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Resumen

El péptido relacionado con la hormona paratiroidea (PTHrP) esta implicado en varios
canceres humanos, entre los que se encuentra el cancer colorrectal (CCR). Esta patologia
implica varios procesos, como mayor supervivencia celular, proliferacién, migracion,
invasién, transicion epitelio-mesenquimatica (TEM) y angiogénesis. Previamente
encontramos que PTHrP induce la proliferacion, supervivencia y migracion de células Caco-
2 y HCT116, dos lineas celulares de tumores de colon humano. La invasion celular durante
la progresion del cancer se ha asociado a la pérdida de caracteristicas epiteliales, la
remodelacion de la matriz extracelular, y el desarrollo de vascularizacion, por lo que abordar
estos procesos es de relevancia para entender el rol de PTHrP en la enfermedad y
constituye el objetivo de este trabajo. Se observé que el tratamiento con PTHrP 10® M en
estas células aumenta los niveles de ARNm de la metaloproteinasa de la matriz 7 (MMP-7) y
la expresion proteica de la proteina acida y rica en cisteina SPARC, dos proteinas que
participan en la reestructuracion del estroma y que estan fuertemente implicadas en la
invasién tumoral. Ademas el tratamiento con PTHrP disminuyd los niveles proteicos de
citoqueratina-18 (CK-18) un marcador epitelial asociado con TEM mediante Western blot e
Inmunocitoquimica. Los niveles del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), del
factor inducible por hipoxia 1a (HIF-1a) y de la metaloproteinasa de la matriz 9 (MMP-9) por
RT-gPCR mostraron que PTHrP aumenta la transcripcion de estos factores implicados en la
angiogénesis tumoral. Estos resultados sugieren un nuevo rol de PTHrP en la regulacion de
fenbmenos asociados a un fenotipo mas agresivo de células derivadas de cancer

colorrectal.
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Introduccién

El analogo tumoral de PTH (PTHrP) fue
originalmente identificado como el agente
causal de hipercalcemia humoral, uno de
los sindromes mas frecuentes
paraneoplasicos. Actualmente se sabe
gue se produce normalmente en muchos
tejidos y que actia de manera enddcrina,
paracrina, autocrina e inclusive intracrina,
siendo su modo de accion paracrino el
(Maioliet al., 2004;
McCauley y Martin, 2012). PTHrP sufre un

amplio proceso postraduccional

méas frecuente
para
generar varias formas secretadas que
parecen actuar a través de uno o mas
receptores distintos de la superficie
celular. Se ha demostrado que los genes
qgue codifican para PTHrP y para RPTH1
estan expresados en el epitelio de las
vellosidades 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. Las
investigaciones de la Ultima década
argumentan en forma favorable el rol de
PTHrP como factor bioactivo en la
iniciacion, el crecimiento y la invasion de
varios carcinomas expresandose en
diferentes tumores de dérganos como
mama, proéstata, rifion,

pulmon, piel,

estbmago y colon, y estimulando la

adhesion, migracion, proliferacion y/o

apoptosis, tanto in vitro como in vivo (Soki
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et al., 2012).

Segun el Instituto Nacional del Cancer de
Argentina, el cancer colorrectal (CCR) es
el segundo cancer mas frecuente en
2015, 7603
muertes, el 12% del total de muertes por

Argentina causando en

tumores malignos y esta cifra va en
aumento. Su patogénesis y progresion
implica varios procesos, incluyendo la

supervivencia celular, proliferacion,
transicion epitelio-mesenquimatica (TEM),
migracion, invasion y angiogénesis (Sever
y Brugge, 2015). La invasion del cancer
requiere de las caracteristicas propias de
las células tumorales y de la presencia de
de del

microambiente celular, tales como PTHrP.

varios factores crecimiento
Se observo que la expresion de PTHrP se
correlaciona con la gravedad y metastasis

del carcinoma de colon (Soki et al. 2012).

En el laboratorio donde se desarroll6 este

trabajo se observd la localizacion y
RPTH1 en
celulares Caco-2 (Calvo et al., 2009) y
HCT116 (Calvo et al., 2014). Se demostrd

PTHIP

expresion del las lineas

que exogeno favorece la

supervivencia, la progresion del ciclo

celular e incrementa la proliferacion de
estas células (Lezcano et al., 2013; Calvo
et al, 2014; Martin et al., 2014). La
respuesta de estas células a PTHrP es

mediada por las vias de sefializacion de
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Erk 1/2, p38 MAPK y PI3K/Akt. Datos
obtenidos mediante el ensayo de cierre de
la “herida” y camaras de filtro Transwell,
indican que el tratamiento con PTHrP
promueve ademas la migracion de las
células Caco-2. El péptido aumenta la
expresion proteica de
(FAK),

involucrada en procesos de migracion

la quinasa de

adhesion  focal gue esta
celular, e induce la fosforilacion de la
serina/treonina quinasa S6 ribosomal
(RSK),

migracion, la invasion y la metéstasis

una enzima implicada en la

tanto in vitro como in vivo. La migracion

celular y los cambios de la expresion de

FAK y de la fosforilacion de RSK
inducidos por la hormona  son
dependientes de Erkl1/2 MAPK pero
independientes de p38 MAPK. Los

mismos resultados se obtuvieron en la
linea celular intestinal HCT116 (Calvo et
al., 2017).

Objetivos

Investigar los efectos de PTHrP sobre
la regulacion de factores asociados a la
invasion y transicion epitelio-
mesenquimatica. En la invasién tumoral
la degradacion de la membrana basal y
luego de la matriz extracelular (MEC)
subyacente al epitelio se desarrolla
principalmente a través de quinasas
proteoliticas, tales como las
metaloproteinasas de la matriz (MMPSs) y

noveles factores remodeladores de la
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matriz extracelular como SPARC (Kim et

al., 2013). Se plantea la posibilidad de que
PTHrP 10® M regule la transcripcion de
MMP-7, gque esta sobre-expresada en el
80% de pacientes con CCR (Brabletz et
al., 1999), y la expresion proteica de
SPARC por RT-PCR y por Western blot,
respectivamente, en las lineas celulares
Caco-2 y HCT116. Para adoptar el
fenotipo invasivo las células epiteliales

deben incrementar  su capacidad
migratoria y modificar su morfologia
proceso conocido como  Transicion

epitelio-mesenquimatica (TEM) en el cual
las células pierden sus caracteristicas
epiteliales y adquieren propiedades
mesenquimales (Chou et al., 2015). Se ha
de

PTHrP induce TEM en células de cancer

reportado que la sobreexpresion
de prostata (Ongkeko et al., 2014), en
células renales (Ardura et al.,, 2010) y
recientemente asociandose a fibrosis por
de Crohn
intestinales (He et al., 2018). Con el fin de

enfermedad en células
investigar el rol de PTHrP en la regulacion
del proceso de TEM en células tumorales
intestinales, las células Caco-2 y HCT116
fueron expuestas al péptido y luego se
evalu6 la expresion por la técnica de
Western blot e Inmunocitoquimica del
marcador epitelial Citoqueratina 18, cuya
disminucién, previa a la perdida de E-
caderina, se reconoce como un indicador
de plasticidad fenotipica asociada a TEM
(Serrano et al., 2016).
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Evaluar la accion de PTHrP sobre

marcadores asociados a la
angiogeénesis tumoral. El proceso de
invasién contribuye a la liberacién de
factores involucrados en la progresion
tumoral, por ejemplo esta ampliamente
reportado que la MMP-9 posee una
actividad directa en la que degrada la
membrana basal permitiendo la
proliferacion y migracion de las células
tumorales y que ademas puede actuar a
de

desencadenando un cambio estructural

través mecanismos  indirectos
gue libera al VEGF de la matriz (Araujo et
al., 2015). VEGF queda asi disponible
para interactuar con el receptor del factor
de
(VEGFR) y activar la angiogénesis en el
tumor (Hubbard et al., 2010). Por otro

lado, bajo altas tasas de proliferacién y en

crecimiento  endotelial  vascular

respuesta a la consecuente baja de
concentracion de oxigeno en los tejidos,
las células tumorales intentan restaurar la
homeostasis a través de la activacion de
un sistema regulador central para la
hipoxia, compuesto de factores inducibles
(HIF). El de

HIF-1 alfa ademéas de

por hipoxia factor
transcripcion
intervenir en  cambios  metabdlicos
protumorales regula genes implicados en
los procesos anteriores, promoviendo la
expresion de VEGF (Cao et al.,, 2009).
Para investigar el rol de PTHrP (1-34) 10%
M en la modulacién de estos factores pro-
analisis

angiogénicos se plantea el
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mediante RT-PCR del ARNm de MMP-9,

HIF-1 alfa y VEGF para revelar si el
analogo podria promover la transcripciéon
de factores asociados a la angiogénesis

mediante una accion paracrina.

Materiales y Métodos

Cultivo y tratamiento de las lineas

celulares intestinales humanas células
Caco-2 y HCT116

Las células de colon humano Caco2 y
HCT 116 (American Type
Collection, Manassas, VA, EE. UU.) se

cultivaron a 37°C, bajo atmosfera de 5,5%

Culture

de CO2 en aire, en medio de cultivo Eagle
(DMEM)
conteniendo 10% de suero fetal bovino

modificado  por  Dulbecco
(SFB) inactivado por calor e irradiado, 1%
de amino&cidos no esenciales, penicilina
(200 Ul/ml), estreptomicina (100 mg/ml) y
(50 mg/ml).
alcanzado el de
apropiado (70%), las células HCT116 y

Caco-2 fueron deprivadas de SFB por 24

gentamicina Una vez

nivel confluencia

horas y luego fueron incubadas en DMEM
con 2 6 5 % SFB, respectivamente, en
ausencia o en presencia de PTHrP (1-34)
(10-8 M) durante distintos tiempos. Esta
dosis de exposicion se selecciond porque
previamente se estudiaron los efectos de
PTHrP (1-34) 108 mol / | en células Caco2
y células HCT 116 que expresan el
receptor PTH / PTHrP.

Analisis de Western Blot

Las células se lavaron con PBS con NaF
25 mM y Na3vO4 1 mM, y se lisaron en
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buffer que contenia Tris-HClI 50 mM (pH
7,4), NaCl 150 mM, KCI 3 mM, 1 mM
EDTA, 1% de Tween-20, 1% de Nonidet
P-40, 20 pg / ml de aprotinina, 20 pg / ml
de leupeptina, 1 mM de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF), 25 mM de NaF
y 1 mM de Na3VvO4. Los lisados se
incubaron en hielo durante 10 minutos, se
agitaron en vortex durante 45 s, y se
mantuvieron en hielo durante otros 10
minutos. Después de la centrifugacion a
14000 g y 4 ° C durante 15 minutos, el
sobrenadante se recogio y las proteinas
se cuantificaron por el método de Bradford
(Bradford, 1976). Las proteinas de lisado
disueltas se separaron (30 pg / carril)
usando geles de SDS-poliacrilamida (8-
10% de acrilamida) y electrotransferidas a
membranas de PVDF. Después de
bloquear con 5% de leche descremada en
buffer TBS-T (Tris 50 mM, pH 7,2-7,4,
NaCl 200 mM, Tween-20 al 0,1%), las
membranas se incubaron durante la
noche con la diluciébn apropiada de
anticuerpo primario (CK 1:500; SPARC
1:500) en TBS-T con 2,5% de albumina
bovina (BSA). Después del lavado, las
membranas se incubaron con la dilucion
apropiada de anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa de rabano en
TBS-T con leche descremada al 1%.
Finalmente fueron incubadas con un kit
comercial de electroguimioluminiscencia
(ECL) y expuestas a placas radiograficas

GE Heathcare Amersham Hype-rfilm para
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visualizar las proteinas de interés. Las

bandas obtenidas fueron digitalizadas
densitométricamente y  cuantificadas
usando el programa Image J.

Inmunocitoquimica
Las células sembradas sobre
cubreobjetos y tratadas con la hormona
fueron fijadas y permeabilizadas con
metanol frio a -20°C durante 15 minutos.
Luego de varios lavados con PBS, los
sitios no especificos de ligado a proteinas
fueron bloqueados con 5% de BSA diluida
en PBS durante 1 hora a temperatura
ambiente. Seguidamente, las muestras
fueron incubadas en presencia o ausencia
(control negativo) del anticuerpo primario
correspondiente durante toda la noche a
4°C. Después de 3 lavados con PBS, las
preparaciones fueron in-cubadas con el
anticuerpo secundario correspondiente
conjugado a los fluor6foros Cy3 (di-lucion
1:200) o Alexa Fluor 594 (dilucién 1:200)
durante 1 hora a temperatura ambiente y
en oscuridad. Se efectuaron tres nuevos
lavados con PBS para eliminar el exceso
de anticuerpo secundario. Los anticuerpos
primarios y secundarios fueron
preparados en PBS conteniendo 2 6 5%
de BSA. Se aplic6 4 6-diamidino-2-
diclorhidrato  (DAPI), un
fluoroforo que se une al ADN (dilucion

fenilindol

1:500) durante los dltimos 30 minutos de
incubacion con el anticuerpo secundario.
Finalmente, los preparados se montaron

con una solucion de glicerol 95% en PBS
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y las imagenes de fluorescencia se

obtuvieron usando un  microscopio
confocal laser de barrido (Leica TCS SP2
AOBS).

Aislamiento de ARN y sintesis de cDNA
Con el fin de evaluar los niveles de ARNm
de los genes de interés, el ARN total fue
aislado, a partir de los cultivos sometidos
a los distintos tratamientos, empleando el
kit comercial High Pure RNA Isolation kit
de Roche y siguiendo las instrucciones del
fabricante. La cantidad y calidad del ARN
aislado se determiné
espectrofotométricamente (cantidad de
ARN ug/ml= 40 x DO 260nm x factor de
dilucién). Del ARN obtenido se sintetizo el
ADN complementario (ADNc) a partir de 1
Mg del ARN previamente purificado
utilizando el kit comercial High Capacity
Kit de

Applied Biosystems, provisto de random

cDNA Reverse Transcription

primers como cebadores, y de la enzima
MultiScribe™ Reverse Transcriptase. La
retro-transcripciéon realizd6 en

se un

termociclador Eppendof Mastercycler®
Personal. La concentracion de ADNc, que
debe ser similar en todas las muestras, se
determiné por espectrofotometria,
empleando un programa para la medicién
de ADN de hebra simple: “single-stranded
DNA”. EI ADNc obtenido, correspondiente
a cada condicion, se almacen6é a —20° C
hasta su utilizacion.

RT-PCR cuantitativa en tiempo real

La reaccion de PCR se llevd a cabo en un
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sistema de PCR en tiempo real (Applied

7500).
cebadores utilizados fueron los siguientes:
5-AGATGTG-GAGTGCCAGATGT-3'
(forward) y
5-TAGACTGCTACCATCCGTCC-3'
(reverse) para MMP-7;
5'-CACCTCTGGACTTGCCTTTC-3'
(forward) y
5-GGCTGCATCTCGAGACTTTT-3'
(reverse) para HIF-1q;
5-TGCAGATTATGCGGATCAAACC-3'
(forward) y
5-TGCATTCACATTTGTTGTGCTGTAG-
3' (reverse) para VEGF,;
5-CCTTCACTTTCCTGGGTAAG-3'
(forward) y
5-CCATTCACGTCGTCCTTATG-3'
(reverse) para MMP-9;
5'-ACCACAGTCCATGCCATCA-3'
(forward) y
5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3'

(reverse) para GAPDH. Las reacciones de

Biosystems, modelo Los

PCR se prepararon utilizando SYBR
Green master mix (Applied Biosystems).
En hielo, se agregaron los siguientes: 5 L
de 2 x SYBR verde 0,8 pL de cebador
directo (400 nM), 0,8 pL de cebador
reverse (400 nM), 2 yL de ADNc molde
(10 ng), 1,4 uL de agua estéril. EIl ADNc
de GAPDH se amplific6 en paralelo para
gue todos los genes proporcionaran un
control de PCR interno apropiado. Para
cada experimento, reaccion

una no

formulada, donde se agregé agua como
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muestra, sirvi6 como control negativo. El
namero de ciclos (CT) para cada gen de
interés (VEGF, HIF-1a, MMP-9) se calculo
a partir de triplicado de mediciones, ACT
se calculdo de acuerdo con la siguiente
ecuacion: ACT = CT del gen de interés -
CT GAPDH. Los niveles de ARNm se
calcularon de acuerdo con el método 2-
ACT.

Andlisis estadistico

El andlisis de datos se realizo en planillas
de célculo Excel. Se utiliz6 el analisis t de
student’'s para comparacién de medias,
obteniendo el grado de significancia de las
*p<0,01

significativo, *p < 0,05 significativo.

diferencias, altamente

Resultados y Discusion
PTHrP modula factores que participan en
la invasion y la transicion epitelio-
mesenquimatica

Para el estudio de los tres marcadores de
interés mencionados, las células
derivadas de CCR fueron tratadas con o
sin PTHrP 10-8 M a diferentes tiempos y
luego se evaluaron sus niveles de
expresion mediante las técnicas que
seguidamente se describen. Mediante RT-
gPCR se observd tanto en las células
como HCT116

significativo de los niveles de ARNm de

Caco-2 un aumento
MMP-7 inducido por la hormona a las 20
horas de tratamiento (Fig.1a). Mediante la
técnica de Western Blot se evidencié un

aumento de la expresion proteica de
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SPARC a las 24 horas del tratamiento con
PTHrP (Fig.1b). Por inmunocitoquimica se
observo un aumento en la intensidad de
marcacion de SPARC en las células
expuestas a PTHrP respecto al control.
Mas allA de que esta proteina es
secretada a la matriz extracelular, en la
imagen se puede observar que se
encuentra a nivel del citoplasma (Fig.1c).
Como esta técnica se llevo a cabo en la
linea celular HCT116, que es una linea
mas agresiva que la linea Caco-2,
entonces luego se procedio a investigar si
la agresividad de las lineas determinan la
expresion diferencial de este marcador.
Resultados preliminares sugieren que las
células Caco-2 expresan un nivel casi
de SPARC vy

identificaron cambios bajo el efecto de

indetectable no se
PTHrP, lo que coincide con lo hallado por
otros trabajos (Kim et al., 2013). Por otro
lado, se sabe que SPARC se sobre-
expresa en tumores altamente
metastasicos (Kim et al., 2013) mientras
gue es baja o indetectable en tipos menos
metastasicos. Estudios recientes
muestran que la expresion de SPARC en
los tejidos de CCR es significativamente
elevada en comparacién con los tejidos
colorrectales normales y el silenciamiento
de SPARC en células de CCR podria
disminuir la capacidad de invasion e
inhibir la expresion de factores implicados
en la TEM (Shen et al., 2016).

Posteriormente se continuara explorando
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si en estas lineas tumorales intestinales DAPI SPARC MERGE

SPARC est4 asociada a los complejos de

adhesion focal regulada por integrina, en b

la cual vimos que PTHrP ejerce una

regulacion positiva sobre la expresion de .
. . 24 hs

FAK (resultados obtenidos durante mi

tesina de grado). Este aspecto es parte de

la colaboracion activa que estamos Figura 1. El tratamiento con PTHIP

desarrollando con el grupo de aumenta los niveles de ARNm de MMP-7

investigacion del Laboratorio de Oncologia y la expresion proteica de SPARC en

Celular y Molecular (LOCyM), del Instituto células de CCR, ambos factores

de Ciencias Biomédicas (ICBM), de la
Universidad de Chile.

implicados en la invasion tumoral. Las
células se trataron con o sin PTHrP 10-8
mol / L y los marcadores de invasion
celular se evaluaron analizando: los
niveles de MMP-7 por RT-gPCR (a) y los

niveles proteicos de SPARC por Western-

1a blot (b) e inmunocitoquimica (c).
Caco-2 HCT 116 Como se menciond, la invasion celular
’ ‘ ademas involucra cambios drasticos en la
2 g ] morfologia celular como la pérdida de
:‘E ! E ! interacciones célula-célula, de la polaridad
2 . g« apico-basal y una drastica reorganizacion
e —— T e comp del citoesqueleto. Asi, el cambio del
R 20 3 20 (b fenotipo epitelial a mesenquimal se
b caracteriza por la aparicién o la pérdida de
un grupo de proteinas que han llegado a
PTHIP Ch et PTHIP - + - + - + ser reconocidos como marcadores del
SPARC = - SPARC = [ lme - proceso de TEM, siendo uno de ellos la
Bactin = Sewemsemese  Bacin = TE-"T"  disminucion Citoqueratina 18 (CK-18) un
15 30 60 min 5 20 24 hs

filamento intermedio presente en células
1c epiteliales. Mediante la técnica de
Western blot se observd que el
tratamiento con PTHrP tanto a las 5 como
a las 24 horas en la linea celular HCT116
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disminuye los niveles proteicos de CK-18
con respecto al control (Fig.2a). Estos
resultados fueron confirmados mediante
inmunocitoquimica (Fig.2b). Resultados
obtenidos en las células Caco-2 muestran
esta misma disminucion pero solo a las 24
hs de tratamiento con el péptido. La
disparidad en este resultado entre estas
dos lineas celulares remarca la diferencia
fenotipica en ambas, especificamente en

su agresividad.

2a

PTHrP I PTHrP N

CK-18  mmp o s o S s CK-18 ™ s o s

B-GCtIiN s o — ———— B-3CIN mep s ——

15 30 60 min 5 20 24 hs

2b

DAPI CK-18 MERGE

CONTROL
Shs
PTHrP
S5hs

Figura 2. PTHrP modula la expresion
proteica de CK-18, siendo su disminucién
asociada con el progreso del proceso
TEM. Las células se trataron con o sin
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PTHrP 10® mol / L y se evalué la TEM

analizando los niveles de proteina de CK-
18 mediante (a) Western-blot y (b)
inmunocitoquimica.

La disminucion de CK-18 se ha
encontrado como un marcador de la etapa
inicial de la TEM interactuando con TGF-
b, previo a la disminuciéon de E-caderina
en cancer de mama (Jung et al., 2016).
Resultados preliminares muestran que el
analogo tiene un efecto sobre el mar-
cador E-caderina el cual experimenta una
disminucion a las 5 hs de tratamiento con
PTHrP 10-8 M lo que se corresponde a su
vez con una disminucion al mismo tiempo
de tratamiento en la expresion de ZEB1.
Zebl es un factor de estabilidad fenotipica
y represor transcripcio-nal de E-caderina
lo que platea la posibilidad de que PTHrP
regule el programa E-caderina-Zebl,
reconocido regulador central de TEM, y la
necesidad de nuevos abordajes para
revelar su total participacion en este
proceso.

PTHrP modula la transcripcion de
mediadores de la angiogénesis

Un mal prondstico en la patologia tumoral
es la angiogénesis asociada al tumor lo
gue resulta en una mayor progresion de la
enfermedad y la resistencia a los
tratamientos. Diversos estudios sefialan
como los tejidos tumorales presentan una
mayor vascularizacibn en comparacion
con los tejidos normales y se esta

ampliamente reportado que este proceso
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provee de mayor aporte de nutrientes y
oxigeno, ademas de facilitar la invasion de

la
Sin
embargo la induccion de este proceso en

las células tumorales promoviendo

diseminacion a o6rganos distantes.

CCR no se encuentra completamente
entendido (Cao et al., 2009; Hubbard et
2010). Mediante gRT-PCR se

evidencio que el

al.,
tratamiento con la
hormona por 20 horas regula la expresion
de VEGF en

HCT116. También se observd mediante la

las células Caco-2 vy

misma técnica que la hormona aumenta
los niveles de ARNm de HIF-1a y MMP-9

en estas células tumorales intestinales
(Fig.3).
3
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- .
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Caco-2
z . 2

HCT 116 =

15

1

VEGF mRNA
VEGF mRNA

s

C PTHrP C PTHrP

(h}

C PTHrP C PTHrP

3 20 (h) 3 20

Figura 3. PTHrP aumenta los niveles de
ARNm de MMP-9, HIF-1a y VEGF,
factores implicados en la angiogénesis.
Las células se trataron con o sin PTHrP
10-8 mol / L y los niveles de estos factores
pro-angiogénicos se analizaron mediante
RT-gPCR.

Se ha visto que PTHrP (1-36) promueve la
del de VEGF
osteoblastos (Es-brit et al., 2000) y que

expresion gen en
VEGF podria actuar como mediador de
algunas de las acciones de PTHrP en
estas células (de Gortazaret al., 2010).
Otro estudio resalta que PTHrP (1-36)
induce la expresion de VEGF y de su
receptor en la fibrogénesis de células
renales (Ardura et al., 2008). Como se
PTHrP

transcripcion de HIF-1 alfa a las 20 hs de

observa, incrementa la
tratamiento, que como se menciono es un
factor que induce la expresion de VEGF
como respuesta a la hipoxia. Sin embargo,
el efecto observado en este trabajo
sugiere también una posible participacion
de la hormona en este proceso a través
de la induccién de la expresion de VEGF
en similar magnitud por parte de las
células de ambas lineas tumorales
derivadas de CCR,

necesidad de profundizar en los aspectos

lo que plantea la
que orguestan el proceso angiogénico
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modulado por PTHrP.

Conclusiones

Considerando los resultados previos de
que PTHrP 10-8 M activa las vias de
sefializacién de las MAPK y PI3K / Akt, y
modula la migracion celular en las lineas
celulares tumorales intestinales humanas
Caco-2 y HCT116, se procedio a abordar
su potencial como regulador de factores
involucrados en la invasibn y la
angiogénesis, dos eventos para los cuales
las células adoptan capacidad migratoria.
En funcién de los objetivos de este trabajo
se encontro que el tratamiento con PTHrP
10-8 M exdgeno aumenta la transcripcion
de MMP-7 y la expresion proteica de
SPARC a las 20 y 24 hs respectivamente.
Ademas, la hormona disminuye la
expresion proteica del marcador epitelial
CK-18 y aumenta la transcripcion de los
factores pro-angiogénicos MMP-9, HIF-1
alfa y VEGF. De esta forma el estudio de
la actividad pleiotrépica de PTHrP en las
distintas etapas del céancer colorrectal es
un objetivo de investigacion cuyo
desarrollo probablemente arroje nuevas
perspectivas en la terapéutica de la

enfermedad.
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