UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SUR
TESIS DE DOCTOR EN BIOLOGIA

ROL DEL PEPTIDO RELACIONADO A LA

HORMONA PARATIROIDEA (PTHrP) EN LA
ANGIOGENESIS TUMORAL Y EN LA TRANSICION
EPITELIO-MESENQUIMA DE CELULAS

TUMORALES INTESTINALES

Pedro Matias Carriere

ARGENTINA




UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SUR

TESIS DE DOCTOR EN BIOLOGIA

ROL DEL PEPTIDO RELACIONADO A LA HORMONA
PARATIROIDEA (PTHrP) EN LA ANGIOGENESIS
TUMORAL Y EN LA TRANSICION EPITELIO-
MESENQUIMA DE CELULAS TUMORALES
INTESTINALES

Pedro Matias Carriere

BAHIA BLANCA ARGENTINA

2022






Prefacio

Esta Tesis Doctoral se presenta como parte de los requisitos para optar al grado
Académico de Doctor en Biologia, de la Universidad Nacional del Sur y no ha sido
presentada previamente para la obtencién de otro titulo en esta Universidad u otra. La
misma contiene los resultados obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en el ambito
del Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia durante el periodo comprendido
entre 2017 y 2022. Con el aval de su directora, la Dra. Claudia Gentili, profesora de esta
Universidad e investigadora independiente del Consejo de Investigaciones Cientificas y
Técnicas (CONICET), y de su Co-directora, la Dra. Natalia Calvo, también docente de esta
Universidad e investigadora adjunta del CONICET, esta tesis presenta resultados de

investigacidon que no han sido presentados para otra titulacién.

Lic. En Cs. Bioldgicas Pedro Matias Carriere

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SUR
Secretaria General de Posgrado y Educacion
Continua

La presente tesis ha sido aprobada el .__/.../......, mereciendo la
calificacionde _.....(........................)




Agradecimientos

A la Universidad Nacional del Sur y al Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia
por ofrecerme sus recursos humanos y técnicos necesarios para desarrollar este trabajo.

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

A la Comisidn de Investigaciones Cientificas (CIC) y al Consejo Nacional de Investigaciones
Cientificas y Técnicas (CONICET) por otorgarme la posibilidad de comenzar mi formacion
doctoral.

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

A la Dra. Claudia Gentili por ser mi guia y consejera no solo en lo académico. Por toda su
dedicacién y compromiso de trabajo a la par de sus becarios. Por entender mis
dificultades y fortalezas, escuchar mis propuestas y dudas con respeto, y permitirme
analizar juntos cada paso hacia adelante.

A la Dra. Natalia Calvo por todo. Por su paciencia y por sus palabras. Por su escucha activa
y siempre estar atenta a mis inquietudes. Por poder contar con su vasta experiencia en
todo momento. Le estoy profundamente agradecido.

A Belén por haber conocido juntos personas, lugares y situaciones, por las charlas
necesarias, las no necesarias y las pendientes. Por habernos puesto en el lugar del otro
mas de una vez, y darme animo cuando mas lo necesité.

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

Al Dr. Héctor Contreras por recibirme en su laboratorio y darme la posibilidad de aprender
de todo su conocimiento y de un gran equipo como es el LOCyM.

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

A las investigadoras y becarios del laboratorio de Quimica Bioldgica por lo ameno de lo
cotidiano, la predisposicién a la colaboracidn y el aprendizaje compartido.

A todo el equipo que conforma la catedra de EyFCH por permitirme desarrollarme como
docente.



A mis amigos, que estan siempre a pesar de las ausencias y distancias, por aquellas charlas
que sin pensarlo, han derivado en poder sobreponerme a los obstaculos y han construido
en mi nuevas formas de ver.

A mis padres por ser mis mejores ejemplos de esfuerzo y amor. Por acompafarme en lo
académico y en lo personal.

A mis dos hermanos Juan y Lucio, que como siempre, sepan que soy y seré incondicional
con ellos en todo momento que me necesiten.

A Gise mi compafiera, por su fortaleza y cariiio, por el dia a dia, por los suefios juntos, por
su amor...por vivir este tiempo de su hermosa vida conmigo.

A mi hijo Fausto, gracias por darme la motivacién para ser cada dia mejor y recordarme a
diario la importancia y la belleza del descubrir.

A todos aquellos que destinen su tiempo para leer este trabajo con la intencion de
entender y también a todos aquellos que tal vez sin desear entenderlo, han contribuido
sustancialmente para que pueda llevarse a cabo. A todos ellos... gracias.



“Un comportamiento fenotipico
universal de todas las criaturas no es
sobresalir del entorno, sino mantenerse
lo mds parecido posible a él”.

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



Resumen

El péptido relacionado a la hormona paratiroidea (PTHrP) estd involucrado en la iniciacion
y progresion de distintos tumores. El rol de PTHrP en células de cancer colorrectal (CCR)
fue abordado en estos uUltimos afios por las Dras. Gentili y Calvo directora y co-directora,
respectivamente, de esta Tesis y a partir de los antecedentes generados, en este Trabajo
se propuso investigar los efectos de PTHrP en la angiogénesis y la transicidon epitelio-
mesénquima (TEM) evaluando el comportamiento de las células tumorales y también su
comunicacidon con su microambiente. Los resultados obtenidos revelan que PTHrP
aumenta la expresion de los factores pro-angiogénicos VEGF, HIF-1a, MMP-7 y MMP-9 en
las células Caco-2 y HCT116 de CCR y promueve la angiogénesis asociada al tumor a través
de VEGF. Estos efectos son mediados por las vias PI3K/Akt y ERK1/2. Previo al inicio de
este Trabajo de Tesis se habia confirmado que PTHrP induce la activacion de B-catenina en
estas células de CCR, evento vinculado a la plasticidad celular, por lo que se procedié
seguidamente a explorar si PTHrP modula el programa de la TEM. Se observd que en las
células HCT116, PTHrP disminuye la expresidon de los marcadores epiteliales CK-18 y E-
cadherina y aumenta la expresiéon de N-cadherina y ZEB-1, proteinas asociadas a un
estado mesenquimal. Ademas el péptido favorece cambios morfoldgicos asociados a este
estado. El medio condicionado proveniente de las células endoteliales HMEC-1 tratadas
con PTHrP (MCE) disminuye la expresion de E-cadherina 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 halld que PTHrP modula la
expresiéon de SPARC, una proteina asociada al fenotipo agresivo de CCR, en las células
HCT116. El tratamiento de las células HMEC-1 con PTHrP incrementa la expresion de esta
proteina y su secrecién al medio extracelular. Ademas, SPARC exdgeno en las células
tumorales acentUa el efecto de PTHrP en la disminucidn de la expresion de E-cadherina y
en el incremento de la migracidn celular. También PTHrP induce cambios en la expresion
de microARNs relevantes en la TEM. El péptido administrado a un modelo in vivo
promueve cambios morfoldgicos y moleculares que validan lo observado in vitro.

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



observé que los marcadores modulados por PTHrP tanto in vitro como in vivo se vinculan
con la progresion de la enfermedad. Los datos presentados en esta Tesis revelan los
efectos de PTHrP en la modulacion de la angiogénesis y la TEM del CCR y evidencian la
importancia de los marcadores estudiados, provenientes del tumor y de su
microambiente, en el desarrollo del fenotipo agresivo en los modelos experimentales de
CCR empleados. Este trabajo se enmarca dentro de un proyecto global que pretende
aportar conocimientos con el fin de orientar en la identificacion de marcadores en
muestras de pacientes de CCR con potencial valor prondstico, predictivo y/o con

aplicabilidad en el diagndstico precoz de esta enfermedad.



Abstract

Parathyroid hormone-related peptide (PTHrP) is involved in the initiation and progression
of different tumors. The role of PTHrP in cells from colorectal cancer (CRC) has been
addressed in the last years by Dr. Gentili and by Dr. Natalia Calvo director and co-director,
respectively, of this Thesis and based on the background information generated, this
Thesis work aimed to investigate the effects of PTHrP on angiogenesis and the epithelial-
mesenchymal transition (EMT), evaluating the behavior of tumor cells and also their
communication with tumor microenvironment. The results obtained reveal that PTHrP
increases the expression of the pro-angiogenic factors VEGF, HIF-1a, MMP-7 and MMP-9
in Caco-2 and HCT116 cells from CRC and also promotes tumor-associated angiogenesis
through VEGF. These effects are mediated by PI3K/Akt and ERK1/2 pathways. Before to
start this Thesis, it had been confirmed that PTHrP induces the activation of B-catenin in
these CRC cells, and since this event is linked to cell plasticity, then we explored whether
PTHrP modulates the EMT program. We observed that in HCT116 cells, PTHrP decreases
the expression of the epithelial markers CK-18 and E-cadherin and increases the
expression of N-cadherin and ZEB-1, which are proteins associated with a mesenchymal
state. In addition, the peptide favors morphological changes associated with this state.
Conditioned medium from PTHrP-treated HMEC-1 endothelial cells (ECM) decreases E-
cadherin expression in HCT116 cells and favors a mesenchymal phenotype, suggesting
that these ECMs could participate in the EMT in CRC cells. In this Thesis Work it was found
that in HCT116 cells PTHrP modulates the expression of SPARC, a protein associated with
CRC aggressive phenotype. The treatment of HMEC-1 cells with PTHrP increases the
expression of this protein and its secretion to the extracellular medium. Furthermore,
exogenous SPARC treatment on tumor cells accentuates PTHrP effect on the
downregulation of E-cadherin expression and in the increment of cell migration. PTHrP
also induces changes in the expression of relevant microRNAs in EMT. The peptide
administered to an in vivo model promotes morphological and molecular changes that
validate the findings obtained in vitro. Finally, through a bioinformatic analysis in samples

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



vivo are linked to the progression of the disease. The data showed in this Thesis reveal the
effects of PTHrP in the modulation of the angiogenesis and EMT program of CRC and show
the importance of the studied markers from the tumor and its microenvironment in
development of the aggressive phenotype in the experimental models of CRC employed.
This work is part of a global project that aims to provide knowledge to help in the
identification of markers in samples from CRC patients as potential candidates to be used
in the detection of CRC at early stages and/or with prognostic/predictive value of this

disease.
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Antecedentes

1. Antecedentes

1.1 PTHrP: su descubrimiento y acciones fisiologicas

Ante el caso de un paciente de 51 afios con un tumor y ademas con hipercalcemia e
hipofosfatemia no debida a hiperparatiroidismo primario, en 1941 Fuller Albright fue el
primero en postular que un tumor puede producir en exceso una hormona que actua de
manera similar a la hormona paratiroidea (PTH).Luego del analisis del Dr. James B. Collip,
se determiné que la causa no se relacionaba con PTH sino posiblemente con una molécula
ectopica similar a PTH (Albright, 1941). M3as tarde, en 1987,este factor fue caracterizado
como el péptido relacionado a la hormona paratiroidea (PTHrP) y se ha asociado al
sindrome de hipercalcemia humoral maligna (HHM) que acompana a complicaciones
clinicas de varios tipos de cancer (Martin y Atkins, 1979). La clonacién de su ADNc mostré
gue esta proteina de 18 kDa posee ocho de los primeros 13 residuos idénticos a los de
PTH y que su actividad bioldgica principal se asociaba a los primeros 34 aminodcidos

(Kemp et al., 1987).

La homologia estructural entre PTH y PTHrP sugiere que esta similitud resultéd de un
proceso de duplicacién génica. Sin embargo, a diferencia del gen de PTH el cual se
encuentra en el cromosoma 11, el gen de PTHrP (PTHLH) se encuentra en el cromosoma
12 y se extiende por mas de 15 kb incluyendo nueve exones y tres promotores, que
experimentan empalme alternativo dando lugar a tres isoformas de ARNm que codifican
para 139, 141 y 173 aminodcidos (Sourbier y Massfelder, 2006). Las tres isoformas de
PTHrP, si bien se consideran especificas de determinados tejidos, aun se desconoce si
presentan funciones diferenciales, ya que ademds, experimentan un procesamiento
postraduccional que genera varias formas secretadas (Schliiter, 1999; Wysolmerski, 2012).
La estructura de PTHrP estd constituida por un dominio N-terminal (1-36) asociado al
receptor de PTH tipo 1 (RPTH1) que esta implicado en la resorcidn dsea, una region media

(38-94) que presenta una secuencia de localizacidn nuclear y un dominio C-terminal (107-

16
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139) que posee la regiéon denominada osteostatina asociada a la inhibicidn de la ostedlisis
(Soki et al., 2012). Este ultimo dominio funcional no posee su homaélogo en PTH por lo que
esta funcidén es Unica para PTHrP (Schliter, 1999). En cambio, la regidon N-terminal de
PTHrP (1-34) es similar a la regiéon N-terminal de PTH y ambos se unen al receptor RPTH1

(Wysolmerski, 2012) (Figura 1).

17
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+1 139
Péptido seiial Precursor de PTHrP
I Procesamiento proteolitico
+1 36 38 94 107 139
F
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 PTHrP. Este péptido 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 PTHrP al unirse al receptor RPTH1,
mientras que los siguientes residuos de PTHrP (14-36) son cruciales para la uniéon a RPTH1,
pero no tienen una alta homologia con PTH y su secuencia no se parece a ninguna otra
proteina conocida (Martin, 2016). NLS: secuencia de localizacién nuclear, denominada asi

por sus siglas en inglés.
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Ainos mas tarde se descubrié en el cerebro un receptor homdlogo, el receptor de PTH tipo
2 (RPTH2) (Usdin et al., 2000). PTH (1-34) se une a RPTH2 y lo activa, pero PTHrP (1-34)
no es capaz de unirse a este receptor (Gensure et al., 2005). Se considerd que las
diferencias dentro de la secuencia de PTH (1-14) y PTHrP (1-14), en particular la presencia
de histidina en la posicion 5 de PTHrP, contribuia en gran medida a la capacidad de RPTH2

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

PTHrP es producido por muchos tejidos como cartilago, musculo liso y hueso, actuando de
manera autocrina, intracrina y paracrina, siendo esta ultima la mas frecuentemente
observada (Maioli y Fortino, 2004). Solo se ha visto en circulaciéon y actuando de manera
endocrina durante la lactancia (donde actua en la resorcidn dsea), en el feto (donde media
el transporte de calcio transplacentario) y en la HHM (McCauley y Martin, 2012) (Figura
2). En tejidos extraesqueléticos fetales de rata se ha observado que el ARNm de PTHrP se
expresa principalmente en las células de revestimiento de la superficie, mientras que el
ARNm de RPTH1 se expresa principalmente en las células mesenquimales adyacentes. La
relacion temporal entre la expresién de PTHrP y del receptor RPTH1 apoya la hipétesis de
que PTHrP es un factor de diferenciacion/crecimiento con un modo de accion
autocrino/paracrino durante el desarrollo fetal, que participa en interacciones epiteliales-
mesenquimales en muchos tejidos ademas de sus funciones en el desarrollo esquelético
(Lee et al., 1995). El receptor RPTH1 es un receptor acoplado a proteina G (GPCR por sus
siglas en inglés) con 7 dominios transmembrana. La comprensién de las funciones
fisioldgicas, las acciones moleculares y celulares de PTH y PTHrP comenzé cuando se clond
por primera vez el RPTH1 en la década de 1990. La regidon amino terminal de PTH (1-34) y
PTHrP (1-34) interactuan con el dominio J, que es la porcién funcional del receptor que
contiene las siete hélices transmembrana y los bucles de conexiéon (Mannstadt et al.,
1999). La porcidn carboxilo terminal de PTH y PTHrP se une al dominio N extracelular del
receptor que promueve la asociacién de la regién amino terminal biolégicamente activa

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

Ademas de las investigaciones sobre la fisiologia de PTHrP en el desarrollo fetal y posnatal,
su estudio en los ultimos afios ha demostrado que aquella prediccién de Fuller Albright
sobre su relacién con el cdncer renal no se limitaba a promover la HHM, sino que PTHrP
podria encontrarse participando activamente en el desarrollo y progresion de distintos
tipos de tumores. Los primeros hallazgos del efecto de PTHrP en este sentido fueron
informados por Sourbier y Massfelder en el ailo 2006 ya que encontraron un incremento
de su expresion en tejido de cancer renal y una regresiéon en tumores in vivo ante el
bloqueo de PTHrP (Sourbier y Massfelder, 2006). Luego Li y colaboradores establecieron
en el aflo 2011 su participacion en distintas etapas del cancer de mama siendo
posteriormente este rol ampliamente caracterizado (Li et al., 2011). En una completa
revision realizada en el aino 2012 por Soki y colaboradores se compilé la informacidn hasta
ese momento existente de la funcién de PTHrP en las metdstasis dseas y su contribucién a
eventos que promueven el desarrollo tumoral concluyendo que en metastasis
esqueléticas PTHrP tiene la capacidad de actuar en las células tumorales “nutriendo la
semilla” y/o en el microambiente éseo “preparando el suelo” en palabras de Stephen
Paget (Ribatti et al., 2006; Soki et al., 2012). Por otro lado estudios clinicos de tumores de
mama invasivos detectaron la presencia de PTHrP en el 60% de los tumores y en el 90% de
las metdstasis dseas pero no se observd expresion en los tejidos mamarios normales

(Powell et al., 1991).

Si bien PTHrP se expresa en diferentes tumores de drganos como mama, proéstata,
pulmon, rifién y piel (Soki et al.,, 2012), su rol en otros tipos de cdncer que no estan
asociados directamente con hipercalcemia y/o metastasis 6sea frecuente, como es el caso
del cancer colorrectal (CCR), no ha sido totalmente elucidado. Esto evidencia la
dependencia del contexto en la accion de PTHrP. Se ha 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), lo que sugiere que en el intestino PTHrP ejerceria un
papel regulador local a través de una via autocrina/ paracrina. Malakouti y colaboradores
observaron por inmunohistoquimica que la expresion de PTHrP estd aumentada en el
tejido del cdncer de colon en comparacidn con la mucosa normal y los pélipos
colorrectales. Ademads, la expresion parece ser mayor en los pdlipos que en el colon

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

De acuerdo a estadisticas del Observatorio Global del Cancer (Globocan 2020) y como se
puede apreciar en la Figura 3, el CCR representa el tercer cancer con mayor incidencia
luego del cdncer de mama y el de pulmdn, con 15.895 casos nuevos en el afio 2020,
representando el 12,1% del total de tumores en ambos sexos (Sung et al., 2021). Si bien ha
disminuido relativamente su mortalidad en los ultimos 20 afios debido a los avances en el
tratamiento de la enfermedad, aun se sitla segundo en tasa de mortalidad (9,4%), vy la
falta de acceso a estudios y de métodos confiables para su deteccién sigue afectando el
diagndstico clinico temprano y el prondstico de los pacientes (Keum y Giovannucci, 2019;

Rawson y 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

Esoéfago 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 cancer
(GLOBOCAN 2020). Se presenta el numero estimado de casos nuevos (arriba) y de

fallecimientos (abajo) por CCR en ambos sexos y en todas las edades en el 2020.
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Como se ha observado en pacientes con CCR en comparacidn con controles sanos, el estilo
de vida tiene un papel relevante en la causa del CCR independientemente del riesgo
genético de cada persona. El consumo excesivo de alcohol, la obesidad, la inactividad
fisica y una dieta poco saludable son factores de riesgo independientes, y la puntuacién de
riesgo combinada de estos factores se asocia fuertemente con el aumento de la

probabilidad de apariciéon de la patologia (Cho et al., 2019).

La mayoria de los casos de CCR (mas del 90%) son adenocarcinomas, una neoplasia
maligna que se desarrolla a partir de células epiteliales glandulares del colon vy el recto;
otros tipos raros incluyen carcinoma de células escamosas, carcinoma adenoescamoso,
carcinoma de células fusiformes y carcinoma indiferenciado (Fleming et al., 2012).
Aproximadamente del 60 al 65% de los casos de CCR surgen esporadicamente (es decir,
ocurren en individuos sin antecedentes familiares de CCR o debido a mutaciones genéticas
heredadas que aumentan el riesgo) a través de aberraciones epigenéticas y genéticas
somaticas adquiridas. Solo el 5% se atribuye a sindromes de cdncer hereditario, como el
CCR no poliposo, también conocido como sindrome de Lynch, o la poliposis adenomatosa
familiar (PAF), causada por mutaciones hereditarias de la linea germinal en genes de

susceptibilidad poco frecuentes, pero de alta penetrancia como 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 una delecidn del gen supresor tumoral APC (siglas
derivadas del inglés: “Adenomatous Polyposis Coli”), de K-RAS (siglas derivadas del inglés
“Kirsten-rat sarcoma oncogen homolog”) y de p53 (proteina especifica de 53
kDa)(Kanthan et al., 2012). Esta via esta implicada en la formacién de criptas aberrantes
displasicas con mutaciones de K-RAS. Una minoria de estos focos con criptas aberrantes
displasicas evoluciona de podlipos adenomatosos simples a avanzados para finalmente
producir un cancer invasivo. Las mutaciones somaticas de APC se observan en el 60-80%
de los casos de CCR, asi como en un gran porcentaje de las lesiones precursoras
colorrectales (adenomas), lo que indica que la mutacidn de APC es un evento temprano en
el proceso de oncogénesis. La proteina APC se une a la proteina B-catenina e induce su
degradacion, actuando de este modo como un regulador negativo de la expresién y
funcién de B-catenina. La pérdida de la funcién del gen APC provoca la acumulacion de B-
catenina citoplasmatica libre que transloca hacia el nucleo, donde activa la transcripcion
de genes involucrados en la proliferacion celular (Behrens, 2005). Los genes blanco de la
sefial Wnt/B-catenina afectan a multiples funciones celulares, incluyendo los reguladores
de la progresion del ciclo celular, la proliferacién celular, la angiogénesis y la transicion
epitelio-mesénquima (TEM), tal como se describird posteriormente. Se estima que estos
eventos siguen la Hipdtesis de Knudson de acumulacién de mutaciones “conductoras”
como la mutacién del gen APC, para continuar con una hiperplasia por fendmenos de
hipometilacidon. Luego, mutaciones ampliamente reconocidas en colon como en KRAS y
p53, con la complejidad que le suma las mutaciones “pasajeras” (debidas a la alta tasa de

proliferaciéon), convierte al CCR en una patologia dificil de caracterizar.
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Figura 4. Secuencia de adenoma a carcinoma segun modelo de eventos mutacionales.

Adaptado de Davies et al., 2005.
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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 demostrdé que los sistemas de
clasificaciéon existentes para el CCR se fusionan en cuatro subtipos moleculares de
consenso (en inglés CMS) que, como se observa en la Figura 5, presentan caracteristicas
distintivas: CMS1 (Inmune, 14% de los casos): con elevadas mutaciones, inestabilidad
microsatelital y fuerte activaciéon inmune; CMS2 (Candnica, 37% de los casos): epitelial,
cromosdmicamente inestable y marcada activacion de sefializacion 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
transformante B (TGF- B por sus siglas en inglés), invasiéon del estroma y angiogénesis

(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

Figura 5. Diferencias bioldgicas significativas en los distintos subtipos moleculares del CCR

basados en la expresiéon génica. Adaptado de Guinney et al., 2015.
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En particular los canceres de tipo CMS4, a menudo diagnosticados en estadios avanzados
(I1'y 1V), tienen un prondstico desfavorable con peor supervivencia general a 5 afios (62%
de los pacientes) y supervivencia sin recaida (60% de los pacientes) frente a los otros
subtipos moleculares (Guinney et al., 2015). Si bien recientemente se han desarrollado
estrategias terapéuticas de anticuerpos monoclonales dirigidos a los estadios avanzados,
los canceres CMS4 son resistentes a varias de ellas como a la terapia contra el receptor del
factor de crecimiento epidermal (EGFR, por su sigla en inglés), independientemente del
estado de mutacién de KRAS, y a la terapia anti-angiogénesis como bevacizumab en el

estadio IV (Thanki et al., 2017).

Esto plantea la necesidad de comprender los factores que impulsan la progresién del CCR
hacia su fenotipo mesenquimal, un fendmeno que se comentara seguidamente. Existe
consenso en considerar que el proceso metastdsico consta de los siguientes pasos
secuenciales (Figura 6). El escape inicial del sitio primario (que posibilita la invasion)
requiere que las células tumorales epiteliales pierdan sus uniones intercelulares para
volverse moéviles (paso 1) degradando la membrana basal y la matriz extracelular (MEC)
subyacente; la ruptura de estas barreras fisicas permite que las células migren e invadan
los tejidos normales cercanos (paso 2). El siguiente paso de la metastasis se denomina
"intravasacion", durante el cual las células tumorales invaden la lamina endotelial,
penetran en los vasos vasculares o linfaticos ingresando en la circulacién sistémica (paso
3). Solo una pequefa cantidad de las células neopldsicas liberadas sobreviven a la anoikis
(una forma de muerte celular programada que ocurre cuando las células se desprenden
de la MEC circundante) provocada por la pérdida de anclaje. Finalmente, algunas de las
células migratorias pueden salir a través del endotelio capilar en drganos distantes hacia
el parénquima de estos érganos (“extravasacion”) (paso 4). En el nuevo entorno estromal,
un subconjunto logra establecerse (paso 5) y proliferar desde micrometastasis hasta
tumores secundarios que son clinicamente detectables (paso 6). La activacién de la TEM

puede proporcionar a las células tumorales la capacidad de migrar, invadir, intravasar y
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extravasar. Una vez que alcanzan los drganos distantes, estas células mesenquimales
vuelven a una identidad mds epitelial a través de la transicion mesénquima-epitelio (TME)
para recuperar la capacidad de proliferacidon y formar un crecimiento secundario en los

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

En el afio 1989 Ferrara y Henzel informaron la existencia de un factor de crecimiento de
45 kDa con un efecto especifico en células endoteliales capilares que era capaz de
estimular la formacién de vasos sanguineos, al cual denominaron factor de crecimiento
vascular endotelial (conocido como VEGF por sus siglas en inglés) (Ferrara y Henzel, 1989).
En el afio 1996, el grupo de investigacion dirigido por Ferrara y colaboradores demostro
un rol esencial de este factor proangiogénico en la vasculogénesis embrionaria y la
angiogénesis en el raton. La inactivacidon de un solo alelo de VEGF dio como resultado la
letalidad embrionaria entre los dias 11 y 12. Los embriones VEGF+/- exhibieron 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 placentay el sistema nervioso (Ferrara et al., 1996).

Mas tarde se encontré que este factor es capaz de interactuar con tres subtipos de su
receptor (conocidos como VEGFR1, VEGFR2 y VGFR3 por sus siglas en inglés), que son
quinasas capaces de fosforilar residuos de tirosina, y que median una amplia gama de las
acciones fisiolégicas de VEGF mediante la activacion de vias de sefalizacién como ERK1/2
MAPK, c-Src, Akt, dxido nitrico endotelial y p38 MAPK (Greenberg et al., 2008; Koch et al.,
2011). Mientras que la vasculogénesis se refiere a la formacion de novo (o sea de nuevos
vasos sanguineos) a partir de células progenitoras endoteliales (Patenaude et al., 2010), la
angiogénesis se refiere a la formacidon de vasos a partir de una red vascular preexistente
(Viallard y Larrivée, 2017). De esta forma la angiogénesis fue reconocida como un proceso
a través del cual se forman vasos sanguineos y que implica necesariamente la activacién,
proliferaciéon y migracion de las células endoteliales junto a un efecto coordinado de
factores proangiogénicos y antiangiogénicos, que resulta en la formacién de las

estructuras vasculares (Figura 7) (Kong et al., 2017; Loizzi et al., 2017).
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En el 1971, Folkman postulé por primera vez que el crecimiento de los tumores depende
de la angiogénesis (Folkman, 1971). A partir de sus investigaciones numerosas evidencias
han sefialado que los tejidos tumorales presentan una mayor vascularizacion en
comparacion con los tejidos normales adultos y que el mecanismo angiogénico es
fundamental en la progresién tumoral (Carmeliet, 2005; Goel y Mercurio, 2013;

Matsumoto y Ema, 2014).

La alta tasa metabdlica de las células tumorales demanda un mayor aporte de nutrientes y
oxigeno, ademas de facilitar la invasion de las células tumorales promoviendo la
diseminacidon a drganos distantes. La vasculatura tumoral resultante es estructural y
funcionalmente anormal y los vasos sanguineos son de morfologia irregular, tortuosos,
mas permeables y hemorragicos, lo que conduce a una alta presion intersticial (Mander y
Finnie, 2018; Morikawa et al., 2002). A su vez, estas caracteristicas resultan en un flujo
sanguineo tumoral subdéptimo, en donde estimulos como la hipoxia, la secrecién de
citoquinas y el estrés oxidativo pueden aumentar la expresion del VEGF en las células

tumorales.

Debido a esto, la alta tasa de proliferacién y en respuesta a la consecuente disminucion de
la concentracion de oxigeno en los tejidos, las células tumorales intentan restaurar la
homeostasis metabdlica a través de la activacion de un sistema regulador central para la
hipoxia, compuesto de factores inducibles por hipoxia (conocido como HIF por sus siglas
en inglés) (Giaccia et al., 2004). El factor de transcripciéon HIF-1 alfa ademas de intervenir
en cambios metabdlicos protumorales regula genes implicados en el proceso angiogénico,
promoviendo la expresion de VEGF en el CCR (Cao et al., 2009). Sin embargo, la liberacién
proteolitica de VEGF de la matriz tumoral y su disponibilidad para unirse a su receptor,
como sucede con otros factores del microambiente tumoral, depende de la degradacién
de la MEC, motivo por el cual se ha identificado como clave el rol de las metaloproteasas
de la matriz (conocidas como MMP por su siglas en inglés) (Deryugina y Quigley, 2015;
Niland et al., 2021; Quintero-Fabian et al., 2019). Ademds de su reconocimiento como

mediadoras de la invasion celular, en particular, estd reportado que la metaloproteasa 9
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(MMP-9) posee una actividad directa en la angiogénesis en la que degrada la membrana
basal permitiendo la proliferacidon y migracidon de las células tumorales del CCR, y que
ademas puede actuar a través de mecanismos indirectos desencadenando un cambio
estructural que libera al VEGF de la MEC. El VEGF queda asi disponible para interactuar
con su receptor VEGFR y activar la angiogénesis en el tumor (Araujo et al., 2015; Barillari,
2020; Bergers et al., 2000). Junto a MMP-9 se reconocen otras metaloproteasas como
MMP-7, que es un objetivo de la via de sefializacion de B-catenina y del factor de
transcripcion que se une a B-catenina conocido en inglés como TCF y que se asocia a
estadios avanzados del CCR. MMP-7 ha sido evaluada por estudios como el de Huo vy
colaboradores que observaron que es capaz de inducir la proliferacion de células
endoteliales y generar angiogénesis (Huo et al., 2002). Ademas, es capaz de liberar al
VEGF del secuestro del inhibidor endégeno VEGFR-1 soluble (sVEGFrl) para promover la

angiogénesis en las células endoteliales HUVEC (Ito et al., 2009).
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Figura 7. Balance angiogénico. Los niveles de factores pro-angiogénicos (rojo) y anti-
angiogénicos (celeste) determinan si una célula endotelial permanece en un estado
guiescente o en un estado angiogénico activado, de esta forma los cambios en el balance
angiogénico determinan la formacidon de nuevos vasos. Copyright ©2022 Eli Lilly and

Company.
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Dado el contexto, el microambiente hipdxico favorece la seleccién de células anormales
que pueden resistir estas condiciones (Jain et al., 2014). Ademas, las células tumorales
hipéxicas a menudo muestran un fenotipo mas agresivo, activando oncogenes vy

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

Un aspecto a tener en cuenta es que la liberacion de factores no sélo por las células
tumorales sino también por el microambiente provoca cambios en las células endoteliales
que recubren la vasculatura tumoral anormal. Actualmente estd ampliamente aceptada la
heterogeneidad y anormalidad de estas células endoteliales, asi como su rol en el
microambiente, a través de la expresidn de factores secretados y unidos a la membrana.
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 (Alsina-Sanchis et al., 2021).

A pesar del uso de agentes terapéuticos dirigidos a la inhibicién de la angiogénesis en el
tratamiento del CCR metastasico (Battaglin et al., 2018), se ha observado la resistencia en
muchos pacientes que conduce al fracaso del tratamiento y a la progresion de la patologia
(Hubbard y Grothey, 2010). Mds aun, las anomalias de la vasculatura tumoral que
dificultan la llegada de agentes terapéuticos, junto a la observada falta de respuesta del
endotelio tumoral a la inflamacién causada por los factores proangiogénicos, disminuye el
reclutamiento de células inmunitarias contribuyendo a un microambiente

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

En la primera mitad del siglo XIX, algunos investigadores observaron que los tejidos
tumorales se parecian mas a los tejidos embrionarios que a los tejidos adultos (Recamier,
1829; Remak, 1854). Estas observaciones condujeron a la teoria del reposo embrionario
del cancer propuesta por Franco Durante y Julius Cohnheim: "Elementos que han
conservado sus caracteristicas embrionarias en el organismo adulto o los han recuperado
a través de alguna desviacion quimico-fisioldgica, representan los elementos generativos
de cada variedad tumoral” (Cohnheim, 1875; Durante, 1874). En el afio 1968 la
investigacion de Elizabeth Hay en la gastrulacidon de vertebrados mostré que las células
embrionarias adoptan una morfologia mesenquimal que les permite la migracion lo que se
denomind "transformacién epitelial-mesenquimal” y que estaria mediada principalmente
por la sefializacién del TGF-B y la via de Wnt/B-catenina (Hay, 2005). Afios mas tarde, se
definié como transicidn epitelio-mesénquima (que en este Trabajo de Tesis se denominara
TEM) y no sélo se ha hallado en tejidos normales durante el desarrollo y la cicatrizacién de
heridas, sino también como un impulsor en la fibrosis tisular que acompafia a algunas

enfermedades y en la patogénesis del cancer.

Por este motivo este proceso puede clasificarse dependiendo del momento y contexto en
el que ocurre. Se reconoce como TEM tipo 1 al que ocurre durante la gastrulacién
embrionaria y que da lugar al mesodermo, endodermo y a las células méviles de la cresta
neural. Alli, el mesénquima primario puede formar epitelios secundarios mediante una
reversion hacia una transicion mesénquima-epitelio (TME). La TEM se puede volver a
activar en el tejido adulto en el contexto de la inflamacién vy la fibrosis lo que se denomina
TEM tipo 2. A diferencia de la TEM tipo 1, la TEM tipo 2 se expresa durante largos
periodos de tiempo y eventualmente puede destruir un érgano afectado si el agente
inflamatorio primario no se elimina o se atenua (Marconi et al., 2021). Finalmente, los

epitelios secundarios de muchos érganos pueden transformarse en células cancerosas que
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luego experimentan la TEM de tipo 3 que permite la invasidén y la metdstasis (Kalluri y

Weinberg, 2009).

Como se observa en la Figura 8, durante este proceso las células pierden progresivamente
sus caracteristicas epiteliales y adquieren propiedades mesenquimales en respuesta a las
sefiales propias y del microambiente (Aiello y Kang, 2019). El estado normal de un epitelio
consiste en células que se caracterizan por poseer uniones estables entre si, una polaridad
apical-basal e interacciones con la membrana basal. Durante la TEM, los cambios en la
expresion génica y los mecanismos de regulacién postraduccional conducen a la represion
de estas caracteristicas epiteliales y la consecuente adquisicion de caracteristicas

mesenquimales (Stemmler et al., 2019).

Estos cambios moleculares hacia el estado mesenquimal son acompafiados de una
morfologia y cambios en el citoesqueleto similares a las de los fibroblastos, asi como un
incremento en las capacidades migratorias e invasivas (Yang et al., 2020). Sin embargo, no
constituye sélo un estado binario en el que las células tienen una identidad mesenquimal
o epitelial, sino que comprende un espectro dinamico y reversible donde las células se
pueden encontrar en cualquier etapa de ese espectro, a menudo compartiendo ciertas
caracteristicas epiteliales y mesenquimales. Incluso las células que se consideran en un
estado hibrido epitelial/mesenquimal son mas resistentes a la apoptosis y a esquemas

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

Los controles genéticos y los mecanismos bioquimicos subyacentes a la adquisiciéon del
fenotipo invasivo y la posterior diseminacion de la célula tumoral han sido dreas de
intensa investigacion. En muchos de estos estudios, se ha propuesto la activacién de un
programa TEM como el mecanismo critico para la adquisicién de fenotipos malignos por
parte de las células tumorales epiteliales (Thiery, 2002). Durante la invasion de un
carcinoma, la TEM provee a las células tumorales la capacidad de disociarse una de otra,
degradar y migrar dentro de la membrana basal e invadir el tejido conectivo circundante

(Chou y Yang, 2015). Interesantemente, el proceso inverso, la TME, es también esencial en
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la embriogénesis y juega un rol determinante en el establecimiento de células tumorales
en nuevos organos durante la metdstasis tumoral (Kalluri y Weinberg, 2009). Esto refuerza
el concepto de que la TEM puede considerarse como un proceso reversible durante la
progresiéon tumoral y no regido solo por eventos mutacionales. Las reglas que controlan la
TEM en el desarrollo embrionario muestran paralelismos con los que subyacen a su

reactivacion durante la progresion del cancer.

Las células epiteliales poseen la glicoproteina transmembrana de la superfamilia de
cadherinas tipo | E-cadherina (codificada por el gen CDH1) como molécula principal en las
uniones adherentes. El dominio extracelular de E-cadherina consta de cinco regiones
implicadas en la formacién de dimeros de E-cadherina, que interactian con la membrana
celular de una célula contigua (Stemmler, 2008). EI dominio intracelular de E-cadherina
estd unido a un complejo proteico que contiene a B-catenina, alfa-catenina y p120, que
interactdan con la red de filamentos de actina intracelulares. Estos eventos moleculares
crean una asociacion entre el contacto celular, la regulacion del citoesqueleto y la forma
celular, necesaria para mantener las células epiteliales inmodviles (Birchmeier y Behrens,
1994). Durante la TEM, la actividad de las uniones adherentes se modifica mucho debido
principalmente a la sustitucién de E-cadherina por N-cadherina, un proceso denominado
"cambio de cadherina" (Cavallaro et al., 2002; Christofori, 2003). De hecho, a diferencia de
las células epiteliales, las células mesenquimales expresan varias cadherinas, incluidas la
N-cadherina, la R-cadherina y la cadherina 11. Como E-cadherina tiene un rol esencial en
la homeostasis epitelial, la disminucién en su expresion inicia el descenso en la expresién
y/o organizacion de una serie de marcadores epiteliales adicionales, como proteinas
desmosomales (plakoglobina, desmoglobinas, desmoplaquinas), uniones ocluyentes (ZO-
1) y componentes de la polaridad celular (proteinas dlg o Igl) (Vu y Datta, 2017). Por su
parte, la expresion aberrante de N-cadherina parece tener un efecto dominante en la
interaccion célula-célula, ya que incluso en presencia de E-cadherina aumenta la motilidad
de las células tumorales mediante una desestabilizacién de los complejos de adhesidn

celular (Nieman et al., 1999).
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Figura 8. Transicién epitelio-mesénquima (TEM). Adaptado de Dongre y Weinberg, 2019.
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En este proceso de cambio hacia el estado mesenquimal la célula experimenta una
reorganizacion drastica del citoesqueleto con cambios de expresion en proteinas
estructurales como integrinas y filamentos intermedios. Simultdneamente, existe un
aumento en la expresién de proteinas caracteristicas de células mesenquimales como
vimentina y fibronectina junto a un incremento de la expresién de factores de
transcripcion como TWIST, ZEB1/2 y Snail que se ha identificado como represores
trascripcionales de la E-cadherina (Peinado et al., 2004, 2007). Entre ellos, ZEB1 posee un
rol crucial en la progresién de los carcinomas como el CCR, lo que sugiere que puede ser el
principal contribuyente al programa de TEM en tumores de tejidos de origen endodérmico

(Burk et al., 2008).

Asi, estos cambios que conducen al fenotipo agresivo pueden desencadenarse por
cambios moleculares en la célula tumoral y la influencia mediada por células del
microambiente del tumor como macréfagos y otras células inmunitarias infiltrantes que
conducen a la induccién de la TEM (Toh et al., 2011). Esta importancia del microambiente
también es respaldada por estudios tal como aquel desarrollado por Robinson vy
colaboradores en donde se hallé6 mediante imagenes de seguimiento intravitales que la
aparicion de metastasis estd dada por la proximidad espacial entre células tumorales,

macréfagos y células endoteliales (Robinson et al., 2009).
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1.7 Vias de senializacion asociadas a procesos protumorales

1.7.1. La via de senalizacion de las MAPK

Las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKs) son una familia de serina-
treonina quinasas altamente conservadas que regulan diversos procesos fisiopatolégicos
que promueven respuestas a diversos estimulos. Estas se activan por fosforilacién en
respuesta a una amplia variedad de estimulos extracelulares que interaccionan con
receptores GPCR, o receptores que poseen actividad tirosina quinasa intrinseca activados
por fosforilacién en tirosina (RTK por sus siglas en inglés), o por activacidon de tirosina
quinasas citosélicas como Src (Schaeffer y Weber, 1999; Seger y Krebs, 1995). Como se
observa en la Figura 9, la superfamilia de las MAPKs estd formada por cuatro familias
principales: las proteinas quinasas reguladas por sefales extracelulares (ERKs,
especificamente ERK1 y ERK2, por sus siglas en inglés), las quinasas c-Jun N-terminal (JNKs
por sus siglas en inglés), la familia de las quinasas p38 (formada por varias isoformas de 38
kDa) y ERK5 (de peso molecular mas grande que el resto de las familias y también
conocida como proteina quinasa 1 activada por mitégeno grande, BMK1, por sus siglas en
inglés). Cada familia participa en la regulacidon del metabolismo intracelular y expresién de
genes involucrados en diferentes respuestas celulares como el crecimiento y desarrollo,

apoptosis, respuesta celular a estrés y migracién celular.
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estas vias se produce por multiples factores y la respuesta puede variar dependiendo del
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La desregulacion de estas cascadas y su efecto posterior, usualmente, conduce a
enfermedades como el cdncer, la diabetes y la respuesta inmune inflamatoria, entre otras
(Keshet y Seger, 2010). Se ha reportado que la via de sefalizacion de ERK 1/2 MAPK,
activada usualmente por estimulos mitogénicos, regula la migracion y la invasion de
células tumorales a través de multiples factores, incluyendo: 1) GTPasas de la familia Rho,
que controlan la regulacién del citoesqueleto, 2) integrinas y proteinas de adhesién (como
FAK, paxilinas y caspainas), 3) proteasas extracelulares que degradan la matriz
extracelular, 4) complejos de adhesion célula-célula, 5) factores de transcripcion como
AP1 y Ets2 que regulan la expresion de proteinas que controlan la migracion/polaridad,
incluyendo MMP y cadherinas, 6) proteinas de la familia RSK, asociada a algunas de sus
isoformas, y a otras que se mantienen en discusion (Sever y Brugge, 2015). Por su parte,
estudios muestran que las vias de p38 MAPK y JNK estdn generalmente involucradas en
respuestas anti-apoptodticas y en la inflamacién, y que la via de ERK5 transmite sefiales
mitogénicas y de estrés, aunque el mecanismo de accién de esta ultima quinasa aun sigue
en estudio (Yao et al., 2010). Al igual que otros procesos regulados por estas vias de
sefalizacion, el resultado de la activacion de las MAPKs en el cancer es también
dependiente del entorno. En este sentido, se ha observado que la activacién de p38 MAPK
en células endoteliales tiene un rol central en el control de la proliferacién, migracién y

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

Incluso se ha reportado que los eventos protumorales pueden depender de una
comunicacidon cruzada entre las MAPKs y otras vias de sefalizacion como la via de
PI3K/Akt, la via de Wnt/ B-catenina y la via de TGF-B/Smad, entre otras, modulando
procesos como la TEM (Gonzalez y Medici, 2014; Tse y Kalluri, 2007). Estas vias son
activadas por diversos estimulos dindmicos del microambiente local, incluidos factores de

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

La Fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K, por sus siglas en inglés) es una familia de quinasas de
lipidos que se activan por numerosos estimulos como factores de crecimiento vy
receptores de hormonas, regulando asi el crecimiento celular, la supervivencia, la
movilidad y las respuestas a los cambios en las condiciones nutricionales. Esta quinasa
puede ser dividida en tres clases (I, Il y 1ll) en base a su selectividad por los sustratos, su
estructura y su modo de regulaciéon (Hawkins y Stephens, 2015). La clase | se divide en: a)
clase IA, que comprende heterodimeros formados por una subunidad regulatoria (p85a,
p85PB, p55a, p55y o p50a) y una subunidad catalitica de 110KDa (p110a, B o 6) y b) clase
IB, compuesta por heterodimeros con una subunidad regulatoria (p101 o p87) y una
subunidad catalitica (p110y). Numerosos estudios indican que la PI3K clase IA estd
desregulada durante el desarrollo tumoral (Yuan y Cantley, 2008), constituyendo un
potencial objetivo de los tratamientos del cadncer (Osaki et al., 2004). Como se muestra en
la Figura 10, la clase PI3K |IA es activada por receptores RTK o quinasas capaces de
fosforilar residuos de tirosina pero que son no receptoras tales como c-Src mientras que la
clase IB es activada por GPCR (Fruman y Rommel, 2014). Las interacciones de la subunidad
regulatoria con varias proteinas afectan la localizacién y activacion de la subunidad
catalitica. Ademas, la interaccidn directa de la subunidad catalitica con Ras (una GTPasa)
puede estimular la actividad de la clase | de PI3K (Castellano y Downward, 2011). Una vez
activada, PI3K cataliza la adicidon de un grupo fosfato a la posicion 3'-OH del anillo de
inositol de fosfatidilinositoles (Fruman y Rommel, 2014). El fosfatidilinositol 3*-fosforilado
resultante actia como segundo mensajero que media el reclutamiento a la membrana
plasmatica y la activacion de moléculas efectoras que poseen un dominio de homologia de
plekstrina (PH por su sigla en inglés), entre las que se encuentra la quinasa Akt

(Vanhaesebroeck et al., 2012).
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Figura 10. Modelo para la regulaciéon de la via de sefalizacion PI3K/Akt. La unién de
factores de crecimiento a los receptores RTK o a receptores GPCR estimulan la activaciéon
de PI3K clase IA compuesto de una subunidad regulatoria y una subunidad catalitica p110.
PI3K activado convierte el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (Pl (4, 5) P2) en Pl (3, 4, 5) P3,
mientras que la fosfatasa PTEN (por su sigla en inglés, referida un fendémeno de delecion
en el cromosoma 10) revierte esta accidon. Akt es traslocada a la membrana celular e
interactua con PI (3, 4, 5) P3 mediante el dominio PH, siendo fosforilada en dos residuos
(Thr308 y Ser473) por las quinasas dependientes de fosfatidilinositol PDK1 y PDK2 (por sus
siglas en ingles) y la quinasa unida a integrina (ILK por su sigla en inglés). La proteina
moduladora de la region carboxilo terminal (CTMP por su sigla en inglés) inhibe dicha
fosforilacion. Una vez activa, Akt controla procesos celulares fundamentales como el ciclo

celular y la supervivencia. Adaptada de Osaki et al., 2004.

Memprana celular
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La via de sefializacion de PI3K/Akt esta asociada con el CCR humano participando en la
transformacién de la mucosa del colon a un fenotipo menos diferenciado y mas maligno.
Se cree que los efectos de PI3K sobre el crecimiento y progresién del tumor estan
mediados principalmente por Akt (Pandurangan, 2013). Akt se encuentra sobre-expresada
en varios tipos de cdncer, incluyendo el cdncer de colon, de pancreas, de ovario, y de
mama. Ademas, la sobre-estimulacién de la fosforilacién de Akt y la consecuente sobre-
activacion de esta enzima en los carcinomas de colon humano se correlaciona con el
aumento de la proliferacidn celular y la inhibicién de la apoptosis, asi como diferentes
parametros clinico-patoldgicos de etapas avanzadas como el grado invasivo, infiltracién de

vasos y metdstasis de ganglios linfaticos (Khaleghpour et al., 2004).
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1.7.3 microARNs como reguladores del cancer

Como se comentd en esta seccion de Antecedentes, tanto la TEM como la angiogénesis
son procesos que contribuyen a la progresiéon tumoral y estan regulados por distintos
mecanismos; uno de ellos recientemente conocido involucra a los microARNs (miRs)(Pan
et al., 2021). Estos son una clase de ARNs endégenos, no codificantes y de hebra Unica de
aproximadamente 20-25 nucledtidos, capaces de regular la expresion génica
postranscripcionalmente al unirse a la regién 3’ no traducida (UTR) del ARN mensajero
(ARNm) diana (He y Hannon, 2004) (Figura 11). Desde su descubrimiento, se ha visto que
aproximadamente el 30% de todos los genes humanos son regulados por miRs (Erson y
Petty, 2008; Lewis et al., 2005). Los miRs pueden regular la expresidon génica tanto
degradando como bloqueando la traduccién de ARNm dianas al unirse a la regién 3’-UTR.
Se ha propuesto que dependiendo del apareamiento de bases entre el miR y el ARNm
diana, el efecto regulador negativo puede variar desde represién débil de la traduccion de
la proteina al clivaje completo del ARNm. Posterior al descubrimiento de los miRs, la
investigacion se ha centrado en buscar evidencias que apunten a sus diversos roles en vias
moleculares y procesos biolégicos durante el desarrollo normal y su participacién en

diversas patologias (Bhaskaran y Mohan, 2014).

Entre las enfermedades humanas, se ha demostrado que los miRs estan mutados o se
expresan en forma aberrante en el 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 oncogenes (Negrini et al., 2009).
Ademds, un miR puede funcionar dualmente como oncogén y supresor tumoral
dependiendo del tipo de cancer y del entorno celular. Estudios de expresion genémica de
miRs, han demostrado que casi todos los tipos de cancer presentan perfiles especificos de
expresion con aumento y/o disminucion de miRs especificos (Calin y Croce, 2006). En

particular, se ha reportado que los miRs pueden regular varias vias de sefalizacion
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involucradas en la progresién del CCR (Shirafkan et al., 2018), pudiendo modular
diferentes reguladores de la angiogénesis (Tiwari et al., 2018) y de la TEM (Pan et al.,,
2021) , como revela la investigacion de Zhu y colaboradores en donde hallaron que miR-1
inhibe la angiogénesis en el CCR suprimiendo la expresion del VEGF a través de las vias de
las MAPKs y de PI3K/Akt (Zhu et al., 2018) . Ademas se ha demostrado que las vias de las
MAPKs regulan la accion de miRs, ya que estas quinasas modulan la fosforilacion de TRBP,
un componente del complejo de la biogénesis de miRs (Paroo et al., 2009), por lo que la
desregulacién de la actividad de miRs especificos se ha asociado a la influencia de
diferentes citoquinas del microambiente que promueven la activacién anémala de estas

vias de sefnalizacion.
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Figura 11. Procesamiento y funcion de miARNs. La via de procesamiento de miRs incluye
la produccién de la transcripcién primaria de miRs (primiARN) por la ARN polimerasa Il o llI
y escision del primiARN por el complejo microprocesador Drosha-DGCR8 (Pasha) en el
nucleo. El precursor de la horquilla resultante, el pre-miARN, se exporta desde el nucleo al
citoplasma por Exportin-5-Ran-GTP. En el citoplasma, la ARNasa Dicer forma un complejo
con la proteina de union a ARN bicatenario TRBP y escinde la horquilla pre-miARN a su
longitud madura. La cadena funcional del miARN maduro (roja) se une a la proteina
Argonauta 2 (Ago2) en el complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC), donde guia
a RISC para silenciar a los ARNm diana a través de la escision del ARNm, la represion
traduccional o la deadenilaciéon, mientras que la hebra pasajera (negra) se degrada.

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

Al inicio de esta Tesis Doctoral ya se habian generado antecedentes en el tema que
permitieron el disefio de la hipdtesis de trabajo. Mediante la implementacién de
diferentes ensayos, se hallé que PTHrP (1-34) a la dosis de 10® M favorece la
supervivencia y estimula la progresién del ciclo celular y la proliferacidon de células Caco-2
derivadas de CCR (Lezcano et al., 2013; Calvo et al., 2014; Martin et al., 2014). En linea con
estos resultados, se observd efectos similares inducidos por la citoquina en células
HCT116, una linea celular derivada de CCR mas indiferenciada y agresiva con respecto a la
linea Caco-2, que también expresa al RPTH1 (Martin et al., 2018). A pesar de las notables
diferencias entre los fenotipos de las células Caco-2 y las células HCT116, los mecanismos
moleculares que conducen a estas respuestas al péptido en ambas células de CCR fueron
similares e implicaron la activacidon de vias frecuentemente desreguladas en el CCR.
Especificamente, y como se observa en la Figura 12, se hallé que PTHrP activa a Src, a la
proteina quinasa C (PKC), a PI3K, a Akt, a dos miembros de la familia de las MAPKSs, las
ERK1 /2 y p38, a la proteina quinasa S6 ribosomal (RSK) y a la via de sefializacion de B-
catenina en las células de CCR (Calvo et al., 2017; Calvo et al., 2014; Martin et al., 2014,
2018). Empleando los inhibidores de PKC, Src y PI3K, se encontrd que la actividad de estas
tres quinasas converge en la fosforilacion/activacion de Akt en células de CCR expuestas a
PTHrP. Ademas, la inhibicién de Akt suprimid la fosforilacion/activaciéon de ERK1/2 MAPK
inducida por PTHrP, lo que sugiere un rol de Akt en la activacién de esta MAPK (Martin 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 cdncer, es
activada por PTHrP y el empleo de inhibidores especificos reveld que esta activacion es
mediada por la via de sefializacién de ERK1/2 MAPK pero no ocurre a través de p38 MAPK
(Calvo et al., 2017).
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Ademas, como se muestra en la Figura 12, las vias de sefializaciéon reguladas por PTHrP
son responsables de modular la expresién de varios reguladores del ciclo celular. Se
demostré que PTHrP aumenta los niveles proteicos de ciclina D1, de la quinasa 6
dependiente de ciclina D y de c-Myc. Dado que c-Myc es un gen diana de B-catenina y
como el tratamiento con PTHrP en células de CCR aumenta la expresion de B-cateninay su
posterior translocacion nuclear (Martin et al., 2014), es probable que la modulacién
positiva de c-Myc por PTHrP pueda ser a través de la via de la B-catenina en los modelos
celulares de CCR estudiados. Por otro lado, la accién paracrina de PTHrP disminuye la
expresion de los siguientes reguladores negativos del ciclo celular: p27Kip1, p15INK4B y
p53. Otros factores de transcripcidn relacionados con la proliferaciéon celular también
fueron activados por el tratamiento con PTHrP, como la proteina de unién al elemento de
respuesta CAMP (CREB por sus siglas en inglés) y el factor de transcripcién activador 1
(ATF-1 por sus siglas en inglés). La preincubaciéon de células de CCR con inhibidores
especificos de las MAPKs suprimid la activacién de estos factores de transcripcidon
inducidos por PTHrP (Martin et al., 2014). En conjunto, los resultados demostraron que en
las células de CCR, PTHrP favorece la progresidon del ciclo celular y la proliferacion a través
de la modulacidn positiva de varias vias mitogénicas como PI3K, Akt, ERK1/2 MAPK, p38
MAPK y RSK.

Se profundizé el estudio de otras respuestas de las células de CCR al tratamiento con
PTHrP, tal como la migracién celular y la quimiorresistencia, ya que varias de las vias de
sefializacion halladas de ser moduladas por la citoquina también estan involucradas en
estos procesos. PTHrP incrementa la motilidad de las lineas celulares derivadas de CCR;
contrariamente a los resultados obtenidos al estudiar la proliferacion tumoral, el efecto de
esta citoquina sobre la migracién fue mayor en la linea celular mas agresiva, HCT116, que
en la linea Caco-2. Ademds, las investigaciones revelaron que bajo la acciéon de PTHrP, las
vias ERK 1/2 MAPK y RSK tienen un papel relevante en el aumento de la expresiéon de la
quinasa de adhesidon focal (FAK por sus siglas en inglés) y en el efecto migratorio

observado de las células derivadas de CCR (Figura 12) (Calvo et al., 2017). Con respecto a
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los efectos relacionados a la quimiorresistencia, PTHrP disminuye la sensibilidad en ambas
lineas de CCR a Irinotecdn o CPT-11 (droga ampliamente empleada en el tratamiento del

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

Para evaluar los efectos de PTHrP en un modelo de CCR mdas complejo, también se
realizaron investigaciones in vivo. Los estudios con xenoinjertos subcutdneos de células
HCT116 en un modelo murino revelaron que la administracién intratumoral de PTHrP
también estimula la expresion de ERK 1/2 MAPK y de otros reguladores asociados a
eventos tumorigénicos tales como Ki67, ciclina D1, CREB/ATF-1 y RSK. Estos datos
validaron parte de los resultados que se observaron in vitro (Calvo et al., 2017; Martin et

al., 2018).

A pesar de estos hallazgos que revelaban diversos efectos de PTHrP en modelos de CCR
tanto in vitro como in vivo, al momento de comenzar con el desarrollo de este Trabajo de
Tesis se desconocia si la citoquina era capaz de modular la angiogénesis tumoral y la TEM,
ambos procesos asociados a la capacidad migratoria y caracteristicos del fenotipo invasivo

que permite la progresion y metastasis del CCR.
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Figura 12. Mecanismos moleculares implicados en los efectos de PTHrP en las células de
CCR. PTHrP induce la progresidn del ciclo celular y la proliferacién de células derivadas de
CCR a través de Src, ERK 1/2 y p38, ambos miembros de la familia de las MAPKs, PI3K/Akt,
RSK y la via de sefializacién de B-catenina. PTHrP promueve la expresién de FAK y la
migracién de células de CCR través de la via de sefalizacion ERK/RSK. PTHrP ademas
disminuye la sensibilidad en ambas lineas de CCR a CPT-11 mediante ERK1/2 (Calvo et al.,
2014; Martin et al., 2014; Calvo et al., 2017 Martin et al., 2018). Adaptado de Novoa Diaz
et al., 2021.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

A partir de los antecedentes previos en el tema, en este trabajo de Tesis se planed
aumentar el conocimiento respecto a los efectos que ejerce PTHrP sobre células de CCR.
Para tal fin se propuso investigar si esta citoquina es capaz de modular otros eventos
asociados al comportamiento agresivo de células de CCR tales como la angiogénesis
tumoral y el programa TEM evaluando los mecanismos moleculares involucrados. Para
cumplir con este objetivo general se utilizaron las lineas celulares Caco-2, HCT116 y
HMEC-1 derivadas de adenocarcinoma de colon humano, carcinoma de colon humano y
de endotelio de la microvasculatura humana respectivamente. Ademds se empled un
modelo murino de xenoinjerto subcutaneo de la linea tumorigénica HCT116 como modelo
in vivo. Los andlisis in silico se ejecutaron para validar los hallazgos obtenidos in vitro e in

Vivo.

2.2 Objetivos especificos

A-En los ensayos in vitro se propuso:

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

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

intestinales Caco-2 y HCT116.

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

mecanismos moleculares involucrados.

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

células tumorales y los mecanismos moleculares involucrados.

2- Investigar el proceso de la TEM explorando:

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

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

PTHrP ejerce cambios asociados a la TEM.

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

B- En los ensayos in vivo se propuso:

- Estudiar si la administracion intratumoral de PTHrP en ratones inmunosuprimidos

N:NIH(S)_nu (“nude”) corrobora lo observado en los modelos in vitro.
C- En el analisis in silico se propuso:

De acuerdo a lo observado in vitro e in vivo, explorar mediante analisis bioinformatico
bases de datos de muestras de pacientes con CCR con el fin de determinar la implicancia

clinica de PTHrP y de los marcadores evaluados en estos procesos.
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3. Hipétesis

En base al estado de conocimiento y a los resultados previos del grupo de investigacidon en
lo referido a modos de accién y vias de sefializacidon implicadas, se postula que PTHrP in
vitro puede promover caracteristicas que son propias de un fenotipo agresivo de las
células tumorales intestinales. Se presume que los cambios moleculares y fenotipicos
conferidos por PTHrP podrian asociarse a eventos tales como los procesos de angiogénesis
y TEM. Al tratarse de un péptido de accidn predominantemente paracrina se estima que
su accidn exdgena, junto a la de otras citoquinas, podria estar mediada por células
endoteliales y otras del microambiente. Se plantea que su accién intratumoral en el
modelo in vivo reflejara lo observado in vitro y ademds permitirda evidenciar otras

respuestas debido a la mayor complejidad del modelo.

Con respecto a los analisis in silico, se postula que la exploracién de datos genémicos y
protedmicos en repositorios publicos respaldara los hallazgos previos en modelos in vitro
e in vivo de CCR y reforzard la relevancia de evaluar ciertos marcadores en muestras

humanas de CCR.
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4. Materiales y Métodos

A- Modelos experimentales

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

tratamiento.

Células Caco-2

Las células Caco-2 (Cancer coli-2) corresponden a una linea celular derivada de
adenocarcinoma colorrectal de un hombre de 72 afios, desarrollada por el Instituto Sloan-
Kettering de Investigacidn del Cancer de Estados Unidos a través de los estudios Illevados
a cabo por el Dr. Jorgen Fogh (Fogh, 1977). Si bien derivan de un adenocarcinoma
colorrectal, cuando se cultivan en condiciones especificas y de confluencia alta durante 14
a 21 dias, las células muestran caracteristicas de diferenciacién a enterocitos. Las células
Caco-2 presentan uniones estrechas, microvellosidades y expresan enzimas y
transportadores propios de este tipo de enterocitos como peptidasas, esterasas, P-
glicoproteina y transportadores de captacidon de aminodcidos, entre otros. La mayoria de
las células son cubicas y cuando confluyen, parecen tener un borde muy definido (Figura
13A). Al tener una tasa de duplicacién mas lenta que otras lineas celulares (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 epitelial (Figura 13B) y se caracterizan por una
alta inestabilidad microsatelital debido a que poseen mas del 30 % de sus secuencias
microsatélites mutadas (Lengauer et al., 1997). Los estudios muestran que las células
HCT116 provienen de un tumor primario, expresan un perfil genético asociado al colon

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

modelo in vivo empleado que se describe posteriormente.

Células HMEC-1

Al igual que las células tumorales intestinales empleadas, las células endoteliales
microvasculares dérmicas humanas inmortalizadas HMEC-1 son adherentes y crecen en
monocapa (Figura 13C). Fueron originadas a partir de la transfeccion de células
endoteliales microvasculares aisladas de prepucios humanos neonatos con el vector pSVT,
un plasmido que contiene la regién codificante para el gen de la proteina del SV40,
antigeno T grande, y su expresion estd impulsada por la repeticion terminal del virus del
sarcoma de Rous. Poseen caracteristicas morfolégicas y funcionales de las células
endoteliales normales, como la expresidon de marcadores caracteristicos como CD31 y

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

Figura 13. Microfotografias de las lineas celulares empleadas como modelos
experimentales in vitro. Cultivo en confluencia alta de (A) Células Caco-2 (ATCC), (B)
Células HCT116 (ATCC) y (C) Células HMEC-1. Adaptado de Mufoz-Vega et al., 2018.
Contraste de fase, 100 X.
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Las lineas celulares Caco-2 y HCT116, y la linea celular HMEC-1 proveniente de la American
Type Culture Collection, Manassas, Virginia, EE.UU (ATCC), se cultivaron a 37 °C en medio
de cultivo alto en glucosa de Eagle modificado por Dubelcco (DMEM por sus siglas en
inglés) (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, Missouri, EE. UU.), adicionado con: suero
fetal bovino (SFB) inactivado por calor e irradiado (Natocord, Cérdoba, Argentina), 1% de
aminoacidos no esenciales, 100 Ul / ml de penicilina, 100 mg / ml de estreptomicina y 50

mg / ml de gentamicina en una atmadsfera himeda de 5 % de CO, en aire.

Todos los experimentos se realizaron utilizando cultivos con menos de 15 pasajes.
Considerando que los tiempos de duplicacion son de 72-96 horas y 25-35 horas para las
lineas Caco-2 y HCT116, respectivamente, y de 24-30 hs para la linea HMEC-1, se
mantuvieron los cultivos experimentales con una confluencia de 70-80% (como maximo)

en medio de cultivo con 10% de SFB.

Para iniciar los experimentos las tres lineas celulares fueron lavadas con buffer PBS estéril
(NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; KH,PO4 2 mM; Na,HPO,4 10 mM; pH: 7,2-7,4) y se privaron de
SFB para sincronizar la poblacién celular en fase quiescente GO/G1 y establecer
condiciones experimentales reproducibles (van der Valk et al., 2010). Las células HCT116 y
HMEC-1 se privaron de suero por 2 horas y las células Caco-2 por 24 horas antes del
tratamiento correspondiente. Estos tiempos fueron seleccionados de acuerdo a trabajos
previos (Calvo et al., 2014; Prigozhina et al., 2011). Luego, y dependiendo del objetivo de
los ensayos experimentales, las células fueron incubadas directamente con PTHrP (1-34)
(Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, Missouri, EE.UU) que fue vehiculizada en DMEM
con o sin SFB (segln experimento) y utilizada a una dosis de 10® M o las células fueron
incubadas con medios condicionados obtenidos como se describe posteriormente.
También se realizaron experimentos de co-cultivo entre las células endoteliales y las
tumorales usando filtros transwell, tal como se detallan en la Seccién B.3.3. La dosis de
exposicion de PTHrP (1-34) se selecciond en base a los resultados previamente obtenidos
en el laboratorio donde se desarrolld este Trabajo de Tesis que demostraron que tanto en

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

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

En los experimentos donde se inhibieron vias de sefalizacidn, las células fueron
preincubadas con los inhibidores correspondientes por 30 minutos y los controles fueron
tratados con el vehiculo dimetilsulféxido (DMSO) a una concentracion menor a 0,1%. Los
inhibidores empleados fueron PD98059 (20 uM) (un inhibidor de MEK, que es la quinasa
activadora de ERK1/2 MAPK), LY294002 (50 puM) (un inhibidor de PI3K) (ambos de
Calbiochem, San Diego, California, EE. UU.) y GSK690693 (50 uM) (un inhibidor de la
guinasa Akt) de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, California, EE. UU.). Las dosis de los
inhibidores se seleccionaron segun estudios previos (Calvo et al., 2014; Lezcano et al.,
2013; Martin et al., 2014). En las condiciones en las que se agregd SPARC exégeno, se
empled la proteina SPARC humana recombinante (Novus Biologicals, EE.UU) NBP2-35270 -
50 ug a una concentracion de 750 ng/ml de acuerdo con Drev y colaboradores (Drev et al.,

2019).

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

Para los ensayos in vivo se utilizaron ratones inmunodeficientes (“nude”: N:NIH(S) nu)
gue poseen alterado tanto la diferenciacion como la proliferacién de células epiteliales
timicas y progenitores de linfocitos T debido a la ausencia de la proteina Foxn1l originada
por la mutacidn recesiva nu/nu (Sun et al., 2014). Esta limitacién inmunoldgica permite el
crecimiento de células de xenotransplante. Los ratones fueron proporcionados por el
Bioterio apto para este tipo de ratones de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Plata (FCV-UNLP). La crianza y el manejo de los animales se
llevaron a cabo de acuerdo con las pautas institucionales de dicha Facultad. Los

experimentos fueron realizados en el Bioterio de FCV-UNLP.
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Se inyectaron 1 x 10° de células HCT116 por via subcutanea en los flancos dorsales
derechos de ratones N:NIH (S) _nu machos de 6 semanas de edad y de entre 25 y 30
gramos de peso. Cuatro dias después de la inoculacidn, los animales fueron asignados al
azar a grupos de control o tratamiento (n=6 / grupo). A los ratones se les administro
diariamente mediante inyeccién intratumoral PTHrP (40 pg / kg en 100 ul de PBS) o el
mismo volumen de PBS como control. Se respeté el mismo esquema de administracion de
estudios previos del laboratorio donde se realizé este Trabajo de Tesis (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 tumor. Después de 20 dias de tratamiento, los
ratones se sacrificaron utilizando como agente quimico CO,. El método de eutanasia se
eligié de acuerdo a la Guia para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio, Institute
of Laboratory Animal Resources, Commission on Life Sciences, National Research Council
(“Guid. Care Use Lab. Anim.,” 2011). Los tumores se extirparon y se pesaron. Una parte de
cada tumor se fijé6 con solucion de formaldehido neutro al 4% para el andlisis
inmunohistoquimico mientras que otra parte se congelé inmediatamente en nitrégeno
liguido y se mantuvo a -80 °C hasta el analisis correspondiente mediante RT-PCR
cuantitativa en tiempo real, tal como se detalla posteriormente. Todos los experimentos
fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
Experimentales (CICUAE) de la Universidad Nacional del Sur y por el Consejo
Departamental de Biologia, Bioquimica y Farmacia de la UNS segln resoluciones CDBByF

429/14-CDBByF 296/16, con renovacion de vigencia segun resolucién DBByF 074/17.

B- Métodos experimentales

B.1 Obtencion de medios condicionados tumorales (MCT)

Se obtuvieron medios condicionados tumorales (MCT) a partir de medios de cultivo de
células Caco-2 o HCT116 después de 24 horas de incubacién con PTHrP (1-34) 10®M o con

el vehiculo de PTHrP como control manteniendo siempre la misma relacién
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células/volumen. En los experimentos donde se inhibieron vias de sefializacidn, las células
fueron preincubadas con los inhibidores correspondientes como se detallé previamente.
Los MCT se recolectaron y centrifugaron durante 10 minutos a 10000 rpm para eliminar
los restos celulares, y los sobrenadantes se almacenaron a -80 °C hasta el momento de su

utilizacién. Cada experimento se llevd a cabo con MCT obtenido de forma independiente.

B.2 Obtencion de medios condicionados endoteliales (MCE)

Se obtuvieron medios condicionados endoteliales (MCE) de medios cultivados de células
HMEC-1 después de 16 horas de incubacion con 10® M de PTHrP (1-34) o con el vehiculo
de PTHrP, tal como se describié previamente en las células tumorales. Luego de la
centrifugacién, los sobrenadantes se almacenaron a -80 °C hasta su uso para el
tratamiento de células HCT116 o para su andlisis por ELISA en el laboratorio de Oncologia
Celular y Molecular (LOCyM) de la Universidad de Chile (como se describe en Métodos
B.12). Cada experimento se llevé a cabo con MCE obtenido de forma independiente. Se
cuantifico el contenido de las proteinas de las células a partir de las cuales se obtuvieron
los MCT o los MCE por el método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976) para
normalizar los resultados. Para ello, se tomaron alicuotas del lisado celular por duplicado;
se agregd 2,5 ml de reactivo de Bradford (Coomassie Brilliant Blue G-250 100 mg/L; etanol
4,75% y acido fosfdrico 8,5%), se incubd durante 5 minutos y las absorbancias se midieron
a 595 nm empleando un espectrofotémetro Beckman DUS530. Como estandar de
concentracién conocida se empled 1 mg/ml de albdmina sérica bovina (BSA, por sus siglas

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

La angiogénesis in vitro se evalud en las células HMEC-1 mediante el analisis de los
cambios en el numero de células, la migracion y la formacién de tubos, como se detalla a

continuacion.

B.3.1 Tincion con cristal violeta

Las células HMEC-1 fueron sembradas en placas de 96 pocillos (20.000 células/pocillo) por
triplicado y tratadas con los MCT correspondientes o el péptido a 37 °C durante 24 horas.
Luego las células se lavaron con PBS, se fijaron con metanol durante 10 minutos a -20 °Cy
se tifieron con una solucién de 0,1 % de cristal violeta (MERCK Argentina) durante 30
minutos a temperatura ambiente. Se solubilizé el colorante que tifie las células con acido
acético al 10% y se midio la absorbancia de la solucién, que es proporcional al nimero de

células, a 595 nm.

B.3.2 Prueba de exclusion del colorante azul de Tripano

Luego del tratamiento, las células endoteliales se lavaron con PBS, se tripsinizaron para
separarlas de las placas a las cuales estaban adheridas y se tifieron con una solucion 0,4 %
del colorante azul de Tripano (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, Missouri, EE. UU.). Se
visualizaron las células empleando un microscopio y una cdmara de Neubauer y se

contaron aquellas viables que excluyeron el colorante.

B.3.3 Ensayo CellTiter-Blue®

Se empled el kit comercial CellTiter-blue® Assay (Promega, Estados Unidos). Este método
colorimétrico se basa en que las células viables, metabdlicamente activas, retienen la
habilidad de reducir resazurina a resorufina. La maxima absorcién de resazurina (azul) es a

605 nm y la de resorufina (rosa) es a 573 nm. Ademas, la resorufina es un producto
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fluorescente siendo su longitud de onda de excitacién de 530nm y su longitud de onda de
emision de 590nm. Las células endoteliales fueron sembradas en placas de 96 pocillos
(20.000 células/pocillo) por triplicado. Luego del tratamiento con los MCT o el péptido, las
células fueron incubadas con 10 ul de reactivo durante 1 hora a 37°C, después fueron
lisadas empleando una solucion de 3% de dodecil sulfato de sodio (SDS), el medio fue
recolectado y la fluorescencia emitida por la resorufina se leyé a 590 nm empleando un
lector de placas. Se realizé en forma paralela un blanco de reactivos en un pocillo libre de
células. Los resultados fueron expresados como el porcentaje del valor promedio respecto

al valor control.

B.3.4 Ensayo de migracion de células endoteliales

Para los ensayos de migracién de las células endoteliales se emplearon insertos de cultivo
celular (tamafio de poro de 8 um) en el que se sembraron 20.000 células HMEC-1 en
medio sin SFB en la camara superior 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 migracién
de las células HMEC-1 desde 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 HMEC-1 sembradas) se reemplazé por medio libre de
SFB con o sin PTHrP y se agregd en la camara inferior medio que contenia 5 % de SFB
como quimioatractante (para promover la migracion de las células HMEC-1 desde la parte
superior de los filtros Transwell hacia la cdmara inferior). En forma paralela se proceso

controles negativos que contenian en la camara inferior medio sin SFB.

Para los ensayos de co-cultivo las células Caco-2 o HCT116 (15.000 células por pocillo) se
sembraron durante 48 horas en la cdmara inferior de los filtros Transwell, luego se
privaron de suero durante 24 o 2 horas respectivamente, y se procedio al tratamiento con
o sin PTHrP para inducir la secrecion de factores angiogénicos. A continuacidn, los insertos

superiores con células HMEC-1 se colocaron en los pocillos donde las células tumorales
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estaban sembradas. Después de 16 horas, las células endoteliales se lavaron con PBS 1X y
se fijaron con metanol durante 10 minutos a -20 °C. El tiempo de 16 horas se seleccioné
de acuerdo con los resultados previos de los experimentos piloto utilizando como control
negativo medio libre de SFB y como control positivo medio con 5% de SFB. Luego de la
fijacidn, se retiré con un hisopo de algodén las células de la parte superior del inserto y se
tineron las células de la parte inferior del inserto (o sea células migradas) con cristal

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

Para bloquear el efecto del factor proangiogénico VEGF en algunos ensayos de migracion
los MCT se preincubaron durante 2 horas a 37 °C con un anticuerpo neutralizante
especifico dirigido contra VEGF (0,1 pg/ml) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
California, EE.UU), o con el control de isotipo coincidente IgG de conejo. La concentracién
de anticuerpos se eligieron de acuerdo con los datos de la literatura (Shtivelband et al.,

2003).

Finalmente, en todos los experimentos las células HMEC-1 que migraron se contaron

empleando un microscopio.

B.3.5 Ensayo de formacion de tubos

Para evaluar la capacidad de las células endoteliales para formar una red tubular
organizada se empled el ensayo de formacion de tubos utilizando una matriz de Geltrex
reducida en factores de crecimiento (Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU) de acuerdo a
estudios previos (Chim et al., 2011). La matriz de Geltrex se descongelé a 4 °C, se anadié a
placas de 96 pocillos (50 pl/pocillo) y se dispuso a 37 °C durante 1 hora para permitir la
gelificacion. Luego, se sembraron 20.000 células HMEC-1 por pocillo sobre la matriz de
Geltrex y se incubaron con los MCT correspondientes o medio sin SFB (con o sin PTHrP) a
37 °C. Después de 24 horas, las células se examinaron y fotografiaron empleando un
microscopio de luz invertida con un aumento de 100x (NIKON Eclipse TieS). La formacidn

de tubos se evalué cuantificando el nimero de nodos, uniones, puntos de ramificacidn y la
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longitud de la ramificacidn utilizando el programa de procesamiento de imagen del
Instituto Nacional de Salud de EE.UU (NIH por sus siglas en inglés), Image J y su
herramienta para analizar angiogénesis “Angiogenesis Analyzer” de acuerdo a lo descripto
por Carpentier y colaboradores (Carpentier et al., 2020). En algunos experimentos, y para
bloquear el efecto de VEGF, los MCT se preincubaron durante 2 horas a 37 °C con un
anticuerpo neutralizante especifico dirigido contra el VEGF (0,1 pg/ml) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, California, EE.UU), o con el control de isotipo coincidente 1gG

de conejo y luego se usaron en el ensayo de Geltrex.

B.4-Técnica de Western blot

B.4.1 Obtencion de lisado celular

Luego del tratamiento celular el medio de cultivo fue removido, las cajas de cultivo se
colocaron en hielo y se lavaron 2 veces con PBS frio conteniendo inhibidores de fosfatasas
(NaF 25 mM y Na3VO,; 1 mM). A continuacién, las células fueron lisadas en un buffer
compuesto por Tris-HClI 50 mM (pH: 7,4), NaCl 150 mM, KCl 3 mM, EDTA 1 mM, Tween-20
1%, Nonidet P-40 1%, aprotinina 20 pg/ml, leupeptina 20 pg/ml, fluoruro de fenilmetil
sulfonilo (PMSF) 1 mM, NaF 25 mM y NasVO; 1 mM vy los lisados fueron colectados en
tubos eppendorf, mantenidos en hielo por 10 minutos, agitados por 45 segundos vy
colocados nuevamente en hielo por 10 minutos. A continuaciéon, los lisados fueron
centrifugados a 14.000 x g durante 15 minutos a 4°C para descartar restos celulares. Se
colectaron los sobrenadantes y se tomaron alicuotas para cuantificar las proteinas por el

método colorimétrico de Bradford como se describié previamente.

B.4.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Las proteinas de los lisados celulares se desnaturalizaron en buffer muestra de
electroforesis 5X (Tris 0,4 M pH: 6,8; SDS 10%; glicerol 50%; ditiotreitol (DTT) 7,7% y azul

de bromofenol como indicador del frente de corrida) y se calentaron en bafio de agua a
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100°C durante 5 minutos. Posteriormente las muestras fueron sembradas (30 ug proteina
/calle) y separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)
discontinuos (gel de "stacking": 4% acrilamida, gel de separacion: 10% acrilamida) segun la
técnica de Laemmli (Laemmli, 1970). SDS es un detergente que desnaturaliza las
estructuras secundarias y terciarias no unidas por disulfuro y las recubre con una carga
negativa que se correlaciona con su longitud, lo que permite estimar los pesos
moleculares. En paralelo, se sembré un marcador coloreado de peso molecular conocido.
La electroforesis se realizé a voltaje constante (100 voltios) utilizando como buffer de

corrida Tris 25 mM pH: 8,8; glicina 195 mM; SDS 0,1%.

B.4.3 Electrotransferencia e Inmunoblotting

A continuacidn, las proteinas separadas por SDS-PAGE segun su peso molecular fueron
electrotransferidas a membranas de polivinilideno bifluoruro (PVDF) de 0,45 pm
(Amersham, Little Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterra). Las membranas se hidrataron
en metanol durante 50 segundos y se equilibraron en buffer de transferencia Towbin (Tris
0,25 M pH: 8,3; glicina 0,192 M; metanol 20%) durante 5 minutos al igual que los geles. La
transferencia se realizd en una cdmara semi seca aplicando 125 mA por gel durante 1 6 2
horas y embebiendo la membrana y el gel en buffer de transferencia (Towbin et al., 1992).
Posteriormente los geles se tifieron con el colorante Coomassie Brilliant Blue R-250 para

constatar la eficiencia de la transferencia, segun se detalla posteriormente.

Los sitios de ligado inespecificos de las membranas fueron bloqueados usando el buffer
TBS-T 0,1% (Tris 50 mM pH: 7,4; NaCl 200 mM; 0,1% Tween-20) conteniendo 5% de leche
descremada durante 1 a 2 horas a temperatura ambiente. Seguidamente, las membranas
se incubaron con la diluciéon apropiada de anticuerpo primario (especifico para la
deteccion de la proteina de interés y preparado en TBS-T 0,1% conteniendo 1-5% de leche

descremada 6 BSA) durante toda la noche a 4°C. Luego las membranas fueron lavadas con
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TBS-T 0,1% para eliminar el exceso de anticuerpo primario, y fueron incubadas con la
dilucion apropiada de anticuerpo secundario (anti globulina de la especie animal
correspondiente al anticuerpo primario usado) conjugado a peroxidasa (preparado en
TBS-T 0,1% conteniendo 1-5% de leche descremada) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las membranas fueron lavadas con TBS-T 0,1% para eliminar el exceso de
anticuerpo secundario y finalmente fueron incubadas con un kit comercial de
electroquimioluminiscencia (GE Healthcare Amersham™ ECL Prime Western Blotting
Detection Reagent, EE.UU) y expuestas a placas radiogréaficas (Amersham Hyperfilm ECL,
EE.UU) para visualizar las proteinas de interés. Las bandas obtenidas fueron digitalizadas

densitométricamente y se cuantificaron usando el programa Image J.

Los anticuerpos para Western blot utilizados en esta Tesis fueron anti-fosfo ERK1/2
(1:1000), anti-E-cadherina (1:1000), anti-ZEB1 (1:750), anti-N-cadherina (1:750) de Cell
Signaling, Beverly, Massachusetts, EE. UU. Los anticuerpos anti-CK18 (1:1000), anti-SPARC
(1:500), anti-GAPDH (1:10000), anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (“HRP”
por sus siglas en inglés) anti-conejo de cabra (1:5000) y anticuerpo secundario conjugado
con peroxidasa (“HRP” por sus siglas en inglés) anti-raton de cabra (1:10000) fueron de
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, California, EE. UU.). El anticuerpo anti-actina
(1:5000) proviene de MP Biomedicals, Santa Ana, CA, EE. UU. El anticuerpo monoclonal de
ratén contra el RPTH1 es de BAbCo (Richmond, California, EE.UU).

B.4.4 Remocidn de anticuerpos de las membranas

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

el bloqueo continuando con el protocolo descripto previamente.
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B.4.5 Tincion con Coomassie Brilliant Blue R-250

Para poner en evidencia las bandas proteicas resueltas en los geles de poliacrilamida-SDS,
los geles se tifieron (2-5 minutos) con una solucion de Coomassie Brilliant Blue R-250
0,125%, metanol 50% y acido acético 10% vy luego el exceso de colorante se elimind por
lavados sucesivos en solucion de desteiido | (metanol 50%, acido acético 10%), destefido

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

B.5 Inmunocitoquimica (1CQ)

Para complementar los datos respecto a la expresion de un determinado marcador y
obtener informacién de su localizacion celular, las células tumorales sembradas en
cubreobjetos se fijaron con paraformaldehido al 4 % durante 30 minutos a temperatura
ambiente y se permeabilizaron con PBS-Triton durante 10 minutos. Después de los
lavados con PBS 1X, los sitios de union a proteinas no especificas se bloquearon con BSA al
5% en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego, las muestras se incubaron en
presencia o ausencia (control negativo) del anticuerpo primario correspondiente durante
la noche a 4 °C. Después de los lavados con PBS, las preparaciones se incubaron con el
anticuerpo secundario correspondiente conjugado con los fluoréforos Cy3 (1:200) o Alexa
Fluor 594 (1:200) durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Las células
también se tifileron con el colorante nuclear especifico 4',6-diamidino-2-fenilindol
diclorhidrato (DAPI) (1:500), durante los ultimos 30 minutos de incubacién con el
anticuerpo secundario para visualizar nucleos y la ubicacién nuclear del marcador en
estudio. Finalmente, las preparaciones se montaron con una solucién de glicerol al 95% en
PBS y las imdgenes se obtuvieron utilizando un microscopio de fluorescencia NIKON TE

2000S y un microscopio confocal laser de barrido Leica TCS SP2 AOBS.
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B.6 Ensayo de cierre de herida y seguimiento morfoldgico en células tumorales

Una vez alcanzada la confluencia, se realizdé una herida en forma de cruz manualmente en
la monocapa celular con un tip y se realizaron dos lavados con PBS 1X estéril para eliminar
los restos producto del procedimiento. Luego, los tratamientos se realizaron en DMEM sin
SFB, como se describe en Seccion A.1. 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 tratamiento, alas 5y a las
24 horas, donde se fotografiaron los mismos campos. Para cada condicién se analizo el
cierre de la herida con respecto al control mediante el programa Image J-MRI Wound

Healing Tool, que permite cuantificar el area que permanece libre de células.

Para evaluar los cambios morfolégicos potencialmente asociados con la TEM, las células se
trataron con los MCE o con medio (en ausencia o presencia de PTHrP) en un rango de
tiempo comprendido entre 0 a 24 horas y los mismos campos se observaron con un
microscopio y se fotografiaron para visualizar los cambios morfolégicos que luego fueron
analizados mediante el programa Image J. Los parametros morfolégicos cuantificados
fueron area, perimetro, forma redonda, eje mayor, eje menor y relacién de aspecto (AR
por sus siglas en inglés) que representa la relacidon entre el eje mayor y el eje menor que
denota el grado de elongacién celular de acuerdo a estudios previos (Goto et al., 2017,

Zhou et al., 2020).

B.7 Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

La proteina 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 de captura que se conjuga a la proteina de interés y un anticuerpo detector
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que se conjuga con peroxidasa (HRP). El complejo formado se une a un anticuerpo
monoclonal anti-tag altamente especifico adherido a la superficie del pocillo. Se incubaron
50 pL del MCE con 50 uL de solucion de anticuerpos por pocillo a temperatura ambiente
durante 1 hora. Posteriormente, los pocillos se lavaron tres veces con solucidn de lavado y
se incubaron con 100 pL del sustrato de HRP 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) durante
10 minutos a temperatura ambiente. Luego de agregar la solucion de detencidn, se midid
la absorbancia a 450 nm en un espectrofotometro de placa (Biotek EL800, BioTek,

Winooski, VT, EE. UU.).

B.8 Inmunohistoquimica (IHQ)

Los tumores de los ratones se incluyeron en parafina y las secciones se desparafinizaron,
rehidrataron y pretrataron utilizando la técnica de recuperacion de antigeno mediada por
calor (vapor) con solucién de citrato de sodio (10 mM, pH 6) durante 30 minutos a 95 °C.
Luego, las secciones se lavaron dos veces con PBS y se bloquearon con BSA al 2% y se
agregod el anticuerpo primario correspondiente durante la noche a 4 °C. Después de dos
lavados con PBS, la peroxidasa enddgena se bloqued con H,0; al 30 % durante 30 minutos
y el anticuerpo secundario (contra la especie del anticuerpo primario y conjugado con
peroxidasa) se incubéd durante 1 hora a temperatura ambiente. La tincién
inmunohistoquimica se realizé manualmente con el kit comercial “ABCAM Detection IHC
Kit” (ABCAM, Cambridge, MA, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Luego de monitorear mediante visulizacion con el microscopio, la reaccion de la
diaminobencidina (DAB) catalizada por la peroxidasa (conjugada al complejo proteina de
interés-anticuerpo primario-anticuerpo secundario) se detuvo con agua destilada, se
contrastd con hematoxilina, se deshidraté y se cubrié con un cubreobjetos. Para cada
muestra, la inmunotincién (por el DAB precipitado y de color marrén) se visualizdé con un
microscopio Optico y se analizd con el paquete de procesamiento de imagenes Fiji del

programa Image J (Schindelin et al., 2012).
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B.9 Aislamiento de ARN y sintesis de ADNc

Con el fin de evaluar los niveles de ARNm de los genes de interés, el ARN total fue aislado
a partir de las células tumorales expuestas a los tratamientos, empleando el kit comercial
“High Pure RNA Isolation kit” de Roche Diagnostics (Mannheim, Alemania) y siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para la extraccion de ARN de las secciones del tumor de
xenotrasplante se empled el kit de ARN “EasyPure®” (TRANS, Beijing, China) teniendo en
cuenta las instrucciones del fabricante. Los kits utilizados permitieron realizar un método
simple y rdpido basado en columnas para aislar el ARN total de cada condicién
experimental. Las células y los tejidos fueron lisados enzimaticamente y el ARN se unié a
una membrana de silice. EI ADN se digirié con ADNasa I. Después de varios lavados, el ARN
de alta calidad fue eluido de la columna y recolectado en tubos eppendorf. La cantidad y
calidad del ARN aislado se determind espectrofotométricamente. Esta determinacién se
basa en la medida de la densidad O6ptica teniendo en cuenta que una unidad de

absorbancia a 260 nm equivale a 40 pg /ml de ARN.
- Cantidad de ARN pg/ml= 40 x DO 260nm x factor de dilucion.

Se considerd la ausencia de contaminacidon por proteinas y/o compuestos fendlicos,
considerando que la relacién entre las absorbancias a 260 nm/280 nm estaba
comprendida entre 1,8 y 2,0. Las muestras de ARN fueron guardadas a -80 °C hasta su
utilizacién. Luego, del ARN obtenido se sintetizé el ADN complementario (ADNc) a partir
de 1 pg del ARN previamente purificado utilizando el kit comercial “High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit” (Applied Biosystems, EE.UU) provisto de “random primers”
como cebadores, y de la enzima “MultiScribe™ Reverse Transcriptase”. Se prepard en
hielo la “mastermix” que incluyé 2 pl de “RTBuffer” 10X; 4,2 ul de agua libre de nucleasa;
0,8 ul de “dNTPMix” 25X (100 mM); “RTRandom Primers” 10X y 1 ul de “MultiScribe™
Reverse Transcriptase”. Luego se mezclaron 10 pl de la “mastermix” con 10 ul de ARN
para cada condicién experimental. A continuacion, la retrotranscripcién se realizé en un

termociclador Eppendof Mastercycler® Personal, de acuerdo al siguiente protocolo: 10
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minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C y 5 minutos a 85°C. La concentracidon de ADNc, que
debe ser similar en todas las muestras, se determind por espectrofotometria, teniendo en

cuenta que una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 33 pg/ml de ADNc:
-Cantidad de ADN hebra simple ug/ml: 33 x DO 260nm x factor de dilucién.

El ADNc obtenido, correspondiente a cada condicidn, se almacend a -20°C hasta su

utilizacién.

B.10 RT-PCR Cuantitativa en Tiempo Real

La reaccidn en cadena de la polimerasa se llevd a cabo en un sistema de PCR en tiempo
real (RT-gPCR) (Applied Biosystems, modelo 7500). Las reacciones de RT-gPCR se
prepararon utilizando “SYBR Green master Mix” (Applied Biosystems, EE.UU). El ADNc de
GAPDH se amplificd en paralelo para todos los genes como control endégeno. Para cada
experimento, una reaccion donde se anadid agua como muestra, sirvi6 como control
negativo. Definido como el nimero de ciclos fraccionarios de qPCR en los que la
fluorescencia alcanza una linea umbral fija, el valor CT se calculé para cada gen a partir del
promedio de tres mediciones. La variacion respecto al control endégeno (ACT) se calculd

de acuerdo a la siguiente ecuacién:

ACT =CT gen de interés ~ CcT gen de GAPDH

AT (Livak y Schmittgen,

Los niveles de ARNm se calcularon de acuerdo a la férmula 2~
2001) Los primers utilizados fueron los siguientes: 5-CACCTCTGGACTTGCCTTTC-3’
(forward) vy 5'GGCTGCATCTCGAGACTTTT-3"  (reverse) para HIF-la; 5'-
TGCAGATTATGCGGATCAAACC-3" (forward) vy 5-TGCATTCACATTTGTTGTGCTGTAG-3’
(reverse) para VEGF; 5'-CCTTCACTTTCCTGGGTAAG-3’ (forward) y 5'-
CCATTCACGTCGTCCTTATG-3'(reverse) para MMP-9; 5'-AGATGTG-GAGTGCCAGATGT-3'

(forward) 'y 5'-TAGACTGCTACCATCCGTCC-3' (reverse) para MMP-7; 5-
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TTCACAGTGGAGAGAAGCCA-3’ (forward) y 5-GCCTGGTGATGCTGAAAGAG -3° (reverse)
para ZEB1; 5°-GAACGCATTGCCACATACAC-3 (forward) y 5-ATTCGGGCTTGTTGTCATTC-
3’(reverse) para E-cadherina; 5'-ACAGAGTGAGGAGCCTGGAGACCGA-3’ (forward) y 5'-
CAGTATTTGCGAAGA TCTGAGCCCTC-3'(reverse) para Citoqueratina 18; 5'-
AACCGAAGAGGAGGTGG-3’ (forward) y 5'- GCA AAG AAG TGG CAG GAA GA -3’ (reverse)
para SPARC; 5°-ACCACAGTCCATGCCATCA-3" (forward) y 5-TCCACCACCCTTGTGCTGTA-
3'(reverse) para GAPDH.

B.11 Extraccion de ARNs pequeiios y sintesis de ADNc

Para el andlisis de miRs, se realizo la extraccion de ARN utilizando el kit de extraccion
mirVana (Thermo Fisher, EE.UU). El protocolo utilizado fue el indicado por el fabricante
para células en adhesién. Luego de la lisis celular con el “Lysis/Binding Buffer”, se realiz6
una extraccién de ARN total con fenol acido:cloroformo pH:4.5 (con alcohol isoamilico,
125:24:1) (AM9720, Thermo Fisher, EE.UU) y mediante centrifugacién a 10000 x g por 5
minutos a 4°C se recuperdé la fase acuosa (fase en la que se encuentra el ARN).
Posteriormente, se agregaron 1/3 de etanol del volumen recuperado de la fase acuosa y la
mezcla se cargd en una primera columna con un filtro de fibra de vidrio obteniendo los
ARNs pequeiios (<200 pb) en la elucién. Para enriquecer la fraccién de ARNs pequefios
dentro de la cual se encuentran los miRs, se agregaron 2/3 de etanol del volumen de
eluido obtenido y se realizd una segunda filtracién en una columna con filtro de vidrio. El

eluido final se almacend a - 80°C.

Con la fraccién extraida de ARNs menores de 200 pb (ARNs pequeios), se realizd la
transcripcion reversa de los miRs de interés utilizando un kit TagMan MicroRNA Reverse
Transcription (Thermo Fisher, EE.UU), con la finalidad de obtener el ADNc, de acuerdo a lo
indicado por el fabricante. Se prepard la “mastermix” (para una reaccién: 0,15 ul de dNTPs

100mM; 1 ul de transcriptasa reversa Multiscribe®; 1,5 ul buffer 10X; 0,19 ul inhibidor de
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ARNasa y 4,16 ul de agua libre de nucleasa), el cual se mantuvo en hielo. Para cada
reaccidn de retrotranscripcion se utilizaron 5 pl de miRs con una concentracion total de 10
ng y 7 ul de master mix. Posteriormente, se agregaron 3 ul de primers incluidos en el kit
“TagMan MicroRNA Assay” (Thermo Fisher, EE.UU) para las hebras 3p y 5p de los miRs
miR-423 y miR-27a. La reaccion de RT-PCR se realiz6 en un termociclador aplicando el
siguiente protocolo: 30 minutos a 16°C, 30 minutos a 42°C, 5 minutos a 85°C y 10 minutos

a 4°C. Lo anterior permitié obtener los ADNc que se almacenaron a -80°C.

B.12 RT-PCR cuantitativa con sondas TagMan

Para medir la expresion de los miRs de interés, se utilizé la técnica de RT-qPCR con sondas
TagMan, la cual entrega valores cuantitativos de expresion a través de la medicién de
fluorescencia debido a la presencia de sondas marcadas con fluorocromos que se unen
especificamente a la secuencia en estudio. Se utilizd el protocolo disefiado por el
fabricante. Se prepard un mastermix para los miRs en estudio tanto para la hebra 3p como
la 5p. La mastermix incluyé 10 ul de TagMan® Universal Master Mix I, sin UNG (Thermo
Fisher, EE.UU), 7,67 pl de agua libre de nucleasa, 1,0 pl de sonda TagMan incluida en el kit
“TagMan® MicroRNA Assay” y 1,33 ul de ADNc. La reaccién de RT-PCR se llevo a cabo en
un equipo StepOne Plus Real-Time PCR (Thermo Fisher), de acuerdo al siguiente
protocolo: 10 minutos a 95°C, y luego 40 ciclos a 95°C por 15 minutos y 60°C por 1 minuto.

-ACt

Cada reaccion de RT-gPCR se realizé por triplicado y se cuantificd por el método 2. Para

normalizar los datos se utilizé el ARN nuclear pequefio U6 como control enddgeno.

B.13 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico, se utilizd una prueba t de Student de dos colas (Snedecor vy

Cochran, 1989) y la igualdad de varianza para determinar las diferencias significativas



Materiales y Métodos

entre dos grupos de datos. Los valores de P <0,05; <0,01; <0,001 indicados con asteriscos
(*; **; *** respectivamente), se consideraron estadisticamente significativos. Los datos
obtenidos de tres experimentos independientes realizados por triplicado se presentaron

como media * DE.

B.14 Analisis Bioinformatico

Se empled la plataforma GEO (Gene Expression Omnibus) para la obtencién de cuatro
conjuntos de datos de expresion por microarray de pacientes con CCR. Se obtuvieron
datos de las siguientes accesiones: GSE41258: Affymetrix Human Genome U133A Array -
54 muestras normales y 186 muestras de tumor primario; GSE37364: Affymetrix Human
Genome U133 Plus 2.0 Array - 38 muestras normales y 27 muestras de tumor primario;
GSE68468: Affymetrix Human Genome U133A Array - 53 muestras normales y 186
muestras de tumor primario y GSE9348: Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array -
12 muestras normales y 70 muestras de tumor primario. Las muestras se dividieron en dos
grupos de acuerdo al tipo de muestra. Para obtener los genes expresados
diferencialmente (GED), los datos fueron analizados por GEO2R para identificar GED en las
muestras normales y tumorales. El criterio empleado fue el de factor de proporcionalidad
(del inglés fold-change o FC) para evaluar el nivel de expresion media (e) para cada gen

siguiendo la siguiente férmula:

I-OgZFC:eTumor'eNormal

A continuacién se selecciond para los genes sobreexpresados un umbral de FC>2 (un nivel
de expresion mayor al doble) que corresponde a un Log,FC > 1. Para los genes regulados
negativamente se selecciond un umbral de FC<1/2 (un nivel de expresion menor que la
mitad) que corresponde a un Log,FC < -1. Para la inferencia estadistica se considerd por t-
student moderado una probabilidad de p <0,05 y un p ajustado por Benjamini y Hochberg

(tasa de descubrimiento falso o FDR por sus siglas en inglés) de g<0,05, que corrige el
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valor p inicial considerando el testeo multiple (Glickman et al., 2014). Estos GED se
incorporaron al programa FunRich 3.1.3 (“Functional Enrichment analysis tool”) (Fonseka
et al., 2021) y se analizé el enriquecimiento funcional por Enrichr (Xie et al., 2021). Se
exploraron las bases de datos EMTome (http://www.emtome.org/) (Vasaikar et al., 2021),
GEPIA2 (“Gene Expression Profiling Interactive Analysis 2”) (http://gepia2.cancer-
pku.cn/#tindex) (Tang et al., 2019) y STRING 11.5 (https://string-db.org/) (Szklarczyk et al.,
2021), para explorar la implicancia clinica y la interaccion entre los genes evaluados en
esta Tesis. Ademas se utilizd el programa Cytoscape 3.8.2 y su aplicacién stringApp
(Doncheva et al., 2019), para integrar los datos de expresion de los GED en redes
importadas de la base de datos STRING de interaccidn proteina-proteina (IPP) para

visualizar redes moleculares centrales relacionadas con el CCR.
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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 su desarrollo y su capacidad metastdsica. En condiciones
fisiolégicas durante el desarrollo fetal y en el adulto es un evento que depende de un
balance entre la expresion de factores anti y proangiogénicos que son modulados por
diferentes vias de sefializacidon. En el cancer este balance se pierde al incrementarse la
expresion y/o liberacién de factores proangiogénicos que provocan la activacion de las
células endoteliales del microambiente estimulando su proliferacién y su capacidad para
formar nuevos vasos sanguineos a partir de los preexistentes. 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 eficiente (Mander y Finnie, 2018).

Dentro de este evento clave en la progresion tumoral, el rol de PTHrP en la angiogénesis
se ha evaluado en diferentes tipos de tumores, sin embargo su participacién en este
proceso es controversial como se analizard en la seccion Discusidon. Ademas en el contexto
del desarrollo del CCR su rol se desconocia al momento del comienzo de esta Tesis. No
obstante, y como se comentd en la seccidn Introduccién, se habia demostrado
previamente en el laboratorio donde se desarrolld esta Tesis que PTHrP activa varias vias
de sefializacion tales como ERK1/2, p38 MAPK y PI3K/Akt (Calvo et al., 2017, 2014;
Lezcano et al.,, 2013; Martin et al., 2014) que son capaces de modular la expresion de

factores proangiogénicos (Hammoud et al., 2016; Xu et al., 2015).

Por lo tanto, en este primer Capitulo se explord, utilizando modelos in vitro e in vivo, si
PTHrP en su rol como citoquina promueve la expresién de factores proangiogénicos y
eventos asociados, con el fin de evidenciar si es un mediador en la interaccion entre las

células tumorales intestinales y las células endoteliales en el proceso de angiogénesis.
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Seccién 1: Estudio del efecto de PTHrP en la modulacién de la expresion de factores

proangiogénicos en células tumorales intestinales

1.1 PTHrP aumenta los niveles de ARNm de los factores implicados en la angiogénesis,

VEGF, HIF-1a, MMP-9 y MMP-7 en las lineas celulares Caco-2 y 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 VEGF en las células tumorales
intestinales Caco-2 y HCT116. Los ensayos de RT-qPCR revelaron que los niveles de ARNm
de VEGF aumentan después del tratamiento con PTHrP (10® M) durante 20 horas en
ambas lineas celulares (Figura 14). Ademas, el péptido también aumentd los niveles de
ARNm de otras moléculas involucradas en la angiogénesis como MMP-9, HIF-1a y MMP-7

(Figura 14).

87



Capitulo 1 - Seccién 1

2 4 Caco-2 .
5 1,51
oo
S 1-
Py
9 0,5
>
0 J
CPTHP  CPTHIP
3 20 (hs)
24{ caco-2
=
a 1,5
]
o 11
o
= 0,5 -
=
0 -
CPTHP  CPTHIP
3 20 (hs)
2 7 a
Caco-2
1,5 -
)
g
< 11
9
g 0,5 -
T 0 -
CPTHIP CPTHIP
3 20 (hs)

2 Caco-2
5 1,5
Z
CE
r
d 05
e
E O & T 1
CPTHP  CPTHIP
3 20 (hs)

MMP-9/GAPDH VEGF/GAPDH

HIF-1a/GAPDH

MMP-7/GAPDH

1,5

0,5

1,5

0,5

1.5 1

0,5

1,5

0,5

{1 HCT 116 i

C PTHrP C PTHrP
"3 20 (hs)
1 HCT 116 «

ni

C PTHrP CPTHrP
=5 20 (hs)

HCT 116

4

CPTHP  CPTHrP
3 20 (hs)

. HCT116{

C PTHrP C PTHrP
(hs)

3 20

Figura 14. PTHrP aumenta los niveles de ARNm de los factores implicados en la

angiogénesis VEGF, MMP-9, HIF-1a y MMP-7 en las lineas celulares Caco-2 y HCT116. Las

células tumorales intestinales se trataron con o sin PTHrP 10 M durante 3 y 20 horas y

los niveles de ARNm de estos factores proangiogénicos se analizaron mediante RT-qPCR

como se describe en Materiales y Métodos. Los graficos de barras representan los niveles
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de ARNm de VEGF, HIF-1a, MMP-9 y MMP-7 de tres experimentos independientes.

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

tumoral bajo la accién de PTHrP

2.1 Las células tumorales intestinales expuestas a PTHrP incrementan el numero de células

endoteliales

La angiogénesis tumoral se establece y mantiene mediante una compleja comunicacién
entre las células tumorales y las células endoteliales. Por lo tanto, empleamos células
HMEC-1, una linea celular inmortalizada de células endoteliales microvasculares humanas,
y los MCT para evaluar el efecto sobre las células endoteliales de los factores liberados por
las células tumorales intestinales expuestas a PTHrP y de esta manera probar el potencial

angiogénico tumoral del péptido in vitro.

Con ese fin, primero llevamos a cabo estudios para probar si los MCT de células de CCR
tratadas con PTHrP por 24 horas modifican el nimero de células endoteliales. Se estimé el
numero de células usando cristal violeta, un colorante bdsico que tifie los nucleos
celulares, y se observé que los MCT aumentaron la absorbancia en un 23,2 % (MCT de
células Caco-2 tratadas con PTHrP) y en un 27,4 % (MCT de células HCT 116 tratadas con
PTHrP) con respecto a las células expuestas a MCT de control (Figura 15A). Ademas, el
recuento de células vivas en una camara de Neubauer (que no se tifien por exclusién del
azul de tripano) revelé un aumento del 53 % y del 62 % en el nimero de células
endoteliales después de 24 horas de exposicién al MCT de células Caco-2 o HCT 116

tratadas con PTHrP, respectivamente (Figura 15B).

A partir de los resultados obtenidos con los colorantes cristal violeta y azul de tripano,
seguidamente decidimos emplear el kit comercial CellTiter-blue® Assay (Promega, EE.UU).
Las células endoteliales expuestas por 24 horas con el MCT de células Caco-2 o HCT116

tratadas con PTHrP fueron incubadas con resazurina con el fin de evaluar la capacidad
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metabdlica de estas células como indicador de viabilidad celular. Se encontré que los MCT
de las células Caco-2 y de las células HCT116 tratadas ambas con PTHrP aumentaron la
biorreduccion de resazurina en las células endoteliales respecto al control (49,8 %y 57,3 %

respectivamente) (Figura 15C).

En conjunto, estos resultados indican que los MCT de células tumorales intestinales
tratadas con PTHrP aumentan el numero de células endoteliales viables. Basados en estos
hallazgos, luego estudiamos si el mayor numero de células HMEC-1 se debe a una mayor
tasa de proliferacion, a una menor tasa de muerte celular o ambas. Asi que evaluamos la
expresion de marcadores moleculares relevantes asociados con la regulacién de la
apoptosis y la proliferacion mediante andlisis de Western blot. Tal como se observa en la
Figura 16, los MCT incrementan los niveles proteicos del antigeno nuclear de proliferacién
celular (PCNA por sus siglas en inglés), que es un indicador de proliferacidn celular en el
CCR (Zhou et al., 2018); sin embargo, los niveles de expresion de la poli (ADP-ribosa)
polimerasa (PARP por sus siglas en inglés), que es un marcador apoptdtico, no cambiaron.
Aunque estos resultados sugieren un efecto proliferativo, se requieren mas

investigaciones para confirmar esta accion del péptido.
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Figura 15. Las células tumorales intestinales expuestas a PTHrP incrementan el numero
de células endoteliales. (A) Tincion con cristal violeta. Se sembré una placa de 96 pocillos

con células HMEC-1 (20.000 células/pocillo) y se cultivdé con los MCT correspondientes a
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37 °C durante 24 horas. Luego, se determind el niumero de células viables mediante
tincidn con cristal violeta como se describe en Materiales y Métodos. (B) Exclusion del
colorante azul de tripano. Los recuentos de células se realizaron en una cdmara de
Neubauer mediante la técnica de exclusién de azul de tripano. Los datos mostrados son el
promedio del nimero de células con respecto al control de tres experimentos
independientes. (C) El numero de células viables se determind mediante tincidn con
resazurina. Los resultados se expresaron como porcentaje relativo al control de tres
mediciones independientes realizadas por triplicado. *P <0.05, **P <0.01 con respecto al

control correspondiente.
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Figura 16. Las células tumorales intestinales expuestas a PTHrP incrementan los niveles
proteicos de PCNA. Las células HMEC-1 se trataron con los MCT correspondientes
durante 24 horas y luego se realizaron andlisis de Western blot usando anticuerpos
especificos (A) anti-PARP y (B) anti-PCNA. Ademas se empled el anticuerpo anti-GAPDH
para determinar los 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 citoquina. (C) Se muestran inmunotransferencias

representativas.
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2.2 Las células tumorales intestinales expuestas a PTHrP incrementan la capacidad

migratoria de las células endoteliales

Durante la angiogénesis tumoral las células endoteliales migran para generar una
vasculatura tumoral, por lo que a continuacion evaluamos las propiedades migratorias de
las células HMEC-1 utilizando insertos transwell y los MCT, como se describe en Materiales
y Métodos. En estas condiciones, se permitid que las células endoteliales migraran
durante 16 horas. Como se muestra en la Figura 17A, los MCT obtenidos de las células
tumorales expuestas a PTHrP incrementaron notablemente la movilidad de las células
endoteliales. Se obtuvieron datos similares cuando las células endoteliales se co-
cultivaron con ambas lineas tumorales tratadas previamente con PTHrP empleando
insertos Transwell (Figura 17B). La migracién de las células HMEC-1 en los grupos de
control (MCT o células sin tratamiento con PTHrP, Figura 17A y B, respectivamente)
probablemente se deba a la expresion enddégena de moléculas proangiogénicas por parte
de las células de cdncer de colon independientemente del tratamiento con PTHrP. Se

muestran las correspondientes cuantificaciones en la Figura 17C.
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Figura 17. Las células tumorales intestinales expuestas a PTHrP incrementan la
migracion de las células endoteliales. Evaluamos las propiedades migratorias de las
células HMEC-1 utilizando insertos transwell. (A) MCT como quimioatrayente. Se
sembraron un total de 20.000 células HMEC-1 en medio sin SFB en la camara superior (en
la parte superior de los insertos). Luego, los MCT se agregaron a las cdmaras inferiores.
(B) Ensayos de cocultivo. Las células Caco-2 y HCT116 se sembraron en la cdmara inferior
de los pocillos, se cultivaron durante 48 horas, seguido del tratamiento con o sin PTHrP.
Luego, se sembraron un total de 20.000 células HMEC-1 en medio sin SFB en la cdmara
superior (en la parte superior de los insertos). (C) Cuantificacién de los resultados
expresados como porcentaje de células migradas en relacién con el control. Los datos son

representativos de tres experimentos independientes. *p<0,05 con respecto al control.
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2.3 Las células tumorales intestinales expuestas a PTHrP inducen la formacion de

estructuras tubulares en las células endoteliales

Para profundizar respecto a la participacion de PTHrP en el proceso de angiogénesis
asociado al tumor, empleamos el ensayo de formacién de tubos utilizando una matriz de
Geltrex para evaluar la capacidad de las células endoteliales de formar una red tubular.
Las células HMEC-1 se sembraron en Geltrex y se incubaron con los MCT
correspondientes. Después de 24 horas, las células se fotografiaron empleando un
microscopio de luz invertida. Como se muestra en la Figura 18A, los MCT de ambas lineas
tumorales tratadas con PTHrP indujeron la formacién de estructuras similares a tubos en
las células endoteliales sembradas en Geltrex y también formaron una estructura reticular
compuesta por células HMEC-1 conectadas. La cuantificacién morfoldgica 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 en la longitud

total de las ramificaciones (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

Figura 18. Los MCT de células tumorales intestinales expuestas a PTHrP inducen la
formacion de estructuras tubulares en las células endoteliales. Se sembraron células
HMEC-1 (20.000 células/pocillo) en pocillos recubiertos con Geltrex y se cultivaron con los
MCT correspondientes a 37 °C durante 24 horas. Las células se fotografiaron empleando
un microscopio de luz invertida. (A) Se muestran fotomicrografias representativas de
formaciones tubulares de las células HMEC-1 (100x). (B) Los pardmetros para evaluar la
formacién de tubos se cuantificaron utilizando la herramienta “Angiogenesis Analyzer” del
programa Image J. La longitud total de las ramificaciones se expresa en pixeles. ND: no

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

tumoral modulada por PTHrP

3.1 PTHrP promueve la angiogénesis tumoral principalmente a través de VEGF

Debido a que el nimero de células, la capacidad migratoria y la formacién de estructuras
similares a tubos de células HMEC-1 aumentaron en respuesta a un efecto indirecto del
péptido (dependiente de las células Caco-2 o HCT116), se infirié que PTHrP promueve la
angiogénesis tumoral a través de la secrecion de factores proangiogénicos de las células
tumorales intestinales estimuladas. Es ampliamente aceptado que las células tumorales
secretarian VEGF en el entorno circundante, actuando sobre las células endoteliales para
impulsar su proliferacion, supervivencia, quimiotaxis y migracion, y conduciendo a la
angiogénesis tumoral (Greenberg et al., 2008). Como observamos que PTHrP aumenta los
niveles de ARNm de este factor angiogénico en las células tumorales, se procedié a
investigar si el péptido tiene una accion indirecta sobre las células endoteliales a través del

VEGF empleando un anticuerpo neutralizante contra este factor.

Para esto, evaluamos si la respuesta de las células HMEC-1 observadas previamente
(Figuras 15, 17 y 18), difiere o no cuando estas células se exponen al MCT que se incubd
previamente durante 2 horas a 37 ° C con el anticuerpo anti-VEGF o con un isotipo IgG de
conejo como control. El uso del anticuerpo anti-VEGF atenud el incremento en el nimero
de células (Figura 19), el efecto en la migracion celular (Figura 20) y la inducciéon a la
formacién de vasos (Figura 21), respecto a lo observado previamente por efecto de los

MCT sobre las células endoteliales in vitro.

En conjunto, estos hallazgos indican que PTHrP aumenta la expresion del VEGF en las
células Caco-2 y HCT116 e induce su secrecion al medio de cultivo. Una vez secretado,
este factor media el efecto angiogénico del péptido sobre las células endoteliales siendo

este efecto dependiente de las células tumorales intestinales.
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Figura 19. El bloqueo del VEGF revierte el efecto de los MCT obtenidos a partir de células

tumorales expuestas a PTHrP en el incremento del nimero de células endoteliales. Las
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células HMEC-1 se cultivaron a 37 °C durante 24 horas con los MCT correspondientes que
fueron previamente incubados durante 2 horas a 37 °C con un anticuerpo neutralizante
especifico dirigido contra el VEGF humano o con una IgG de conejo como control. Luego,
el nimero de células viables se determind mediante tincidn con cristal violeta (A),
exclusién del colorante azul de tripano (B) y empleando el kit comercial CellTiter-blue®
Assay (C). Los resultados se expresan como porcentaje relativo al control de tres

mediciones independientes. *p<0,05 con respecto al control.
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Figura 20. El bloqueo del VEGF revierte el efecto de los MCT obtenidos a partir de células
tumorales expuestas a PTHrP en la migracién de células endoteliales. Las células HMEC-1
se cultivaron a 37 °C durante 24 horas con los MCT correspondientes que fueron
previamente incubados durante 2 horas a 37 °C con un anticuerpo neutralizante especifico
dirigido contra el VEGF humano o con una IgG de conejo como control. (A) Para el ensayo
de migracién de Transwell se sembraron un total de 20.000 células HMEC-1 en medio sin

SFB en la cdmara superior (en la parte superior del inserto). Los MCT obtenidos como se
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describié anteriormente en Materiales y Métodos se preincubaron durante 2 horas a 37 °C
con el anticuerpo anti-VEGF (0,1 pg/ml) o un IgG de conejo como control. Luego, se
agregaron los MCT a las cdmaras inferiores. Después de 16 horas se contaron las células
migradas. (B) Se muestra la cuantificacion de los resultados expresados como porcentaje
de células migradas con respecto al control. Los datos son representativos de tres

experimentos independientes realizados por triplicado. *p<0,05 con respecto al control.
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A
MCT (Caco-2) + MCT (Caco-2 + MCT (Caco-2) + MCT (Caco-2 +
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Yo

MCT(HCT116)+ | MCT(HCT116+ || MCT(HCT116)+ | MCT(HCT116 +
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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

Figura 21. El bloqueo del VEGF revierte el efecto de los MCT obtenidos a partir de células
tumorales expuestas a PTHrP en la formacion de estructuras tubulares en células
endoteliales. Para el ensayo de formacién de tubos se recubrié una placa de 96 pocillos
con Geltrex y los MCT fueron previamente incubados durante 2 horas a 37 °C con el
anticuerpo anti-VEGF (0,1 pug/ml) o con un 1gG de conejo como control. Luego, las células

HMEC-1 (20.000 células/pocillo) se sembraron en los pocillos recubiertos con Geltrex y se
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cultivaron con los MCT a 37 °C durante 24 horas. Las células se fotografiaron empleando
un microscopio de luz invertida. (A) Se muestran fotomicrografias representativas de
formaciones en forma de tubo por células HMEC-1 (100x). (B) Los parametros para evaluar
la formacidén de tubos se cuantificaron utilizando la herramienta “Angiogenesis Analyzer”
del programa Image J. La longitud total de las ramificaciones se expresa en pixeles. ND: no

detectable. Los datos son representativos de tres experimentos independientes.
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3.2 PTHrP aumenta los niveles de ARNm de VEGF, HIF-1a y MMP-9 en las lineas celulares
Caco-2 y HCT116 a través de las vias de sefializacion ERK1/2 y PI3K/Akt

Como se comenté en la Introduccidn, en los estudios previos realizados en el laboratorio
donde se desarrolld esta Tesis se obtuvo evidencia de que la mayoria de los efectos
ejercidos por el péptido sobre las células Caco-2 y las células HCT116 son mediados por las
vias de sefializacién de las MAPKs y de PI3K/Akt (Lezcano et al., 2013; Calvo et al., 2014;
Martin et al., 2014, Calvo et al., 2017; Martin et al., 2018). ERK1/2 y Akt son proteinas
centrales en muchas vias celulares que conducen a la angiogénesis. Por lo tanto, para
investigar la relacion entre las vias de sefalizacion de ERK 1/2 MAPK y PI3K/Akt activadas
por PTHrP y el proceso de angiogénesis asociado al tumor, las células tumorales
intestinales se trataron previamente con PD98059 (un inhibidor de la quinasa activadora
de ERK1/2, MEK), LY294002 (un inhibidor de PI3K) o GSK690693 (un inhibidor de Akt
quinasa) y luego se efectud el tratamiento con PTHrP seguido del andlisis por RT-gPCR.
Como se muestra en la Figura 22, los inhibidores de ERK1/2 y PI3K/Akt revirtieron el
aumento de los niveles de ARNm de VEGF, HIF-1a y MMP-9 en las lineas celulares Caco-2
y HCT116 inducido por PTHrP. Estos resultados sugieren que el efecto de PTHrP sobre la
expresion de estos factores proangiogénicos depende de las vias ERK1/2 y PI3K/Akt. Si
bien aun desconocemos la relacién entre la via de sefializacion de PI3K/Akt con la
modulaciéon de la expresién de MMP-7, los resultados presentados en la Figura 22
sugieren que la via de 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 Akt median el potencial angiogénico de las células
tumorales intestinales inducido por PTHrP, las células tumorales fueron pretratadas con
PD98059, LY294002 o GSK690693, para inhibir la actividad de ERK 1/2 y de Akt, luego
incubadas con PTHrP durante 24 horas y finalmente se obtuvieron los MCT tal como se

describe en Materiales y Métodos.
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Luego de la exposicidon de las células endoteliales a los MCT por 16 horas se observé que
la inhibicidn de las vias de sefializacion de ERK1/2 y PI3K/Akt en las células de CCR anuld
los efectos estimulantes de los MCT en la migracion de las células HMEC-1 (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 inducciéon de la
expresion de VEGF y de otros factores angiogénicos con el consecuente comportamiento

angiogénico de las células HMEC-1 mediado al menos por VEGF secretado.
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Figura 22. La inhibicion de las vias de ERK1/2 y de PI3K/Akt revierte el incremento de los

factores proangiogénicos inducido por PTHrP en las células tumorales intestinales. Las

células Caco-2 y HCT116 se trataron previamente con PD98059 (20 uM) (un inhibidor de
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la quinasa activadora de ERK1/2, MEK), LY294002 (50 uM) (un inhibidor de PI3K) o
GSK690693 (0,1 uM) (un inhibidor de Akt quinasa) y luego se efectud el tratamiento con
PTHrP seguido del analisis por RT-qPCR de los factores proangiogénicos VEGF, HIF-1a,
MMP-9 y MMP-7. Los graficos de barras corresponden al nivel de ARNm de tres

experimentos independientes. *p<0,05 con respecto al control.
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Figura 23. La inhibicion de las vias de ERK1/2 y de PI3K/Akt revierte la migraciéon en
células endoteliales inducida por el MCT obtenido de células tumorales expuestas a
PTHrP. Se sembraron células HMEC-1 en la camara superior de filtros Transwell y se
afiadieron a las cdmaras inferiores MCT obtenidos a partir de ambas lineas celulares
tumorales las cuales fueron previamente tratadas con DMSO (vehiculo de los inhibidores)
o con los inhibidores de (A) PI3K, (B) Akt y (C) ERK1/2, y luego incubadas en presencia o

ausencia de PTHrP. Se muestran fotomicrografias representativas de tres experimentos

independientes realizados por triplicado.
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Seccidn 4: Estudio de la accion directa de PTHrP sobre las células endoteliales

4.1 El tratamiento directo con PTHrP aumenta la fosforilacion de ERK1/2 y el numero de

células pero no estimula la migracion ni la formacion de tubos de células endoteliales

Los resultados hasta el momento obtenidos mostraron que PTHrP ejerce un efecto
indirecto sobre las células endoteliales que es dependiente de las células tumorales ya
que observamos que los MCT provenientes de las células de CCR expuestas a PTHrP
inducen un aumento en el nimero de células, la migracién y la formacién de estructuras
similares a tubos en las células endoteliales HMEC-1. Para explorar si PTHrP también
ejerce efectos directos (independientes de las células tumorales) sobre el
comportamiento angiogénico de las células endoteliales, primeramente se analizé si el
receptor de PTH/PTHrP (RPTH1) se expresa en las células HMEC-1. El analisis de las
proteinas de los lisados celulares mediante Western blot mostré la presencia de un
componente de 90 KDa que corresponde al tamafio reportado para el RPTH1 maduro
(Kaufmann et al., 1994), (Figura 24A primera calle). Como controles positivos se
emplearon lisados de células Caco-2 y HCT116 (Figura 24A) ya que previamente se
detectd la presencia de este receptor en ambas lineas tumorales intestinales (Calvo et al.,
2009; Calvo et al., 2014). En base a este hallazgo seguidamente se investigd si el péptido
también es capaz de activar una via relevante en el comportamiento angiogénico, como es
la sefalizacidon de las MAP quinasas en células endoteliales, estudiando la fosforilacién de
ERK1/2. Para esto las células HMEC-1 fueron tratadas con PTHrP (10° M) durante
diferentes tiempos y luego se realizaron analisis de Western blot con un anticuerpo que
reconoce la forma fosforilada y activa de ERK1/2. Como se muestra en la Figura 24B,
PTHrP increment la fosforilacion de residuos de tirosina presentes en sitios de activaciéon

de ERK1/2 a la hora de tratamiento.
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Siendo la primera evidencia de la accion de PTHrP en estas células endoteliales, se
procedid a evaluar si el efecto del péptido es dependiente de su dosis. Para tal fin se
ejecutaron experimentos con dos concentraciones diferentes y se evalué el nimero de
células mediante los ensayos de tincidn con cristal violeta, de exclusiéon del colorante azul

de tripano y de CellTiter-blue® (empleando el sustrato resazurina).

El recuento de células vivas por cdmara de Neubauer revelé que PTHrP a dosis de 1077 y
10 M durante 24 horas de tratamiento aumenté el nimero de células endoteliales en un

44 % y un 60 %, respectivamente con respecto a las células no tratadas (Figura 24C).

Asi mismo, mediante la tincién con cristal violeta se observé en las células expuestas a
PTHrP 107M y 10" M un incremento de la absorbancia en un 27% y 42%, respectivamente,
con respecto a las células no tratadas (Figura 24C). Incluso, se hallé que PTHrP a una dosis
de 108 M durante 24 horas de tratamiento aumentd la biorreduccién de resazurina, lo
gue se evidencié en un incremento en la medicién de fluorescencia en un 27% con
respecto a las células expuestas al vehiculo (control) (Figura 24C). Esta respuesta de las
células endoteliales a PTHrP se revirtié por completo en presencia del inhibidor de ERK1/2

(Figura 25).

Estos resultados evidencian que PTHrP por accién directa aumenta el numero de las
células endoteliales HMEC-1. Teniendo en cuenta estos hallazgos, se evaluaron
seguidamente las expresiones del marcador de proliferacién (PCNA) y del marcador de
apoptosis (PARP). Como se observa en la Figura 26, el tratamiento con PTHrP sobre estas
células aumentd los niveles proteicos de PCNA pero no promovio la degradacién de PARP
sugiriendo que el péptido tiene un efecto proliferativo. Se necesitan mds investigaciones
para confirmar este tipo de respuesta de las células HMEC-1 a partir de la accién directa

de PTHrP.

Finalmente se analizaron las propiedades migratorias utilizado insertos transwell y la
formacién de estructuras tubulares mediante el ensayo de formacion de tubos usando

matriz de Geltrex. A pesar del efecto observado de PTHrP sobre el nimero de células, se
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concluyé que el péptido (10° M) afiadido directamente a las células o como
quimioatrayente no modificé la migracién de las células HMEC-1 (Figura 27A) ni estimuld
la formacién de tubos en las células endoteliales luego de 24 horas de tratamiento (Figura

278).

En conjunto, estos resultados sugieren que PTHrP ejerce sus efectos sobre el
comportamiento angiogénico de las células endoteliales principalmente en forma

dependiente de las células tumorales intestinales.
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Figura 24. Rol directo de PTHrP en células endoteliales. (A) El analisis de Western Blot de

lisados de células HMEC-1 se llevd a cabo utilizando un anticuerpo anti RPTH1. Las lineas
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celulares Caco-2 y HCT116 se usaron como control positivo. Se muestra una
inmunotransferencia representativa. (B) Fosforilacién/activacién de ERK 1/2 inducida por
PTHrP en células endoteliales. Las células HMEC-1 se trataron con PTHrP (10 M) durante
diferentes intervalos de tiempo y se realizd6 Western blot usando un anticuerpo que
reconoce la forma activa de ERK1/2 MAPK. (C-E) Medicidon del nimero de células. Las
células HMEC-1 se cultivaron con PTHrP (107" y 10°® M) a 37 °C durante 24 horas. El
numero de células viables fue determinado por (C) tincidn con cristal violeta, (D) exclusién
del colorante azul de tripano y (E) ensayos de resazurina. Los resultados se expresaron
como porcentaje relativo al control de tres mediciones independientes realizadas por

triplicado. *p<0,05 con respecto al control.
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Figura 25. La inhibicidon de la via de ERK1/2 revierte el incremento en el numero de
células inducido por PTHrP en las células endoteliales. Las células HMEC-1 se pretrataron
con PD98059 (20 uM) o con DMSO (vehiculo del inhibidor) y luego fueron incubadas en
presencia o ausencia de PTHrP 10 M. Luego las células fueron contadas mediante el
ensayo de azul de tripano. Los graficos de barras corresponden al niumero de células

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

control.
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Figura 26. PTHrP de manera directa incrementa los niveles proteicos de PCNA pero no
promueve la degradacion de PARP en células HMEC-1. Las células HMEC-1 se trataron
con PTHrP (10® M) durante 24y 48 horas, y luego se realizaron los analisis de Western
blot usando anticuerpos especificos. Como control de siembra se empled el anticuerpo

anti-GAPDH. Se muestran inmunotransferencias representativas.
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Figura 27. PTHrP no modifica las propiedades migratorias ni la formaciéon de tubos en
células endoteliales en los tiempos y concentraciones estudiados. (A) Ensayo de
migracion por Transwell. Evaluamos las propiedades migratorias de las células HMEC-1
utilizando insertos Transwell como se detalld en Materiales y Métodos. Se contaron las

células migradas y se muestran fotografias representativas de tres experimentos
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independientes realizados por triplicado. (B) Ensayo de formacion de tubos con matriz de
Geltrex donde se agregé el péptido por 24 horas (a una concentracién de 10’M o 10°M)
directamente a las células endoteliales para evaluar la formacién de estructuras similares
a tubos. Como control positivo se empled MCT obtenido de células HCT116 tratadas con
PTHrP. Se muestran fotomicrografias representativas de tres experimentos

independientes realizados por triplicado (100x).
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Seccién 5: Ensayos in vivo

5.1 PTHrP aumenta la expresion de VEGF y el numero de estructuras con cardcteristicas de

vasos neoformados en xenoinjertos tumorales

Con el fin de corroborar in vivo lo observado hasta ese momento en los modelos in vitro,
se explord si PTHrP es también capaz de modular la expresién del factor angiogénico VEGF
en tejidos tumorales de xenotrasplantes de células HCT116 en el modelo murino
N:NIH(S)_nu. El analisis por RT-gPCR mostré niveles aumentados del ARNm del VEGF en
tumores tratados con PTHrP con respecto a los niveles observados en los tumores de
ratones control (Figura 28A). Ademds, también observamos niveles proteicos aumentados
del VEGF por andlisis inmunohistoquimico de estos tejidos tumorales (Figura 28B). En
concordancia con los resultados informados por otros autores, la localizacién de VEGF se
observd cerca de la membrana nuclear y en el citoplasma (sefialado con una flecha),
sugiriendo también la posible participacién de este factor en una sefializacion intracrina
(Bhattacharya et al., 2016; Domigan et al., 2015). A partir de estos resultados, evaluamos
la expresion de CD31 por inmunohistoquimica en los xenoinjertos de células HCT116
tratados o no con PTHrP, ya que este marcador se expresa en las células del endotelio
vascular y es empleado para evidenciar vasos intratumorales y el grado de
neoangiogénesis (Avdalyan et al., 2012). Esta proteina indica la presencia tanto de vasos
neoformados como vasos normales preexistentes en tejidos neoplasicos y no neoplasicos
(Gee et al., 2003). Por lo tanto, para evitar errores, sélo evaluamos la marcacién 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
realizd contando el nimero de células o estructuras con caracteristicas de vasos
neoformados que se marcaron positivamente para CD31 en 10 campos aleatorios a un
aumento de 400X. No se contaron ni los grandes vasos con paredes hialinizadas ni las
células inflamatorias con marcacion CD31+, los que pueden distinguirse de las células

endoteliales en base a diferencias morfoldgicas. Se detecté que los tumores de células
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HCT116 tratados con PTHrP mostraban un aumento del nimero de células o estructuras
con caracteristicas de vasos neoformados (CD31+) respecto a aquellos tratados con el
vehiculo de PTHrP (Figura 28C). Estos resultados sugieren que PTHrP ejerce un efecto
aparentemente proangiogénico en xenotrasplantes de células HCT116 en un modelo

murino N:NIH(S)_nu.
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Figura 28. PTHrP aumenta la expresion proteica y el nivel de ARNm del VEGF, y el
numero de estructuras con caracteristicas de vasos neoformados in vivo. Los tumores de
xenotrasplante de HCT116 de ratones N:NIH(S)_nu se analizaron mediante: (A) RT-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 representan los
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niveles de ARNm del VEGF. Para el analisis por inmunohistoquimica, las secciones de
tumor se incubaron con (B) el anticuerpo anti-VEGF (la flecha indica la marcacion
perinuclear del VEGF), y (C) el anticuerpo anti-CD31 (las flechas indican la marcacion de
estructuras con caracteristicas de vasos en neoformacién). Las imagenes corresponden a
tumores tratados con PTHrP (derecha) y de tumores tratados con PBS (izquierda). La
inmunoreactividad se cuantificé con el paquete de procesamiento de imagenes Fiji del

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

El CCR es una de las principales causas de muerte por cancer en el mundo (Sung et al.,
2021), y a pesar de los avances en su diagndstico y tratamiento, aln es necesario elucidar
los mecanismos que favorecen la progresidon a etapas avanzadas lo que constituye la
principal causa de fallecimiento. Partiendo de los efectos previamente observados en el
laboratorio donde se desarrollé este Trabajo de Tesis (Calvo et al., 2017, 2014; Lezcano et
al., 2013; Martin et al., 2014, 2018) se pensd que otro posible modo de accién de PTHrP
sobre las células derivadas del CCR podria ser a través de la liberacidn de factores
bioactivos inducidos por el péptido que facilitan el crecimiento tumoral exitoso y el
establecimiento de metdastasis, siendo éstos dependientes del proceso angiogénico (Ronca
et al., 2017). Se han realizado varios estudios para dilucidar el proceso de angiogénesis,
estudiando su rol en el crecimiento del tumor primario y la metastasis, proporcionando
resultados prometedores y permitiendo el desarrollo de inhibidores contra factores
proangiogénicos como el anticuerpo monoclonal bevacizumab (un anticuerpo
humanizado contra VEGF) utilizado en combinacién con quimioterapia para el tratamiento
de tumores como el CCR metastdsico (Sdnchez-Gundin et al., 2018). Sin embargo, debido a
la naturaleza multicausal del cancer y a la generacidn de resistencias vistas hacia estos
tratamientos, es importante revisar y continuar con la investigacion de este proceso y su

regulacidn para delinear nuevas terapias alternativas.

Dentro de la vasculatura, las células endoteliales producen PTHrP, pero existen diferentes
reportes sobre la expresiéon del receptor RPTH1. Mientras que las células endoteliales
humanas producen PTHrP, pero no el receptor RPTH1 (Rian et al., 1994) las células del
musculo liso expresan RPTH1, sugiriendo que PTHrP producido por las células endoteliales
puede actuar de manera paracrina sobre estas células musculares (Diamond et al., 2006);

sin embargo, estas evidencias no descartan un efecto autocrino de PTHrP.
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A pesar de que varios trabajos sugirieron que el péptido tiene un rol en el proceso
angiogénico, los datos son contradictorios (Akino et al., 2000; Bakre et al., 2002). Por un
lado, Bakre y colaboradores encontraron por primera vez una accion inhibidora de PTHrP
en la angiogénesis en tumores de prdstata (Bakre et al., 2002). El impacto del patrén de
expresion de PTHrP en el crecimiento de los foliculos pilosos también sugiere un papel
inhibidor en la angiogénesis (Diamond et al., 2006; Skrok et al., 2015). Ademas, Deckers y
colaboradores demostraron que el tratamiento con el péptido disminuyo
significativamente los niveles del VEGF en un modelo de diferenciacidon 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 PTHrP estimula rapida y transitoriamente
la expresion de VEGF en osteoblastos (Alonso et al., 2008; De Gortazar et al., 2006; Esbrit
et al., 2000), sugiriendo un rol del péptido como estimulador de la angiogénesis. Esbrit y
colaboradores también observaron que los medios condicionados de células
osteoblasticas tratadas con PTHrP aumentan el crecimiento de células endoteliales
adrticas bovinas (BAEC) (Esbrit et al., 2000). Informes posteriores indicaron que PTHrP
estimuld la angiogénesis ésea principalmente por sus efectos sobre los osteoclastos
(Cackowski et al., 2010). En particular, la investigacién de Akino y colaboradores también
resaltd un efecto estimulante de PTHrP sobre la angiogénesis (Akino et al., 2000) en la cual
observaron que las células tumorales de glandula pituitaria de rata, mGH3, que
sobreexpresan PTHrP en comparacién con las células GH3 sin sobreexpresion, muestran
hipervascularizacion en xenotrasplantes in vivo. Ademads, al igual que Esbrit y
colaboradores, este grupo informd que PTHrP incrementaba la formacion de tubos por

parte de las células endoteliales BAEC (Akino et al., 2000).

En linea con los resultados mostrados en este Capitulo, 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 PTHrP resalta su capacidad para
estimular la liberacion de factores proangiogénicos como se ha visto en el cdncer de
prostata y de mama. El péptido puede inducir la expresién de interleuquina-8 (IL8), un
reconocido factor proangiogénico en distintos tumores, en células de cancer de prdstata
PCa por via intracrina independiente de su secuencia de localizacion nuclear clasica (Gujral
et al., 2001). Ademas, PTHrP derivada de células de cancer de préstata tiene una accién
proangiogénica indirecta, al estimular diferentes factores angiogénicos en las células del
estroma de la médula dsea (BMSC) (Liao et al.,, 2008) y aumentar el reclutamiento y
potencial angiogénico de las células derivadas de la médula ésea CD11b*Gr1* (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 angiogénesis asociada a las células tumorales mamarias
MDA-MB-231 a través de las vias de sefializacidn de la proteina quinasa A (PKA), PKC, ERK
1/2 MAPK y p38 MAPK, aumentando la proliferacion y migracion de las células
endoteliales HUVEC. Estos eventos de PTHrP podrian deberse a la regulacion de la
expresion de factores criticos como el VEGF (Isowa et al., 2010), el factor VIl y el factor de

crecimiento del tejido conjuntivo (CTGF/CCN2) (Li et al., 2011; Shimo et al., 2006).

Ademas de tratarse de diferentes tipos tumorales, estos datos contradictorios pueden
deberse a las interacciones con diferentes tipos celulares del microambiente que expresan
o no el receptor RPTH1 y que responden, por lo tanto, de forma diferencial a PTHrP. Otro
motivo puede deberse a que diferentes fragmentos de PTHrP pueden tener distintos
efectos sobre las células endoteliales. En un trabajo observaron que el tratamiento con
PTHrP (87-139) estimula la angiogénesis a través de la regulaciéon del VEGF y el factor de
crecimiento de fibroblastos bdsico (bFGF) luego de un infarto de miocardio (Zhang et al.,
2019). Aunqgue no estd claro si PTHrP puede inhibir o estimular directamente las células
endoteliales, en la 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 produccion de factores angiogénicos.
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En este Trabajo de Tesis se demostré por primera vez la participacién de PTHrP (1-34)
exogeno en la angiogénesis tumoral empleando lineas celulares derivadas de CCR, células

endoteliales y un modelo murino.

El péptido a una dosis de 10® M aumenta los niveles de ARNm de VEGF y de otros factores
involucrados en la angiogénesis como HIF-1a, MMP-9 y MMP-7, en las lineas celulares
Caco-2 y HCT116. El uso de inhibidores especificos de ERK1/2, PI3K y Akt sugiere que estas
vias de sefalizacién participan en esta respuesta a PTHrP (1-34). Si bien los inhibidores
farmacoldgicos pueden ser herramientas Utiles para explorar la participacion de las vias de
sefializacion en la respuesta celular a diferentes estimulos extracelulares, los efectos

deben considerarse cuidadosamente para la interpretacién de los datos experimentales.

Los MCT provenientes del cultivo de células Caco-2 y HCT116 tratadas con PTHrP
incrementaron notablemente el nimero y la migracién de las células endoteliales HMEC-
1, lo que también se evidencié empleando ensayos de cocultivo. Ademds, estos MCT
indujeron la formacidn de estructuras similares a tubos en las células endoteliales. Los
estudios con un anticuerpo neutralizante contra el VEGF disminuyeron la respuesta de las
células endoteliales expuestas a los MCT, lo que sugiere que esta respuesta estd asociada
con una mayor produccién de VEGF. Como se menciona en Materiales y Métodos, en
estos ensayos empleamos las lineas celulares derivadas de CCR Caco-2 y HCT116, que
presentan diferencias fenotipicas y distinto grado de agresividad con el objetivo de
evaluar si la respuesta de ambas lineas celulares a PTHrP es similar o diferente. Se sabe
gue las mutaciones en los genes KRAS y PIK3CA se encuentran en la linea celular HCT116
(KRAS y PIK3CA mutante) pero no en la linea celular Caco-2 (KRAS y PIK3CA WT) y se ha
reportado que las mutaciones del gen APC son muy frecuentes en varias lineas celulares
de CCR como Caco-2, sin embargo, esta mutacidon no estad presente en la linea celular

HCT116 (APC WT) (Ahmed et al., 2013; Berg et al., 2017).

Aunque las mutaciones de KRAS, PIK3CA y APC se correlacionan con alteraciones en la

expresion de VEGF y la angiogénesis (Chen et al., 2018; Lai et al., 2015; Yeh et al., 2017;
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Yekkala y Baudino, 2007), el hecho de que ambas lineas celulares tengan una respuesta
similar a PTHrP apoya la idea de que la induccion de la angiogénesis tumoral por parte de

PTHrP es independiente de estos estados de mutacidn.

Por otro lado, el tratamiento directo con PTHrP aumenté la fosforilacion de ERK1/2 vy el
numero de células pero no estimuld la migracién ni la formacion de tubos en la linea
celular endotelial HMEC-1 en los tiempos y a las concentraciones estudiadas. Estos
hallazgos sugieren que PTHrP (1-34) no tiene un efecto proangiogénico directo sobre estas

células endoteliales, y que sola no es suficiente para regular la angiogénesis tumoral.

En este Trabajo de Tesis se observo ademds que el tratamiento con PTHrP a una dosis de
10® M incrementd los niveles de ARNm y la expresion proteica del factor proangiogénico
VEGF, y promovid la formacidén de estructuras con caracteristicas de vasos neoformados

en el tumor de xenotrasplante de células HCT116.

Otros autores mostraron una correlacién entre PTHrP y marcadores angiogénicos en
tumores humanos como el cancer de préstata y el carcinoma de células renales de células
claras (Feng et al., 2013; Liao et al., 2008), lo que respalda la posible relevancia clinica de
estos resultados pero destaca la necesidad de realizar estudios con biopsias de pacientes
con CCR para validarlos. Ademas esta relacion entre PTHrP y VEGF fue abordada en
estudios donde se observé que PTHrP (1-36) incrementa la expresion de VEGF en células
tubuloepiteliales renales y que la inhibicion de ERK1/2 revirtié la TEM inducida por PTHrP
y VEGF (Ardura et al., 2010).

En conclusién, los estudios realizados en el primer capitulo de este Trabajo de Tesis
muestran, por primera vez, que PTHrP (1-34) mediante un modo de accién paracrino
promueve la angiogénesis asociada al tumor estimulando la sintesis y secrecién de VEGF
en células derivadas de CCR. De esta manera, mediante la produccién de factores
proangiogénicos, PTHrP media la comunicacién entre las células de CCR y las células
endoteliales. Estos hallazgos apoyan la hipdtesis de que PTHrP ejerce sus efectos desde y

hacia el microambiente tumoral.
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Capitulo 2: Rol de PTHrP en la Transiciéon epitelio-mesénquima de 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 patologias (Arneth, 2019). Como se evidencio en
el Capitulo 1 de este Trabajo de Tesis, PTHrP induce la expresidn y liberaciéon de factores
proangiogénicos por las células tumorales promoviendo la interaccidon entre éstas y las
células endoteliales. Ademas, los MCT obtenidos a partir de células tumorales tratadas
con PTHrP, incrementan la capacidad migratoria y la formacién de estructuras similares a
tubos en las células endoteliales, eventos celulares que se han asociado a la adquisicién de

una plasticidad celular otorgada por la TEM (Dejana et al., 2017) .

A la TEM, que es un programa celular fundamental en etapas tempranas del desarrollo de
los vertebrados, se le atribuye de ser el mecanismo que permite la invasidon, la
angiogénesis y la quimiorresistencia asociada a la metdstasis en el cancer (Tsoumas et al.,
2018). En el contexto fisioldgico normal, las células epiteliales experimentan Ia
disminucion de las uniones intercelulares, la pérdida de su tipica polaridad apical-basal y
una reorganizacion del citoesqueleto, adquiriendo caracteristicas mesenquimales
producto de la exposicidn a factores inductores reconocidos de este programa como la
sefializacion del factor TGF-B y la traslocacién nuclear de B-catenina (Hay, 2005). En el
contexto de la célula tumoral, la TEM esta anormalmente regulada por estimulos
derivados del tumor y su microambiente, como factores de crecimiento y citoquinas que

derivan en un fenotipo migratorio e invasivo (Derynck y Weinberg, 2019).

Como se menciond en la seccion Introduccién, los resultados previos generados en el
laboratorio donde se desarrollé este Trabajo de Tesis revelaron que PTHrP posee un rol
relevante al conferir propiedades migratorias a las células tumorales intestinales Caco-2 y

HCT116. Ademas PTHrP disminuye la sensibilidad en ambas lineas de CCR a Irinotecdn o
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CPT-11 (droga ampliamente empleada en el tratamiento del CCR) mediante las vias de

ERK1/2 y de B-catenina (Martin et al., 2018; Martin, Tesis 2018).

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 induccién de la TEM en células de cancer de préstata y rifidn
(Ardura et al., 2010; Ongkeko et al., 2014). Si bien hasta el momento del desarrollo de esta
Tesis se desconocia si el péptido podia modular este proceso en el CCR, varios estudios en
pacientes demostraron que un gran porcentaje de adenocarcinomas colorrectales
sobreexpresan PTHrP, siendo el nivel mds alto de expresién en adenocarcinomas menos
diferenciados que en aquellos con mayor grado de diferenciacion. Esto no solo sugiere
que PTHrP se correlaciona con la severidad y metastasis del CCR sino también con la
adquisicion del estado indiferenciado (Malakouti et al., 1996; Nishihara et al., 1999;
Nishihara et al., 2007).

Con el fin de profundizar en el estudio de las respuestas de las células tumorales
intestinales al tratamiento con PTHrP, el siguiente objetivo de este Trabajo consistié en
analizar si PTHrP tiene un rol en la modulacién del fendémeno de la TEM en el CCR y los
resultados obtenidos a partir del desarrollo de este propdsito son mostrados en este
Capitulo. Para esto se evaluaron marcadores y cambios fenotipicos asociados a este
programa en los modelos in vitro y en el modelo in vivo. Como se obtuvo evidencia en el
Capitulo 1 de que PTHrP media la comunicacion entre las células endoteliales 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 adquisicién
de las propiedades mesenquimales y provenientes de las células endoteliales del

microambiente tumoral.
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Seccidn 1: Estudio de la modulacién por PTHrP de la TEM en células tumorales

intestinales

1.1 PTHrP modula la expresion de CK-18, E-cadherina, ZEB1, N-cadherina y favorece

cambios morfoldgicos asociados con la TEM en células HCT116

Como se menciond, 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 polaridad apical-basal 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 particular, se ha demostrado que los cambios en la expresidon de los marcadores
epiteliales citoqueratina 18 (CK-18) y E-cadherina estan asociados a este proceso en el CCR

(Druzhkova et al., 2019).

Por tal motivo comenzamos con el estudio de la posible influencia de PTHrP (1-34) 108 M
en la expresidn de estas proteinas en las células HCT116 derivadas de CCR. Inicialmente se
seleccionaron estas células con el fin de comparar los resultados in vitro con aquellos
derivados del estudio en los xenoinjertos de las células HCT116 en ratones “nude”. Como
se muestra en la Figura 29A, el andlisis de western blot evidencié que los niveles proteicos

de CK-18 y E-cadherina disminuyen a las 5 horas de tratamiento con PTHrP.

En vista del cambio en E-cadherina inducido por PTHrP, a continuacién investigamos la
expresién de uno de sus represores transcripcionales, ZEB1. Observamos que el péptido
en el mismo tiempo de exposicidon aumentd los niveles proteicos de ZEB1, lo que sugiere
qgue, bajo la accion de PTHrP, el incremento en la expresién de la proteina ZEB1 se
acompafia de la correspondiente reduccion en la expresion de la proteina E-cadherina. No
hubo cambios de estos marcadores en tiempos mayores a 5 horas de tratamiento. Estos

resultados fueron confirmados por inmunocitoquimica (Figura 29B).
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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 HCT116. Mediante el analisis de (A-C) Western blot y (D) inmunocitoquimica, se
evaluod la expresion de (A) CK-18, (B) E-cadherina y (C) Zeb1 en la linea celular HCT116. Se
muestran inmunotransferencias representativas de tres experimentos independientes y
los graficos de barras correspondientes a las cuantificaciones de las membranas. Se
emplearon los anticuerpos anti-GAPDH y anti-actina 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 con respecto 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 procedid a evaluar si PTHrP también
estd involucrada en la modulacién de la expresién génica. Como se observa en la Figura
30, el tratamiento con PTHrP disminuye los niveles de ARNm de CK-18 y E-cadherina y
aumenta los niveles de ARNm de ZEB1 en células HCT116 a las 5 horas de exposicién.
Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que PTHrP modula la expresidon de

factores involucrados en la progresion 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 elongada (Greenburg y Hay, 1982). Para
evaluar si los eventos moleculares hallados pueden conducir a cambios morfoldgicos
potencialmente asociados con la forma mesenquimal, seguidamente se analizaron
mediante el registro de fotomicrografias y utilizando el programa Image J los pardmetros
morfolégicos asociados a la pérdida de caracteristicas epiteliales como se describe en
Materiales y Métodos. La observacion de las células durante todo el tratamiento con
PTHrP y las imagenes de la Figura 31 muestran que el péptido también induce cambios
morfoldgicos reconocibles a las 24 horas. No hubo cambios en las células no tratadas. La
Tabla 1 y el gréfico de barras revelan que bajo la accién de PTHrP, las células adquieren
una morfologia asociada al estado mesenquimal. El aumento de la relacidén entre el eje
mayor y menor indica que la exposicion a PTHrP durante 24 horas aumentd

significativamente el grado de elongacién de las células HCT116.
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Figura 30. PTHrP modula los niveles de ARNm de CK-18, E-cadherina y ZEB1 en la linea
celular HCT116. Las células HCT116 se expusieron a PTHrP durante 5 horas, seguido de un
analisis de RT-qPCR como se describe en Materiales y Métodos. Los graficos representan
los niveles de ARNm de CK-18, E-cadherina y de ZEB1 de tres experimentos

independientes. *p < 0,05 con respecto al control. **p < 0,01 con respecto al control.
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Control

PTHrP

Figura 31. 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 5 y 24 horas. Las flechas sefialan cambios morfolégicos desde una forma
poligonal hacia una forma fusiforme observada en la condicién de 24 horas. La escala

corresponde a 50 um.
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Tabla 1: Las células HCT116 tratadas con PTHrP muestran un incremento en 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
4,5
4 m Control
L 35 PTHIP
g 3
[}
g ,. |
=
S.
m 2
=
w 15
'I-I_J. T
1
0,5
0
0 5 24 hs

Tabla 1. Anailisis de la relacion del eje mayor/eje menor obtenido empleando el
programa Image J. La tabla muestra el valor de los parametros celulares: area, perimetro
forma redonda, eje mayor, eje menor. El grafico de barras asociado a la tabla muestra el
valor de la relacion de eje mayor/eje menor (AR) para cada condicion. 10 células fueron

medidas por condicién para cada experimento por triplicado.
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Uno de los eventos desencadenantes en la adquisicion de las caracteristicas

III

mesenquimales es el “cambio de cadherinas” en el que la expresién de E-cadherina es
reemplazada por la de N-cadherina la cual confiere uniones intercelulares mas labiles
entre las células epiteliales (Loh et al., 2019; Yan et al., 2015). En vista de estos hallazgos,
a continuacién investigamos el nivel proteico del marcador mesenquimal N-cadherina. De
acuerdo con los cambios morfolégicos observados, la exposiciéon de PTHrP al mismo

tiempo (24 horas) aumenta los niveles de proteina de este marcador mesenquimal en las

células HCT116 (Figura 32).

En conjunto, los cambios moleculares y morfolégicos observados sugieren que el
tratamiento con PTHrP induce una transicidén efectiva hacia el estado mesenquimal en las

células HCT116.
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Figura 32. PTHrP incrementa la expresion de N-cadherina en las células HCT116. Las
células HCT116 se trataron con PTHrP durante 1, 5 y 24 horas y luego se realizd el analisis
de Western blot utilizando un anticuerpo contra N-cadherina. Se empled el anticuerpo
contra actina como control de siembra. Se muestran inmunotransferencias
representativas de tres experimentos independientes y la correspondiente cuantificacion.

**p < 0,01 con respecto al control.
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1.2 PTHrP modula la expresion de SPARC y de E-cadherina de forma dependiente de la

agresividad de las lineas de CCR

Como se mostré en el Capitulo 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 desencadenar el
proceso de TEM, a continuacién se explord la posibilidad de que PTHrP module en las
células tumorales la expresion de otros factores que estando presentes en el entorno
extracelular puedan estar participando del proceso de TEM. Investigaciones recientes
muestran que la expresién de la proteina acida y rica en cisteina SPARC esta
significativamente elevada en tumores agresivos de CCR en comparacién con aquellos de
baja agresividad (Drev et al., 2019) aumentando la capacidad de invasidn y la expresion de
factores implicados en la TEM. Particularmente, estudios como el de Lépez-Moncada y
colaboradores revelan que SPARC sobreexpresado en estadios de Gleason tanto
intermedio como alto de cdncer de prostata regula la expresion de CK-18, E-cadherina,
ZEB1, junto a otros marcadores, e induce también cambios morfoldgicos asociados a la
TEM (Lépez-Moncada et al., 2019). Esta evidencia coincidente con lo observado hasta el
momento respecto al efecto de PTHrP sobre la TEM en células de CCR motivd
seguidamente a explorar si el péptido participa de la modulacién de SPARC en nuestros

modelos experimentales.

Basados en los resultados previos y en el tiempo de tratamiento donde se observaron
cambios significativos en la expresidon 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 RT-gPCR y se observé un incremento significativo de la transcripcion de SPARC
en estas células a ese tiempo de tratamiento seleccionado (Figura 33A). El analisis
inmunocitoquimico de la expresion de SPARC reveld un aumento de la fluorescencia en las
células tratadas con PTHrP a este tiempo (Figura 33B). En base a estos resultados se
procedid a realizar ensayos tiempo-respuesta con el fin de analizar si la expresidn proteica

de SPARC cambia con otros tiempos de exposicion a PTHrP. Como se observa en la Figura
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33C mediante el analisis de Western blot se observé que los niveles proteicos de SPARC se

incrementan significativamente a las 5 y 24 horas de tratamiento con PTHrP.
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Figura 33. PTHrP incrementa la expresion de SPARC en células HCT116. (A) Mediante
analisis de RT-gPCR, (B) inmunocitoquimica y (C) Western blot, se evalud la expresién de
SPARC en la linea celular HCT116. Se muestran graficos de barras (que corresponden a la
cuantificacion del ARNm y de las proteinas), campos microscopicos e
inmunotransferencias representativos de tres experimentos independientes. Las
membranas de todas las inmunotransferencias fueron reprobadas con el anticuerpo anti-

actina como control de siembra. *p < 0,05 con respecto al control.
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Dado que la expresién de SPARC se correlaciona con estadios mds agresivos de la
enfermedad de CCR en comparacion con estadios menos agresivos (Kim et 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 celular Caco-2, que como se
menciond es menos agresiva y mas diferenciada que la linea HCT116 con el fin de
investigar si el grado de agresividad condiciona una expresidn diferencial de este

marcador.

Como se ve en la Figura 34A y B, las células Caco-2 expresan un nivel casi indetectable de
SPARC y no se identificaron cambios bajo el efecto de PTHrP. Este resultado coincide con
lo hallado por Kim y colaboradores en la linea Caco-2, quienes afirman que SPARC se
encuentra débilmente expresado o es indetectable en casos de CCR con escasa

metastasis. El andlisis de este resultado se profundizard en la seccién Discusion.

A partir de este hallazgo, decidimos evaluar también en esta linea celular los niveles
proteicos de E-cadherina, ya que estd establecido que la disminucion de su expresién es
un claro indicador de activacion del programa de TEM en el CCR (Gurzu et al., 2016). Para
esto, las células Caco-2 fueron expuestas durante diferentes tiempos a PTHrP seguido del
analisis por Western blot. Se observé que E-cadherina no modificé su nivel de expresion

durante todos los tiempos de exposicién a PTHrP (1 a 48 horas) (Figura 35).

Estos resultados indican que ni SPARC ni E-cadherina cambian su expresién proteica
cuando las células Caco-2 se tratan con PTHrP durante un amplio intervalo de tiempo de

exposicién.
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Figura 34. PTHrP no modifica la expresion de SPARC en células Caco-2. Mediante andlisis
de (A) Western blot e (B) inmunocitoquimica, se evalud la expresion de SPARC en la linea

celular Caco-2. A partir de tres experimentos independientes, se muestran

inmunotransferencias representativas y los graficos de barras, asi como campos
microscopicos. Para la técnica de Western blot se empled el anticuerpo anti-actina como

control de siembra.
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Figura 35. E-cadherina no presenta cambios en su expresion por el tratamiento con
PTHrP en la linea celular Caco-2. Mediante analisis de Western blot, se evalud la
expresion de E-cadherina. Se muestra una inmunotransferencia representativa de tres
experimentos independientes y la cuantificacion de los resultados mediante el
correspondiente grafico de barras. Se empled el anticuerpo anti-GAPDH como control de

siembra.
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Seccidn 2: Estudio de la participacion del microambiente tumoral en la modulacién por
PTHrP de la TEM en células tumorales intestinales

2.1 PTHrP actua en las células endoteliales HMEC-1 modulando la expresion de SPARC y su

liberacion

No sélo estd establecido que SPARC es un factor presente en el microambiente tumoral
que promueve el programa de TEM, sino que también se sabe que puede ser producido
por células del microambiente asociado al tumor tal como lo demuestran Kato y
colaboradores que hallaron que SPARC esta expresada en la linea celular HMEC-1 (Kato et
al., 2001). Como se menciond en el Capitulo 1 de este Trabajo de Tesis, nosotros
observamos que las células endoteliales HMEC-1 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 expresién de SPARC en las células tumorales HCT116, el siguiente
objetivo fue explorar si el péptido también regula la expresion de SPARC en las células
HMEC-1. Mediante el andlisis por Western blot, se encontré que el tratamiento con PTHrP
por diferentes tiempos incrementa los niveles proteicos de SPARC con una diferencia

significativa a las 2 horas de exposicidn al péptido en esta linea endotelial (Figura 36A).

A continuacidn, decidimos investigar si PTHrP induce la liberacion de esta proteina al
medio ya que se evidencié su accién en el microambiente (Tichet et al., 2015). Para esto,
se obtuvieron los medios condicionados endoteliales (MCE) recolectados de células
HMEC-1 tratadas con PTHrP, como se describe en Materiales y Métodos. Como se muestra
en la Figura 36B, el ensayo de ELISA revela que el tratamiento con PTHrP aumenta
significativamente la secrecién de la proteina SPARC en el medio de las células HMEC-1 en
comparacion con el MCE proveniente de células control. Estos resultados sugieren que en
estas células endoteliales, PTHrP modula la expresion de la proteina SPARC y su posterior

liberacion al medio.
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Figura 36. La expresion proteica y la liberacion de SPARC aumentan por la accion de
PTHrP en las células HMEC-1. (A) Las células HMEC-1 se expusieron a PTHrP durante
diferentes tiempos, seguido del andlisis por Western blot. Se muestran
inmunotransferencias representativas y gréficos de barras de tres experimentos
independientes. Se empled el anticuerpo anti-actina como control de siembra. (B) Ensayo
de ELISA para evaluar SPARC empleando MCE provenientes de células HMEC-1 tratadas o

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

control.

149



Capitulo 2 — Seccion 2

2.2 El MICE de las células HMEC-1 tratadas con PTHrP induce cambios tempranos asociados
al proceso de TEM en las células HCT116

Las células endoteliales vasculares del microambiente tumoral son una de las fuentes que
liberan factores implicados en la progresion tumoral (Alsina-sanchis et al., 2021; Maishi et
al., 2019). Como se observé que PTHrP promueve la liberacién de un factor de las células
HMEC-1 involucrado en el proceso de TEM en el tumor, decidimos evaluar si los MCE

obtenidos bajo el tratamiento con PTHrP modulan eventos relacionados con este proceso.

Como se menciond previamente, de entre todas las moléculas que se pueden emplear
como marcadores de la TEM, la E-cadherina 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 efectiva. Por ello a continuacion
se estudié si los MCE de las células HMEC-1 tratadas con PTHrP modulan la expresién de

E-cadherina en las células HCT116.

Bajo el efecto de estos MCE durante 2 horas, los niveles de proteina de E-cadherina
disminuyen en las células HCT116 (Figura 37). Esta respuesta celular es mds temprana que
la observada previamente cuando las células HCT116 se expusieron directamente a PTHrP
(Figura 29A). Luego, también se evalud la expresion del marcador mesenquimal N-
cadherina en estas condiciones. Como se observa en la Figura 37 los MCE de las células
HMEC-1 tratadas con PTHrP incrementan los niveles proteicos de N-cadherina en las

células HCT116.
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Figura 37. El MCE proveniente de células HMEC-1 tratadas con PTHrP disminuye los
niveles proteicos de E-cadherina y aumenta los niveles proteicos de N-cadherina en las
células HCT116. Las células HCT116 se expusieron a los MCE de células HMEC-1 tratadas o
no con PTHrP por diferentes tiempos y se analizé la expresién proteica por Western blot
de (A) E-cadherina y (B) N-cadherina. Se muestran inmunotransferencias representativas y
graficos de barras de tres experimentos independientes. Las membranas luego se re-

probaron con el anticuerpo anti-actina como control de siembra. *p < 0,05 con respecto al

control.
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En vista de estos resultados, se procedidé a exponer a las células HCT116 a las mismas
condiciones para monitorear su morfologia celular mediante microscopia invertida. Los
mismos parametros de la Tabla 1 fueron evaluados en estas nuevas fotomicrografias

utilizando el programa Image J y sus valores se incluyen en la Tabla 2.

Los cambios en la morfologia celular se muestran en la Figura 38. La Tabla 2 y el grafico de
barras revelan que los MCE de las células HMEC-1 tratadas con PTHrP aumentaron
significativamente el grado de elongacién celular en las células HCT116 a partir de las 2
horas de exposicion. Este efecto resultd mds temprano, mas drastico y sostenido en los
tiempos evaluados en comparacién con el observado por la accién directa de PTHrP sobre

las células HCT116 (Figura 31).

Tomados en conjunto, estos datos sugieren que bajo la accidon de PTHrP, las células HMEC-
1 liberan factores al medio que a su vez modulan la expresidon de E-cadherina (marcador
epitelial) y de N-cadherina (marcador 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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Figura 38. El MCE proveniente de células HMEC-1 tratadas con PTHrP induce cambios
tempranos hacia una morfologia ahusada en células HCT116. Las células HCT116 se
observaron a lo largo del tiempo bajo microscopia invertida después de la exposiciéon al
MCE de células HMEC-1 tratadas con PTHrP durante 16 horas. Las flechas indican cambios
morfolégicos evidentes de pérdida de estructura poligonal en la condicidon de 2, 5y 24

horas de tratamiento con este medio. La barra de escala corresponde a 50 um.
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Tabla 2: Los MCE de las células HMEC-1 tratadas con PTHrP aumenta el grado 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
10 4 . m Control
8 | * PTHrP
T T

Eje Mayor/Menor
-1 (4]

[ 5]
1

(=]

1
& mn n un

Tabla 2. Anilisis de la relacion de aspecto (eje mayor/menor) obtenida mediante el

hs

programa Image J. Se muestran valores de parametros relacionados con la morfologia
celular: area, perimetro, forma redonda, eje mayor, eje menor y la relacidon eje mayor/eje
menor (AR). El grafico de barras asociado a la tabla muestra el valor de la relacion entre el
eje mayor y el eje menor para cada condicién. Para cada experimento y por condicion

fueron medidas 10 células.
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2.3 SPARC potencia el efecto de PTHrP sobre la modulacion de E-cadherina y la migracion
celular de las células HCT116.

PTHrP no solo aumenta la expresion de SPARC en las células tumorales HCT116, sino
también en células del microambiente como las células endoteliales HMEC-1. Mas aun,
bajo la accidon de PTHrP, SPARC es liberado al medio de estas células endoteliales. Estos
resultados exponen la complejidad del origen celular de citoquinas como SPARC. Dada la
relevancia de SPARC como modulador de la TEM en diversos tipos de cancer, como el de
pulmén (Hung et al., 2017), de cabeza y cuello (Chang et al., 2018) y el hepatocarcinoma
(Jiang et al., 2019), y como recientemente se ha demostrado que SPARC podria regular la
expresion de la proteina E-cadherina en la linea celular HCT116 (Drev et al., 2019), se
procedidé a evaluar la influencia de PTHrP junto a SPARC exdgeno en la expresiéon de la

proteina E-cadherina en células HCT116.

Por RT-gPCR se observé que el tratamiento simultdneo con ambos factores agregados de
forma exdgena disminuyd aun mas la cantidad de ARNm de E-cadherina respecto a ambos
tratamientos por separado, sugiriendo que cuando estos factores actlan juntos, se

potencia el efecto en la regulacion de la expresidon de E-cadherina (Figura 39).
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Figura 39. El tratamiento combinado de SPARC y PTHrP tiene un efecto potenciador
sobre la disminuciéon de la expresidn de E-cadherina en células HCT116. Las células
fueron expuestas a PTHrP, SPARC o a una combinacion de ambas, y luego se midié el
ARNm por RT-qPCR tal como se describe en Materiales y Métodos. Se emplearon
paralelamente células control. Se observa que el tratamiento conjunto refuerza la
disminucion de los niveles de ARNm de E-cadherina. *p < 0.05, **p < 0.01 con respecto al

control.
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Las células tumorales que pierden la expresidon de E-cadherina y presentan un fenotipo
mesenquimal, adquieren un comportamiento migratorio (Beerling et al., 2016), que es
crucial en la invasién tumoral. Como se ha informado que SPARC es un modulador
esencial de este proceso y como en estudios anteriores del laboratorio donde fue
desarrollado este Trabajo de Tesis se hallé que PTHrP incrementa la capacidad migratoria
de las células de CCR (Calvo et al., 2017), se procedié a evaluar el efecto de ambos
factores sobre la movilidad de las células HCT116, realizando ensayos de cierre de herida.
Como se ve en la Figura 40, el tratamiento combinado de PTHrP y SPARC tiene un efecto
sinérgico sobre la migracion de células HCT116, que se evidencia por un cierre de la herida
mas pronunciado a las 5 horas de tratamiento con respecto a ambos tratamientos por

separado.
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Figura 40. El tratamiento combinado de SPARC y PTHrP incrementa la migracion de las
células HCT116. Se muestra el ensayo de cierre de herida, donde el mayor efecto se
puede observar a las 5 horas de tratamiento conjunto de PTHrP con SPARC. El grafico de
barras representa el porcentaje de cierre de la herida teniendo en cuanta que el 100% es

el cierre total sin espacio libre. Los datos se obtuvieron utilizando el programa Image J

(MRI Wound Healing Tool). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p< 0.001.
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Seccion 3: Estudio del efecto de PTHrP en la modulacion de microARNs vinculados a la
TEM en el CCR

Como se comentd en la Introduccidn, en los Ultimos afios se descubrié que los miRs estdn
desregulados en muchos tipos de tumores, incluido el CCR (Shirafkan et al., 2018), y
constituyen un mecanismo clave de la progresion tumoral pudiendo actuar como
supresores de tumores u oncogenes (Lee y Dutta, 2006). Particularmente, la evidencia
reportada indica su rol preponderante en la angiogénesis (Tiwari et al., 2018) y en la TEM
(Ferraro et al., 2014). A partir de los resultados expuestos previamente que revelan los
mecanismos modulados por PTHrP en las células HCT116 que participarian en la
progresién del CCR a través de la TEM, se continud indagando respecto a la maquinaria
molecular que media los efectos de PTHrP y por lo tanto se procedié a explorar si PTHrP

modula la expresién de microARNs vinculados a este programa en estas células del CCR.

Se ha estudiado la relevancia clinica de miR-27a en varios tumores sélidos (Zhang et al.,
2019) y se informaron resultados contradictorios ya que puede actuar tanto como un
oncogén o como un gen supresor tumoral en el CCR. En particular se observé que miR-27a
promueve la TEM en el cdncer tanto gastrico (Li et al., 2020) como en el de mama (Jiang et
al., 2018), y que favorece la migracion e invasion del CCR mediante la regulacién de la via
de sefializacién Wnt/B-catenina (Liang et al., 2017). Esto se observa en los tejidos de
pacientes y en el analisis bioinformatico de muestras donde se encuentran que la
sobreexpresién de miR-27a-5p actia como un regulador clave de genes asociados a la
TEM (Busuioc et al.,, 2021). A pesar de esto, en multiples estudios no se explora la
distincion entre las hebras 3p y 5p de este miR. Por esta razén y basado en los
antecedentes expuestos, en este Trabajo de Tesis se analizé la expresién de ambas hebras
de miR-27a bajo la accién del péptido y se observd que éstos muestran un patron de
expresion diferencial en células tumorales intestinales tratadas con PTHrP. Mediante el

empleo de sondas TagMan por RT-qPCR se encontrd que el tratamiento con PTHrP por 5
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horas incrementa la transcripcion de la hebra miR-27a-5p en las células HCT116 con un
retorno a los niveles del control a las 24 horas. Por el contrario, se observdé una
disminucion consistente en la transcripcion de la hebra de miR-27a-3p en estas células

tanto a las 5 como a las 24 horas de tratamiento con PTHrP (Figura 41).
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Recientemente, Ma y colaboradores hallaron que ademas de participar en la TEM de otros
tipos tumorales como de pulmdén (Ma et al., 2021a), el andlisis bioinformatico de miRs
exosémicos en muestras clinicas de CCR muestra que miR-423 posee un alto valor
diagnodstico para esta patologia debido a que participa de una red regulatoria central (Ma
et al, 2021b). Por este motivo a continuacidon se procedié a explorar los niveles de
expresion de ambas hebras de miR-423 en las células HCT116 expuestas o no a PTHrP. En
la Figura 42 se observa que el tratamiento con PTHrP durante 5 horas aumenta
significativamente los niveles de transcritos de miR-423-3p y miR-423-5p en las células

HCT116.

Estos resultados sostienen la importancia de evaluar ambas hebras funcionales de estos
miRs. La expresién diferencial de ambas hebras de miR-27a y la sobreexpresion de las dos
hebras de miR-423 en las células HCT116 tratadas con PTHrP, indican que el péptido
modula la expresién de estos reguladores postranscripcionales claves de genes asociados

a este programa celular.
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Figura 41. PTHrP modula la transcripcion de miR-27a en células HCT116. Las células
HCT116 se trataron con PTHrP 10 M durante 1, 5 y 24 horas. Se procesaron
simultaneamente las células control (en ausencia de PTHrP). Los niveles de miR-27a-3p y
miR27a-5p se analizaron en todas las condiciones mediante RT-gPCR empleando sondas
TagMan, como se describe en Materiales y Métodos. La expresidn 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.
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Figura 42. PTHrP modula la transcripcion de miR-423 en células HCT116. Las células
HCT116 se trataron con PTHrP 10 M durante 1, 5 y 24 horas. Se procesaron
simultaneamente las células control (en ausencia de PTHrP). Los niveles de miR-423-3p y
miR-423-5p se analizaron en todas las condiciones mediante RT-gPCR empleando sondas
TagMan, como se describe en Materiales y Métodos. La expresion se normalizé
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.
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Seccién 4: Ensayos in vivo

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

asociados a este programa en xenotrasplantes de células HCT116

En estudios previos del laboratorio donde fue desarrollada este Trabajo de Tesis se observd
que la administracién intratumoral de PTHrP en xenotrasplantes de células HCT116 en el
modelo N: NIH(S) _nu induce una mayor expresion de los marcadores asociados a
procesos tumorales Ki67, ciclina D1, ERK1/2 MAPK, CREB/ATF-1 y RSK (Calvo et al., 2017;
Martin et al., 2018). En el Capitulo 1 del presente Trabajo se observé que ademads este
péptido favorece la expresion del VEGF en una localizacion perinuclear, apoyando lo
observado por otros investigadores. Con el objetivo de evaluar si los efectos de PTHrP
analizados in vitro se corresponden con su accidon en el modelo in vivo, se procedid a
analizar los niveles proteicos de SPARC y de E-cadherina en el modelo de ratones

inmunodeprimidos N: NIH(S) _nu.

El andlisis inmunohistoquimico de tejidos tumorales de CCR de animales control y
tratados revelé que la administracion diaria de PTHrP (40 pg/Kg) como se describe en
Materiales y Métodos, aumenta la expresién de la proteina SPARC siendo Ia
inmunorreactividad de SPARC homogénea en todo el tejido tumoral (Figura 43A). El
péptido también disminuye la expresidn en la membrana celular de la proteina E-
cadherina (Figura 43B). Las flechas en la Figura 43B sefialan a las células tumorales
tratadas con PTHrP que tienen 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 en la Figura 28C (Capitulo 1-Seccién
5) donde se identifica la formacién de vasos intratumorales inducido por PTHrP y debido

al incremento de la marcaciéon de CD31. La adquisicidon de esta morfologia mesenquimal
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no se observé en las células tumorales tratadas con PBS que muestran una mayor
expresion de E-cadherina. El grafico de barras de la Figura 43C muestra el valor de la
relacion entre el eje mayor y el eje menor para cada condiciéon e indica que PTHrP

aumenté significativamente el grado de elongacidn de las células HCT116.

Los resultados de los estudios in vitro mostrados en el segundo Capitulo 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 morfolégicos claves del
programa de TEM en las células HCT116. Los cambios moleculares y morfoldgicos
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 y de E-cadherina y aumenta el
grado de elongacion de células HCT116 en xenotrasplantes. Los tumores originados a
partir de xenotrasplantes de células HCT116 se analizaron mediante inmunohistoquimica.
Las secciones tumorales se incubaron con los anticuerpos (A) anti-SPARC o (B) anti-E-
cadherina. Las imagenes corresponden a tumores tratados con PTHrP y tumores tratados
con PBS (solucion vehiculo). La inmunoreactividad se cuantificé con el paquete de
procesamiento de imagenes Fiji del programa Image J. Las flechas indican células con

forma ahusada. (C) El grafico de barras muestra el valor de la relacion entre el eje mayory
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el eje menor para cada condicidn. Se analizaron 10 células por condicién.*p < 0,05 con

respecto al control.
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Discusion del Capitulo 2

Desde hace algunos anos que el programa de TEM se ha vinculado con el CCR. Un estudio
realizado por Loboada y colaboradores mostré que en un andlisis de microarrays de 326
muestras de CCR, la expresién génica con puntuacién mas alta se asocié con el programa
de TEM (Loboda et al., 2011). Ademas, se ha visto cdmo este proceso es necesario para la
adquisicion de la capacidad migratoria e invasiva del CCR (Sipos y Galamb, 2012) pero aun
queda 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 regulacién de estas caracteristicas es PTHrP, el cual puede ser
secretado por células tumorales y/o células del microambiente tumoral y aunque su
efecto estd mediado por diferentes modo de accién, su rol pardcrino es el mas
frecuentemente observado, tal como se menciond en la seccidén Introduccidon (Cowan et

al., 2012; Cros et al., 2002; McCauley y Martin, 2012).

Sustentando la hipdtesis que motivé el desarrollo de este segundo Capitulo, en la
literatura se encuentran estudios que demostraron que PTHrP puede inducir la TEM en
células epiteliales de tubulos renales y lineas celulares de cancer de prdstata, y que su
accién depende de otras citoquinas presentes en el microambiente tumoral como TGF-B
(Ardura et al., 2010; Ongkeko et al., 2014). De acuerdo con estas observaciones, en este
Trabajo de Tesis se descubridé que PTHrP de forma exdgena puede inducir cambios en la
expresion de las proteinas CK-18, E-cadherina, Zeb1, N-cadherina y SPARC, moléculas
asociadas con la TEM en las células HCT116 (Druzhkova et al., 2019; Guo et al., 2017; Kuga
et al., 2013; Shen et al.,, 2016). Ademas, el péptido induce cambios morfolégicos
reconocibles en esta linea derivada de CCR, y esta respuesta celular observada por la
accién directa de PTHrP durante 24 horas podria deberse 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 invasivo (Porter et al.,
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1995; Wiese et al., 2007); sin embargo, los estudios sugieren que su funcién bioldgica
depende de la agresividad del tumor, su origen celular y su interaccidon con otros factores
liberados por las células tumorales y del microambiente (Podhajcer et al., 2008;
Yoshimura et al., 2011). Esto resalta la importancia de evaluar el origen de SPARC, asi
como su asociacion con la agresividad del tumor para comprender su funcién en las

diferentes etapas de la patologia.

Los resultados de este Trabajo de Tesis en la linea celular Caco-2 muestran niveles de
expresion muy bajos de SPARC y ningln cambio en su expresién en respuesta a PTHrP;
ademads también se encontré que el tratamiento con PTHrP, a diferencia de lo observado
en la linea celular HCT116, no modificd el nivel de expresidon proteica de E-cadherina 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 progresidon de un fenotipo
mas agresivo. Como se comentd anteriormente ambas lineas, Caco-2 y HCT116, son
derivadas del CCR pero fenotipicamente diferentes y con distintas mutaciones que estan
involucradas en el desarrollo de la patologia (Ahmed et al., 2013). El efecto diferencial de
PTHrP en la induccion de la TEM en las lineas Caco-2 y HCT116 plantea la necesidad de
considerar las diferencias moleculares entre ambas. Debido a que la linea Caco-2 es mas
diferenciada que la linea HCT116 es posible que un cierto nivel de desdiferenciaciéon sea
necesario para hacer que las células sean permisivas a la TEM inducida por PTHrP. Como
se menciond en la discusién del primer Capitulo, la linea celular Caco-2 derivada de
adenocarcinoma de colon humano posee el gen KRAS de tipo salvaje, BRAF de tipo salvaje,
PI3KCA de tipo salvaje, PTEN de tipo salvaje y la mutaciéon E204X en TP53. En cambio, en la
linea HCT116 derivada de carcinoma colorrectal humano, ademas de poseer inestabilidad
de microsatélites, en sus células se encuentra la mutacién G13D de KRAS, BRAF tipo
salvaje, la mutacion H1047R de PI3KCA, PTEN tipo salvaje y TP53 de tipo salvaje (Ahmed et
al., 2013; Berg et al., 2017). Quizas los eventos desencadenados por PTHrP asociados al

programa de TEM pueden ser dependientes de mutaciones como KRAS, cuya sefializacion
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ha sido asociada con la TEM (Singh et al.,, 2009), lo que podria explicar la diferente

respuesta de ambas lineas celulares.

Por otro lado, la evidencia reunida en los ultimos afios indica una fuerte asociacidon entre
el programa de TEM vy la sefalizacion de Wnt/B-catenina, que se activa con elevada
frecuencia en el CCR. La activacién de esta via da como resultado la translocacion nuclear
de B-catenina, como se observa en areas tumorales rodeadas por estroma lo que se asocia
a la influencia de factores microambientales del tumor (Fodde y Brabletz, 2007).
Resultados previos en el laboratorio donde se desarrollé este Trabajo de Tesis, y que
motivaron el desarrollo del mismo, demostraron que PTHrP promueve la fosforilacion,
activacion y traslocacion nuclear de B-catenina a través de las vias de Akt y MAPKs. En
esos estudios la inhibicion de ERK1/2 y B-catenina bloqued el efecto sobre la proliferacion
inducida por PTHrP tanto en las células Caco-2 como en las células HCT116 (Martin, Tesis
2018; Martin et al., 2014). Seria relevante evaluar si estas 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 observado la expresidon diferencial de SPARC en
varios tipos de cancer (Podhajcer et al., 2008), pero no estd claramente establecido el
motivo por el cual posee 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 publicaciédn mostrando estudios de la
accién paracrina de SPARC. Sin embargo, al mismo tiempo que nosotros publicidbamos 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 expresién de SPARCy
las caracteristicas clinico-patoldgicas en 42 casos clinicos de CCR. La expresién de SPARC
en las células tumorales de estas muestras se asocid con estadios avanzados y mal

prondstico. Ademas la TEM mediada por SPARC se observé en el borde del tumor donde
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las células tumorales y las células estromales estan en contacto directo entre si (Naito 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 HMEC-1. Ademas, se observd un aumento en la secrecidon de la proteina
SPARC al medio de las células HMEC-1 tratadas con el péptido durante 16 horas. Es
importante considerar que SPARC tiene una vida media de su ARNm de aproximadamente
50 horas (Delany y Canalis, 1998; Wrana et al.,1991), y que ademas Kato y colaboradores
observaron la presencia de la proteina de SPARC a las 48 horas de cultivo luego de la
privacién de suero en las células HMEC-1 sugiriendo que es capaz de ser liberado
lentamente luego de su produccion en estas células (Kato et al., 2001b). Por este motivo
suponemos su produccién activa y consecuente secrecion al medio de estas células en el
tiempo evaluado. En este punto En linea con estos resultados, otros autores también
hallaron la expresion de SPARC en células del microambiente tumoral. Drev vy
colaboradores sugieren que SPARC proveniente de fibroblastos estimulados con TGF-B,
tiene un efecto prometastdsico en las células de CCR. En el mencionado estudio, los
mayores niveles de SPARC se asociaron a estadios avanzados del tumor y ademas, la alta
expresiéon de SPARC en el estroma se asocid con una supervivencia mas corta en la
enfermedad recurrente (Drev et al., 2019). Asimismo, un estudio de microarrays de tejido
de 332 muestras de pacientes con CCR mostré que la sobrevida global estaba
inversamente correlacionada con la expresién de SPARC en el estroma tumoral, donde los
niveles eran mds altos que en el tejido normal e incluso mas altos que en los tumores (Kim
et al., 2013). Ante este escenario, este Trabajo de Tesis apoya la importancia de estudiar
las células endoteliales no solo por su participacion en el proceso de angiogénesis
asociada al tumor, sino también como componentes del microambiente que pueden

influir en el fenotipo agresivo de las células tumorales.
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Por este motivo, en base a los resultados obtenidos de que PTHrP promueve la liberacion
de SPARC de las células endoteliales HMEC-1, el cual es un 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 HCT116. El sello distintivo de la TEM es la
disminucion de la expresion de E-cadherina producto de una regulacion compleja dada
por vias de sefializacion, factores de transcripcion y moléculas efectoras (Vu y Datta,
2017). En respuesta a una variedad de sefiales de induccidn, el descenso de los niveles de
E-cadherina conduce a la desestabilizacion de las uniones adherentes, y su disminucidon
localizada en los bordes invasivos del tumor se asocia con un mal prondstico en pacientes
con CCR en estadio Il (Yun et al., 2014). Resultados obtenidos por Busch y colaboradores
(Busch et al.,, 2016), muestran que la baja expresidon de E-cadherina se asocié con un
mayor riesgo de muerte dentro de los 5 afios posteriores a la cirugia y resaltan que
constituye un marcador prometedor para identificar a los pacientes con CCR en riesgo de

enfermedad metastasica.

Los resultados de este segundo Capitulo muestran que en las células HCT116 expuestas al
MCE de células HMEC-1 tratadas con PTHrP disminuyd la expresion de E-cadherina en
mayor magnitud y mediante una respuesta mas rapida, en comparacion con el
tratamiento directo con PTHrP sobre estas mismas células tumorales. Ademas, los niveles
de expresion proteica del marcador N-cadherina en las células tumorales también fueron
modulados por estos MCE. Recientemente en el laboratorio donde se desarrollé esta Tesis
se hallé que empleando el inhibidor SU11274 de la via de activacién del receptor MET,
estos cambios de E-cadherina por el efecto directo de PTHrP se revierten. Estos datos
constituyen resultados de la Tesis Doctoral de la Tesista Maria Belén Novoa Diaz (en curso)
y estdn presentados en un trabajo recientemente aceptado para su publicacién (Novoa

Diaz et al., WJG, en prensa).

El andlisis morfolégico mostrd que, en presencia de estos MCE de células HMEC-1 tratadas

con PTHrP, las células HCT116 experimentan cambios morfoldgicos mas drdsticos, mas
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tempranos y sostenidos en los tiempos evaluados, comparado con lo observado en las
células HCT116 bajo la accidn directa del péptido. Estos cambios morfoldgicos son
similares a los observados por Kato y colaboradores en células HCT116 que experimentan
el programa TEM (Kato et al., 2020). De acuerdo con estos hallazgos, otros estudios
demostraron que los factores secretados por las células endoteliales del entorno pueden
promover un fenotipo de TEM agresivo. El factor de crecimiento epidérmico (EGF por sus
siglas en inglés) secretado por células endoteliales indujo la TEM en células tumorales de
cabeza y cuello (Zhang et al., 2014). Por otro lado, las células endoteliales incrementaron
la TEM, la migracién, invasidon y metastasis de células de cdncer de mama mediante la
liberacion del inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1 por sus siglas en inglés) y
la quimiocina CCL5 (Zhang et al.,, 2018). Ademas, factores liberados de células
endoteliales, como TGF-B, promovieron la TEM en el carcinoma hepatocelular inducido
por el virus de la hepatitis B (Rawal et al., 2019). Mds aun, SPARC podria influir en el
proceso de TEM al desempefiar un rol autocrino o paracrino en el tumor (Lépez-Moncada

et al.,, 2019).

En base a estos antecedentes, en este Trabajo de Tesis se investigd a continuacién si
PTHrP y SPARC podrian ser parte de una red de regulacion autocrino-paracrina que
converge en el programa de TEM. Se hallé que el tratamiento exdégeno de PTHrP en
combinacidn con SPARC, promueve aun mas la disminucion de los niveles de ARNm de E-
cadherina, con respecto a ambos tratamientos por separado en las células HCT116. Este
resultado es consistente con la disminucion en la expresion de la proteina E-cadherina en
respuesta a SPARC en células HCT116 observada por Drev y colaboradores (Drev et al.,
2019). Sin embargo, en este Trabajo de Tesis se demostré que el tratamiento combinado
de PTHrP y SPARC potencia este efecto en la reduccion de este marcador a nivel de la
transcripcion. Ademas, se hallé que la exposicién de las células HCT116 a ambos factores
durante 5 horas aumenta la capacidad migratoria de estas células, en comparacién con la
exposicidn por separado. Este resultado plantea la necesidad de mdas investigaciones para

profundizar en este efecto sinérgico y dilucidar si existe una relacidon secuencial entre la
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accion de PTHrP y de SPARC, de acuerdo a lo observado en la expresion de SPARC inducida

por PTHrP.

En el efecto observado en las células HCT116 expuestas a los MCE a los tiempos
evaluados, se descarta la presencia de PTHrP residual en el MCE debido a que este
péptido posee una vida media muy corta cercana a los 5-6 minutos segun estudios previos
(Deans et al., 2005; Henry et al., 1997). Estos valores son similares a los reportados por
Fraher y colaboradores (Fraher et al., 1995). Ademas, Ratcliffe y colaboradores también
demostraron que, en condiciones fisioldgicas, el tiempo medio de desaparicién de PTHrP
in vivo es inferior a 5 minutos (Ratcliffe et al., 1993). Por lo tanto, se estima que los
efectos observados se deben exclusivamente a la presencia de factores derivados de las

células endoteliales y no a la presencia de PTHrP remanente producto del tratamiento.

En base a los resultados obtenidos en el modelo in vitro, se evalud el efecto de PTHrP
sobre xenotrasplantes de células HCT116 empleando el modelo N:NIH(S) _nu. Aunque los
xenotrasplantes tumorales tienen limitaciones para el estudio del microambiente tumoral
por no tratarse de un modelo ortotdpico o de tumor inducido, resulta conveniente en el
empleo de lineas celulares tumorigénicas como la linea HCT116 para no solo incrementar
la complejidad del modelo de CCR, sino para establecer una correlacién con los efectos
observados in vitro. Asi, este modelo de xenotrasplante aporta mas informacion respecto
al comportamiento de las células HCT116 en el estudio de la influencia del microambiente.
En este Trabajo de Tesis se observd que en tumores de células HCT116 tratados con PTHrP
se evidencia un incremento homogéneo en la expresidn de la proteina SPARC y una
disminucion en la expresiéon de E-cadherina en la membrana celular, respecto a los
tumores no tratados con el péptido. Ademads, encontramos que solo las células tumorales
de ratones tratados con PTHrP adquieren una forma elongada relacionada con un
fenotipo mesenquimal. Rajput y colaboradores describieron caracteristicas morfoldgicas
similares a las que nosotros encontramos en células HCT116 inyectadas en un modelo
murino, donde estas células pueden invadir la mucosa coldnica, posiblemente mediante la

adquisicion del programa de TEM (Rajput et al., 2008).
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Bao y colaboradores analizaron muestras de pacientes donde observaron que en
comparacion con la mucosa coldnica normal, el 73% de los tejidos de CCR muestran una
expresion reducida de miR-27a, y solo el 27% de los casos de CCR evidencian una
sobreexpresidon de este miR, lo que sugiere una participacion como un supresor tumoral.
Ademas en el mencionado trabajo, los niveles de expresion de miR-27a se determinaron
adicionalmente en lineas celulares de CCR donde su expresion se redujo un 95%, 90% y
52% en las células HCT116, Caco-2 y SW480, respectivamente, en comparacién con la
linea normal de colon humano inmortalizada NCM460 (Bao et al., 2014). También se ha
informado que miR-27a exosémico circulante puede usarse como un nuevo biomarcador
de diagndstico y prondstico en el CCR (Vychytilova-Faltejskova et al., 2016). Utilizando
cohortes independientes de pacientes con CCR y modelos experimentales, Barisciano y
colaboradores proporcionaron evidencia de que miR-27a actia como un regulador clave
del metabolismo del CCR que favorece un fenotipo agresivo y la adquisicion de
quimiorresistencia (Barisciano et al., 2020). Por otra parte, Li y colaboradores informaron
gue miR-423-3p se sobreexpresa en los tejidos de CCR en comparaciéon con los tejidos
normales (Li et al., 2015), pero contrariamente a estos resultados se ha observado que
miR-423-5p participa de un circuito inhibitorio de la TEM en estas células (Dong et al.,
2022). A la fecha se conoce un solo trabajo el cual ha analizado la relevancia de evaluar la
expresiéon de ambas hebras de miRs implicados en el CCR (Choo et al., 2014). Como se
detalld en la Introduccién, durante su procesamiento una de las hebras del pre-miARN se
degrada y la otra hebra determina el miR maduro. De esta forma diversas sefiales
extracelulares pueden determinar una seleccidn de hebra como un mecanismo alternativo
de regulacién de una funcién biolégica (Choo et al., 2014). En este Trabajo se hallé que
PTHrP modula diferencialmente ambos brazos de miR-27a. A las 5 horas de tratamiento
con PTHrP se evidencia un incremento en la expresién de miR-27a-5p, mientras que a las 5
y 24 horas de exposicion al péptido disminuye consistentemente la transcripcion de la
hebra miR-27a-3p. Ademas se hallé que el tratamiento con PTHrP incrementa la expresion
de ambas hebras de miR-423 a las 5 horas, sin observarse cambios a 1 hora y a 24 horas.

Estos tiempos se eligieron de acuerdo al efecto observado de PTHrP en los cambios
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moleculares y fenotipicos asociados a los eventos protumorales descriptos en los

Capitulos 1y 2 de esta Tesis.

Retomando con el rol potencial de SPARC en la progresién del CCR, los resultados de este
segundo Capitulo indican que esta funcidn puede deberse a la regulacion de su expresién
por otros factores del microambiente como PTHrP, lo que constituye un nuevo
mecanismo de acciéon de PTHrP sobre la progresién del CCR. No se descarta explorar mds a
fondo este efecto de PTHrP sobre las células derivadas de CCR, por ejemplo mediante la
interrupcion de esta red reguladora silenciando tanto a PTHrP como a SPARC, y
estudiando también otros factores que puedan participar en el efecto observado. En este
Trabajo no se evaluo el efecto del MCE de células endoteliales tratadas con PTHrP sobre la
linea celular Caco-2. Los resultados sugieren que PTHrP por si solo no es capaz de
promover cambios asociados a TEM en esta linea, pero no descartan la existencia de un
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 remodelacién del estroma, lo que motivd su estudio en
un principio, 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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Capitulo 3: Analisis mediante la exploracion de bases de datos de la implicancia clinica
de los marcadores modulados por PTHrP y vinculados con la angiogénesis y la TEM del

CCR

El desarrollo de herramientas para el analisis de grandes conjuntos de datos ha sido clave
para documentar y optimizar esfuerzos en la investigacion de nuevos marcadores y vias de
sefializacion relevantes en el cancer. En el afio 2006 un trabajo conjunto entre el Instituto
Nacional del Cancer de Estados Unidos y el Instituto Nacional de Investigacion del Genoma
Humano de Estados Unidos permitié el desarrollo del proyecto del Atlas del Genoma del
Cancer (TCGA por sus siglas en inglés) que documenta el estudio descriptivo y
comparativo de muestras clinicas provenientes de 33 tipos de cancer (Tomczak et al.,
2015). En paralelo ha crecido el nimero de plataformas disponibles en linea (“on line”) y
programas de analisis de datos, que han condensado la enorme cantidad de informacién

publicada en los ultimos afios.

Con esta visidon es que en este Trabajo de Tesis se considerd crucial emplear bases de
datos y herramientas para el analisis de éstos con el fin de poner en contexto los hallazgos
in vitro e in vivo descriptos en el Primer y Segundo Capitulo y vinculados a los efectos de

PTHrP en los procesos de la angiogénesis y la TEM del CCR.
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Secciéon 1: Estudio de genes sobreexpresados en pacientes con CCR asociados a la

angiogénesis y a la TEM.

La plataforma GEO del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica de Estados Unidos
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo), es una base de datos de acceso gratuito a
experimentos de microarrays y de secuenciacién de perfiles de genes que puede
emplearse para la exploracidn y analisis de muestras clinicas en las ciencias biomédicas.
Inicialmente se empled la base de datos en linea GEO y su programa estadistico asociado
GEO2R para analizar cuatro conjuntos de datos de expresién génica de muestras
intestinales de pacientes con CCR en comparacién con muestras de pacientes sanos. Se
obtuvieron las siguientes accesiones: 1-GSE41258: Affymetrix Human Genome U133A
Array - 54 muestras normales y 186 muestras de tumor primario; 2- GSE37364: Affymetrix
Human Genome U133 Plus 2.0 Array - 38 muestras normales y 27 muestras de tumor
primario; 3- GSE68468: Affymetrix Human Genome U133A Array - 53 muestras normales y
186 muestras de tumor primario y 4- GSE9348: Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0
Array - 12 muestras normales y 70 muestras de tumor primario. Para obtener los genes
expresados diferencialmente (GED), los datos fueron analizados por GEO2R con una
probabilidad ajustada por Benjamini y Hochberg (tasa de descubrimiento falso) de p<0,05

(Glickman et al., 2014).

Como se observa en la Figura 44A el andlisis por GEO2R de muestras tumorales y
muestras normales colorrectales resultdé en la obtencién de GED en los cuatro conjuntos
de datos. Luego, los GED resultantes por una duplicacion de la expresion (Log,FC>1y p
ajustado de Benjamini y Hochberg < 0,05) se incorporaron al software FunRich 3.1.3
(Fonseka et al., 2021) para determinar los genes compartidos por los cuatro conjuntos de
datos (Figura 44B y 44C). La lista de los GED sobreexpresados y los GED regulados
negativamente comunes a los cuatro conjuntos de datos se muestran en la Tabla 3. En

particular se halld que en los conjuntos de datos GSE37364 y GSE9348 el analisis de
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comparacion de muestras normales y tumorales revela que el gen de PTHrP (PTHLH) se

encuentra sobreexpresado en muestras de tumores (Tabla 4).
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Figura 44. Cuatro conjuntos de datos de pacientes con CCR comparten genes expresados
diferencialmente. (A) Diagrama de volcan. Se obtuvieron GED en el tejido tumoral de cada
conjunto de datos (celeste: regulado negativamente; rojo: sobreexpresado). (B) Diagrama
de Venn obtenido mediante el programa FunRich. Se identificaron 176 genes
sobreexpresados (So) y (C) 254 regulados negativamente (Rn) comunes a las muestras
tumorales de los cuatro conjuntos de datos de CCR, con un cambio de expresion

significativo (Log,FC>1; Log,FC<-1y p ajustado < 0,05).
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Regulacién Genes expresados diferencialmente (GED)
Genes CDC25A PLXNA1 NPM1 CXCL10 AURKA PUS7 VCAN TMEM97 KIF20A SQLE
Sobreexpresados | RRP9 PTK7 SHMT2 LEF1 COL1A2 COL5A1 CBX8 GTF3A MET VEGFA SORD

SOX4 COL1A1 ERCC6L DACH1 ATP11A GPSM2 CKS2 PMEPA1 TMEM132A
TOP2A CDH11 ARID3A PDPN ECT2 SOX9 NCAPG MMP14 BMP4 FANCI
PAFAH1B3 EFNA3 NEBL NUDT1 EDNRA RFC3 DIO2 PTP4A3 CELSR3 CSE1L
KDELC1 SULT1C2 HOMER1 KIF23 SFRP4 PLA2G16 NEK2 FXYD5 ENC1 SPARC
CENPN BUB1 CELSR1 TPX2 JAG2 GALNT6 MMP11 RAD54B SERPINH1 CDK1
GTF2IRD1 SERPINE1 BHLHE40 ITGBL1 COL5A2 CCND1 GDPD5 NMU PPM1H
FSCN1 PRR7 PMAIP1 IFITM2 UBE2C VSNL1 ANOS1 THY1 WISP1 LRP8 GRP
LOXL2 TEAD4 CST2 HILPDA PHLDA1 TNS4 MYC UBE2S TGFBI TRIP13 ARNTL2
LY6E S100A11 CDC25B ASCL2 GDF15 TWIST1 SCD SULF1 NFE2L3 SLC7A11
ANGPT2 PLAU FKBP10O SRPX2 CXCL5 STC2 SLC6A6 TIMP1 CXCL11 CGREF1
TMEM158 TRIB3 IGF2BP3 NOX4 MMP12 AZGP1 CCL20 TNFRSF12A S100P
SPP1 CEL SLC7AS INHBA STC1 EGFL6 BGN S100A2 TRIM29 ADAM12 MME
MSX2 DUSP4 TACSTD2 COL11A1 FABP6 COL10Al1 ETV4 CLDN1 FCGR3B
CEMIP MMP7 THBS2 CXCL2 FAP DPEP1 CXCL1 CST1 MMP1 CXCL3 REG1A
CHI3L1 KLK10 KRT23 MMP3 CDH3 CXCL8 GINS1 CNIH3 GZMB COMP MFAP2
EREG IER3 SLCO4A1 TESC

Genes regulados
negativamente

AQP8 CAl GCG SLC30A10 ZG16 CA4 ADH1C CHGA CWH43 PYY CLDNS8
CLCA1 TPH1 CHP2 SLC26A3 ABCA8 SLC4A4 CD177 UGT2A3 PLP1
ADH1B ABCG2 CA7 GBA3 UGT2B17 CDHR5 MYOT SST SLC26A2 MT1M
EDN3 BRINP3 SOSTDC1 CEACAM7 CA2 AKR1B10 SLC17A4 HMGCS2
BMP5 BEST2 CDH19 ADAMDEC1 NPY1R PCK1 UGT2B15 SEMA6A MSTI1L
PTGDR MMP28 ADTRP FABP1 HAPLN1 STMN2 ASPA LGALS2 NR5A2
CR2 DHRS9 CCL23 ATP1A2 NR3C2 DHRS11 HPGD OGN HSD17B2
PNLIPRP2 JCHAIN PADI2 HSD11B2 RUNDC3B C7 GREM2 ENTPD5 ABCB1
NTRK2 PBLD NAT2 MUC4 RGS13 PDESA TRHDE FGFR2 HHLA2 MLIP
CA12 FGF9 FAM107A PLCE1l Clorfll5 FMO5 MEP1A ARL14 IGF1 BCHE
CD79A ARHGAP44 ADGRL3 TMEM100 CPM SGK2 METTL7A SELENBP1
INSL5 LGI1 CES3 F13A1 CES2 PLAC8 SPON1 AHCYL2 PRKACB PIGR
MT1F PPARGC1A CKB TPSG1 HIGD1A ANK2 MT1G MALL GPM6A CD36
EPHA7 EPB41L3 GHR CLIC5 FABP4 NLGN4X MYO1lA KRT20 SFRP1
BCAS1 IL6R CCL8 MT1H ADAM28 DNASE1L3 KLF4 COL4A5 CNR1
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NAALADL1 CCL19 ANK3 PDK4 MUC2 CCDC68 MT1E GDPD3 MT1HL1
AOC1 MAOA POU2AF1 SEPP1 SRI CEACAM1 ATP2A3 OSBPL1A GPM6B
FUCA1 PTN PLCL2 GCNT3 VILL GPX3 UGDH COL17A1 ALDH1Al1l GNAll
KIT TCF21 NEDD4L ETFDH ITM2A GRAMD3 ENDOD1 STYK1 DENND2A
GALNT12 KCNMA1 SSBP2 DDX60 ZZEF1 PAPSS2 CLU DSC2 TLR3 GPD1L
ILIR2 NFASC FGL2 PID1 AKAP7 ECI2 ATP8A1 HLF SORBS2 TDP2 SMPD3
ABCA6 LPAR1 FHL1 KBTBD11 RCAN2 C4orfl9 CACNB2 ETHE1l IQGAP2
CCL5 CHRDL1 CASD1 BEX4 SLC44A4 RAB27A ACACB UGP2 TOX GSTM1
SETBP1 KIAAO0513 MYH11 EMP1 PER3 MEF2C MT1X TMPRSS2 PTP4Al
DCLK1 CITED2 MT2A HGD SQRDL CFH MYLK BMP2 NR3Cl1 CCL21
RSAD2 PTGER4 MUC5B ABHD3 PXMP2 PGM1 GPA33 |TM2C BTNL3
SMPDL3A SLC28A2 NAP1L2 TUBAL3 ANPEP CXCL12 LRRC19 NXPE4
MS4A12

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

cuatro conjuntos de datos de muestras de CCR.

Accesion ID p ajustado Valor p t (estadistico) log,FC Gen
GSE37364 | 211756_at 5,76x10'8 4,21x10'9 67.323.871 2,34084 PTHLH
GSE9348 |211756_at 1,56x10'3 2,45x10'4 38.334.384 1,5279 PTHLH

Tabla 4. El gen de PTHrP (PTHLH) se encuentra sobreexpresado en dos de los cuatro

conjuntos de datos consultados de muestras clinicas de CCR.
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Para profundizar en la funcién de los GED compartidos por los cuatro conjuntos de datos,
se evalud su participacion en procesos biolégicos, las vias de sefalizacidn en los que estan
involucrados y su localizacion subcelular. Para esto, se incorporaron los GED a la
plataforma Enrichr (Xie et al.,, 2021), que nuclea distintas bases de datos para el
enriquecimiento funcional. Como se observa en la Figura 45 los genes sobreexpresados en
el CCR se asocian significativamente a procesos de organizacion de la matriz extracelular
(p<2,11x107°), vias de la TEM (p<1,95x10%%), vias de sefializacién de NF-kB (p<2,37x10™%),
vias de la angiogénesis (p<2,44x10®) y vias sobreactivadas de KRAS (p<2,16x107),
mientras que también estan asociados a complejos de VEGFA (p< 5,34x10%%), entre otros.
Por otra parte, los genes regulados negativamente por los cuatro conjuntos de datos
mostraron una asociacién con el metabolismo de iones metalicos (p<5,35x10™%), vias
asociadas a la sefializacion KRAS (7,88x10°), al metabolismo de acidos grasos (8,68X107)
y asociacién a la regién extracelular (p<6,23x108) y de complejos apicales (p<3,17x10™")
(Figura 46). Estos resultados remarcan la importancia de las vias involucradas en la TEM y

la angiogénesis en la génesis/progresion del CCR.

185



Capitulo 3 - Secci6on 1
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Figura 45. Los genes sobreexpresados en el CCR estan enriquecidos en vias asociadas a la
angiogénesis y a la TEM. Empleando la plataforma EnrichR se realizé la consulta de
enriquecimiento funcional por procesos bioldgicos (panel superior), vias de sefializacion

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

muestra la probabilidad asociada en cada caso expresada como — logsq (valor p).
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Figura 46. Los genes regulados negativamente en el CCR estan enriquecidos en vias
asociadas a la progresion de esta enfermedad que no han sido evaluadas en este
Trabajo de Tesis. Empleando la plataforma EnrichR se realizé la consulta de
enriquecimiento funcional por procesos bioldgicos (panel superior), vias de sefializacion

(panel medio) y compartimentos subcelulares (panel inferior), de los 254 genes regulados

188



Capitulo 3 - Seccién 1

negativamente compartidos por los 4 conjuntos de datos de CCR. El grafico de barras

muestra la probabilidad asociada en cada caso expresada como — logsg (valor p).
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Seccion 2: Estudio mediante bases de datos clinicos de la correlacion de PTHrP con los

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

Con el fin de acceder a la enorme cantidad de informacion actualmente presente en
diferentes plataformas de analisis de muestras clinicas, a continuacién, se explordé en
bases de datos la relacidn de PTHrP en los distintos tipos de cancer y su asociacion con los
procesos evaluados en este Trabajo de Tesis. Inicialmente se empled la plataforma
EMTome (http://www.emtome.org/) (Vasaikar et al., 2021), que contiene firmas de genes
asociados a la TEM derivadas de la Enciclopedia de Lineas Celulares del Cancer (CCLE por
sus siglas en inglés) (Nusinow et al., 2020), de muestras de pacientes metastasicos
(MET500) (Robinson et al., 2017), de muestras clinicas tomadas del repositorio del TCGA
(Tomczak et al., 2015) y de datos del Atlas de Proteinas Humanas (HPA por sus siglas en

inglés) (Digre y Lindskog, 2021).

En esta plataforma se introdujo como busqueda el gen de PTHrP (PTHLH) y se obtuvieron
diferentes clases de datos. La Tabla 5 muestra los 10 primeros resultados mas
significativos de la busqueda del gen PTHLH. Mediante la exploracién de los diferentes
procesos celulares asociados a la expresiéon de PTHLH se observdé que en el cancer de
colon (COAD) y en el cancer de recto (READ) este gen posee una alta correlacidn positiva
con vias implicadas en la TEM, la angiogénesis, la coagulacion, uniones apicales, la
sefializacion de TGF-B y la sefializacion de KRAS, y a otras funciones bioldgicas con menor

correlacién (Figura 47).
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Cancer cohort

TCGA-READ

TCGA-COAD

TCGA-READ

TCGA-COAD

TCGA-READ

TCGA-READ

TCGA-COAD

TCGA-COAD

TCGA-COAD

TCGA-READ

GeneSet

HALLMARK_EPITHELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITION
HALLMARK_EPITHELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITION
HALLMARK_AMNGIOGEMESIS
HALLMARK_COAGULATION

HALLMARK_COAGULATION
HALLMARK_APICAL_JUNCTION

HALLMARK_ANGIOGENESIS

HALLMARK_APICAL_JUNCTION
HALLMARK_KRAS_SIGNALING_UP

HALLMARK_KRAS_SIGNALING_UP

Correlation

0242

0807

0.782

0772

0771

0.767

0755

0747

0.737

0.733

Pvalue

1.61e-65

1.08e-56

7.8e-53

2.91e-51

3.97e-49

0

Tabla 5. Procesos centrales asociados al gen de PTHrP (PTHLH) en el repositorio de

muestras clinicas de TCGA. Los primeros 10 valores de correlacion mas altos se asocian a

la TEM, la angiogénesis, la coagulacién, funciones apicales y la sefializacién de KRAS. Se

muestran valores de correlacién y valor de probabilidad asociado.
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Figura 47. PTHLH se correlaciona significativamente con la TEM y la angiogénesis en el
cancer de colon (COAD) y en el cancer de recto (READ). En base a lo expuesto en la Tabla
5, el diagrama de correlacién muestra que el gen de PTHrP (PTHLH) se correlaciona con

diferentes eventos en distintos tipos de tumores (Hallmarks Geneset).
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Con el fin de determinar en muestras clinicas si existe una asociacién entre PTHrP y los
marcadores evaluados en los Capitulos 1y 2 de este Trabajo de Tesis, se realizé un analisis
mediante el test de correlaciéon de Pearson (R), empleando la base de datos en linea
“Gene Expression Profiling Interactive Analysis 2” (GEPIA2) (Tang et al., 2019), que incluye
9.736 muestras de tumores y 8.587 muestras normales de los proyectos del TCGA
(Tomczak et al., 2015) y de Expresién de Genotipo-Tejido (GTEx por sus siglas en inglés)
(Lonsdale et al., 2013).

Como se observa en la Figura 48, la expresion del gen de PTHrP (PTHLH) se correlaciona
positivamente y de manera significativa con la expresién del gen de HIF-1 (R=0,37;
p=3,5x10"%), con MMP-9 (R=0,25; p=2,1x10") y con MMP-7 (R=0,29; p= 7,2x10”) en
muestras de cancer de colon. Por otra parte, también se halléd una correlacién positiva y
de manera significativa entre PTHLH y los marcadores evaluados en el Capitulo 2 de este
Trabajo de Tesis ZEB1 (R=0,35; p=3,9X10°), N-cadherina (R=0,41; p=1,1X10"?) y SPARC
(R=0,58; p=0) (Figura 49). En cada caso, la correlacién fue significativa de acuerdo con el

valor de py de R.
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Figura 48. Correlacion entre el gen de PTHrP y los marcadores de angiogénesis evaluados
en el Capitulo 1 de este Trabajo de Tesis. Los graficos muestran la correlacion entre la
expresion del gen de PTHrP (PTHLH) con (A) VEGF, (B) HIF-1, (C) MMP-9 y (D) MMP-7

empleando la plataforma GEPIA2 que analiza datos de muestras tumorales de CCR del

repositorio de TCGA.
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Figura 49. Correlacion entre el gen de PTHrP y los marcadores de TEM evaluados en el
Capitulo 2 de este Trabajo de Tesis. Los graficos muestran la correlacidon entre la
expresion del gen de PTHrP (PTHLH) con (A) el gen de E-cadherina (CDH1), (B) el gen de
CK-18 (KRT18), (C) el gen de ZEB1, (D) el gen de N-cadherina (CDH2) y (E) el gen de SPARC,
empleando la plataforma GEPIA2 que analiza datos de muestras tumorales de CCR del

repositorio de TCGA.
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Seccién 3: Estudio mediante biologia de redes de la interacciéon entre PTHrP y los

marcadores de la angiogénesis y de la TEM

Como se comenté en el Segundo Capitulo de este Trabajo de Tesis en las células HCT116 y
en el modelo de xenotrasplante, PTHrP actla aumentando la expresidon de SPARC; ademas
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 regulacidon entre ambos factores
del microambiente tumoral. En base a estos hallazgos, se empled el enfoque de biologia
de redes para profundizar el estudio de esta relacidn, y para visualizar la interaccion

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

Las moléculas en un sistema bioldgico como el interior de la célula, interactian entre siy
forman complejos y vias moleculares que llevan a cabo diversas funciones bioldgicas. En
una red biolégica, los nodos (o vértices) representan proteinas, genes o metabolitos,
mientras que los ejes (o enlaces que unen a los nodos) suelen representar relaciones,
como interacciones fisicas, activacion/desactivacion por fosforilacion o regulacion de la
expresion génica (Merico et al., 2009). Estas redes pueden generarse y deducirse a partir
de datos experimentales y publicaciones. Muchos repositorios en linea, como KEGG
(Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto), Reactome, BIND (base de datos de la red de
interaccidon biomolecular), o STRING (herramienta de busqueda para la recuperacion de
genes/proteinas que interactian), alojan una gran cantidad de datos que pueden
representarse como una red y luego analizarse. En esta construccién de redes existen
criterios para vincular la informacion cientifica existente con los genes o proteinas de
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 (coexpresién de
genes a partir de experimentos de secuenciacién de ARN o microarray donde se ven genes

gue se sobreexpresan o se regulan negativamente con la misma amplitud), interaccion
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fisica (por espectrometria de masas se pueden detectar proteinas que forman parte de
complejos moleculares), conocimiento curado (complejos de proteinas y vias de
sefializacion que estan descriptas en bases de datos), mineria de texto (o extraccién de
texto es una estimacién de la literatura biomédica que esta indexada en 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 explord la plataforma STRING para visualizar las
interacciones existentes entre los marcadores y factores evaluados en este Trabajo de
Tesis. Como se observa en la Figura 50, los marcadores presentan diferentes tipos de

asociacion entre si en una red de interaccidn proteina-proteina (IPP).
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Interacciones conocidas Interacciones previstas Otros
EA—EN  de bases de datos seleccionadas = vecindario de genes -9 extraccion de textos
A Y determinado experimentalmente = fusiones de genes et coexpresion
et co-ocurrencia de genes Y homologia de proteinas

Figura 50. Asociacion entre PTHrP y los marcadores de TEM y angiogénesis evaluados en
esta Tesis. Empleado la plataforma STRING se obtuvo la red resultante (confianza media:
0,4) de la busqueda de los marcadores evaluados: PTHrP (PTHLH), E-cadherina (CDH1), CK-
18 (KRT18), ZEB1, N-cadherina (CDH2), SPARC, VEGF, HIF-1, MMP-9 y MMP-7. Los
diferentes tipos de asociacion entre los marcadores apoyan los antecedentes que

motivaron este Trabajo de Tesis (valor p <0,001).
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Cytoscape es un programa de cddigo abierto utilizado para la exploracién (visualizacion,
analisis e interpretacion) de redes bioldgicas y biomédicas. No es una base de datos como
las mencionadas anteriormente, sino que permite el andlisis de datos de otras fuentes en
forma de interconexiones bioldgicas respaldadas por asociaciones experimentales vy
bibliograficas, lo que facilita las tareas de investigacién como la prediccion de la funcién
biolégica de determinados biomarcadores y sus vias de sefalizacién. Hoy existe una gran
cantidad de aplicaciones disponibles para el programa 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 modulos, busqueda de literatura y filtrado de datos, entre otras (Lotia et al.,,

2013).

Con el fin de integrar la base de datos de STRING 11.5 y la plataforma de andlisis de redes
Cytoscape se descargd la aplicacion stringApp (Doncheva et al., 2019), un complemento
de Cytoscape que facilita la importacién de redes STRING y la integracion con datos
adicionales proporcionados por el usuario en un mismo flujo de trabajo. Actualmente,
stringApp admite cuatro tipos diferentes de consultas, que permiten a los usuarios
recuperar una red STRING a partir de (1) una lista de uno o mas genes/proteinas, (2) una

lista de compuestos quimicos, (3) una enfermedad o (4) una consulta de PubMed.

Con el objetivo de dilucidar la posible red regulatoria entre PTHrP y SPARC,
posteriormente se exploré la interaccion entre PTHrP, SPARC y las diferentes proteinas
que se asocian a estos factores en las bases de datos mencionadas, a través de StringApp
(Doncheva et al., 2019). Como se observa en la Figura 51A, la busqueda de proteinas
asociadas a PTHrP y a SPARC con una puntuacion de confianza alta de 0,9 (probabilidad de
encontrar las proteinas dentro de la misma via regulatoria) generé una red de 2335
interacciones. Luego se seleccionaron las proteinas que presentaron el mayor grado de

interaccién entre PTHrP y SPARC (Figura 51B).
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ERBB4

SPOCK3 NCOL6A1

Figura 51. Red de interaccion entre PTHrP y SPARC. Se empled STRING busqueda de
proteinas como fuente de busqueda, con la entrada “PTHrP SPARC”. Se cred una red IPP
con un limite de puntuacién de confianza mayor a 0,6 y un maximo de 100 proteinas
(nodos) que establecieron una red de 92 nodos y 650 interacciones. (A) PTHrP y SPARC
(amarillo) se muestran con sus proteinas de interaccion directa. (B) Red formada con los

genes con la puntuacion de interaccion (IS) mas alta de la red “PTHrP SPARC“(I1S> 0,95).
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Finalmente se procedid a establecer la implicancia de los GED relevantes en el CCR
obtenidos en la seccidn 1 de este Capitulo, con el grupo de genes de mayor interaccidn de
la red de PTHrP y SPARC. En base a los resultados del enriquecimiento funcional que
mostraron la asociacidn de los genes sobreexpresados en el CCR en los cuatro conjuntos
de datos con los procesos evaluados en este Trabajo de Tesis, se procedié a explorar la

vinculacidn de estos genes con los genes asociados a PTHrP y a SPARC.

Como se observa en la Figura 52, se cred una red de interaccién con un limite de
puntuacion de confianza mayor a 0,4 y de 100 proteinas (nodos) como maximo, que
generé una red de 789 interacciones. Luego se seleccionaron agrupaciones de nodos
(“clustering”) de esta red que estén altamente interconectados utilizado el complemento
de Cytoscape MCODE (algoritmo de deteccién de complejos moleculares) (Bader y Hogue,
2003). La identificacion de nodos densamente conectados de una red es util para
identificar mddulos bioldgicos, como complejos o vias de sefalizacidon. En este caso,
MCODE identificé 3 grupos funcionalmente homogéneos a partir de la red de interaccion
de genes sobreexpresados en el CCR (Figura 53). La visualizacién de la red obtenida de las
proteinas mas asociadas a PTHrP y a SPARC (Figura 51), y la red de los genes
sobreexpresados en los 4 conjuntos de datos de CCR, muestra a VEGF como el nodo
compartido entre ambas redes. Aln mas, el agrupamiento mediante MCODE de la red de
CCR muestra la existencia de un grupo homogéneo (Grupo 2) que contiene a SPARC vy a
VEGF como parte del mismo mdédulo funcional (Figura 53B) asociado a la TEM y a la
angiogénesis (Tabla 6). Esta vinculacidén incluye datos experimentales/bioquimicos,
asociacién en bases de datos seleccionadas y mencién conjunta en los resimenes de

Pubmed.
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Figura 52. Red obtenida de los genes sobreexpresados en las muestras clinicas de CCR.
Los 176 genes sobreexpresados en los cuatro conjuntos de datos evaluados se consultaron
en String app busqueda de proteinas. Se cred una red con una puntuacidn de confianza
mayor a 0,4 y sin proteinas adicionales de interacciéon que resulté en una red de 789

interacciones.
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Figura 53. El analisis de agrupamiento en la red de genes sobreexpresados en pacientes
con CCR muestra que VEGF y SPARC se encuentran en un mismo modulo funcional.
Mediante MCODE se obtuvieron los 3 grupos mas homogéneos de la red. (A) Mddulo 1
con una puntuacién de 17,889 (19 nodos, 161 ejes). (B) Mddulo 2 con una puntuacion de
10,471 (18 nodos, 89 ejes). (C) Mddulo 3 con una puntuacion de 9,647 (18 nodos, 82 ejes).
VEGF y SPARC son parte de un mismo médulo funcional (Médulo 2). Los pardmetros
utilizados fueron grado de corte: 2, corte de densidad de nodos: 0,1; corte de puntuacién

de nodo: 0,2; K-core: 2.
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Adjusted 0Odds Combined

Index  Name P-value p-value Ratio score
1 Epithelial Mesenchymal Transition 5.522e-23  1.104e-21 275.22 14105.48
2 Angiogenesis 1.191e-10 1.191e-9  247.53 5656.27
3 Coagulation 1.159e-7 7.168e-7 57.40 916.71
4 UV Response Dn 1.434e-7 7.168e-7 54.91 865.20
5 Hedgehog Signaling 0.0004733  0.001439  73.34 561.46
6 Glycolysis 0.00002660 0.0001064  28.84 303.84
7 Hypoxia 0.0007195  0.001439  20.09 145.36
8 KRAS Signaling Up 0.0007195  0.001439  20.09 145.36
9 Apical Junction 0.0007195  0.001439  20.09 145.36
10 Inflammatory Response 0.0007195 0.001439 20.09 145.36

Tabla 6. El Médulo 2 obtenido mediante MCODE se asocia a vias implicadas en la TEM y
la angiogénesis. La tabla obtenida de la base de datos de firmas moleculares MSigDB
Hallmark 2020 de EnrichR, muestra los 10 términos mds significativos a los que se asocian
los genes del Mddulo 2 obtenido mediante MCODE. Los valores p y los valores g
representan la probabilidad de asociacién y la probabilidad ajustada por Bejamini-

Hochberg, respectivamente.
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En este Tercer Capitulo se abordd un analisis bioinformatico para develar la relevancia de
los hallazgos obtenidos in vitro e in vivo de este Trabajo de Tesis, considerando la
informacién reportada de los marcadores evaluados y su comportamiento en muestras de
pacientes con CCR. Como se detalld6 en Materiales y Métodos, inicialmente para
determinar los GED de los 4 conjuntos de datos de muestras de pacientes se
seleccionaron muestras de tumor primario y muestras normales de mucosa de colon. No
se tomd como criterio de inclusion de las muestras aquellas provenientes de estadios
avanzados o metdstasis, con el objetivo de no incrementar las variables a comparar. Para
obtener los GED entre las muestras normales y muestras tumorales se empled el
programa estadistico disponible en la misma plataforma GEO2R que realiza
comparaciones en tablas de datos procesados originales proporcionadas por grupos de
investigacion y utiliza los paquetes GEOquery y limma R del proyecto Bioconductor
(Barrett et al., 2013). Bioconductor es un proyecto de cddigo abierto basado en el
lenguaje de programacidon R que proporciona herramientas para el analisis de datos

gendmicos (Gentleman et al., 2004).

Los resultados de este Capitulo mediante el analisis de los datos evaluados de muestras de
pacientes con CCR, revelan que 176 genes sobreexpresados y 254 genes regulados
negativamente son compartidos por los 4 conjuntos de muestras. Si bien se utilizd para el
analisis los genes compartidos por los 4 conjuntos de datos, es destacable considerar que
tanto en el conjunto de datos GSE37364, como en el conjunto de datos GSE9348, el gen
de PTHrP (PTHLH) se encuentra sobreexpresado (Log,FC=2,34; p ajustado <0,05 y
Log,FC=1,52; p ajustado <0,05 respectivamente) (Tabla 4). Para este analisis no se clasificd
a las muestras en base a otros pardmetros como estadio tumoral, ocurrencia de
metastasis, tratamientos adyuvantes previos a la toma de muestras, entre otros. Por este
motivo se requiere profundizar si la sobrexpresién de PTHrP responde a condiciones

particulares de los pacientes. Ademas, a diferencia de las plataformas GSE41258 y
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GSE68468, las plataformas GSE37364 y GSE9348 pertenecen al modelo Affymetrix Human
Genome U133 Plus 2.0 Array, el cual presenta mayor cantidad de sondas de busqueda que
la plataforma Affymetrix Human Genome U133A Array. Con el objetivo de seleccionar
cuatro conjuntos de datos provenientes de repositorios independientes, estas
caracteristicas podrian explicar la ausencia de informaciéon sobre PTHLH en los dos

conjuntos de datos mencionados.

El enriquecimiento funcional mediante EnrichR arrojé asociaciones con los procesos
bioldgicos, las vias implicadas y los compartimentos subcelulares en los cuales los genes
sobreexpresados y regulados negativamente estan enriquecidos. Este andlisis permitio
inferir la asociacién significativa de los genes sobreexpresados en las muestras de
pacientes con los eventos evaluados en este Trabajo de Tesis. Luego se explord si PTHrP
constituye un gen asociado a la TEM en la base de datos EMTome, lo que mostré que no
solo esta base de datos lo considera un gen asociado a TEM sino que muestra una
correlacién significativa con la angiogénesis y la TEM especificamente en el CCR, en

relacién con otros tipos de cancer.

A partir de estos datos, se procedié a emplear la plataforma GEPIA2 donde se observé que
en muestras de tumores de CCR del repositorio de datos del TCGA, existe una correlacién
positiva significativa entre la expresion de PTHrP y la expresidon de SPARC, lo que sugiere
gue ambas proteinas podrian estar involucradas en la progresion de la enfermedad. Si
bien una correlacidon no demuestra una regulacion de la expresién entre ambos factores y,
aunque la red obtenida posteriormente de la bisqueda “PTHrP SPARC” arroja solo una
interaccion de mencidén conjunta de ambos factores en la literatura, los resultados in vitro
e in vivo mostrados en el Capitulo 2 de esta Tesis apoyan este vinculo. En esta seccidn se
observé que, aunque los valores de probabilidad son significativos para la correlacidn
entre PTHLH y MMP-9, y PTHLH y MMP-7, los valores de R son relativamente bajos (0,25 y
0,29 respectivamente). Por lo que es necesaria la incorporacién de un mayor nimero de
casos humanos en estos repositorios publicos con el objetivo de obtener una conclusion

mas precisa respecto a la correlacion entre PTHrP y estas dos metaloproteasas.
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Contrario a lo esperado, inicialmente no se observd una correlacién entre la expresion de
VEGF y PTHrP mediante el analisis de muestras de CCR por GEPIA2. Sin embargo, el
analisis de la red de proteinas que se asocian a PTHrP y SPARC muestra que VEGF es un
nodo con una alta puntuacién de interaccidn con ambos factores. Por este motivo se
procedié a investigar la red resultante de los genes sobreexpresados obtenidos
previamente en las muestras clinicas. MCODE encuentra “clisteres” (o sea grupos
altamente interconectados) en una red. Los “clusteres” tienen distintos significados en
diferentes tipos de redes. Por ejemplo, los grupos en una red de interaccién proteina-
proteina corresponden a complejos de proteinas y partes de vias, mientras que los grupos
en una red de similitud de proteinas representan familias de proteinas (Bader y Hogue,

2003).

La identificacidon de grupos altamente conectados mediante la aplicacién MCODE postula a
VEGF y a SPARC como proteinas pertenecientes a un mismo grupo funcional, lo que
sugiere una relacion entre sus vias reguladoras. Considerando nuestras previas
observaciones en las cuales PTHrP es capaz de incrementar la expresidon de VEGF en las
células tumorales, de promover la angiogénesis en las células endoteliales y ademas de
modular la expresién de SPARC en células tumorales y endoteliales; en base a nuestros
hallazgos y a la luz de la deteccién de estos mddulos funcionales se infiere una relacién
entre estos tres factores. La ausencia de correlacién entre VEGF y PTHrP en las muestras
clinicas de GEPIA2 podria deberse a no considerar el microambiente asociado al tumor en
la toma de muestras, lo que denota la importancia de profundizar en la regulacion entre

SPARCy VEGF.

Otros autores han realizado estudios exploratorios para la deteccién de biomarcadores en
el CCR con un flujo de trabajo similar (Chen et al., 2019; Hammad et al., 2021; Patil et al.,
2021), sin embargo pocos estudios han utilizado multiples conjuntos de datos de
microarrays para estudiar los genes centrales y no hay estudios que hallan abordado la

relacion de PTHrP con los genes relevantes del CCR.
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Estos hallazgos in silico muestran que varias proteinas interactian con SPARC y PTHrP en
una red de interaccidon, pero en el contexto de las muestras seleccionadas y la puntuacion
de confianza establecida no se visualizan interacciones directas entre PTHrP y SPARC, lo
qgue resalta la importancia de los hallazgos experimentales de este trabajo. Por este
motivo resulta necesario en un futuro dilucidar el mecanismo regulatorio del circuito

PTHrP-VEGF-SPARC que denota un potencial rol relevante en la patologia del CCR.
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6. Reflexiones finales

El enfoque quimioterapéutico se ha desarrollado en los Ultimos afios como una estrategia
dirigida predominantemente para contrarrestar o disminuir la alta tasa de proliferacién de
las células tumorales y/o para dismiuir la supervivencia de éstas. La llegada de los
anticuerpos monoclonales como los antiangiogénicos para el tratamiento de etapas
avanzadas provee nuevas estrategias para abordar la agresividad del CCR. Sin embargo, es
importante pensar que la capacidad de proliferacion celular es una de las funciones mas
antiguas en la evolucién de la célula, en comparacidon con otras caracteristicas celulares
como la diferenciacién celular y la capacidad migratoria. La evolucién hacia la
multicelularidad requirid cierta plasticidad fenotipica temporal de las células para cumplir
diferentes funciones de acuerdo a la etapa de desarrollo del individuo. Como se mencioné
en la Introduccion de este Trabajo de Tesis la angiogénesis y la TEM constituyen
programas celulares con funciones especificas durante el desarrollo embrionario, y que se
observan en la progresion de tumores como el CCR. Estas funciones celulares se

encuentran estrictamente controladas por senales provenientes del microambiente.

Los resultados informados en este Trabajo de Tesis muestran como una de estas sefiales
gue puede provenir del microambiente, PTHrP, es capaz de mediar la comunicacidn entre
las células tumorales y las células endoteliales lo que promueve el desarrollo tumoral. Sin
embargo, para determinar la influencia del microambiente tumoral de una patologia tan
heterogénea como el CCR se requiere el estudio de otros tipos celulares presentes en el
estroma. Recientemente Wei y colaboradores, indicaron que los macréfagos asociados al
tumor (MAT) inducen el programa de TEM e incrementan la migracién, la invasién y la
metdastasis mediada por la regulacion del eje JAK2/STAT3/miR-506-3p/FoxQ1, que a su vez
conduce a la produccidon del ligando de quimiocina 2 CCL2 lo que promueve el
reclutamiento de macréfagos, revelando la interaccion entre las células inmunes y las
células tumorales en el microambiente del CCR (Wei et al., 2019). La complejidad de las

vias de senalizacion involucradas, resaltan la necesidad de profundizar en el estudio de las
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mismas, asi como del analisis de vias clasicas y no clasicas como las mediadas por miRs. El
enfoque de la biologia de redes como el explorado al final de este Trabajo de Tesis
propone este abordaje. Aqui se plantea que PTHrP, VEGF y SPARC, tres moléculas que
median la sefalizacion extracelular, posiblemente podrian participar de una red

regulatoria que promueve los eventos de angiogénesis y de la TEM en el CCR.

Un estudio reciente observé que los factores secretados al medio por células derivadas de
un CCR invasivo de caracteristicas mesenquimales como es la linea celular SW620, inducen
la TEM en las lineas tumorales de CCR DLD1, HCT15, HCT116 y LoVo, pero no en las células
HT-29 y Caco-2 (Rokavec et al., 2019). Estos estudios no solo sugieren al igual que lo
observado en este Trabajo de Tesis, que estas ultimas al tratarse de lineas mas
diferenciadas requieren de cierto grado de induccién para su desdiferenciacion, sino que
podria existir una induccién de la TEM en las células tumorales a partir de la influencia
andémala de células con caracteristicas mesenquimales. En esta imitacion del contexto
celular quiza la célula tumoral adquiriendo caracteristicas mesenquimales, como se ha
sugerido, logre asi la evasion inmune y otras funciones durante la diseminacion
metastdsica. Esto complementaria los enfoques terapéuticos no solo en ser dirigidos al
tratamiento de la célula tumoral, sino a interrumpir la induccion de las caracteristicas

mesenquimales mediadas por moléculas como PTHrP.
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7. Conclusion

A partir de los resultados obtenidos en este Trabajo de Tesis se puede concluir que PTHrP
es capaz de inducir cambios en la expresién de los factores proangiogénicos VEGF, HIF-1q,
MMP-7 y MMP-9 en las lineas derivadas de CCR Caco-2 y HCT116. Se hallé que esta accién
del péptido involucra a las vias PI3K/Akt y Erk1l/2, promoviendo el proceso de
angiogénesis asociada al tumor principalmente a través del VEGF. Se comprobé que PTHrP
ejerce su efecto actuando a través de estas células tumorales en la modulacién de eventos
celulares en las células endoteliales HMEC-1, incrementando la migracidn, proliferaciéon y
formacién de estructuras similares a tubos en estas células. La exploracién del efecto
directo de PTHrP sobre estas células endoteliales revelé que es capaz de activar la via de
ERK1/2 MAPK e incrementar el nimero de células sin afectar la capacidad migratoria y la
formacién de estructuras tubulares, lo que sugiere que su rol en el comportamiento
angiogénico de estas células endoteliales es mayormente dependiente de la interaccion

con las células tumorales intestinales (Figura 53A).

En la Figura 54B se muestra que en las células HCT116, el tratamiento con PTHrP modula
la expresién de CK-18, E-cadherina, N-cadherina y ZEB-1, que son marcadores cuyos
cambios de expresion se vinculan a la activacion del programa de TEM, lo que se
corresponde con los cambios morfoldgicos asociados a un estado mesenquimal
promovidos también el péptido. A partir de la accidon de PTHrP sobre las células
endoteliales HMEC-1, se emplearon los medios condicionados de estas células y se
observé que los MCE de células tratadas con PTHrP disminuyen la expresiéon de E-
cadherina y favorecen la aparicién de un fenotipo mesenquimal en las células HCT116 en
tiempos menores respecto a lo observado por la accion directa de PTHrP sobre estas
células tumorales. Esto indica que PTHrP es capaz de actuar por si sola y a través de estas

células endoteliales en la modulacion de la TEM en las células HCT116.
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En la misma Figura 54B se observa que PTHrP incrementa también la expresion proteica
de SPARC, la cual esta asociada a la progresién del CCR, tanto en las células tumorales
HCT116 como en las células endoteliales HMEC-1; PTHrP promueve ademas su liberacién
al medio desde estas células endoteliales. Asimismo, el tratamiento de SPARC exégeno
sobre las células tumorales acentua el efecto de PTHrP en la disminucién de la expresién
de E-cadherina e intensifica el efecto de PTHrP en el incremento de la migracién de las
células de CCR. Finalmente, la exploracién del efecto de PTHrP a nivel postranscripcional
reveld que es capaz de modular miRs relevantes en la activacion del programa de TEM. Se
observé en las células HCT116 que el tratamiento con PTHrP incrementa la transcripcion
de la hebra miR-27a-5p; por el contrario, se evidencié una disminucidn consistente en la
transcripcion de la hebra de miR-27a-3p en estas células debido al tratamiento. Ademas,
la exposicion de las células HCT116 con PTHrP incrementa los niveles de miR-423-3p y

miR-423-5p.

El empleo de un modelo animal de xenoinjerto de células HCT116 con administracion
diaria e intratumoral de PTHrP evidencié que el péptido induce el incremento en la
marcacién del VEGF, CD31 y SPARC y la disminucion de la marcacién de E-cadherina. En
los ratones tratados con PTHrP estos cambios en la inmunotincidon se acompafiaron con la
formacién de vasos intratumorales y con cambios morfolégicos en las células tumorales

hacia una forma ahusada (Figura 54C).

Finalmente, los hallazgos obtenidos in vitro e in vivo fueron analizados desde el punto de
vista de su implica clinica y cotejados a partir de la literatura existente mediante el
desarrollo de un andlisis bioinformatico para lo cual se obtuvieron 4 conjuntos de datos de
muestras clinicas. Se descubrio que los genes sobreexpresados en las muestras clinicas de
CCR se asocian a vias implicadas en la angiogénesis y la TEM, y que la consulta de
diferentes bases de datos sugiere que PTHrP se asocia a estos eventos y a los marcadores
evaluados en esta tesis. Por Ultimo a través de un analisis de biologia de redes se pudo
inferir que PTHrP, VEGF y SPARC podrian ser parte de un mismo médulo funcional que

participa de la regulacién de genes centrales en el desarrollo de CCR (Figura 54D). Como
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sugiere el analisis bioinformdtico los aportes de este trabajo sientan las bases para
continuar con el estudio de estos marcadores en muestras de pacientes de CCR con el fin
de determinar su potencial valor prondstico/predictivo. Los conocimientos generados por
el desarrollo de esta Tesis Doctoral revelan los efectos de PTHrP in vitro e in vivo, en la
modulacion de la angiogénesis y la TEM del CCR, y evidencian la importancia de su rol en
la interaccion entre las células tumorales y su microambiente, en la busqueda de

comprender el desarrollo del fenotipo agresivo de esta patologia.
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Figura 54. (A) PTHrP induce la expresién de factores pro-angiogénicos mediado por las
vias PI3K/Akt y ERK1/2 MAPK en células tumorales intestinales, y promueve la
angiogénesis asociada al tumor a través de VEGF. El medio proveniente de estas células
tumorales tratadas con PTHrP favorece la migracidn, la proliferacién y la formacién de
estructuras tubulares en las células endoteliales. (B) PTHrP induce cambios en la expresion
de marcadores claves de la TEM y promueve cambios morfoldgicos asociados al estado
mesenquimal en forma dependiente de la agresividad del modelo celular. El medio
proveniente de las células endoteliales tratadas con PTHrP también favorece un fenotipo
mesenquimal en las células tumorales. El tratamiento de las células endoteliales con
PTHrP incrementa la expresion proteica de SPARC y su liberacién, y su empleo como
citoquina exégena acentua el efecto de PTHrP en la disminucidn de la expresion de E-
cadherina y en el incremento de la migracion en las células tumorales. (C) PTHrP
administrado al modelo in vivo promueve cambios morfolégicos y moleculares que validan
lo observado in vitro. (D) El estudio in silico mediante el andlisis de muestras de pacientes
con CCR, la consulta en bases de datos vy la visualizacion de redes de interaccidén predicen

gue PTHrP, VEGF y SPARC estan asociados.
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