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Resumen

La hormona paratiroidea (PTH) es un im-
portante mediador de la remodelacién ésea y
actua como regulador esencial de la homeos-
tasis del calcio. Dependiendo del contexto
celular, PTH también puede estimular o inhibir
la apoptosis y provocar alteraciones en la re-
gulacién del ciclo celular. En trabajos previos
demostramos que, en las células Caco-2 de-
rivadas de adenocarcinoma de colon huma-
no, la hormona (10 M) en ausencia de suero
tiene efectos proapoptéticos y, con baja dosis
de suero, efectos antiproliferativos: aumenta
la expresion de la proteina inhibitoria del ci-
clo celular p27Kip1 y disminuye la expresiéon
de las ciclinas D1 y D3 y de la quinasa de-
pendiente de ciclina CDK6. En este trabajo
profundizamos el estudio de los mecanismos
moleculares que median la respuesta a PTH
de las células Caco-2. Se evidencié que, en
ausencia de suero, el receptor de PTH tipo 1
(RPTH?1) se localiza exclusivamente en el nu-
cleo. Ademas, el tratamiento con la hormona
solo en la dosis de 108 M disminuye el nimero
de células vivas, pero no se observan cam-
bios en concentraciones menores. Mas aun,
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en ausencia de suero, solamente la expre-
sion de la proteina inhibitoria del ciclo celular
p15INK4B es modificada por el tratamiento
hormonal. Estos resultados sugieren que PTH
en una dosis de 10® M arresta la progresion
del ciclo celular en las células Caco-2; sin em-
bargo, segun las condiciones experimentales,
este efecto seria mediado por distintas protei-
nas asociadas al ciclo celular.

Palabras clave: PTH, células Caco-2, ciclo
celular.

Summary

CELL CYCLE MODULATION BY PARATHY-
ROID HORMONE IN HUMAN COLON AD-
ENOCARCINOMA CELLS

Parathyroid hormone (PTH) is a major me-
diator of bone remodeling and acts as a key
regulator of calcium homeostasis. Depending
on the cellular context, PTH may also stimulate
or inhibit apoptosis and induce alterations in
cell cycle regulation. Previously we found that
in Caco-2 cells, a cell line derived from human
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colon adenocarcinoma, the hormone (106 M)
in the absence of serum is pro-apoptotic and
with low dose of serum has anti-proliferative
effect increasing the protein expression of cell
cycle inhibitor p27Kip1 and decreasing the
expression of cyclins D1 and D3 and cyclin-
dependent kinase CDK®6. In this work we fur-
ther studied the molecular mechanisms that
mediate the response to PTH in Caco-2 cells
cultured without serum. We evidenced that,
in the absence of serum, PTH receptor type 1
(PTHR1) is located exclusively in the nucleus.
Moreover, the hormone at 10® M decreases
the number of living cells and no changes were
observed at lower concentrations. Even more,
only the protein expression of cell cycle inhibi-
tory p15INK4B is modified by the hormone in
the absence of serum. These results suggest
that PTH at a dose of 108 M arrest cell cycle
progression in Caco-2 cells; however, accord-
ing to the experimental conditions, this effect
would be mediated by different cell cycle as-
Sociated proteins.

Key words: PTH, Caco-2 cells, cell cycle.

Introduccién

La hormona paratiroidea (PTH) es un im-
portante mediador de la remodelacién 6seay
actua junto al calcitriol y a la calcitonina, como
regulador esencial de la homeostasis del cal-
cio y fosforo en los animales superiores, in-
teractuando con el receptor de PTH tipo 1
(RPTH1).

La proliferacion de células eucariotas de-
pende de la progresion del ciclo celular. En
los mamiferos, el ciclo celular es regulado
por las ciclinas y quinasas dependientes de
ciclinas (Cdks). La progresién de la fase G1
a la fase S requiere los complejos ciclina D-
Cdk4/6 y ciclina E-Cdk2. Estos complejos
fosforilan la proteina del retinoblastoma (Rb),
lo que deriva en la disociacion de Rb y E2F.
La liberacién de E2F provoca la activacion de
genes esenciales para que las células entren
en la fase S. Existen dos tipos de inhibidores
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de Cdks (Cdkls): los 4 miembros de la fami-
lia “INK” (p16INK4A, p15INK4B, p18INK4C
y p19INK4D) que se unen e inhiben solo los
complejos ciclina D-Cdk4/6, y los miembros
CIP/KIP (p21Cip1, p27Kip1 y p57Kip2) que se
unen e inhiben a ambos complejos regulando
negativamente la progresion de la fase G1 a
la fase S. Las alteraciones en el control de los
mecanismos de regulacion del ciclo celular
contribuyen al cancer.’

Se ha demostrado que PTH también pue-
de estimular o inhibir la proliferacién celular y
provocar alteraciones en la regulacion del ci-
clo celular.2® Varios estudios in vitro mostra-
ron que PTH puede estimular la proliferacion
de células osteoblasticas dependiendo de
las condiciones experimentales.*® En la linea
celular TE-85, una linea celular precursora de
osteoblastos,® PTH estimula la proliferacién
a través de un mecanismo que incrementa la
expresion de Cdk1.” En condrocitos y células
de condrosarcoma, una mutacién que activa
al RPTH1 causa un incremento en la expre-
sién de ciclina D1 y ciclina A.8 PTH induce la
expresion de la ciclina D1 en células osteo-
blasticas tempranas y su accién depende del
estado de maduracion de las células.? Sin
embargo, PTH puede inhibir el crecimiento de
varias lineas celulares de linaje osteogénico,
tales como UMR 106-01, incrementando el
nivel de expresion de p27 e inhibiendo la ac-
tividad de Cdk2 ®'°y Sa0OS-2."" En las células
de linaje osteogénico UMR 106-01 y en culti-
vo primario de calvaria de rata, PTH inhibe la
progresion del ciclo celular de la fase G1 a la
fase S, induciendo la expresion de la fosfatasa
dual MKP-1 (fosfatasa-1 de las proteinas qui-
nasas activadas por mitdégenos) y de p21Cip1
e inhibiendo la expresién de la ciclina D1, lo
que sugiere que el arresto de células de linaje
osteogénico en G1 puede ser una parte im-
portante del efecto anabdlico de PTH.3

El concepto sobre el papel de PTH actuan-
do sobre los tejidos blanco clasicos, hueso y
rifidén se ha expandido al intestino, donde ejer-
ce importantes funciones regulatorias.'>'” En

166

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 9 - N° 2 - 2013



este trabajo, utilizamos como modelo experi-
mental las células intestinales de adenocar-
cinoma de colon humano Caco-2 que estan
dotadas de la maquinaria molecular que les
permite responder a PTH y constituyen un
modelo apropiado para caracterizar la regu-
lacién por PTH de la proliferacién, diferencia-
cién y apoptosis. Previamente demostramos
que en las células Caco-2, PTH en dosis de
108 M y en ausencia de suero disminuye el
numero de células viables, causa cambios
morfolégicos tipicos de células apoptoti-
cas,'® la activacién de varios factores pro-
apoptéticos™ y la inactivacion de la quinasa
Akt.20 Recientemente observamos que, en
estas células intestinales cultivadas con una
baja dosis de suero, el tratamiento con PTH
ademas afecta la progresion del ciclo celular
incrementando el porcentaje de células en la
fase GO/G1, aumentando la expresion de la
proteina inhibitoria del ciclo celular p27Kip1
y disminuyendo la expresién de las ciclinas
D1y D3 y de la quinasa dependiente de la
ciclina CDK6. Estos cambios son mediados
por la via de sefalizacion de PKC.?' Nuestras
investigaciones sugieren que PTH no solo
tiene efectos proapoptoéticos sino que ade-
mas cumple un rol antiproliferativo en las cé-
lulas Caco-2. Con base en estas evidencias,
el objetivo del presente trabajo fue profundi-
zar el estudio respecto del papel de PTH en
las células intestinales Caco-2.

Materiales y métodos

Modelo experimental

Se utilizé la linea celular intestinal Caco-2
derivada de adenocarcinoma de colon hu-
mano adquirida de la ATCC (American Type
Culture Collection, Manassas, Virginia). Se
cultivaron la células a 37 °C, bajo atmodsfera
de 5,5% CO, en aire, en medio DMEM que
contenia 20% de suero fetal bovino, penicilina
100 Ul/ml, estreptomicina 100 mg/ml y genta-
micina 50 mg/ml.

Tratamiento de las células Caco-2: las cé-
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lulas fueron privadas de suero fetal bovino
durante 24 horas y luego tratadas durante 6,
24 y 48 horas o 5 dias y con distintas con-
centraciones (10-2-10-1°-108 M) de PTH (1-34)
vehiculizadas en medio DMEM.

Obtencion de lisados celulares

Luego del tratamiento, el medio de cul-
tivo fue removido y las células se lavaron 2
veces con PBS frio que contenia inhibidores
de fosfatasas (NaF 25 mM y Na, VO, 1 mM).
A continuacién, las células fueron lisadas en
un buffer compuesto por Tris-HCI 50 mM (pH:
7,4), NaCl 150 mM, KCI 3 mM, EDTA 1 mM,
Tween-20 1%, Nonidet P-40 1%, aprotinina
20 pg/ml, leupeptina 20 pg/ml, fluoruro de fe-
nilmetil sulfonilo (PMSF) 1 mM, NaF 25 mM
y Na,VO, 1 mM vy los lisados fueron colecta-
dos en tubos eppendorf, mantenidos en hielo
por 10 minutos, agitados por 45 segundos y
colocados nuevamente en hielo por 10 minu-
tos. Luego, los lisados fueron centrifugados
a 14.000 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 colori-
métrico de Bradford 22 usando albumina sérica
bovina como estandar.

Electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida

Los lisados proteicos se desnaturalizaron
en buffer muestra de electroforesis 6X (Tris-
HCI 0,375 M pH: 6,8; dodecilsulfato de sodio
(SDS) 12%; glicerol 60%; B-mercaptoetanol
30% y azul de bromofenol como indicador del
frente de corrida) y se calentaron en bafo de
agua a 100 °C durante 5 minutos. Posterior-
mente, las muestras fueron sembradas (30 pg
de proteina/calle) y separadas por electrofo-
resis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-
PAGE) discontinuos (gel de stacking: 4% acri-
lamida, gel de separacién: 15% acrilamida)
segun la técnica de Laemmli.2® En paralelo se
sembraron marcadores coloreados de peso
molecular conocido. La electroforesis se reali-
z6 con voltaje constante (100 voltios) utilizan-
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do como buffer de corrida Tris 25 mM pH: 8,8;
glicina 195 mM; SDS 0,1%.

Electrotransferencia e inmunoblotting

Luego de la corrida electroforética se elec-
trotransfirieron las proteinas desde los geles
hasta membranas de Inmobilon-P (PVDF:
polivinil-difluoruro, Millipore, 0,45 pm), segun
lo descripto en la literatura.?* Las membranas
electrotransferidas fueron bloqueadas en bu-
ffer TBST (50 mM Tris-HCI pH: 7,4, 150 mM
NaCl, 0,1% Tween 20)-leche y se incubaron
con el anticuerpo primario correspondiente,
seglin cada ensayo. Las membranas lavadas
fueron luego incubadas con el anticuerpo an-
tiglobulina de la especie animal correspon-
diente al anticuerpo primario usado conjuga-
do con peroxidasa y diluido con TBST-leche.
Se lavaron nuevamente y se revelaron por
quimioluminiscencia empleando un kit co-
mercial. El peso molecular aparente de las
bandas inmunorreactivas en las membranas
se determind transfiriendo paralelamente pro-
teinas coloreadas de peso molecular conoci-
do. La deteccién de los complejos inmunes
se llevé a cabo mediante autorradiografia de
las membranas correspondientes. Los anti-
cuerpos primarios y secundarios se prepara-
ron en TBST que contenia 1% de leche. Para
remover el anticuerpo de las membranas y
poder exponerlas a anticuerpos diferentes
(“stripping”), las membranas se sumergieron
en buffer (62,5 mM Tris-HCI pH: 6,8, 2% SDS
y 50 mM B-mercaptoetanol) y luego se lavaron
en TBST. Posteriormente se realizé el bloqueo
continuando con el protocolo explicado ante-
riormente.

Inmunocitoquimica

Las células sembradas sobre cubreobjetos
fueron fijadas y permeabilizadas con metanol
frio a -20 °C. Luego de varios lavados, los si-
tios no especificos de ligado a proteinas fue-
ron bloqueados con 5% de albumina bovina
(BSA) diluida en PBS durante 1 hora a tempe-
ratura ambiente. Seguidamente, las muestras
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fueron incubadas en presencia del anticuerpo
primario monoclonal anti-RPTH1 durante toda
la noche a 4 °C. Después de varios lavados,
las preparaciones fueron incubadas con el
anticuerpo secundario correspondiente con-
jugado al fluoroforo Alexa Fluor 647 (dilucion
1:250) durante 1 hora a temperatura ambiente
y en oscuridad. Finalmente, luego de varios
lavados, los preparados se montaron con una
solucién de glicerol 95% en PBS. Las células
fueron tefiidas con el colorante especifico nu-
clear TO-PRO 1 (dilucién 1:300) durante los
ultimos 30 minutos de incubacién con el anti-
cuerpo secundario.

Ensayos de viabilidad celular

Se estimdé el nimero de células viables
mediante dos ensayos de viabilidad celular:

1) CellTiter 96® AQueus One Solution Cell
Proliferation Assay (MTS). Se empleé el kit co-
mercial CellTiter 96® AQueus One Solution
Cell Proliferation Assay (Promega). Este mé-
todo colorimétrico se basa en que las células
metabdlicamente activas reducen el compues-
to de tetrazolium MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)
-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolium, sal inerte] a formazan. El desarrollo
de color es directamente proporcional al nu-
mero de células vivas presentes en el cultivo.
Las células fueron sembradas en multiplacas
de 96 pocillos por cuadruplicado. Luego del
tratamiento hormonal, las células fueron incuba-
das con el reactivo durante 45 minutos a 37 °C;
después, el medio fue recolectado y la absor-
bancia se ley6 a 490 nm. Los resultados se ex-
presaron como el porcentaje del valor prome-
dio respecto del control.

2) Tincién con cristal violeta: las células
fueron fijadas con metanol a -20 °C y des-
pués de varios lavados, se tifieron con cris-
tal violeta 0,1%, un colorante basico que tife
nucleos, a temperatura ambiente. Posterior-
mente, las células fueron lavadas varias veces
con agua destilada para eliminar el exceso de
colorante y destefidas con Triton X-100 0,2%
durante 30 minutos seguido de una medicién
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a 590 nm empleando un espectrofotometro
Beckman DU530. El valor de la absorbancia
se correlaciona con el numero de células.

Tratamiento estadistico y expresion de los
resultados

La significancia estadistica de los datos
obtenidos se evalué mediante el t-test de Stu-
dent considerandose significativos valores de
p<0,05. Los resultados se expresaron como
promedioxdesvio estandar (xDS) de por lo
menos tres experimentos independientes.

Resultados

En las células Caco-2 cultivadas en pre-
sencia de suero observamos que el receptor
tipo 1 de PTH (RPTH1) se localiza en la mem-
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brana plasmatica, el citosol y el nicleo de es-
tas células intestinales.”® Como nuestras an-
teriores investigaciones evidencian efectos de
PTH en las células Caco-2 privadas totalmen-
te de suero, se evalué en el presente trabajo
la localizacion del RPTH1 en estas células in-
testinales cultivadas en ausencia de suero por
inmunocitoquimica. Se utilizé un anticuerpo
monoclonal anti-RPTH1 y su correspondiente
anticuerpo secundario conjugado al fluoréforo
Alexa Fluor 647 (azul) y el colorante TO-PRO 1
(rojo) para poner de manifiesto la morfologia
nuclear. La Figura 1 obtenida por microscopia
confocal muestra que -y a diferencia de lo ob-
servado en presencia de suero- en ausencia
de este, el receptor se localiza exclusivamen-
te en el nucleo.

ANTI- RPTH1

CON SUERO

SIN SUERO

TOPRO

MERGE

niclen

citosol

nucleo

Figura 1. Distribucion subcelular del RPTH1 en las células Caco-2 en ausencia y en presencia de suero. Se
muestran imagenes de fluorescencia representativas de tres experimentos independientes obtenidas por
microscopia confocal. Se observan los nucleos tefiidos con TO-PRO (rojo), la presencia del RPTH1 (azul)
y las zonas de co-localizacion (violeta) que indican la presencia del receptor a nivel nuclear y citosdlico.
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Luego evaluamos si el efecto de PTH en
las células Caco-2 privadas de suero es de-
pendiente de la dosis hormonal. Para tal fin,
las células fueron estimuladas con PTH (10-
2-10-'9-10% M) durante 5 dias e incubadas
con el reactivo MTS para medir la capaci-
dad metabdlica de estas células intestinales
como indicador de viabilidad celular. Como
se observa en la Figura 2A, la hormona en
una dosis de 10® M disminuyé en un 50%
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la produccion de formazan (el producto de
la biorreduccién del MTS). Mas auln, la es-
timacion del niumero de células usando el
colorante nuclear cristal violeta revelé que
PTH (10® M) disminuyé la absorbancia en
aproximadamente un 46% respecto de las
células control (Figura 2B). No se observaron
cambios con respecto a las células control
cuando las células Caco-2 fueron expuestas
a dosis menores.
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Figura 2. Efectos de PTH sobre la viabilidad celular. El nUmero de células viables fue determinado por
(MTS) (A) y cristal violeta (B). Los resultados fueron expresados como porcentaje con respecto al control
de tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado. *p<0,05 con respecto al control.

Si bien la modulacion por PTH de la expre-
sion de ciertas proteinas reguladoras del ci-
clo celular habia sido estudiada en las células
Caco-2 cultivadas con baja dosis de suero,?’
hasta el momento desconociamos si PTH re-
gulaba también la expresion de proteinas aso-
ciadas al ciclo celular en estas células intesti-
nales en ausencia total de suero. Por lo tanto,
las células Caco-2 privadas de suero fueron
expuestas a PTH (10 M) por diferentes inter-
valos de tiempo (6 a 48 horas) y los niveles pro-
teicos de las ciclinas D1 y D3 y de los inhibido-
res especificos de Cdks p15INK4B y p27Kip1
fueron analizados por Western blot utilizando
anticuerpos especificos. Se observé que el tra-
tamiento con PTH (6 y 24 horas) aumenta los
niveles proteicos de p15INK4B, mientras que

no se modifica la expresion de las ciclinas D1y
D3 ni del inhibidor p27Kip1 (Figura 3).

Discusién

En la mayoria de las células, PTH ini-
cia sus efectos interactuando con el recep-
tor tipo 1 acoplado a proteinas G (RPTH1),
que posee siete dominios transmembrana,
con un dominio amino terminal extracelular
donde se une la hormona y un largo domi-
nio carboxilo terminal intracelular.?®> Hasta el
presente, se ha encontrado un solo receptor
en osteoblastos?®® y en células duodenales,'
pero se ha descripto un segundo receptor de
PTH (RPTH2) en pancreas, cerebro, riidn y
testiculos?” y se ha postulado la existencia
de otros. El RPTH1 es el primer miembro de
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Figura 3. Modulaciéon por PTH de la expresién de proteinas reguladoras del ciclo celular. Las células
fueron tratadas con PTH durante 6-48 horas, seguido de analisis por Western blot usando anticuerpos

especificos.

la familia de los receptores acoplados a pro-
teina G (GPCRs) al que se le detectd loca-
lizacion nuclear en células de rifidn, higado,
intestino, Utero y ovario de rata.? En cultivos
sincronizados de células osteoblasticas mu-
rinas MC3T3-E1, el RPTH1 trafica al nucleo
durante el tiempo de duplicacién del ADN2®
y forma un complejo con proteinas regula-
doras del transporte nuclear, importina a1 e
importina p.%° Ademas se reportd que el re-
ceptor se localiza en el nucleoplasma y que
esta ubicacién se asocia a ciertas etapas del
ciclo celular.?® De acuerdo con estos datos,
demostramos que el receptor RPTH1, en pre-
sencia de suero, se localiza en la membrana
plasmatica, el nucleo y citoplasma de las cé-
lulas Caco-2."® Sin embargo, en ausencia de
suero, observamos que el receptor de PTH se

ubica exclusivamente en el nucleo, en estas
células intestinales. Si bien el significado de
la presencia del RPTH1 en el nlcleo se des-
conoce, y aunque la sefalizacion a través del
receptor de PTH involucra la activacion de
vias mensajeras citosodlicas tales como AC/
AMPc/PKA y PLC/IP,/DAG, no deben descar-
tarse efectos nucleares directos en la regula-
cién génica. Al respecto, aunque la mayoria
de los GPCR nucleares parecen regular vias
de sefalizacion similares a las observadas en
la superficie celular,®' algunos de estos recep-
tores regulan mas directamente eventos nu-
cleares tales como la sintesis de ADN,?° la ini-
ciacién de la transcripcion,® la expresiéon de
genes,®¥3% y |a modificacion de las histonas.®

Nuestras investigaciones previas indica-
ban que PTH tiene efectos proapoptoéticos y
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antiproliferativos en las células Caco-2. Los
resultados presentados en este trabajo mues-
tran que, en ausencia de suero, el tratamien-
to con la hormona solo en la dosis de 108 M
disminuye el nimero de células vivas pero sin
que se observen cambios en concentraciones
menores (1072-10-'° M), confirmando ademas
que en estas dosis la PTH no tiene efectos
opuestos (proliferativos y/o antiapoptéticos) a
aquellos observados en 108 M.

Se sabe que el ciclo celular es regulado
principalmente por complejos que contienen
CDKs y ciclinas, que son esenciales para la
progresion del ciclo celular y su inactivacion
conduce al arresto del ciclo celular.3% Los
complejos responsables de la progresién ce-
lular a través de la fase G1 del ciclo celular
y el inicio de la replicacion del ADN incluyen
ciclina D-CDK4/CDK®6 y ciclina E-CDK2.*® La
proliferacién aberrante de las células cancero-
sas implica la desregulacion de los principales
reguladores de la fase G1 del ciclo celular, y
la sobreexpresién de las ciclinas y CDK pro-
porciona un crecimiento selectivo de las cé-
lulas del tumor.*® Por lo tanto, el estudio de
los complejos CDK-ciclina que promueven la
progresiéon del tumor es terapéuticamente re-
levante para el tratamiento del cancer. Previa-
mente observamos que, en las células Caco-2
cultivadas con baja dosis de suero, PTH au-
menta la expresién de la proteina inhibitoria
del ciclo celular p27Kip1 y disminuye la ex-
presion de las ciclinas D1y D3y de la quinasa
dependiente de la ciclina CDK6.2" Sin embar-
go, en el presente trabajo comprobamos que
solamente la expresion de la proteina inhibi-
toria p15INK4B es afectada por el tratamien-
to con PTH en ausencia de suero. Asimismo,
p15INK4B es un miembro de la familia de los
inhibidores de las quinasas dependientes de
ciclina D (CDK1) que induce el arresto del ciclo
celular en la fase G1. Esta proteina se une tem-
pranamente en la fase G1 a CDK4 o 6 y evita
su interaccién con la ciclina D.#“? La sobreex-
presién de p15INK4B vy el incremento de su
nivel proteico llevan al arresto del crecimiento
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en varios sistemas in vivo e in vitro.*®* Se ha
observado que, en células de musculo liso
vascular, el mutante del analogo tumoral de
PTH (PTHrP) inhibe la proliferacién de estas
células incrementando el nivel de expresion
de p15INK4B y p27Kip1.4

Es sabido que en un modelo celular, PTH
puede ejercer efectos opuestos incluso ac-
tivando la misma via de sefalizacion. Este
comportamiento particular de la hormona po-
dria deberse a diferencias en las condiciones
experimentales.*® PTH estimula la actividad
de la adenilil ciclasa en células 6seas huma-
nas cultivadas tanto en una densidad celular
alta como baja. Sin embargo, la hormona es-
timula la proliferacién de estas células solo
cuando se cultivaron en una densidad celular
alta.® Nosotros hemos observado un efecto
antiproliferativo de PTH en las células Caco-
2 cultivadas sin suero y en bajas dosis de
suero. Sin embargo, la presencia o ausencia
de suero puede modificar la respuesta celu-
lar a PTH. Al respecto, la sobreexpresion del
PTHrP, capaz de unirse al mismo receptor que
PTH (RPTH1), promueve la proliferacién en la
linea intestinal de rata IEC-6 en presencia de
suero,*® pero su ausencia induce apoptosis.*

PTH también puede ejercer el mismo efec-
to activando distintas vias de sefalizacion y
la presencia de RPTH1 en el ndcleo podria
tener un papel clave al respecto. En este sen-
tido, Jong y col. demostraron que la activa-
cion del receptor mGIuR5 intracelular genera
distintas respuestas del Ca?, asi como de
las cascadas de sefalizacion con respecto al
receptor ubicado en la superficie celular. La
activacién por el glutamato del receptor intra-
celular mGIuRS5 participa en la regulacién del
Ca?* nuclear, la activacioén transcripcional y la
expresién génica necesaria para procesos fi-
siologicos tales como la plasticidad sinaptica.
La activacion del receptor mGIuR5 tanto de
la superficie celular como intracelular condu-
ce la fosforilacion de JNK, la proteina quina-
sa dependiente de Ca?*/calmodulin- (CaMK)
y CREB, mientras que solo la activacion de
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mGIuRS5 intracelular conduce a la fosforilaciéon
de ERK1/2 y de Elk-1.33

Conclusién

Los resultados presentados en este traba-
jo sugieren que PTH en una dosis de 10% M
arresta la progresion del ciclo celular en las
células Caco-2 tanto en presencia como en
ausencia de suero; sin embargo, segun las
condiciones experimentales, este efecto se-
ria mediado por distintas proteinas asociadas
al ciclo celular, fenomeno que podria deber-
se a la ubicacion exclusivamente nuclear del
receptor de PTH, en ausencia de suero, en
estas células intestinales. Una mayor com-
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