajo la accion del péptido y se observdé que éstos muestran unnpded
expresion diferencial en células tumorales intestinales tratadas con PTHrP. Mediante el

empleo de sondas TagMan pBFgPCR se encontré que el tratamiento con PTHrP por 5

159



Capitulo2 z Seccion 3

horas incrementa la transcripcion de la hebra fiR5p en las células HCT116ncun
retorno a los niveles del control a las 24 horasr Rl contrario, se observd una
disminucién consistente en la transcripcion de la hebra de-2@d3p en estas células

tanto a las 5 como a las 24 horas de tratamiento con PTHgBra 4).
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Recientemente, Ma y colaboradores hallaron que ademas de participar en la TEM de otros
tipos tumorales como de pulmé(Ma et al., 20213)el andlisis bioinformatico de miRs
exosomicos en muestras clinicas de CCR muestra quel28iRposee un alto valor
diagndstico para esta patologia debido a que participa de una red regulatoria o@néral

et al, 2021b) Por este motivo a continuacion se procedid a explorar los niveles de
expresion de ambas hebras de i3 en las células HCT116 exgas o no a PTHrP. En

la Figura 42se observa que el tratamiento con PTHrP durante 5 horas aumenta
significativamente los niveles de transcritos de ##3-3p y miR423-5p en las células

HCT116.

Estos resultados sostienen la importancia de evaluar ambbasabgduncionales de estos
miRs. La expresion diferencial de ambas hebras de2ifaR/ la sobreexpresion de las dos
hebras de miRI23 en las células HCT116 tratadas con PTHrP, indican que el péptido
modula la expresion de estos reguladores postranscripdésnclaves de genes asociados

a este programa celular.
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Figura 41 PTHrP modula la transcripcion de miRa en células HCT116as células
HCT116 se trataron con PTHrP*®10 durante 1, 5 y 24 horas. Se procesaron
simultdneamente las células control (en ausencia de PTHrP). Los niveles-2ieaBRy
mMiR27a5p se analizaron en todas las condiciones mediantgFROR empleando sondas
TagMan, como se describe en Materiales ytddds. La expresion se normalizd
empleando U6 como control endégeno. Se muestra el grafico de barras que representa la

cuantificacion de tres experimentos independientes. *p < 0,05 con respecto al control.

162



Capitulo 2z Seccion 3

E -
5 *
T H Control
o 4
a PTHrP
o 3 -
o0
N2
q
£ 1 Il
3N Dl NI B
0
1 5 24 hs
4 - *
35 - T
W Control
3 -
© PTHrP
2 25 -
o
w24
(13}
q 15
e T
e 17 T
05 -
D _
1 5 24 hs

Figura 42 PTHrP modula la transcripcion de miR3 en células HCT11&as células
HCT116 se trataron con PTHrP*®10 durante 1, 5 y 24 horas. Se procesaron
simultdneamente las células control (en ausencia de PTHrP). Los niveles-423r8Ry
mMiR423-5p se analizaron en todas las condiciones medidit®PCR empleando sondas
TagMan, como se describe en Materiales y Métodos. La expresion se normalizd
empleando U6 como control endégeno. Se muestra el grafico de barras que representa la

cuantificacion de &s experimentos independientes. *p < 0,05 con respecto al control.
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Secciénd: Ensayosn vivo

4.1. PTHrP modula la expresion de marcadores ddBM y cambios morfoldgicos

asociados a este progranam xenotrasplantes de células HCT116

En estudios previos del laboratorio donde fue desarrollada este Trabajo de Tesis se observo
qgue la administracion intratumoral de PTHrP en xenotrasplantes de células HCT116 en el
modelo N: NIH(S) _nu induce una mayor expresion de los marcadores asogiados
procesos tumorales Ki67, ciclina D1, ERK1/2 MAPK, CREByAREKCalvo et al., 2017;
Martin et al., 2018) En el Capilo 1 del presente Trabajo se observé que ademas este
péptido favorece la expresion del VEGF en una localizacién perinuclear, apogando |
observado por otrosnvestigadores Con el objetivo de evaluar si los efectos de PTHrP
analizadosin vitro se correspondercon su accion en el modelo vivg se procedié a
analizar los niveles proteicos de SPARC y deadherina en el modelo de ratones

inmunodeprimidos N: NIH(S) _nu.

El analisis inmunohistoquimico de tejidos tumorales de CCR de animales control y
tratados revelé que la administracion diaria de PTHrPp@®g) como se describe en
Materiales y Métodos, aumenta la expresion de la proteina SPARC siendo la
inmunorreactivibhd de SPARC homogénea en todo el tejido tum@Fajura 43A) El

péptido también disminuye la expresion en la membrana celular de la proteina E
cadherina Figura 43B Las flechas en Ieigura 43Bsefialan a las células tumorales
tratadas con PTHrP que tiem una forma elongada sugiriendo el fenotipo mesenquimal y

gue se encuentran en las inmediaciones de vasos sanguineos. Se presume la presencia de
vasos neoformados a partir de la evidencia mostrada éngara 28C (Capitulo-3eccion

5) donde se identifia la formacion de vasos intratumorales inducido por PTHrP y debido

al incremento de la marcacion de CD31. La adquisicion de esta morfologia mesenquimal
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no se observo en las células tumorales tratadas con PBS que muestran una mayor
expresion de fadherina.El grafico de barras de Rigura 430muestra el valor de la
relacion entre el eje mayor y el eje menor para cada condicion e indica que PTHrP

aumento significativamente el grado de elongacion de las células HCT116.

Los resultados de los estudiosvitro mostrados en el segundo Capd de este Trabajo

de Tesis permiten concluir que la accién directa de PTHrP y su efecto mediado por células
endoteliales modulan marcadores moleculares y cambios morfologicos claves del
programa de TEM en las células HCT1l&s cambios moleculares y morfologicos
asociados a este programa son también inducidos por PTHrP en tumores de estas mismas

células intestinales.
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Figura 43 PTHrP modula los niveles proteicos de SPARC yamlBerina y aumenta el

grado de elongacion de células HCT116 en xenotrasplantass tumores originados a
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partir de xenotrasplantes de células HCT116 se analizaron mediante inmunohistoquimica.

Las secciones tumorales se incubaron con los anticug@goanti-SPARC ¢B) anti-E

cadheina. Las imagenes corresponden a tumores tratados con PTHrP y tutratae®s

con PBS (solucion vehiculo). La inmunoreactividad se cuantific6 con el paquete de

procesamiento de imagenes Fiji del programa Imagead. flechas indican células con

forma ahusda. O El grafico de barras muestra el valor de la relacion entre el eje mayor y
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el eje menor para cada condicién. Se analizaron 10 células por condicién.*p < 0,05 con

respecto al control.
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Discusion del Capitulo 2

Desde hace algunos afios que el programa de TEM se ha vinculado con el CCR. Un estudio
realizado por Loboada y colaboradores mostré que en un analisis de microarrays de 326
muestras de CCR, la expresidén génica con puntuacién mas alta se asocioé con slgrogra
de TEMLoboda et al., 2011)Ademas, se ha visto cOmo este proceso es necesario para la
adquisiciéon de la capacidad migratoria e invasiva del(SipBsy Galamb, 2012pero aln

gueda mucho por entender de éste en los tumores de origen epitelial y su relacién con las
diferentes sefales inductoras del microambiente tumoral. Una de esas sefiales que
pueden participar de la regulacion de estas caracteristicas es PTHrP, el cualspuede
secretado por células tumorales y/o células del microambiente tumoral y aunque su
efecto estd mediado por diferentes modo de accion, su rol paracrino es el mas
frecuentemente observado, tal como se menciono en la seccion Introdu¢Cidwan et

al., 2012; Cros et al., 2002; McCaufeyartin, 2012)

Sustentando la hipétesis que motivd desarrollo de este segundo Capd, en la
literatura se encuentran estudios que demostraron que PTHEI@ inducir la TEM en
células epiteliales de tubulos renales y lineas celulares de cancer de préstata, y que su
accion depende de otras citoquinas presentes en el microambiente tumoral comb TGF
(Ardura et al., 2010; Ongkeko et al., 201Bg acuerdo con estas observaciones, en este
Trabajo de Tesis se descubrio que PTHrP de forma exégena puede inducir cambios en la
expresion de las proteinas R, Ecadherina, Zebl, dadherina y SH2C, moléculas
asociadas con la TEM en las células HC{IrL@hkoveet al., 2019; Guo et al., 2017; Kuga

et al.,, 2013; Shen et al.,, 2016Ademas, el péptido induce cambios morfolégicos
reconocibles en esta linea derivada de CCR, y esta respuesta celular observada por la
accion directa de PTHrP durante 24 horas podetzedse en parte al aumento significativo

de la expresion de SPARC, inducida por el péptido al mismo tiempo. A su vez, la expresion

de SPARC se asocia con una mayor capacidad migratoria del CCR ({Reatdvaet al.,
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1995; Wiese et al., 2007kin embargo, los estudios sugieren que su funcién bioldgica
depende de la agresividad del tumor, su origen celular y su interaccion con otros factores
liberados por las células tumorales y del microambie®odhajcer et al., 2008;
Yoshimura et al., 2011Esto resalta la importancia de evaluar el origen de SPARC, asi
como su asociacién con la agresividad del tumor para comprender su funcion en las

diferentes etapas de la patologia.

Los resultados deste Trabajo de Tesis en la linea celular €acouestran niveles de
expresion muy bajos de SPARC y ninglin cambio en su expresiéon en respuesta a PTHrP;
ademas también se encontré que el tratamiento con PTHrP, a diferencia de lo observado
en la linea celulAHCT116, no modificé el nivel de expresion proteica-dadberina en un

amplio rango de exposicion. Esto sugiere una respuesta diferencial a PTHrP en donde la
mayor respuesta del fenotipo mas indiferenciado conduce a la progresién de un fenotipo
mas agreivo. Como se comentd anteriormente ambas lineas, QagoHCT116, son
derivadas del CCR pero fenotipicamente diferentes y con distintas mutaciones que estan
involucradas en el desarrollo de la patolofdmed et al., 2013El efecto diferencial de

PTHrP en Ianduccion de la TEM en las lineas G2gpHCT116 plantea la necesidad de
considerar las diferencias moleculares entre ambas. Debido a que la line2 €acoas
diferenciada que la linea HCT116 es posible que un cierto nivel de desdiferenciacién sea
necesaio para hacer que las células sean permisivas a la TEM inducida por PTHrP. Como
se mencionden la discusion del primer Cagd, la linea celular Caed derivada de
adenocarcinoma de colon humano posee el gen KRAS de tipo salvaje, BRAF de tipo salvaje,
PBKCA de tipo salvajeTEN de tipo salvaje y la mutaciB2D4X en TP5En cambio, en la

linea HCT116 derivada de carcinoma colorrectal humano, ademassderpnestabilidad

de microsatéites, en sus células se encuentra la mutacion G13D de KRAS, BRAF tipo
salvaje, la mutacion H1047R de PISKCA, PTEN tipo salvaje y TP53 de tipAtahejeet

al., 2013; Berg et al., 201 Quizéas los eventos desencadenados por PTHrP asociados al

programa de TEM puedeser dependientes de mutaciones como KRAS, cuya sefalizacion
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ha sido asociada con la TEH®ingh et al., 2009)lo que podria explicar la diferente

respuesta de ambas lineas celulares.

Por otro ladoJa evidencia reunida en los ultimos afios indica una fuerte asociacion entre

el programade TEM vy la sefializaciébn de Wntlatenina, que se activa con elevada
frecuencia en el CCR. La activacion de esta via da como resultado la translocacion nuclear
R S-caenina, como se observa en areas tumorales rodeadas por estroma lo que se asocia
a la influencia de factores microambientales del tum@odde y Brabletz, 2007)
Resultados previos en el laboratorio donde se desarrolld6 este Trabajo de Tesis, y que
motivaron el desarrollo del mismo, demostraron que PTHrP promuavfosforilacion,
activaciong G NI af 2 Ol O Acatghina/adu@vésSde M3 viaS deiAkt y MAPKs. En
Saz2a SaddzZRAz2a f I -dagriink bldqiza al gfectB Sbré lavpraliferdei & |
inducida por PTHrP tanto en las células €acomo en las células HCT1(Martin, Tesis

2018; Martin et al.,, 2014) Seria relevante evaluar sstas vias estan implicadas en la
accion de PTHrP sobre la expresion de los marcadores de TEM analizados, o como sugiere
el efecto diferencial observado, es dependiente de mutaciones especificas u otros factores
del microambiente. En este sentido, se ha@tado la expresion diferencial de SPARC en
varios tipos de cancefPodhajcer efal., 2008) pero no estaclaramente establecido el
motivo por el cualposee efectos variables sobre la agresividad de diferentes tejidos

tumorales.

Una busqueda bibliografica realizada al momento de comenzar con este Trabajo de Tesis
indicaba que hasta esa fecha no habia ninguna publicacibn mostrando estudios de la
accion paracrina de SPARC. Sin embargo, al mismo tiempo que nosotros publicabamos los
resultados referentes al rol de PTHrP y SPARC en la TEM del CCR, Naito y colaboradores
informaban su trabajo basado en el analisis de la asociacion entre la expresion de SPARC y
las caracteristicas clinigatolégicas en 42 casos clinicos de CCR. La expreisiSPARC

en las células tumorales de estas muestras se asocié con estadios avanzados y mal

pronostico. Ademas la TEM mediada por SPARC se observo en el borde del tumor donde
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las células tumorales y las células estromales estan en contacto directosé(iti@to et

al., 2021)

En este Trabajo de Tesis se halld, por primera vez, que PTHrP aumenta la expresion de la
proteina SPARC no solo en células tumorales HCT116 sino también en las células
endoteliales HMEQ. Ademas, se observé un aumento en la secrecion de la proteina
SPARG@I medio de las células HMECratadas con epéptido durante 16 horasks
importante considerar g SPARC tiene una vida media dARNmMde aproximadamente

50 horas(Delany y Canalis, 1998/rana et al.,1991) que ademas Kato y colaboradores
observaron la presencia de la proteina de SPARC a las 48 horas de cultivo luego de la
privacion de suero en las células HMEGugiriendo que esapaz de ser liberado
lentamente luego de su produccidn en estas célfikkao et al., 2001b)Ror este motivo
suponanossu produccion activg consecuente secreciéal medio de estas células en el
tiempo evaluado En este puntoEn linea con estos resultados, otros autores también
hallaron la expresion de SPARC en células del microambiente tumoral. Drev y
colaboradores sugieren que SPARC proveniente de fibroblastos estimulados econzTGF
tiene un efecto prometastasico en las céulde CCR. En el mencionado estudio, los
mayores niveles de SPARC se asociaron a estadios avanzados del tumor y ademas, la alta
expresion de SPARC en el estroma se asocié con una supervivencia mas corta en la
enfermedad recurrentgDrev et al., 2019)Asimismo, un estudio de microarrays de tejido

de 332 muestras de pacientes con CCR mostré que laewwdh global estaba
inversamente correlacionada con la expresion de SPARC en el estroma tumoral, donde los
niveles eran mas altos que en el tejido normal e incluso mas altos que en los tyiKiones

et al., 2013) Ante este escenario, este Trabajo de Tesis apoya la importancia de estudiar
las células endoteliales no solo por su participacion en el proceso de angiogénesis
asociada al tumor, sinoambién 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 liberacion
de SPARC de las células endoteliales HMECcual esin factor reconocido para modular

el proceso de TEM en diferentes tipos de cancer, se decidid evaluar si el medio
condicionado obtenido de estas células previamente tratadas con el péptido induce
cambios relacionados con la TEM en las células HCT118oEigetivo de la TEM es la
disminucién de la expresion decBdherina producto de uneegulacion compleja dada

por vias de sefializacion, factores de transcripcion y moléculas efec{uitasy Datta,

2017) En respuesta a una variedad de sefiales de induccion, el descenso de los niveles de
E-cadherina conduce a la desestabilizacion de las uniones adherentes, y su disminucion
localizada en los bordes invasivos del turae asocia con un mal prondstico en pacientes
con CCR en estadio (Mun et al., 2014 Resultados obtenidos por Busch y colaboradores
(Busch et al., 2016)muestran que la baja expresion dec&lherina se asociéo con un
mayor riesgo demuerte dentro de los 5 afios posteriores a la cirugia y tesatjue
constituye un marcador prometedor para identificar a los pacientes con CCR en riesgo de

enfermedad metastasica.

Losresultados de este segundo Caid muestran que en las células HCT116 expuestas al
MCE de células HMHECtratadas con PTHrP dismi® la expresion de-Eadherina en
mayor magnitud y mediante una respuestaas rapida, en comparacion con el
tratamiento directo con PTHrP sobre estasmascélulas tumorales. Ademas, los niveles

de expresion proteica del marcadordddherina en las células tumorales también fueron
modulados por estos MCE. Recientemente en el laboratorio donde se desarroll6 esta Tesis
se hall6 que empleando el inhibidor SU142%e la via de activacion del receptor MET,
estos cambios de-&adherina por el efectalirecto de PTHrP se revierten. Estos datos
constituyen resultados de la Tesis Doctoral de la TesistéaNB&lén Novoa Diaz (en curso)

y estan presentados en un trabajecientemente aceptado para su publicacifidovoa

Diaz et al.WJG, en prensa).

El analisis morfoldgico mostré que, en presencia de estos MCE de célulaslHiMtadas

con PTHrP, las células HCT116 experimentan cambios morfolégicos mas drasticos, mas
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tempranos y sostenidos en los tiempos evaluados, comparado conslenamo en las
células HCT116 bajo la accién direda péptido. Estos cambios morfolégicos son
similares a los observados por Kato y colaboradores en células HCT116 que experimentan
el programaTEM (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 faale creimiento epidérmico (EGF por sus
siglas en inglés) secretado por células endoteliales indujo la TEM en células tumorales de
cabeza y cuell@Zhang et al., 2014por otro lado, las células endoteliales incrementaron

la TEM, la migracion, invasion y metastasis de células mieec@le mama mediante la
liberacion del inhibidor del activador del plasmin6geh@Adl por sus siglas en inglés) y

la quimiocina CCLH%Zhang et al.,, 2018)Ademas, factores liberados de células
endoteliales, como TGF ZronlaVieron la TEM en el carcinoma hepatocelular inducido
por el virus de la hepatitis BRawal et al., 2019Mas aun, SPARC podria influir en el
proceso de TEM al desempefiar un rol autocrino o paracrino en el t(lmpezMoncada

et al., 2019)

En base a estos antecedentes, en este Trabajo de Tesiwestigd a continuacion si
PTHrP y SPARC podrian ser parte de una red de regulacion aufmaccna que
converge en el programa de TEM. Se hall6 que el tratamier@meno dePTHrP en
combinaciéon con SPARC, promueva mas la disminucién de los nivelde ARNm de-E
cadherina, con respecto a ambos tratamientos por separado en las células HCT116. Este
resultado es consistente con la disminucion en la expresion de la proteiadhErina en
respuesta a SPARC en células HCT116 observada por Drev y dolasqiarev et al.,

2019) Sin embargo, en este Trabajo de Tesis se demostr6é que el tratanciemioinado

de PTHrP y SPARC potencia este efecto en la reduccion de este marcador a nivel de la
transcripcion. Ademas, se hallé que la exposicion de las células HCT116 a ambos factores
durante 5 horas aumenta la capacidad migratoria de eséhslas en conparacion con la
exposicién por separado. Este resultado plantea la necesidad dew@ssigacionepara

profundizar en este efecto sinérgico y dilucidar si existe una relacion secuencial entre la
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accion de PTHrP y de SPARC, de acuerdo a lo observadexprek&ion 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 16s1inutos segun estudios previos
(Deans et al., 2005; Henry et al., 199%tos valores son similares a los reportados por
Fraher y colaboradore@-raher et al., 1995)Ademas, Ratcliffe y colaboradores también
demostraron que, en condiciones fisiolégicas, el tiempo medio de desaparicién de PTHrP
in vivoes inferior a 5 miatos (Ratciffe 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 ebidos en el modelan vitro, se evaluo el efecto de PTHrP
sobre xenotrasplantes deelulasHCT116 empleando el modelo N:NIH(S)_nu. Aunque los
xenotrasplantes tumorales tienen limitaciones para el estudio del microambiente tumoral
por no tratarse de un maelo ortotopico o de tumor inducido, resaltconveniente en el
empleo de keas celulares tumorigénicas cor@lineaHCT116 para no solo incrementar

la complejidad del modelo de CCR, sino para establecer una correlacion con los efectos
observada in vitro. Asi, este modelo de xenotrasplante aporta mas informacion respecto

al comportamiento de las células HCT116 en el estudio de la influencraadeambiente

En este Trabajo de Tesis observé que en tumores @élulasHCT116 tratados con PTHrP

se evidencia un incremento homogéneo en la expresion de la proteina SPARC y una
disminucion en la expresion de-cBdherina en la membrana celular, respecto a los
tumores no tratados con el péptido. Ademas, encontramos que selodmlas tumorales

de ratones tratados con PTHrP adquieren una forma elongada relacionada con un
fenotipo mesenquimal. Rajput y colaboradores describieron caracteristicas morfologicas
similares a las que nosotros encontramos en células HCT116 inyectadas raodelo
murino, donde estas células pueden invadir la mucosa colonica, posiblemententecdia

adquisicion del programde TEMRajput et al., 2008)
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Bao y colaboradores analizaron muestras deiggges donde observaron que en
comparacion con la mucosa colénica normal, el 73% de los tejidos de CCR muestran una
expresion reducida de miR7a, y solo el 27% de los casos de CCR evidencian una
sobreexpresion de este miR, lo que sugiere una participamém un supresor tumoral.
Ademas en el mencionado trabajo, los niveles de expresion deWaRe determinaron
adicionalmente en lineas celulares de CCR donde su expresion se redujo un 95%, 90% vy
52% enlas células HCT116, Ca2oy SW480, respectivamenten comparacion con la

linea normal de colon humano inmortalizada NCM4B@o et al., 2014)También se ha
informado que miRR7a exosémico circulante puede usarse como un aus@emarcador

de diagnostico y pronéstico en el COR/dytilovaFaltejskova et al., 2016)Jtilizando
cohortes independientes de pacientes con CCR y modelos experimentales, Barisciano y
colaboradores proporcionaron evidencia de que iR actia como un regulador clave

del metabolismo del CCR que favorece fenotipo agresivo y la adquisicién de
quimiorresistencigBarisciano et al., 2020Por otra parte, Li y colaboradores informaron

que miR423-3p se sobreexpresa en los tejidos de CCRoemparacién con los tejmb
normales (Li et al., 2015pero contrariamente a estos resultados se ha observado que
miR423-5p participa de un circuito inhibitorio de la TEM en estas cél{Damg et al.,

2022) A la fecha se conoce un solo trabajo el cual ha analizado la relevancia de evaluar la
expresion de ambas hebras de miRs implicados en el(Ci@® et al., 2014)Como se
detall6 en lamtroduccion, durante g procesamiento una de las hebras del-pnteARNse
degrada y la otra hebra determina el miR maduro. De esta forma diversas sefales
extracelulares pueden determinar una seleccion de hebra como un mecanismo alternativo
de regulacién de una funcién biologi@@hoo et al., 2014)En este Trabajo se hall6 que
PTHrP modula diferencialmente ambos brazos de-2iidr A las Horas de tratamiento

con PTHrP se evidencia un groento en la expresiode miR27a5p, mientras que éas 5

y 24 horasde exposicion al péptiddisminuye consistentemente la transcripcion de la
hebra miR27a3p. Ademas se hallé que el tratamiento con B crementa la expresion

de ambas hebras de m#23 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
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moleculares y fenotipicos asociados a los eventos protulesralescriptos en los

Capitulos 1y 2 de esta Tesis.

Retomando con el rol potencial de SPARC en la progresion del CCR, los resultados de este
segundo Capitulo indican que esta funcién puede deberse a la regulacion de su expresion
por otros factores del mroambiente como PTHrP, lo que constituye un nuevo
mecanismo de accion de PTHrP sobre la progresion del CCR. No se descarta explorar mas a
fondo este efecto de PTHrP sobre las células derivadas de CCR, por ejemplo mediante la
interrupcion de esta red regatlora silenciando tanto a PTHrP como a SPARC, y
estudiando también otros factores que puedan participar en el efecto observado. En este
Trabajo no se evalué el efecto del MCE de células endoteliales tratadas con PTHrP sobre la
linea celular CaeB. Los resultados sugieren que PTHrP por si solo no es capaz de
promover cambios asociados a TEM en esta linea, pero no descartan la existengia de
efecto mediado por los MCE. Por lo tanto, el efecto de PTHrP sobre los cambios
moleculares y morfoldgicos asociados al proceso de TEM podria estar mediado por
factores que no solo modulan la remodelacion del estroma, lo que motivo su estudio en

un prindpio, sino que también podrian participar en diferentes niveles de regulacién del

estado mesenquimal que converge en un estado mas agresivo de las células del CCR.
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Captulo 3: Andlisis mediante la exploracion deases de datos de la implicancia clinica
de los marcadores modulados por PTHrRinculados corla angiogénesis y [REMdel
CCR

El desarrollo de herramientas para el analisis de grandes conjuntos de datos ha sido clave
para documentar y optimizar esfu@z en la investigacion de nuevos marcadores y vias de
sefalizacion relevantes en el cancer. En el afio 2006 un trabajo conjunto entre el Instituto
Nacional del Cancele Estados Unidogel Instituto Nacional de Investigacion del Genoma
Humanode Estados Udos permitio el desarrollo del pragcto del Atlas del Genoma del
Cécer (TCGApor sus siglas en inglésgue documenta el estudio descriptivo y
comparativo de muestras clinicas provenientes de 33 tipos de cdmoanczak et al.,

2015) En paralelo harecido el numero de plataformas disponibles en lin@em (in€t) y
programas de analisis de datos, que han condensado la enorme cantidad de informacion

publicada en los tilmos afos.

Con esta vision es que en este Trabajo de Tesis se considerd crusiehrebases de
datos y herramientas para el analisis de éstos con el fin de poner en contexto los hallazgos
in vitro e in vivodescriptos en ePrimer y Segundo Caplio y vinculados a los efectos de

PTHrP en los procesos de la angiogénesis y la TEMRIlel CC
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Secciénl: Egudio de genes sbreexpresadosen pacientes conCCRasociadosa la

angiogénesis y a [REM

La plataformaGEQdel Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica de Estados Unidos
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/ge9, es una base de datos de acceso gratuito a
experimentos de microarrays y de secuenciacion de perfiles de genes que puede
emplearse para la exploracion y disés de muestras clinicas en las ciencias biomédicas.
Inicialmene se empled la base de datos en linea GEO y su programa estadistico asociado
GEO2R para analizar cuatro conjuntos de datos de expresion génica de muestras
intestinales de pacientes con CCR en comparaciéon con muestras de pacientes sanos. Se
obtuvieron las guientes accesiones:-GSE41258: Affymetrix Human Genome U133A
Array- 54 muestras normales y 186 muestras de tumor primard@3E37364: Affymetrix
Human Genome U133 Plus 2.0 Arra$8 muestras normales y 27 muestras de tumor
primario; 3 GSE68468: Affnetrix Human Genome U133A Array3 muestras normales y

186 muestras de tumor primario y ESE9348: Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0
Array - 12 muestras normales y 70 muestras de tumor primario. Para obtener los genes
expresados diferencialnme (GED), los datos fueron analizados por GEO2R con una
probabilicad ajustada por Benjaminijochberg (tasa de descubrimiento falso) de p<0,05
(Glickman et al., 2014)

Como se observa en Ilaigura 44 el analisis por GEO2R de muestras tumorales y
muestras normales colorrectales resulté en la obtencion de GED en los cuatro conjuntos
de datos. Luego, los GED resultantes por una duplicacion de la expresighGbagy p
ajustado de Benjamini yHochberg < 0,05) se incorporaron al software FunRich 3.1.3
(Fonseka et al., 202para determinar los genes compartidos por los cuatro conjuntos de
datos Figura 44B y 49. La lista de los GED sobreexpresados y los GED regulados
negativamente comunes a los cuatro conjuntos de datos se muestran Eabla 3. En

particular se hall6 queen los conjuntos de datos GSE37364 y GSE9348 el analisis de
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comparacion de muestras normales y tumorateselaque el gen de PTHrP (PTHLH) se

encuentra sobreexpresado en muestras de tumoiiesb(a 4.
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" GSE37364 GSE41258
i To
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g . ] .
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So GSE41258 Rn GSE41258 Rn GSE9348
S0 GSE37364 16 SoGSEGB468 RnGSE37364 . 23 7983 .  RnGSE68468
51 293 %

Fiqura 44. Cuatro conjuntos de datos de pacientes con CCR comparten genes expresados
diferencialmente.(A) Diagrama de volcarSe obtuvieron GED en el tejido tumoral de cada
conjunto de datos (celeste: regulado negativamente; rojo: sobreexpreséjdyiagrana

de Venn obtenido mediante elprograma FunRich. Se identificaron 176genes
sobreexpresados (3 (O 254 regulados negativamente (Rn) comunes a las muestras
tumorales de los cuatro conjuntos de datos de CCR, con un cambio de expresion
significativo (LogFC>1LogFC<ly p ajustado < 0,05).
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Regulacion Genes expresados diferencialmente (GED)
Genes CDC25A PLXNA1 NPM1 CXCL10 AURKA PUS7 VCAN TMEM97 KiI
Sobreexpresado| RRP9 PTK7 SHMT2 LEF1 COL1A2 COL5A1 CBX8 GTF3A MET V

SOX4 COL1A1 ERCC6L DACH1 ATP11A GPSM2 CKS2 PMEPAl
TOP2A CDH11 ARID3A PDPN ECT2 SOX9 NCAPG MMP14 BNV
PAFAH1B3 EFNA3 NEBUDT1 EDNRA RFC3 DIO2 PTP4A3 CELSH
KDELC1 SULT1C2 HOMER1 KIF23 SFRP4 PLA2G16 NEK2 FXYD5
CENPN BUB1 CELSR1 TPX2 JAG2 GALNT6 MMP11 RAD54B SER
GTF2IRD1 SERPINE1 BHLHE40 ITGBL1 COL5A2 CCND1 GDPDS N
FSCN1 PRR7 PMAIP1 IFITABE2C VSNL1 ANOS1 THY1 WISP1 LRI
LOXL2 TEAD4 CST2 HILPDA PHLDA1 TNS4 MYC UBE2S TGFBI TH
LYGE S100A11 CDC25B ASCL2 GDF15 TWIST1 SCD SULF1 NFE]
ANGPT2 PLAU FKBP10 SRPX2 CXCL5 STC2 SLC6A6 TIMP1 CX(
TMEM158 TRIB3 IGF2BP3XMOMMP12 AZGP1 CCL20 TNFRSF12A
SPP1 CEL SLC7AS5 INHBA STC1 EGFL6 BGN S100A2 TRIM29 AD
MSX2 DUSP4 TACSTD2 COL11A1 FABP6 COL10A1 ETV4 CLDI
CEMIP MMP7 THBS2 CXCL2 FAP DPEP1 CXCL1 CST1 MMP1 CJ
CHI3SL1 KLK10 KRT23 MMP3 CDH3 CXT:8 GNIH3 GZMB COMP MH
EREG IER3 SLCO4A1 TESC

Genes regulados
negativamente

AQP8 CAl GCG SLC30A10 ZGl6 CA4 ADH1C CHGA CWH43
CLCA1 TPH1 CHP2 SLC26A3 ABCA8 SLC4A4 CD177 UG]
ADH1B ABCG2 CA7 GBA3 UGTEBIHRS MYOT SST SLC26A2 |
EDN3 BRINP3 SOSTDC1 CEACAM7 CA2 AKR1B10 SLC17A
BMP5 BEST2 CDH19 ADAMDEC1 NPY1R PCK1l UGT2B15 SEM
PTGDR MMP28 ADTRP FABP1 HAPLN1l STMN2 ASPA LGAL
CR2 DHRS9 CCL23 ATP1ARBCR DHRS11 HPGD OGN HSI
PNLIPRP2 JCHAIN PADI2 HSD11B2 RUNDC3B C7 GREM2 ENT
NTRK2 PBLD NAT2 MUC4 RGS13 PDES9A TRHDE FGFR2 H
CAl12 FGF9 FAM107A PLCE1l Clorfll5 FMO5 MEP1A ARL14 I
CD79A ARHGAP4DGRL3 TMEM100 CPM SGK2 METTL7A SE
INSL5 LGI1 CES3 F13Al1 CES2 PLAC8 SPON1 AHCYL2 P
MT1F PPARGC1A CKB TPSG1 HIGD1A ANK2 MT1G MALL GH
EPHA7 EPB41L3 GHR CLIC5 FABP4 NLGN4X MYO1l1lA KR]
BCAS1 IE6 CCL8 MT1H ADAM28 DNASE1L3 KLF4 COL4A
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NAALADL1 CCL19 ANK3 PDK4 MUC2 CCDC68 MT1E GDPD
AOC1 MAOA POUZ2AF1 SEPP1 SRI CEACAM1 ATP2A3 OSBPI
FUCA1 PTN PLCL2 GCNT3 VILL GPX3 UGDH COL17A1 ALDH
KIT TCF21 NEDD4L ETFDH ITM2A GRAMD3 ENDOD1 STYK1
GALNT12 KCNMAl1 SSBP2 DDX60 ZZEF1 PAPSS2 CLU DSC2
ILIR2 NFASC FGL2 PID1 AKAP7 ECI2 ATP8Al HLF SORBS2 ]
ABCA6 LPAR1 FHL1 KBTBD11 RCANZ2 C4orfl9 EABEB2IQGAI
CCL5 CHRDL1 CASD1 BEX4 SLC44A4 RAB27A ACACB UGP2
SETBP1 KIAA0513 MYH11l EMP1 PER3 MEF2C MT1X TMPRS
DCLK1 CITED2 MT2A HGD SQRDL CFH MYLK BMP2 NR]
RSAD2 PTGER4 MUC5B ABHD3 PXMP2 BBM33 ITM2C BTN
SMPDL3A SLC28A2 NAP1L2 TUBAL3 ANPEP CXCL12 LRR({
MS4A12

Tabla 3 Lista de genes sobreexpresados y regulados negativamente comunes a los

cuatro conjuntos de datos demuestras de CCR

Accesién ID p ajustado | Valorp | t (estadistico) log:FC Gen
GSE3736{211756_al 5,76x10° | 4,21x10° | 67.323.871 234084 PTHLH
GSE9348211756_al 156x10° | 2,45x10* 38.334.384 15279 PTHLH

Tabla 4. El gen de PTHrP (PTHLH) se encuentra sobreexpresados de los cuatro

conjuntosde datosconsultadosde muestras clinicade CCR
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Para profundizar en la funcién de los GED compartidos por los cuatro conjuntos de datos,
se evaluo su participacion en procesos bioldgicos, las vias de sefializaliérgea estan
involucrados y sulocalizacion subcelular. Para estse incorporaron los GED a la
plataforma Enrichr(Xie et al., 2021)que nuclea distintas bases de datos para el
enriquecimiento funcional. Como se observa efilgura 490s genes sobreexpresados en

el CCR se asocian significativamente a procesos de organizacion de la matriz extracelular
(p<2,11x10°), vias de la TEM (p<1,955f)) vias de sefializacion 88=kB (p<2,37x10?),

vias de la angiogésis (p<2,44x1%) y via sobreactivadas de KRAS (p<2,18%10
mientras que también estan asociados a complejos de VEGFA (p< 534gh€e otros.

Por otra parte, los genes regulados negativamente por los cuatro conjuntos de datos
mostraron una asociacién con el metabolise iones metéalicos (p<5,35x1Y), vias
asociadas a la sefializacion KRAS XI(B8), al metabolismo de acidos grasos (8,68%10

y asociacion a la region extracelular (p<6,23X1L§ de complejos apicales (p<3,17%9)0
(Figura 46. Estos resultados reancan la importancia de las vias involucradas en la TEM y

la angiogénesis en la génesis/progresion del CCR.
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GO Biological Process 2021
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(G0:0008285) *7.25e-09
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Figura 45 Los genes sobreexpresados en el CCR estan enriquecidos en vias asociadas a la
angiogénesis y a I&EM Empleando la plataforma Enrictg® realizé la consulta de
enriguecimiento funcional por procesos biolégicos (panel superior3, déasefializacion

(panel medio)y compartimentos subcelulares (panel inferior), de los 176 genes
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sobreexpresados compidos pa los 4 conjuntos de datos de CCR. El grafico de barras

muestra la probabilidad asociada en cada caso expresada ¢éoag (valor p).
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GO Biological Process 2021

Ye-08

6 8
—logie(p-value)
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—logie(p-value)
Jensen COMPARTMENTS
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—logo(p-value)

Figura 46 Los genes regulados negativamente en el CCR estan enriquecidos en vias
asociadas a la progresiéde esta enfermedad que no han sido evaluadas este
Trabajo de Tesis.Empleando laplataforma EnrichRse realiz6 la consulta de
enriguecimiento funcional por procesos biolégicpsir{el superioy, vias de sefalizacion

(panelmedio) y compartimentos subcdares panel inferio), de los 254 genaggulados
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negativamentecompatidos por los 4 conjuntos de datos de CCR. El grafico de barras

muestra la probabilidad asociada en cada cagwesada comaq log;o (valor p)
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Seccién2: Estudio mediantebases de datoglinicos de la correlacion dBTHrPcon los

eventos y marcadores evaluados y hallados de relevancia en este Trabajo de Tesis

Con el fin de acceder a la enorme cantidad id®rmacion actualmente presente en
diferentes platafomas de analisis de muestrasnatas a continuacion se exploréen
bases de datok relacion de PTHréh los distintos tipos de cancer y su asociaciom los
procesosevaluados en este Trabajo de si® Inicialmente se empledla plataforma
EMTome lttp://www.emtome.org/) (Vasaikar et al., 2021que contiene firmas de genes
asociados a la TEM derivadde la Enciclopedia de Lineas Celulares @wete® (CCLfor
sus siglas en inglggNusinow et al., 2020)de muestras de pacientes metasi&os
(MET500)Robinson et al., 2017)le muestras clinicas tomadas del reposio del TCGA
(Tomczak et al2015)y de datos del Atlas de Proteds Humanas (HP#or sus siglas en
inglés) (Digre yLindskog, 2021)

En esta plataforma se introdujo como busqueda el gen de PTHrP (PTHLH) y se obtuvieron

diferentes clases de datos. LaTabla 5 muestra los 10 primeros resultados mas

significativos de la busqueda del gen PTHUEdiante b exploracion de los diferentes

procesos celulares asociados a la expresion de PTHLH se observd que en el cancer de

colon (COAD) y en el cancer de recto (READ) este gen posaftaur@relacion positiva

con vias implicadas en la TEM, la angiogénesis, la coagulacién, uniones apicales, la

sefalizacion de TGFy la sefializacion de KRAS, y a otras funciones biol6gicas con menor

correlacion Figura %).
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Cancer cohort GeneSet Correlation Pvalue
TCGA-READ HALLMARK_EPITHELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITION 0.842 0
TCGA-COAD HALLMARK_EPITHELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITION 0.807 1.61e-65
TCGA-READ HALLMARK_ANGIOGENESIS 0.782 0
TCGA-COAD HALLMARK_COAGULATION 0.772 1.08e-56
TCGA-READ HALLMARK_COAGULATION 0.7 0
TCGA-READ HALLMARK_APICAL_JUNCTION 0.767 0
TCGA-COAD HALLMARK_ANGIOGENESIS 0.755 7.8e-53
TCGA-COAD HALLMARK_APICAL_JUNCTION 0.747 2.91e-51
TCGA-COAD HALLMARK_KRAS_SIGNALING_UP 0.737 3.97e-49
TCGA-READ HALLMARK_KRAS_SIGNALING_UP 0.733 0

Tabla 5 Procesos centrales asociados al gen de PTHrP (PTHLH) en el repositorio de
muestras clinicas de TCGlos primeros 10 valores de correlacion mas altos se asocian a
la TEM, la angiogénesis, la coagulacién, funciones apicales y la sefializacion de KRAS. Se

muestran valores de correlacion y valor de probabilidad asociado.
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Figura 4. PTHLH se correlaciorsagnificativamente con IaTEMy la angiog@esis en el
cancer de colon (COAD) y en el cancer de recto (REAiDase a lo expuesto en Teabla
5, el diagrama de correlacion muestra que el genRTHrP (PTHLH) se correlaciooa

diferentes eventos edistintos tipos de tumores (Hallmarks Geneset).
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Con el fin dedeterminaren muestras clinicas si existe una asociacion entre PTHrP y los
marcadores evaluados en los Qafuis 1 y 2 de este Trabajo de Tesis, se realizé un analisis
mediante el test de awmelacion de Pearson (R), empleando la base de datos en linea
0Gene Expression Profiling Interactive AnalySi€GEPIA2(Tang et al.2019) que incluye
9.736 muestras de tumores y 8.587 muestras normales de los proyecto$QiaA
(Tomczak et al., 2015) de Expresion de Genotipdejido (GTERor sus siglas en inglés
(Lonsdale et al., 2013)

Como se observa en Kgura 48la expresion del gen de PTHrP (PTHLH) se correlaciona
positivamente y de manera significativa con la expmesitel gen de HH (R=0,37,
p=35x10"%, con MMP-9 (R=0,25; p=2x10°) y con MMP7 (R=0,29; p= 7,2xID en
muestras de cancer de colon. Por otra parte, también se hall6 una correlacion positiva y
de manera significativa entre PTHLH yrtwacadores evaluados en el Cajo 2 de este
Trabap de TesiZEB1 (R=0,35; p€%10°), Ncadherina (R=0,41p=11X10") y SPARC
(R=0,58; p=0)Hgura 49. En cada caso, la correlacion fue significativa de acuerdo con el

valor de py de R.
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Figura 48 Correlacionentre el gen dePTHrP y losnarcadores de angiogénesis evaluados

en el Capitulo 1 de este Trabajo de Tediss graficos muestrala correlacion entre la
expresid dd gen dePTHrP(PTHLH}on (A) VEGF(B) HIF1, (Q MMP-9 y O) MMP-7

empleando la plataforma GEPIA2 que anatlatos demuestrastumorales de CCR del

repositorio deTCGA.
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Figura 49 Correlacion entreel gen dePTHrP y losnarcadores de TEM evaluaden el
Capitulo 2 de este Trabajo de Tesisos graficos muestran la correlacion entre la
expresion del gen de PTHrP (PTHLH) Aprl(gen de fadherina (CDH1)B) el gen de
CK18 (KRT18)( el gen de ZEB(D) el gen de Nadherina (CDH2) (el gan de SPARC,
empleando la plataforma GEPIARe analiza datos de muestras tumoralés CCRlel

repositorio de TCGA.
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Seccién 3Estudio mediante biologia de redesle la interaccion entre PTHrP y los

marcadores de la angiogénesis y de la TEM

Como seeomento en el Segundo Cago de este Trabajo de Tesis en las células HCT116 y

en el modelo de xenotrasplante, PTHrP actia aummdtda expresion de SPARC; adema

el tratamiento con SPARC en las células HCT116 potencia los efectos de PTHrP. Por este
motivo se infirid la posibilidad de que exista una red de regulacion entre ambos factores
del microambiente tumoral. En base a estos hallazgos, se emple6 el enfoque de biologia
de redes para profundizar el estudio de esta relacion, y para visualizar la oierac

existente entre las proteinas asociadas a ambos factores de acuerdo a bases de datos.

Las moléculas en un sistema biol6gico como el interior de la célula, interactian entre siy
forman complejos y vias moleculares que llevan a cabo diversas fuadiwiégicas. En

una red bioldgica, los nodos (o vértices) representan proteinas, genes o metabolitos,
mientras que los ejes (0 enlaces que unen a los nodos) suelen representar relaciones,
como interacciones fisicas, activacion/desactivacion por fosfaiao regulacion de la
expresion génicg§Merico et al., 2009)Estas redes pueden generarse y dedhgca partir

de datos experimentales y publicaciones. Muchos repositorios en linea, como KEGG
(Enciclopedia de Genes y Genomas de Ki&tepactome, BIN[base de datos de la red de
interaccién biomolecular)p STRINGherramienta de busqueda para la recupeidén de
genes/proteinas que interactian)alojan una gran cantidad de datos que pueden
representarse como una red y luego analizarse. En esta construccion de redes existen
criterios para vincular la informaciéon cientifica existente con los genes o pastele
interés. La plataforma STRING integra datos de diferente valor para la construccion de
esta red desde: contextos gendmicos (genes que estan bajo el control del mismo
promotor por haberse fusionado sus secuencias), datos experimentales (coexpresion d
genes a partir de experimentos de secuenciacion de ARN o microarray donde se ven genes

que se sobreexmsan o se regulan negativamenten la misma amplitud), interaccion
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fisica (por espectrometria de masas se pueden detectar proteinas que formandegarte
complejos moleculares), conocimiento curado (complejos de proteinas y vias de
sefalizacion que estan deguas en bases de datos), minerie texto (o extraccion de
texto es una estimacién de la liteétma biomédica que esta indexadan pubmed) y co
menciones (los genes o proteinas de la busqueda se mencionan juntas en un mismo

documento).

En base a estos criterios, inicialmente se exploré la plataforma STRING para visualizar las
interacciones existentes entre los marcadores y factores evaluados enlesbajo de
Tesis. Como se observa enHmura 50 los marcadores presentan diferentes tipos de

asociacion entre si en unadee interaccion proteinaroteina (IPP).
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Interacciones conocidas Interacciones previstas Otros
—E3  de bases de datos seleccionadas = vecindario de genes A extraccion de textos
A Y determinado experimentalmente = fusiones de genes et coexpresion
et co-ocurrencia de genes EA—E%  homologia de proteinas

Fiqura 50 Asociacion entre PTHrP y los marcados TEMy angiogénesigvaluados en
esta Tesis Empleado la plataforma STRINEobtuvo la red resultante (confianza media:
0,4) de la busqueda des marcadores evaluadoBTHrP (PTHLH)}c&dherina (CDH1), €K
18 (KRT18), ZEB1cHdherina (CDH2), SPARC, VEGF1,HVUMR9 y MMR7. Los
diferentes tipos de asociacion entrtvys marcadoresapoyan losantecedentes que

motivaron este Tabajode Tesigvalor p <0,001).
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Cytoscape es uprogramade codigo abierto utilizado para la exploracion (visualizacion,
analisis e interpretacion) de redes bioldgicas y biomédicas. No es una base de datos como
las mencionadas anteriormente, sino que permite ellsmde datos de otras fuenten

forma de interconexiones biologicas respaldadas por asociaciones experimentales y
bibliograficas, lo que facilita las tareas de investigacion como la prediccion de la funcion
biolégicade determinados biomarcadores y suss de sefalizacién. Hoy existe una gran
cantdad de @licaciones disponibles para eprograma Cytoscape (conocidas
anteriormente como complementos) que brindan diferentes funciones en el analisis de
una red como la importacion de datos desde repositorios externos, agregar anotaciones,
deteccion de mdulos, busqueda de literatura y filtrado diatos entre otras(Lotia et al.,
2013)

Con el fin de integrar la base de dattisSTRING 11¥la plataforma de andlisis de redes
Cytoscape sdescargo la aplicaciémstringApp(Doncheva et al., 2019)n complemento

de Cytoscapeque facilita la importacion de redes STRING y la integracion con datos
adicionales proporcionados por el usuario en un mismo flujo de tral¥gtualmente,
stringApp admite cuatro tipos diferentes de consultas, que permiten a los usuarios
recuperar una rd STRING a partir de (1) una lista de uno o0 mas genes/proteinas, (2) una

lista de compuestos quimicos, (3)auenfermedad o (4) una consulie PubMed.

Con el objetivo de dilucidar la posible red regulatoria entre PTHrP y SPARC,
posteriormentese explord d interaccion entre PTRy SPARC vy las diferentes pnodsi

que seasociana estos factores en ldsmses de datomencionadasa través deStringApp
(Doncheva et al.,, 2019 Como se observa en Kgura 54, la busqueda de proteinas
asociadas a PTHrP y a SPARC copumaacion deconfianzaaltade 0,9(probabilidad de
encontrar las proteinaslentro de la misma via regulatori@enerd unared de 2335
interacciones.Luego se seleccionaron las proteinas que presentaron el mayor grado de

interaccién entre PTHrP y SPAR@QUYra 5B).
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