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Resumen

El cancer de prostata es la segunda causa de muerte por cancer en varones y hasta la fecha, no existe
ningun tratamiento eficaz en los estadios mas avanzados de la enfermedad, haciendo necesaria la
busqueda de nuevas estrategias de tratamiento. En el presente trabajo se analiza la accién de la PGE2
en el desarrollo del cancer de prostata. Estudios previos de nuestro grupo de investigacion han
demostrado que la PGE2 intracelular induce el aumento de la expresion de VEGF a través del factor
inducible por hipoxia o HIF-1a en células HK-2, estos dos factores tienen una gran importancia en
desarrollo tumoral, por ello nos propusimos analizar las acciones de la PGE2 en cancer de prostata. Los
resultados indican que la PGE2 intracelular induce la proliferacion y migracion de las células PC3, la
expresion del factor inducible por hipoxia o HIF-1a y del principal factor proangiogénico VEGEF,
promoviendo la superviviencia celular y la angiogénesis, por este motivo proponemos una nueva terapia
basada en inhibir el acceso de PGE2 al interior celular, lo que supondria eliminar unicamente la actividad
tumorigénica de PGE2, preservando sus efectos fisiologicos.
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Introduccioén

El cancer de prostata (CP) es la segunda neoplasia mas frecuente a nivel mundial, y una de las mas
comunes de mortalidad especifica del cancer en los hombres; ademas supone hasta un 10% de las muertes
por cancer en Espafia, por lo que representa una enfermedad de gran impacto social, sanitario y
economico [1]. Existen multiples factores de riesgo que contribuyen a la alta incidencia y prevalencia en
este tipo de cancer, como son la edad, raza, antecedentes familiares y otros factores [2]. Actualmente las
modalidades de tratamiento para esta enfermedad en estadio localizado o dependiente de androgenos dan
muy buenos resultados en la mayoria de los pacientes. Sin embargo, la progresion hacia la independencia
androgénica hace que los tratamientos sean basicamente paliativos. Por este motivo, en esta etapa el
desarrollo de nuevos tratamientos es un objetivo prioritario para el CP [1].

Diversos estudios apuntan a al implicacion de procesos inflamatorios en la patogénesis del (CP) [3], ya
que un microambiente inflamatorio podria suponer el desarrollo de la malignidad de la células tumorales
[4], asi como la expresion de proteinas relacionadas con la inflamaciéon como la ciclooxigenasa también
conocida como prostaglandina H sintasa. Esta es una enzima bifuncional que cataliza la conversion del
acido araquidonico en eicosanoides ciclicos como los tromboxanos y la prostaglandinas y hasta la fecha
se han identificado tres isoformas de COX: COX-1, COX-2 y COX-3 [5]. Un solo tipo de prostaglandina
como la PGE2 puede activar 4 subtipos de receptores (EP1, EP2, EP3, EP4), localizados en la membrana
plasmatica acoplados a proteina G. La union de su ligando hace que los receptores EPs activen distintas
vias de senalizacion [6]. Recientemente se han demostrado que los EPs también se localizan en el interior
de las células de céancer colorectal, principalmente a nivel nuclear [7]. La PGE2 regula funciones
fisiologicas diversas como la secrecion gastrica, la temperatura corporal, la presion intraocular, la presion
arterial, contraccion uterina, la actividad de las vias aéreas y la vasodilatacion de la arteria eferente del
rifion [6]. En diferentes tipos de cancer se ha demostrado que una sobreexpresion de COX-2, provocando
diferentes efectos patologicos como la inhibicion de la diferenciacion celular y la apoptosis, promocion de
la proliferacion celular a través de la PGE2 [8], ademéas de aumentar la invasion y angiogénesis a través
de la PGE2, por la sintesis de los principales mediadores responsables de cada uno de estos procesos
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como el factor inducible por hipoxia (HIF-1a) y el factor de crecimiento vascular (VEGF) [9]. HIF-1a
esta regulado al alza en muchos canceres humanos, donde media la respuesta transcripcional a la
disminucion de oxigeno (hipoxia) resultante de un excesivo crecimiento del tumor en relacion al de vasos
sanguineos. Dicha respuesta implica la induccidn, entre otros, de genes asociados al metabolismo
hipdxico, la proliferacion celular, el aumento de la capacidad invasiva y la metastasis, asi como la
angiogénesis ya que HIF-1a induce a VEGF [10].

Por estos motivos la ciclooxigenasa apuntaba a ser una prometedora diana terapéutica, pero el uso de
inhibidores de esta enzima dio lugar a efectos secundarios y riesgos para la salud por la inhibicion de sus
efectos fisiologicos. Tres ensayos clinicos publicados en el “New England Journal of Medicine” en 2005
mostraron que los pacientes que habian recibido este tipo de tratamiento incrementaron el riesgo de
desarrollar un infarto de miocardio y de padecer otras complicaciones cardiovasculares, debido a la
inbicion de las funciones fisiologicas de PGE2 [11-13]. Teniendo en cuenta los antecedentes del grupo de
investigacion que demostraron que la PGE2 intracelular aumentaba en células HK-2 y otras lineas
celulares VEGF a través del aumento de la expresion de HIF-1 transcripcionalmente activo, ademas de
ver la localizacion intracelular de los receptores EPs en células HK-2 [14], por esta razoén nos planteamos
establecer el papel de la PGE2 intracelular sobre distintos fenotipos y moléculas implicadas en el
desarrollo tumoral y el nivel terapéutico de su control terapéutico farmacolégico.

Objetivos

El proposito de este trabajo es establecer el papel de la prostaglandina E2 intracelular en la progresion del
CP. Para ello desarrollaremos los siguientes objetivos particulares particulares:

Estudiar la implicacion de PGE2 en la proliferacion celular.
Analizar el efecto de la PGE2 en la proliferacion celular.

Examinar el papel de la PGE2 en la regulacion de HIF-1.

Material y métodos

Reactivos.

16,16 dimetil prostagladina E-2, (1 pM) analogo sintético de la PGE2 (Cayman) (PG) se trata a distintos
tiempos indicados en los resultados, verde de bromocresol (50 mM) (Sigma) (Br) se realiza un
pretratamiento de 1 hora, agonistas EPs: EP1 (ONO D1-004 10uM), EP2 (ONO-AE1-259-01, 10uM)
EP3 (ONO-AE-248, 10uM) EP4 (ONO-AE1-329, 10uM) se tratan a los tiempos indicados en los
resultados. Antagonistas EPs: EP1,2,3 (AH6809, 10uM) (AH) Cayman y antagonista EP4 GW (627368X,
10uM) Cayman (GW) se realiza un pretratamiento de 1 hora, 1 pg luciferase reporter plasmid que
contiene p9HIF-Luc cedido generosamente por Dr Manuel Ortiz de Landdzuri, Hospital La Princesa y 1
pg de Renila luciferasa reporter como control interno. Anticuerpos: HIF-1a (BD Biosciense) (1:1.000), B-
actina (Sigma) (1:4.000), anti-raton (Sigma) (1:4.000), EP1, EP2, EP3, EP4 de Cayman (1:500), Alexa
Fluor 647 anti-mouse (1:2.000) y Alexa Fluor 488 anti-rabbit (Invitrogen).

Linea celular.

Se utilizan una linea celular protatica humana: PC3, representativa de un estadio andrégeno-
independiente de cancer de prostata, obtenidas de ATCC (American Type Culture Collection) y cedidas
amablemente por el grupo de investigacion del Dr. Prieto del departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de la universidad de Alcala. Las células PC3 se mantienen en medio RPMI-1640 Invitrogen
con 10% se suero fetal bovino (FBS) y suplementado con un 1% de antibidtico y antimicotico
(penicilina/estreptomicina/anfotericina). Las células se conservan a 37°C en ambiente himedo y con un
5% de CO,.

Inmunocitoquimica.

Las células PC3 se siembran en placas de 24 pocillos a razén de 100.000 células/pocillo sobre cristales
estériles de 12 mm’. Se fijan con paraformaldehido al 2%, durante 10 min, a temperatura ambiente. Se
lavan con PBS y se permeabiliza la membrana con triton 0.1%, durante 10 min, a temperatura ambiente.
Se lavan con PBS, y se bloquean con 5% de albumina de suero bovino de durante 1 h, a temperatura
ambiente. Se lavan con PBS, se incuba toda la noche a 4 °C con los anticuerpos primarios, HIF-1a
(1:100) y EP1, EP2, EP3, EP4 (1:50). Se lava con PBS y se incuba con el anticuerpo secundario, anti-
ratébn y anti-conejo respectivamente durante 1 h a 37 °C en oscuridad. En el caso de utilizar como
anticuerpo primario la faloidina 1,5 uM se incuba a 37 °C sin luz. Finalmente se vuelve a lavar y se
procede al montaje Prolong Gold antifade reagent with DAPI de los cristales sobre portas, que
posteriormente se visualizan en el microscopio confocal (LEICA TCS-SP).
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Western Blot.

Las células PC3 se siembran en placas de 6 pocillos a razéon de 300.000 células/pocillo. Se lisan las
células con tampoén lisis buffer (Promega), se mantienen 30 min en hielo, se centrifugan las muestras a
500 xg 10 min a 4 °C, recoge el sobrenandante, se afiade el tampon de carga (glicerol 50 % SDS 15%, B
mercaptoetanol 3,5 M, 25%, Azul de bromofenol 0,125 % y se incuban 5 minutos a 95°C. Las proteinas
se separan por electroforesis en gel de acrilamida/bisacrilamida 10% en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE), a temperatura ambiente y se transfiere a una membrana de nitrocelulosa 45 mina 11 V. La
membrana se bloquea, con leche desnatada al 5% y Tween-20 al 0,05% en PBS durante 1 h a temperatura
ambiente. Posteriormente se incuba a 4 °C durante toda la noche con el anticuerpo primario
correspondiente. Transcurrido ese tiempo se lava 3 veces la membrana con PBS, y se incuba 1 h con el
anticuerpo secundario, anti-raton, acoplado a peroxidasa. Se vuelve a lavar con PBS y se incuba 1 minuto
con el sustrato que proporciona quimioluminiscencia amersham ECL Western Blotting Detection
Reagents. Tras la exposicion, se revela con autorradiografias.

Proliferacion, actividad metabdlica.

Las células PC3 se siembran en placas de 96 pocillos a razéon de 10.000 células/pocillo. Se realizan los
tratamientos y se mide la actividad metabolica de las células vivas afiadiendo 5 mg/ml del sustrato
Bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazol [MTT] (Sigma), se reduce a cristales de formazan,
de color azul oscuro, gracias a las deshidrogenasas mitocondriales. Tras 2 h el precipitado formado se
solubiliza con dimetil sufoxido (DMSO). Se lee la absorbancia a 596 nm.

Ensayo de migracion.

Las células PC3 se siembran en placas de 24 pocillos a razéon de 150.000 células/pocillo y se dejan hasta
que alcancen la confluencia. Se realiza el pretratamiento y tratamiento de 24 horas indicados. Se realiza
una incision con el raspador manual. En un microscopio invertido acoplado a una camara Nikon, se
realizan fotos de la “herida” de la monocapa celular a distintos tiempos (0-48 h).

Viabilidad y Ciclo celular.

Las células PC3 se siembran en placas de 6 pocillos a razéon de 250.000 células/pocillo. Se realizan los
distintos los tratamientos. Se levantan las células con Tripsina, se centrifuga a 500 x g durante 5 min. Para
los estudios de de viabilidad se resuspende el pellet celular en PBS, se aflade 12 pg ioduro de propidio y
para los estudios de ciclo celular se resuspende el pellet celular en NP-40 al 1%, RNAsa 0,5 mg/ml y el
resto PBS hasta alcanzar un volumen final de 475 pl por tubo y se afiade ioduro de propidio 25 pg. Las
células se analizan en el citometro de flujo (FaCSCalibur, Beckton dicksinson) y los resultados se
representan en histograma en los que la abcisas recogen la intensidad de fluorescencia en escala
logaritmica y las ordenadas, el tamafio del evento contado.

Purificacion del plasmido.

Se incuba a 37 °C toda noche las bacterias transformadas con los distintos vectores (HRE o Renila) en
agitacion en medio LB con ampicilina. El aislamiento y purificacion de cada una de las secuencias se
realiza a través del kit “Endofree Plasmid Maxi kit” (quiagen) siguiendo el protocolo del fabricante. Las
concentraciones finales se obtinen midiendo las muestras en el Nanodrop (Centro de Biologia Molecular
de la Universidad de Alcald).

Ensayo de luciferasa.

Las células PC3 se siembran en placas de 6 pocillos a razéon de 300.000 células/pocillo y se incuban 24
horas. Se transfecta preparando el Mix A con 100 pl Optimen y 10 pl de lipofectamina por pocillo o
muestra. Se incuba durante 5 minutos a tempertatura ambiente. Se prepara el Mix B con 100 pl Optimen
y 10 pg de HRE mas 0,5 de Renila por muestra. Se afiade el Mix A al B se incuba a temperatura ambiente
durante 20 minutos, mientras tantos se realizan 3 lavados de medio RPMI sin antibidtico. Se afiade 1800
pl de Optimen y 200 pl del Mix, se deja incubando toda la noche a 37 °C. Al dia siguiente se realiza los
distintos tratamientos, pasado el tiempo de incubacion se lisan las células, se centrifuga y se recoge el
sobrenadante. Se mide la actividad de las luciferasas de HRE y Renila con el Kit Dual-luciferase Reporter
Assay System (Promega) en el luminémetro Berthhold detection Systems FB12 Luminometer.

Resultados.

Efecto de PGE2 en la proliferaciéon de células PC3.

Con objeto de valorar el efecto de PGE2 sobre la proliferacion celular, se estudia el efecto de la PGE2
sobre la proliferacion de las células PC3. Para ello se realiza un estudio de la actividad mitocondrial en
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ausencia o presencia de 16,16 dimetil prostagladina E-2, (16,16 PGE2) a distintos tiempos (12-24 horas).
En la figura 1.A se aprecian aumentos significativos de la proliferacion celular de manera tiempo
dependiente. El siguiente paso fue analizar si el efecto de la PGE2 sobre la proliferacion depende de
receptores EPs. Por ello, se realizé un tratamiento de 24 horas con los distintos agonistas EPs y por otro
lado se realizo un pretratamiento de 1 hora con los antagonistas AH (EP1, 2, 3) y GW (EP4), seguido del
tratamiento de 24 horas con 16,16 PGE2. Los resultados figura 1.B-1 muestran que los agonistas de los
EPs aumentan significativamente la proliferacion por los receptores EP2, EP3, EP4 y la figura 1.B-2 nos
indica que al utilizar el antagonista GW (EP4) disminuye significativamente los efectos proliferativos de
la PGE2 sobre la proliferacion. La localizacion intracelular de los EPs en algunos sistemas celulares [7]
nos llevo a preguntarnos si la accion de la PGE2 sobre la proliferacion de células PC3, la realizaba a
través de la union a los receptores de membrana o a la union a receptores intracelulares. Para ello,
utilizamos el agente verde de bromocresol como inhibidor del transporte de PGE2 al interior celular,
realizando un pretratamiento de 1 hora verde bromocresol 50 uM y un tratamiento de 24 horas con 16,16
PGE2. Los resultados figura 1.C indican que el verde bromocresol disminuye significativamente los
efectos proliferativos de la PGE2 sobre la proliferacion, ademas el verde bromocresol y el antagonista
GW diminuyen la proliferacion celular respecto al control
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Figura 1. Efecto de la PGE2 (A) de los agonistas EPs y antagonistas de los receptores EPs (B.1 y B.2)
y de la PGE2 intracelular sobre proliferacién en células PC3. Los valores representan la media
+ SEM (n=3). *, P<0,01 respecto al control; +, P<0,01 respecto al tratamiento con PGE2
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Figura 2. Localizaciéon por inmunocitoquimica de los receptores EPs en células PC3. La figura es
representativa de al menos dos experimentos realizados.

Estudio de la localizacion de los receptores EPs en células PC3

Con el objetivo de estudiar y comparar la localizacion de los distintos receptores EPs en la linea celular
PC3, se realizan estudios de inmunocitoquimica utilizando anticuerpos especificos para EP1, EP2, EP3,
EP4. La visualizaciéon de las preparaciones mediante microscopia confocal muestra la fluorescencia
debida a la union de cada anticuerpo a su receptor especifico. El analisis de las imagenes revela para los
receptores EPs una presencia mayoritariamente nuclear aunque también se aprecia localizacion en
membrana plasmatica y citoplasma.

Analisis de citotoxicidad y ciclo celular del v bromocresol y los antagonistas EPs en la linea
celular PC3.

Tras analizar los efectos del verde bromocresol y los antagonistas EPs sobre la proliferacion celular, se
planted si la disminucioén de la proliferacion celular en las células PC3 se debe a un posible efecto
citotoxico de este agente. Para aclararlo, se realizaron ensayos de viabilidad celular mrdiante citometria
de flujo. El analisis de los resultados figura 3.A muestra que la viabilidad de las células no varia con el
tratamiento del verde de bromocresol y los antagonistas EPs, descartando asi que la disminucion de la
proliferacion sobre el nivel basal se deba a un efecto toxico del compuesto. Por ello los efectos
citotoxicos, analizamos si hubiese una posible parada del ciclo celulary realizamos estudiios por
citometria de flujo. El andlisis de los resultados figura 3.B) muestra que los diferentes tratamientos
producen la parada del ciclo celular en G1/GO.
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Figura 3. Efecto del verde de bromocresol y el antagonista GW sobre la viabilidad celular (fila
superior) y del ciclo celular (fila inferior) en células PC3 La figura es representativa de un
experimento realizado.
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Figura 4. Efecto de la PGE2 intracelular sobre la migracion celular en células PC3. Los valores
representan la media £ SEM (n=3). **, P<0,01; *, P<0,05 respecto al control.Inset:Foto representativa
del “cierre de la herida” a 24 horas del tratamiento.

Efecto de la PGE2 sobre la migracién celular en PC3.

Las figura 4 muestran que la PGE2 acelera el proceso de cierre de la herida, lo que significa un aumento
en la migracion celular. Mientras que el verde bromocresol produce una disminucion en la migracion
celular al retrasar el proceso de cierre, ambos efectos se aprecian especialmente a las 24 y 30 horas del
tratamiento.

Efecto de la PGE2 sobre la expresion de HIF-1 a.

Se hacen estudios de inmunodeteccion con anticuerpo frente a HIF-1a sobre lisados celulares de PC3, en
ausencia o presencia de 16,16 PGE2 a distintos tiempos (0-8 horas). Los niveles maximos de HIF-1a se
obtienen a las 6 horas y 8 horas de tratamiento como muestra la figura 5.A. Posteriormente se analiza el
efecto sobre la expresion de HIF-1a con el verde bromocresol. La figura 5.B muestra que el verde
bromocresol disminuye los efectos de la PGE2 sobre la expresion de HIF-1a.

Efecto de la PGE2 sobre el elemento de respuesta a HIF-1 a (HRE).

Al comprobar que la PGE2 es capaz de aumentar la expresion del factor de transcrpicion HIF-1a, se
propuso analizar si ese HIF-la es transcripcionalmente activo. Para ello, medimos la actividad del
elemento respuesta a HIF-1o (HRE) a través de la actividad luciferasa a distintos tiempos de tratamiento
con 16,16 PGE2 (0-6 horas). Como muestra la figura 6.A la PGE2 aumenta la actividad del HRE
significativamente a la hora y se mantiene en los tiempos estudiados. Posteriormente se analiza el efecto
con verde de bromocresol para si este efecto se debe a PGE2 intracelular. La figura 4.B nos indica que el
verde de bromocresol anula el efecto de 1a PGE2 sobre el elemento respuesta a HIF-10.
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Figura 5. Efecto de PGE2 sobre la expresion de HIF-1o en células PC3. Panel izquierdo: tiempo-
respuesta; Panel derecho: efecto del verde de bromocresol. La figura es representativa de varios
experimentos realizados.
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Figura 6. Efecto de PGE2 (A, tiempo-respuesta) y (B, inhibicién con verde de bromocresol) sobre el
elemento respuesta a HIF-1a en células PC3. Los valores representan la media + SEM (n=2). *,
P<0,01 respecto al control; +, P<0,01 respecto al tratado con PGE2.

Discusion.

La elevada incidencia del CP y la falta de tratamiento en estadios andrégeno-independientes, perfila a esta
enfermedad como un buen candidato para la busqueda de nuevas dianas terapetticas. Multitud de
investigaciones apuntan a la implicacién de procesos inflamatorios en la patogénesis del CP. Una posible
diana terapeutica que proponemos en nuestro trabajo es la PGE2 intracelular, capaz de incrementar la
proliferacion en queratinocitos y en miofibroblastos del subepitelio intestinal [7,15]. En la misma linea de
estos estudios, nuestros resultados muestran el efecto proliferativo de PGE2 sobre las células PC3. Los
efectos de PGE2 se producen a través de distintos receptores EPs (EP1, EP2, EP3, EP4), localizados en la
membrana plasmatica y acoplados a proteinas G. Los receptores EPs activan distintas vias de
sefializacion: EP1, a través de PLC, activa PKC e IP3, que moviliza el contenido de calcio intracelular.
EP2 y EP4 activan la adenilato ciclasa, produciendo el AMPc que activa PKA. EP3 inhibe la adenilato
ciclasa. Ademas EP4 activa AKT mediante la activacion de PI3k. Pero estudios recientes muestran
nuevas vias como la transactivacion del factor de crecimiento epitelial (EGFR) [7], cuya sefializacion esta
implicada en mecanismos de desarrollo y progresion tumoral.

Nuestros resultados con agonistas y antagonistas de los receptores EP indican que el efecto proliferativo
de PGE2 sobre las células PC3 se deberia a EP2, EP3 y EP4. La localizacion intracelular de los receptores
EPs, estudiada en distintas lineas celulares como HK-2 [14], células de cancer colorectal [7] y observada
en nuestras células PC3 mediante inmunocitoquimica, nos llevo a plantearnos su papel en la proliferacion
inducida por PGE2. Nuestros resultados indican que el verde de bromocresol, un inhibidor del transporte
de PGE2 al interior celular, revierte su efecto proliferativo. Por tanto, ello sugiere que PGE2 intracelular
(y, presumiblemente la consecuente activacion del juego de receptores EP intracelulares, particularmente
EP4, cuyo antagonismo inhibe la proliferacion) es responsable del efecto sobre el ensayo de MTT. Para
confirmar la interpretacion de los resultados de este ensayo en términos de proliferacion celular, se
realizaron ensayos de viabilidad y de ciclo celular por citometria de flujo. Observamos que la viabilidad
de las células no varia con los tratamientos, pero si el ciclo celular, ya que las células tratadas sufren una
parada en la fase G1/G0. Habria que verificar en estudios posteriores si esta parada inicia ulteriormente la
muerte celular.

Otro fenémeno implicado en el desarrollo de un fenotipo metastasico es la invasion. Por esta razon, se
planted investigar si la PGE2 intracelular puede alterar la capacidad invasiva de las células PC3, mediante
el ensayo de “cierre de herida”. Los resultados muestran que la PGE2 es capaz de acelerar este proceso y
coinciden con estudios realizados previamente en miofibroblastos del subepitelio intestinal que
implicaban a los receptores EP2, EP3, EP4 [15] (nosotros también hemos comprobado que éstos son los
receptores implicados, aunque no mostramos los resultados). Una vez mdas al tratar con verde
bromocresol, se anularon los efectos de la PGE2. Lo que implica a la PGE2 intracelular como responsable
de acelerar el proceso de cierre de herida, que se interpreta como un fenotipo mas metastasico.

HIF-1a esta regulado al alza en muchos canceres humanos, como en el cancer de colorectal donde la
inflamacion tiene un papel crucial en la regulacion de HIF-1a [9]. HIF-1a provoca la induccion, entre
otros, de genes asociados al metabolismo hipoxico, la proliferacion celular, el aumento de la capacidad
invasiva y la metastasis, asi como la angiogénesis (induce a VEGF [10]). Por ello, se decidio estudiar si la
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PGE2 es capaz de aumentar la expresion de HIF-lo transcripcionalmente activo en células en PC3.
Nuestros resultados confirmaron esta hipotesis. Como nuestro grupo ha demostrado en células renales que
PGE2 intracelular aumenta VEGF via HIF-la [14], se decidio ver si es la PGE2 intracelular la
responsable de la regulacion HIF-1a en células PC3. Los resultados indican que el verde bromocresol
revierte los efectos de la PGE2 aumentando la expresion de HIF-la y su actividad transcripcional
(activacion del HRE), confirmando que la PGE2 intracelular regula la expresion del factor inducible por
hipoxia (HIF-1a).

Gracias a estos resultados novedosos que nos muestran que la inhibicién del transporte de PGE, al
interior celular es capaz de revertir efectos implicados en el desarrollo de la maliginidad del CP, se abre
una nueva via de regulacion de la PGE2, “la regulacion de la PGE2 intracelular “, mas selectiva que las
descritas anteriormente consiguiendo preservar las funciones fisiologicas de la PGE2 (presumiblemente
dependientes de su accion sobre los receptores EP presentes en la membrana celular).
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