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Resumen

El concepto sobre el rol de la hormona para-
tiroidea (PTH) actuando sobre los tejidos
blanco clasicos (hueso y rifidn) se ha expan-
dido a tejidos no clasicos como el intestino
donde ejerce importantes funciones regulato-
rias. En células intestinales, PTH luego de
unirse a su receptor (PTHR1) en la membrana
plasmatica, activa las vias de sefializacién de
AMPc/PKA, DAG/IP3/PKC, las cascadas de
las MAP quinasas y regula la concentracion
de Ca2+ intracelular. En la linea celular intesti-
nal Caco-2, derivada de adenocarcinoma de
colon humano, el tratamiento con PTH en
ausencia de suero disminuye el numero de
células viables e induce cambios morfologi-
cos consistentes con la apoptosis: alteraciéon
de los filamentos de actina y consecuente-
mente de la forma celular, pérdida de las unio-
nes intercelulares, externalizacion de la fosfa-
tidilserina de membrana, distribucién perinu-
clear de las mitocondrias, condensacion
nuclear y fragmentacion del ADN. Ademas la
hormona induce la desfosforilacién de la pro-
teina pro-apoptética Bad, su disociacién de la
proteina 14-3-3 y su translocacién a las mito-
condrias con la consecuente liberacién de
citocromo ¢ y Smac/Diablo al citosol, lo que
resulta en la activacion de caspasa-3 vy el cli-
vaje de su sustrato PARP. En estas células,
PTH ademas de activar la via mitocondrial de
la apoptosis, inhibe la via de supervivencia de
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AKT mediante la accién concertada de la seri-
na-treonina fosfatasa PP2A y la via del AMPc.
El conocimiento de los mecanismos molecu-
lares involucrados en la apoptosis de células
intestinales podria ser utilizado para generar
farmacos pro-apoptéticos en el tratamiento
del cancer de colon humano.

Palabras clave: PTH, apoptosis, células
intestinales, adenocarcinoma de colon

Summary

MECHANISM OF ACTION OF PTH ON
CELLS OF HUMAN COLONIC
ADENOCARCINOMA

Parathyroid hormone (PTH) besides acting on
the classical target tissues, bone and kidney,
regulates important physiological functions in
the intestine. In intestinal cells, PTH, after
binding to its receptor (PTHR1) at the plasma
membrane, activates ;cAMP/PKA, DAG/IP3/PKC
signal transduction pathways, MAP kinases
cascades and regulates intracellular Ca2+
concentration. In the intestinal cell line Caco-2,
derived from human colorectal adeno-
carcinoma, PTH treatment in serum free
medium diminished the number of viable
cells. Moreover, the hormone induced
disruption of actin filaments with changes to
cellular shape, alteration of cell-to-cell
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junctions, externalization of membrane
phosphatidylserine, mitochondrial cellular
distribution to the perinuclear region,
chromatin condensation and DNA frag-
mentation of the nucleus, which are
morphological features consistent with
apoptosis. In addition, the hormone induces
the dephosphorylation of pro-apoptotic
protein Bad, its dissociation of 14-3-3 protein
and its translocation to the mitochondria with
the subsequent release of cytochrome ¢ and
Smac/Diablo to the cytosol which resulted in
activation of downstream caspase-3 and
degradation of its substrate PARP. In these
cells, PTH, besides activating the mito-
chondrial pathway of apoptosis, inhibits AKT
survival pathway via the serine/threonine
phosphatase PP2A and cAMP. Knowledge of
the molecular mechanisms involved in
apoptosis of intestinal cells could be used to
generate pro-apoptotic drugs in the treatment
of human colon cancer.

Key words: PTH, apoptosis, intestinal cells,
colon adenocarcinoma

PTH: generalidades, mecanismo de accidén
en tejidos blanco

La hormona paratiroidea (PTH) es un poli-
péptido de 84 aminoacidos secretado por
las glandulas paratiroideas. Regula la home-
ostasis del calcio, siendo el hueso y el rifién
sus principales érganos blanco.! PTH, esti-
mulando a la 1a-hidroxilasa renal, regula la
sintesis de la forma hormonalmente activa
de la vitamina D, 1a,25(0H)s-Vitamina Dg,
que a su vez funciona en el duodeno aumen-
tando la absorcion intestinal de calcio.? En la
mayoria de las células, PTH inicia sus efec-
tos interactuando con el receptor tipo 1 aco-
plado a proteinas G (PTHR1), que posee
siete dominios transmembrana, con un
dominio amino terminal extracelular donde
se une la hormona y un largo dominio carbo-
xilo terminal intracelular.® Hasta el presente,

se ha encontrado un solo receptor en osteo-
blastos * y en células duodenales,® pero se
ha descrito un segundo receptor de PTH
(PTHR2), en pancreas, cerebro, rifidén y testi-
culos ® y se ha postulado la existencia de
otros.” A pesar de ser un tipico receptor de
membrana, también se ha localizado al
PTHR1 en el nucleo de células de rifidn,
higado, intestino, Utero y ovario de rata,® en
células MC3T3-E1 ° y duodenales.® El signifi-
cado de la presencia nuclear del receptor de
PTH no ha sido aclarado aun; es posible que
PTHR1 transloque al nucleo para participar
directamente en la regulacion génica. Luego
de unirse a su receptor en la membrana plas-
matica de los tejidos blanco, PTH estimula a
la adenilil ciclasa con produccién de AMPc,
y a la fosfolipasa C que provoca la hidrdlisis
de fosfatidil inositol 4,5 bifosfato generando
inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) y diacilglicerol
(DAG)."" Luego de formarse estos segun-
dos mensajeros, el AMPc activa a la proteina
quinasa A (PKA),"”? el IP3 libera calcio de
depdsitos intracelulares™ y el DAG activa a
la proteina quinasa C (PKC) ™ la cual una vez
activada transloca a la membrana plasmati-
ca, donde activa, por fosforilacién, canales
de calcio.”™'® PTH también estimula otras
vias de sefializacion intracelular, como a la
fosfolipasa A2 (PLA2) que cataliza la hidréli-
sis de fosfolipidos generando acidos grasos
libres y lisofosfolipidos ' y a la fosfolipasa D
(PLD) que cataliza la hidrélisis de fosfatidil-
colina generando acido fosfatidico.'® La hor-
mona también activa a las cascadas de las
proteinas quinasas activadas por mitégenos
(MAPK), una familia de enzimas que regulan
la proliferacion y diferenciacion celular." Se
ha demostrado su participacion en la prolife-
racion de células osteoblasticas, renales e
intestinales.?? En células intestinales se
demostré que la via de la adenil ciclasa/
AMPCc/PKA, el calcio y la tirosina quinasa
citosélica cSrc son parte del mecanismo por
el cual PTH activa a las MAP quinasas ERK1
y ERK2 y via incrementos en calcio intracelu-
lar a JNK1/2., 2%
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Vias de senalizacion y cancer colorrectal

El intestino es uno de los tejidos que prolifera
mas rapidamente en el cuerpo. Un balance
dinamico entre la proliferacién celular en la
cripta de las vellosidades y la pérdida de los
enterocitos a través de la apoptosis o exfolia-
cién mantiene la integridad del epitelio intes-
tinal. La apoptosis es una forma de muerte
celular genéticamente programada; puede ser
activada o inhibida por una variedad de esti-
mulos, tanto fisiolégicos como patolégicos y
necesita de mecanismos de regulacion de
gran exactitud y seguridad. Una apoptosis
defectuosa, que resulta en la falla de la muer-
te de una célula es responsable de un dafo
pre-maligno, permitiendo la progresiéon de
enfermedades vy la resistencia de células can-
cerosas a terapias citotéxicas, mostrando la
importancia de la apoptosis en el tracto gas-
trointestinal.*

El cancer colorrectal esta ubicado entre las
primeras causas mas frecuentes de mortali-
dad por enfermedad maligna en el mundo
occidental y la carcinogénesis de esta enfer-
medad es un proceso complejo que involucra
una disfuncién progresiva de la proliferaciéon
del epitelio intestinal, apoptosis, diferencia-
cién y mecanismos de supervivencia.?® En
medicina, es creciente el interés por entender
los mecanismos moleculares que conducen a
la patogénesis, progresion y metastasis del
cancer colorrectal y por conocer nuevos
agentes quimicos que inhiban las vias de
sefalizacion involucradas en estos procesos
con el fin de generar nuevas perspectivas en
el tratamiento del cancer de colon humano.
En este tipo de cancer, son numerosos los
trabajos de investigacion que estudian la des-
regulacién de las vias de sefnalizacion de las
MAP quinasas ERK1/2 y fosfatidilinositol 3
quinasa (PI3K)/AKT y los inhibidores especifi-
cos para ambas vias capaces de inducir
apoptosis e inhibir el ciclo celular. Las isofor-
mas de 42 y 44 KDa de ERK tienen un rol
clave en una variedad de carcinomas huma-
nos.?® Normalmente, la activacion de estas

quinasas es compleja, finamente regulada y
requiere de una serie de eventos que involu-
cra a la proteina Ras, que activa a Raf, que a
su vez fosforila a la quinasa MEK activandola
y ésta activa a las ERK1/2 fosforilandolas en
residuos de tirosina y treonina. Sin embargo,
hay evidencia que demuestra que esta via de
sefalizacién esta desregulada en el cancer
colorrectal humano y en tumores de colon de
modelos animales.? La activacion permanen-
te de las ERKs puede deberse a una mutacion
y activacion de Ras, de Raf o por la sobre-
expresion y activacién del receptor para el
factor de crecimiento epidérmico (EGF).

En los Ultimos afos, se observd que las alte-
raciones de la via de sefalizacion PI3SK-AKT
son frecuentes en el cancer humano. AKT es
una serina treonina quinasa que participa en
la regulacion de diferentes procesos celulares
tales como proliferacién, ciclo celular, super-
vivencia e inhibicién de la apoptosis y requie-
re ser fosforilada para su activacion comple-
ta.?® La fosforilacién de AKT ocurre a través
de segundos mensajeros generados por PI3K
y esta altamente regulada por un balance
entre eventos activados por quinasas e inac-
tivados por fosfatasas, tales como la
serina/treonina fosfatasa 2A (PP2A), que esta
involucrada en diversas funciones celulares,
incluyendo la apoptosis.®® En el cancer de
colon, la activacién constitutiva de la via
PISK-AKT puede ser debida a mutaciones de
la subunidad catalitica p110 de PI3K, muta-
ciones de la subunidad regulatoria p85 de
PI3K, activacion de AKT ya sea por amplifica-
cién génica o hiperfosforilaciéon o como resul-

tado de mutaciones en los componentes de la
Via 30-33

PTH y apoptosis en células de adenocarci-
noma de colon humano

PTH puede inhibir o promover la apoptosis,
dependiendo del tipo y contexto celular. En
las células intestinales, la sobreexpresion del
analogo tumoral de PTH (PTHrP) incrementa
la apoptosis en ausencia de suero. No obs-
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tante, en presencia de suero, PTHrP aumenta
la proliferacién de estas células a través de
una via intracrina.®** Ademas, se ha visto
recientemente que PTHrP incrementa el creci-
miento xenografico y la activaciéon de AKT en
la linea celular de cancer de colon humano
LoVo.*® En las células Caco-2, derivadas de
adenocarcinoma de colon humano se demos-
tré que, en ausencia de suero, PTH disminu-
ye el nUmero de células viables e induce cam-
bios morfolégicos consistentes con la apop-
tosis tales como alteracién de los filamentos
de actina y consecuentemente de la forma
celular, pérdida de las uniones intercelulares,
externalizacion de la fosfatidilserina de mem-
brana plasmatica, distribucién perinuclear de
las mitocondrias, condensacién nuclear y
fragmentacion del ADN.¥’

La apoptosis puede ser activada a partir de
dos vias de sefalizacion distintas. Una via
extrinseca que es iniciada por receptores de
muerte (via de los receptores de muerte), y
otra via intrinseca o mitocondrial que es regu-
lada por miembros anti- y pro-apoptoticos de
la familia Bcl-2 e involucra la liberacion hacia
el citosol de varios componentes mitocondria-
les tales como citocromo ¢ y Smac-Diablo que
una vez en el citosol, promueven la activacién
de las caspasas, que son enzimas que favore-
cen la apoptosis.®* En las células Caco-2,
PTH activa la via de sefializacién mitocondrial
provocando la desfosforilacion de la proteina
pro-apoptética Bad, su disociacion de la pro-
teina 14-3-3 y su translocacién a las mitocon-
drias que conduce a la liberacion de los facto-
res pro-apoptéticos citocromo ¢ y Smac-Dia-
blo desde las mitocondrias al citosol con la
consecuente activacion de la caspasa-3 y la
degradacion de su sustrato PARP*

En varios tipos de canceres la via de PI3K-
AKT esta permanentemente activada y, de
acuerdo con estas observaciones, AKT esta
basalmente hiperfosforilada y constitutiva-
mente activada en las células Caco-2. El tra-
tamiento de estas células intestinales con
PTH provoca la desfosforilacién e inactiva-
cién de AKT a través de la fosfatasa PP2A,

que a su vez es activada por la hormona via el
AMPc.*

La apoptosis y la proliferacion celular estan
vinculados por ciertos reguladores del ciclo
celular y un estimulo apoptoético puede afec-
tar tanto la proliferacién como la superviven-
cia. En las células Caco-2, PTH no afecta la
expresion de p53, una proteina reguladora del
ciclo celular, sugiriendo que, en estas células,
la hormona es un estimulo apoptético que
induce la muerte celular por un mecanismo
independiente de p53.*' La Figura 1 resume
los efectos pro-apoptéticos de PTH en célu-
las de adenocarcinoma de colon.

APOPTOSIS l

Caspasa-3 ===j PARP

{

=SICS

Figura 1. Eventos pro-apoptdticos en las
células de adenocarcinoma de colon Caco-
2: PTH induce la activacién de la via AMP-
PP2A y la consecuente desfosforilacion e
inactivacién de AKT que conduce a la activa-
cion de caspasa-3 y la degradacién de su
sustrato PARP.
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Conclusiones

El concepto sobre el rol de PTH actuando
sobre los tejidos blanco clasicos, hueso y
rindn, se ha expandido al intestino donde
ejerce importantes funciones regulatorias. Las
células intestinales, incluyendo a las deriva-
das de adenocarcinoma de colon humano
Caco-2, estan dotadas de la maquinaria
molecular que les permite responder a la hor-
mona peptidica y constituyen un modelo
apropiado para caracterizar la regulacion por
PTH de la proliferacién, diferenciacion y
apoptosis.

En las células intestinales PTH desempefa un
importante rol en los mecanismos celulares
que regulan el calcio intracelular y las casca-
das mitogénicas, y en las células Caco-2
desencadena —en ausencia de suero— efectos
pro-apoptéticos a través de la via mitocon-
drial de la apoptosis e inhibicién de la via de
supervivencia de AKT mediante la accién
concertada de la fosfatasa PP2A y la via del
AMPc.

El entendimiento de los mecanismos molecu-
lares involucrados en estos procesos en las
células de adenocarcinoma de colon humano
es importante para generar nuevas estrate-
gias terapéuticas en el area biomédica.

(Recibido y aceptado: noviembre de 2009)
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