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Resumen de la tesis que presenta Danna Lyn Arellano Rodríguez como requisito parcial para la 
obtención del grado de Doctor en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientación en Biotecnología 
Marina  
 

Caracterización del efecto de los linfocitos T en la osteoclastogénesis y el desarrollo de la 
metástasis ósea bajo el control del microambiente tumoral en modelos murinos 

 
Resumen aprobado por: 

____________________________ 
   Dr. Pierrick Gerard Jean Fournier  

Director de tesis  
 

La metástasis ósea es una complicación común en pacientes en estados avanzados de cáncer de mama 
y de próstata. Los tratamientos actuales son paliativos, tratamientos como la inmunoterapia basada 
en linfocitos T son muy prometedores para el tratamiento del cáncer, sin embargo, se desconoce si 
podría beneficiar a los pacientes con metástasis ósea. Como modelo singénico, utilizamos las células 
de cáncer de mama 4T1 para causar metástasis ósea en ratones, Balb/C. Los ratones con un sistema 
inmune normal, presentaron un incremento significativo en la metástasis osteolítica al compararlos 
con ratones sin linfocitos T (p<0.05). Se confirmó por histomorfometría que el área del hueso era 
menor, y se incrementó el número de osteoclastos en la interface tumor hueso en ratones con 
linfocitos T. Ensayos ex vivo los linfocitos T aislados de metástasis ósea de células 4T1 incrementaron 
la osteoclastogénesis, lo cual es consistente con la expresión de Rankl y Tnfα mRNA. Sin embargo, este 
efecto pro-osteoclástico esta específicamente relacionado con los linfocitos T no activados, ya que los 
linfocitos T activados inhiben la formación de osteoclastos. Confirmamos que los linfocitos T en la 
metástasis ósea de células 4T1 no están activados, ya que >85% de los linfocitos T no presentan el 
marcador de activación temprano CD69, ni perdieron el marcador CD62L. Tratamientos ex vivo con 
ConA o anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 indujeron la activación de los linfocitos T de bazo, pero no 
lograron activar a los linfocitos T provenientes de la metástasis ósea. Esto sugiere que la 
inmunosupresión es inducida por el microambiente, lo cual podría deberse al incremento en la 
cantidad de células de origen mieloide supresoras (MDSCs), en la metástasis ósea de células 4T1. Se 
confirmó que las MDSC producen ROS y NO, productos que suprimen la actividad de los linfocitos T. 
Tratamiento con Sildenafil, un inhibidor de la PDE5, ha sido reportado como un inhibidor de las MDSCs. 
Sin embargo, el tratamiento con Sildenafil no tuvo efecto en la metástasis ósea de células 4T1, ni 
mejoro el efecto del ácido zoledrónico. Por lo que buscamos otros blancos terapéuticos, como los 
puntos de control inmunológicos. Encontramos que solo el 27% de los linfocitos T en la metástasis ósea 
son CTLA-4+, >70% de los linfocitos T son PD-1+, y el 80% de las MDSCs monocíticas fueron PD-L1+, lo 
cual puede inhibir la activación de los linfocitos T en el hueso. En conclusión, encontramos que los 
linfocitos T inactivados en el microambiente de la metástasis ósea incrementan la formación de 
osteoclastos y las lesiones osteolíticas, mientras que los linfocitos T activados inhiben la 
osteoclastogénesis. A pesar de que utilizar el Sildenafil contra las MDSCs no tuvo efecto, el tratamiento 
con inhibidores de los puntos de control inmunológicos (anticuerpos contra PD-1 y PD-L1) podría 
utilizarse en pacientes con metástasis ósea. Nuestros resultados también sugieren que uso de la 
inmunoterapia en la metástasis ósea podría ser benéfico ya que la activación de los linfocitos T no solo 
incrementaría su potencial anticancerígeno, si no también obtendrían propiedades antiosteoclásticas, 
lo que reduciría la metástasis osteolítica. 
 
 
 
Palabras clave: Cáncer de mama, Linfocitos T, Inmunoterapia, Inmuno-oncología  
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Abstract of the thesis presented by Danna Lyn Arellano Rodríguez as a partial requirement to obtain 
the Doctor of science degree in Life Science with orientation in Marine Biotechnology. 
 

Characterization of the effect of T cells during osteoclastogenesis and the development of bone 
metastasis under the control of the tumor microenvironment in mice 

 
Abstract approved by: 

______________________________ 
Pierrick Gerard Jean Fournier, Ph.D. 

Thesis Director 
 

Bone metastases are a complication in advanced breast and prostate cancer patients. Bone metastases 
cannot be cured, with current treatments and treatments such as T cell-based immunotherapy is very 
promising for the treatment of cancer although remains unclear whether immunotherapy could 
benefit patients. Despite that, it is unclear what would be the effect of the bone microenvironment on 
T cells. Thus, we aim to characterize the effect of T cells in breast cancer bone metastases. As a 
syngeneic model, we used 4T1 breast cancer cells to cause bone metastases in mice. In normal Balb/C 
mice, osteolytic metastasis was increased when compared to T-cell depleted mice (x1.6, p<0.05). 
Histomorphometry confirmed that the number of osteoclasts was increased at the tumor/bone 
interface in mice with T cells. Ex vivo, T cells isolated from 4T1 bone metastases increased 
osteoclastogenesis, consistent with the expression of Rankl and Tnfa mRNA. However, this pro-
osteoclastic effect was specific of the non-activated T cells, as activated T cells inhibited the formation 
of osteoclasts ex vivo. Using flow cytometry, we confirmed that T cells in bone metastases are not 
activated, as >85% of T cells lacked the activation marker CD69. Thus, immunotherapy activating T cells 
could benefit patients with bone metastases. While ConA or anti-CD3/CD28 antibodies activated T cells 
from the spleen ex vivo, they failed to activate T cells from bone metastases. This suggests 
microenvironment-induced immunosuppression that could be due to an increase of myeloid-derived 
suppressor cells (MDSC), monocytic (CD11b+Ly6C+Ly6Glow), and polymorphonuclear 
(CD11b+Ly6G+Ly6Clow), in 4T1 bone metastases. CellROX and DAF2-DA assays confirmed that these 
MDSCs produced ROS and NO that suppress T cells. The PDE5 inhibitor, Sildenafil, was reported to 
inhibit MDSCs. However, treatment with Sildenafil did not decrease 4T1 bone metastases nor 
improved the effect of zoledronate. Thus, we looked for other therapeutic targets, such as immune 
checkpoints. Although only 27% of T cells in 4T1 bone metastases were CTLA-4+, >70% of T cells were 
PD-1+, and 80% of monocytic-MDSCs were PD-L1+, which could trigger T cell suppression in bone. In 
conclusion, we found that T cells inactivated in the bone metastasis microenvironment increase 
osteoclast formation and bone metastases, while activated T cells inhibit osteoclastogenesis. Although 
targeting MDSCs with Sildenafil was not efficient, treatment with immune checkpoint inhibitors 
(antibodies against PD-1 or PD-L1) could be used for patients with bone metastases. Our results also 
provide a rationale for using immunotherapy since T-cell activation would increase their anti-cancer 
and their anti-osteoclastic properties. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Breast cancer, T cells, Inmunotherapy, Oncoinmunology   
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Capítulo 1.  Introducción 

1.1  Cáncer  

La descripción de cáncer más antigua de la historia médica se encuentra en los papiros de Edwin Smithen 

los cuales se estima fueron hechos en el 1600 AC (Papavramidou et al., 2010). Aunque el término “cáncer” 

se les atribuye a los médicos Hipocráticos, los cuales usaron los términos karkinos y karkinoma para 

describir tumores; karkinos se utilizó para describir a las formaciones ulcerosas que no sanaban, mientras 

que karkinoma se reservaba para tumores que no sanaban (Papavramidou et al., 2010). La Organización 

Mundial de la Salud describe al cáncer como un término genérico que agrupa un gran número de 

enfermedades, que pueden afectar cualquier parte del cuerpo y tienen en común la rápida creación de 

células anormales con crecimiento incontrolado más allá de sus límites, invadiendo los tejidos adyacentes 

o distribuyéndose a órganos distantes (Who Cancer, 2022). 

Los tumores se forman a partir del crecimiento anormal de las células, los cuales se pueden clasificar como 

tumores benignos y tumores malignos (Figura 1). Los tumores benignos se caracterizan por permanecer 

en el tejido donde se originaron, no invaden otros órganos o partes del cuerpo y tienden a crecer 

lentamente y tener bordes definidos (Patel, 2020). No suelen ser problemáticos, a menos que crezcan 

demasiado y comiencen a obstruir estructuras cercanas o causan dolor. Una vez que se remueven 

quirúrgicamente es muy poco probable que recurra. Pero algunos pueden convertirse en malignos con el 

tiempo (Patel, 2020). Mientras que los tumores malignos están formados por células que crecen 

incontrolablemente y que se diseminan a otros sitios. Los tumores malignos son cancerosos, y se dispersan 

a otros tejidos por el sistema circulatorio o por el sistema linfático (Patel, 2020). En la parte posterior 

observamos biopsias de tumores fibrosos solitarios de origen mesenquimal, el tumor benigno presenta 

células con núcleos definidos (Figura 1 C), mientras que el tumor maligno están formados por células con 

pleomorfismo nuclear, es decir núcleos en diferentes estados mitóticos, de diferentes tamaños y número 

entre las células y sin contorno definido (Figura 1 D) (DeVito et al., 2015)  

El cáncer es un problema de salud mundial, en el año 2020 se reportaron 19.29 millones de nuevos casos, 

y 10 millones de muertes asociadas al cáncer (Sung et al., 2021).Los tipos de cáncer con una mayor 

incidencia para ambos sexos, son el cáncer de mama (11.7%), seguido por el cáncer de pulmón (11.4%), 

colorrectal (10%), de próstata (7.3%), de estómago (5.6%), hepático, cervicouterino, y de esófago (Sung et 
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al., 2021) 

Figura 2).  

 

Figura 1 Clasificación de tumores benignos y malignos. A. Representación de un tumor benigno en crecimiento. B. 
Representación de un tumor maligno en crecimiento. Biopsias de tumores de tumores fibrosos solitaries, cortes 
histológicos con tinción de hematoxilina y eosina, objetivo 400X. C. Tumor benigno tiene células con núcleos 
vesiculares sin citología atípica, vasos sanguíneos delgados, el tejido no presenta un patrón. D. Tumor maligno 
presenta una arquitectura similar, pero las células presentan una marcada citología típica, incluyendo pleomorfismo 
nuclear y patrones atípicos de tumor mitótico. Modificado de Structure of Long Bone - Nursing Lecture (2022) y 
DeVito et al. (2015). 
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Se estima que para el año 2040 se diagnosticaran 28.4 millones de casos de cáncer en el mundo, siendo 

mayor el incremento en países en desarrollo económico, por lo que es fundamental que se realice un 

esfuerzo mundial, en investigación, en prevención del cáncer y en la distribución de tratamientos a los 

pacientes (Ansari y Jha, 2022). El cáncer es una de las enfermedades crónicas relacionadas con la edad. 

Las causas del cáncer son muchas, por ejemplo, Ansari y Jha (2022) separaron los factores de riesgos de 

cáncer en dos tipos: los factores de comportamiento y ambientales, compararon si tenían un efecto en la 

letalidad en pacientes con cáncer entre zonas con diferencias económicas países en desarrollo o países 

desarrollados. Reportaron que mientras que fumar, consumir bebidas alcohólicas y el escaso consumo de 

frutas y verduras son los factores que incrementan el riesgo de mortalidad por cáncer a nivel mundial y en 

países con en desarrollo (Ansari y Jha, 2022). Mientras que para los países desarrollados los factores de 

mayor riesgo de causa de cáncer son: el consumo de bebidas alcohólicas, fumar, y la obesidad (Ansari y 

Jha, 2022). Por último, la transmisión sexual del virus del papiloma humano es uno de los principales 

factores de riesgo para desarrollar cáncer cervical en mujeres de países en desarrollo (Ansari y Jha, 2022).  

Figura 2 Números de casos incidentes estimados en el mundo, en ambos sexos y todas las edades (excluyendo a 
cáncer de piel que no es melanoma). Modificado de Sung et al. (2021).  

 

Estos articulo nos presenta una hipótesis donde el estatus económico del país tiene un impacto en la salud 

y calidad de vida, reportando los países en desarrollo tienen mayor letalidad por carencias como escaso 

consumo de frutas y verduras, sin embargo, este estudio se realizó con base de datos comparando países 



4 

europeos con países de Asia central. Por ejemplo, si comparamos la letalidad reportada para el año 2020 

presentada en laFigura 3 Número de muertes asociadas a todos los tipos de cáncer reportadas en el 2020. 

Considerando ambos sexos y todas las edades. Modificado de Sung et al. (2021) Figura 3, Asia cuenta con 

el 58.3% de las muertes por cáncer en el mundo, mientras que Latinoamérica y el Caribe incluye a países 

que se consideran en desarrollo económico tiene una letalidad por cáncer del 7.2% prácticamente la 

misma que se reporta para África (7.1%) y Norte América (7%) (Sung et al., 2021). Por lo que no es posible 

generalizar que el estatus económico del país influya en la letalidad por cáncer, aunque en acuerdo con 

los autores los países desarrollados económicamente cuentan con un mayor acceso a las tecnologías para 

el diagnóstico temprano del cáncer. 

Tal vez, la comparación entre la situación económica del país y el cáncer no tiene resultados 

representativos globalmente, pero sabemos que los factores conductuales y/o ambientales son causantes 

de la mayoría de los casos de cáncer. Factores ambientales y conductuales como: la exposición a los rayos 

UV está relacionado con una mayor propensión al cáncer de piel (Nakazawa et al., 1994).  

 

Figura 3 Número de muertes asociadas a todos los tipos de cáncer reportadas en el 2020. Considerando ambos sexos 
y todas las edades. Modificado de Sung et al. (2021).  

 

Un factor ambiental: es la contaminación en al aire, la cual se determina por la cantidad de materia 

particulada 2.5 (PM2.5). La Unión Europea considera 25 µg/m3 como concentración límite máximo, 

mientras que la OMS sugiere que el límite máximo sea 10 µg/m3. Existen reportes de la exposición por un 

tiempo prolongado en ambientes con PM2.5 >5 µg/m3 está asociado con un incremento en el riesgo de 
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cáncer de pulmón (Hvidtfeldt et al., 2021). Es decir que la contaminación en el aire por PM2.5 es un factor 

que incrementa la probabilidad de cáncer de pulmón, aunque sea en concentraciones inferiores al límite 

permitido legalmente (5 vs 25 µg/m3). 

Fumar además de ser el principal factor de riesgo para cáncer de pulmón, es un factor de riesgo de cáncer 

en general. Como lo reportado en un análisis retrospectivo pares de gemelos donde solo un gemelo nunca 

fumó y se comparó con su gemelo fumador, nos enfocaremos solo en la comparación entre gemelos 

monocigóticos es decir que los que tienen el mismo material genético. Éstos se separaron en grupos con 

respecto a su estatus de fumadores (1. Nunca fumaron, 2. Fumaron alguna vez o 3. Seguían fumando al 

momento del estudio) y se terminó el estudio al momento de que un gemelo fue diagnosticado con cáncer 

(durante un periodo de 27 años) (Korhonen et al., 2022). Los resultados demostraron que los gemelos 

monocigóticos que fumaban (grupos 2 y 3) presentaron un incremento en el riesgo de presentar diferentes 

tipos de cáncer: esófago, riñón, laringe, hígado, cavidad oral, páncreas, faringe o vejiga, en comparación 

con sus gemelos que nunca fumaron (1). Estos resultados nos indican que fumar, incrementa la 

predisposición de múltiples tipos de cáncer no solo cáncer de pulmón, y que es un factor determinante 

independiente de la predisposición genética (Korhonen et al., 2022). 

Estos resultados se obtuvieron al realizar un análisis retrospectivo comparando solo entre gemelos, es 

muy evidente que fumar incrementa la predisposición a varios tipos de cáncer. La siguiente incógnita es si 

dentro de una población de fumadores que incluye diferentes grupos étnicos, existe una variabilidad en la 

predisposición al cáncer. En un estudio retrospectivo de EUA, se encontró que los pacientes 

afroamericanos presentan una mayor incidencia de cáncer de pulmón pero tienen un menor valor de 

índice de elegibilidad (IE) para pruebas de detección con tomografía computarizada (CT) con baja dosis , 

al compararse con hombres caucásicos los cuales presentan una menor incidencia de cáncer de pulmón y 

un mayor valor de IE para CT de baja dosis (Pinsky et al., 2021). Pinsky et al (2021) menciona que podría 

haber una diferencia en la incidencia de cáncer de pulmón entre diferentes grupos étnicos aunque tengan 

el mismo tiempo fumando. Para tratar de entender estas variaciones el estudio del metabolismo de la 

nicotina es fundamental, la nicotina es altamente adictiva, no tiene efecto carcinogénico, pero al 

incrementar la cantidad que se fuma, se incrementa el contacto con agentes carcinogénicos presentes en 

el tabaco. La ruta dominante en humanos para el metabolismo de la nicotina, es la formación de cotinina, 

la cual ocurre en dos etapas. La primera es la oxidación de 2A6-Catalizado5’ a un ion de iminio por el 

citocromo P450 (P450, CYP), y la segunda es la oxidación del ion de iminio a cotinina (Murphy, 2021). La 

vida media de la nicotina es mayor en individuos con baja actividad del P450 2A6, esta reportado que el 

metabolismo de la nicotina y el genotipo de CYP2A6 tienen efectos en el riesgo de cáncer de pulmón, en 
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particular en grupos étnicos, en particular individuos con ancestros de Japón, África o Europa (Murphy, 

2021). Éste es un ejemplo donde la combinación de factores intrínsecos (el metabolismo de la nicotina, 

P450, CYP2A6) y extrínsecos (la acción de fumar) genera una mayor predisposición de presentar cáncer. 

Estos análisis apoyan el análisis del metabolismo de la nicotina, sea utilizado para ayudar a identificar que 

fumadores están en un mayor riesgo de cáncer de pulmón.  

Fumar cigarrillos induce estrés oxidativo en bronquitis y enfisema, la inflamación está presente en estas 

enfermedades pulmonares obstructivas crónicas (Boukhenouna et al., 2018). Fumar genera un ciclo 

vicioso entre la inflamación al incrementar ROS, y al haber más ROS induce la inflamación, es uno de los 

mecanismos por los cuales fumar incrementa el riesgo de cáncer de pulmón (Caliri et al., 2021).  

La inflamación crónica está ligada al desarrollo de múltiples enfermedades crónicas relacionadas con la 

edad, por ejemplo, diabetes, enfermedades cardiovasculares, enfermedades autoinmunes (Khansari et al., 

2009). Los procesos inflamatorios inducen estrés oxidativo lo que reduce la capacidad antioxidante de las 

células, generando una sobreproducción de radicales libres. Los radicales libres pueden inducir 

mutaciones y daños en el DNA lo que genera predisposición al cáncer (Khansari et al., 2009). 

Debido a los riesgos que las mutaciones en el DNA generan, el sistema de reparación mismatch del DNA 

es una ruta biológica altamente conservada y tiene un rol importante en mantener la estabilidad del 

genoma. El sistema de reparación mismatch del DNA tiene una especificad principalmente por errores de 

apareamiento (mismatch) de base a base y de inserciones o eliminaciones que generan un mal 

apareamiento durante la replicación y recombinación del DNA (G.-M. Li, 2008). Este sistema se compone 

por múltiples proteínas que participan en varias rutas metabólicas del DNA, como MSH2, MLH1, MSH6 y 

PMS2, defectos en este sistema se relaciona con una amplia inestabilidad genética, con predisposición a 

algunos tipos de cáncer: cáncer colorrectal no poliposo hereditario o endometrial conocido como 

Síndrome de Lynch (G.-M. Li, 2008; Peltomäki, 2005). A diferencia de la mayoría de las enfermedades 

genéticas el cáncer hereditario solo representa entre el 5% y 10% de los casos (Hart et al., 2020). 

BRCA1 y BRCA2, permiten la reparación de errores en el DNA o la eliminación de las células dañadas. 

Existen variantes patogénicas de estos genes y son asociadas con el cáncer de mama y de ovario 

hereditario (HBOC, por sus siglas en inglés). Puede utilizarse como un factor de riesgo, pero no es un 

proceso sencillo, se requiere un estudio familiar, solo se puede confirmar por secuenciación del DNA 

comparando las variables patogénicas de BRCA1 de BRCA2, cuando se tienen muestras de un familiar 

(hasta por 3 generaciones) que presenta alguna de las siguientes situaciones (Petrucelli et al., 1998): 
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• Cáncer de mama masculino 

• Cáncer de mama antes de los 50 años 

• Cáncer de mama triple negativo, 

• Presentar combinación de cáncer de páncreas y/o próstata  

• Presentar combinación de cáncer de páncreas y cáncer de mama y/o con cáncer de ovario 

• Tener tres o más familiares directos diagnosticados con cáncer de mama 

En caso de que este familiar no esté disponible se puede usar a un familiar libre de cáncer, para comparar 

la presencia de las variantes heterocigóticas patogénicas, pero con mayor riesgo de error en la detección 

(Petrucelli et al., 1998). 

El gen TP53 es el guardián del genoma, ya que previene que emerjan células con mutaciones 

potencialmente tumorales (Lane, 1992). Análisis de secuenciación genética de tumores humanos 

encontraron que la mutación de TP53 se asocia con inestabilidad genética, como cromotripsis (Rausch et 

al., 2012) y duplicaciones de todo el genoma (poliploidías) (Bielski et al., 2018; Fujiwara et al., 2005). Los 

tumores con mutaciones de TP53 generalmente presentan una mayor heterogeneidad tumoral (Raynaud 

et al., 2018; Shah et al., 2012). Alteraciones en la ruta del p53 fue encontrada en el 67% de muestras de 

adenocarcinoma de pulmón (n=230) (Collisson et al., 2014). El gen TP53 fue uno de los 10 genes con mayor 

cantidad de mutaciones encontrado en un análisis de secuenciación de muestras de tumores mamarios al 

compararlos con tejido sano (n=560) (Nik-Zainal et al., 2016). Mutaciones de TP53 son una característica 

prominente en el adenocarcinoma ductal pancreático (PDAC, por sus siglas en ingles). Los pacientes con 

tumores mutantes TP53 son los que presentan un mal pronóstico y tienen mala respuesta al tratamiento 

(Kastenhuber y Lowe, 2017). Baslan et al. (Baslan et al., 2022) usaron un modelo de PDAC en ratón, donde 

las células presentan una inactivación esporádica de p53, reportaron que tanto la pérdida de función de 

supresor tumoral como la inestabilidad genética contribuyen a la agresividad del cáncer. Mutaciones en 

los genes TP53 y KRAS son comunes en múltiples tipos de cáncer (Stratton et al., 2009). 
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1.1.1 Características distintivas del cáncer  

Si bien el cáncer puede originarse a partir de diversos factores endógenos o ambientales. Todas las células 

cancerosas comparten importantes capacidades biológicas, que se presentan en condiciones normales 

pero que las células cancerosas utilizan a su favor. Por ejemplo: la autonomía en las señales de crecimiento, 

dejan de responder a las señales de inhibición de crecimiento, evaden la destrucción por el sistema 

inmune, reprograman el metabolismo energético, evaden la muerte celular, tienen un potencial ilimitado 

para replicarse, presentan inestabilidad genética, inducen la angiogénesis, inducen la inflamación tumoral 

y por último la invasión y metástasis (Hanahan y Weinberg, 2000). Los mismos autores reconocieron en 

2011 que hay factores que no se tomaron en consideración pero que tienen una mayor complejidad, y 

esto es la capacidad que tienen las células cancerosas para atraer a células “normales” y entrenarlas para 

que fomenten el crecimiento tumoral, a estas interacciones se le denomina el microambiente tumoral y 

el microbioma (Hanahan y Weinberg, 2011). En el año 2021 se agregaron cuatro nuevas características: el 

desbloqueo de la plasticidad fenotípica, la presencia de células senescentes, la reprogramación genética 

no mutacional y microbiomas polimórficos (Figura 4) (Hanahan, 2022). 

 

Figura 4 Características distintivas del cáncer. Figura modificada de (Hanahan, 2022). 
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1.1.2 Metástasis  

Las células cancerosas que son invasivas y que tienen movilidad pueden entrar a la circulación desde 

mucho antes de que el tumor sea diagnosticado. La mayoría de estas células morirán, pero una pequeña 

cantidad de estas, se estima que solo 1 de cada 10,000 células cancerosas en circulación, logra invadir otro 

tejido (Massagué y Obenauf, 2016). Aunque las células aún deben de atravesar varias barreras antes de 

que logren tener efectos clínicamente relevantes en los órganos que invaden. 

Antes de que las células metastaticen otros tejidos, las células neoplásicas pasan por una transición 

epitelio-mesénquima (EMT, por sus siglas en inglés), cambian morfológicamente a un estado cuasi 

mesenquimales que les atribuye motilidad, las células mesenquimales pueden revertirse a su estado 

epitelial en un proceso conocido como mesénquima-epitelio (MET, por sus siglas en inglés). La EMT y MET 

se presentan en procesos normales, en la embriogénesis (en la gastrulación), durante el desarrollo 

morfogénico de los tejidos, en la recuperación de heridas en adultos(Nieto, 2009) y durante la progresión 

del cáncer, las células cancerosas raramente llegan a presentar un estado completamente mesenquimal 

(Dongre y Weinberg, 2019). 

La morfología de células epiteliales se caracteriza por tener polaridad, tienen zona apical y basal, crecen 

formando una monocapa, son firmes lo que la hace la primera barrera de protección contra el ambiente. 

La polaridad (apical y basal) se mantiene por uniones laterales célula-célula (las proteínas de unión 

estrecha, molécula de adhesión epitelial (EpCAM), desmosomas) (Shibue y Weinberg, 2017). En la zona 

basal, están unidas a la membrana basal por hemidesmosomas e integrina α6β4, además, expresan 

citoqueratinas que estabilizan a los desmosomas y le brindan resiliencia al estrés mecánico (Shibue y 

Weinberg, 2017). La expresión de factores de transcripción relacionados con la EMT (EMT-TFs, por sus 

siglas en inglés) como ZEB, SNAIL, SLUG, y/o TWIST1, reprime la expresión de los genes epiteliales 

mencionados previamente, y fomentan la expresión de genes asociados con el estado mesenquimal 

(Nieto, 2009). Por ejemplo: cadherina neural (N-cadherina), vimentina, fibronectina, integrinas α1β1, 

α2β1, α3β1, αVβ3 y matriz metaloproteasas (MMPs) (Dongre y Weinberg, 2019). 
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Figura 5 Transición epitelio mesénquima. Las células epiteliales presentan una polaridad caracterizada por una zona 
apical y una zona basal y se mantienen unidas en la misma dirección por proteínas de unión estrechas, las proteínas 
de uniones adherentes y los desmosomas y el perfil de expresión ayuda a mantener la polaridad de la célula. Durante 
la transición a células mesenquimales se da un cabio de perfil de expresión de genes asociados con el estado 
mesenquimal. Las células mesenquimales también presentan una polaridad de atrás o enfrente, lo cual es definido 
por la organización del citoesqueleto. La transición epitelial mesenquimal es reversible. Modificado de Dongre y 
Weinberg (2018).  

 

Estos cambios en la expresión genética resultan en cambios en la morfología celular que involucran el 

desensamble de las uniones epiteliales célula-célula y la disolución de la polaridad celular apical-basal por 

la represión de Crumbs (proteína transmembranal), proteína asociada PALS1 de unión estrecha (PATJ, por 

sus siglas en inglés) y la larva gigante letal (LGL, por sus siglas en inglés) proteína del citoesqueleto, las 

cuales son proteínas que regulan específicamente la unión estrecha que permite la formación de la 

polaridad apical-basal (Aigner et al., 2007). Siguiendo un proceso progresivo la pérdida de las 

características epiteliales es acompañado por la adquisición de características mesenquimales con la 

retención de ciertas características epiteliales; aunque en algunas circunstancias, las células adquieren un 

set completo de características mesenquimales (Aigner et al., 2007). Las cuales incluyen: polaridad 

enfrente-atrás, una extensa organización del citoesqueleto, expresan los EMT-TFs que promueven y 

mantienen el estado mesenquimal. Durante la EMT, las células adquieren motilidad incrementando la 

capacidad invasora (Figura 5). 

Múltiples factores determinan la probabilidad de estas células cancerosas completen todos los pasos para 

una metástasis observable, por ejemplo: el origen de las células tumorales, la plasticidad del cáncer, el 
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tejido estromal del paciente, y en repuesta a la terapia pueden emerger cualidades 

metastáticas(Massagué y Obenauf, 2016). La colonización de otros órganos es un proceso complejo, que 

se puede describir en diferentes etapas: 

• La fase de pre-colonización de la metástasis involucra una serie de eventos que las células 

cancerosas pasan a lo largo de minutos a horas, incluyen: Invasión local de las células cancerosas 

alrededor del tumor primario, intravasación en la vasculatura del tumor, células tumorales en 

circulación (CTCs) individuales o agrupadas, cubiertos con plaquetas, arresto en capilares en un 

sitio distante la extravasación en el parénquima de los órganos blancos de la colonización 

metastásica (Figura 6, 1-4) (Massagué y Obenauf, 2016). 

• Después de la extravasación, la colonización metastásica compromete la resistencia a la 

inmunidad y otras defensas de los tejidos del hospedero, asentándose en nichos que soportan la 

supervivencia y la retención de la capacidad de la iniciación de células tumorales como células 

madre, las células individuales entran en latencia, o como micrometástasis indolente (Figura 6, 5-

9) (Massagué y Obenauf, 2016).  

• Durante la fase de latencia, la cual podría durar desde meses hasta décadas, para que las células 

cancerosas diseminadas deben de lograr tener supervivencia a largo plazo y pueden adquirir 

características metastáticas para eventualmente tomar el control del órgano que están 

invadiendo. Las células cancerosas pueden romper la latencia, y reiniciar el crecimiento 

descontrolado, y tomando el control del microambiente del tejido (Figura 6, 10-14) (Massagué y 

Obenauf, 2016).  

Una vez que la metástasis se manifiesta clínicamente, los tratamientos terapéuticos pueden ser que hayan 

eliminado el tumor parcialmente. Sin embargo, bajo el estrés inducido por la terapía, las células cancerosas 

y las células del estroma no neoplásicas movilizan las señales de supervivencia lo que nutre a las células 

residuales hasta que la clonas de células resistentes al tratamiento emergen y promueven el crecimiento 

de un tumor fármaco-resistente (Massagué y Obenauf, 2016).  
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Figura 6 Cadena metastática. La metástasis consiste en una serie de pasos y restrictivos cuellos de botella. Modificado 
de Massagué y Obenauf (2016). 

 

Diferentes tipos de microambientes en los tejidos del hospedero seleccionan a diferentes características 

metastásicas, lo que llevar a que las células cancerosas presenten afinidad por ciertos órganos. Las células 

metastásicas no solo deben ser capaces de invadir tejidos, tienen que ser capaces de adaptarse al 

microambiente del nuevo tejido y esa etapa tampoco es sencilla.  

En 1970, Fidler demostró la complejidad e ineficiencia del proceso metastático, con un experimento 

murino donde inóculo de manera intravenosa células de melanoma B16 marcadas con 5-yodo-

2´deoxyuridina (IUR por su siglo en inglés), lo que permitía detectarlas por radio actividad en diferentes 

tejidos. Observando la dispersión temprana reportó que 1 min después de la inoculación el 68% de las 

células cancerosas B16-IUDR se encontraban en el pulmón. Catorce días posteriores a la inoculación ya 

solo se detectó el 0.2% de las células B16-IUDR. Con este experimento se confirma que no es suficiente 

con que las células logren llegar a otros tejidos usando el sistema sanguíneo, se requieren la compatibilidad 

de las células con el microambiente del órgano para lograr la colonización (Fidler, 1970).  

La teoría de la “semilla y el suelo”, hace referencia a la compatibilidad entre las células cancerosas con el 

órgano que colonizan, de la misma manera que no cualquier semilla puede crecer en todo tipo de suelo, 

no todas las células cancerosas pueden crecer en cualquier órgano (Paget, 1889). La metástasis no es un 
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proceso aleatorio, cada tipo de tumor presenta diferente afinidad a ciertos órganos, generando un patrón 

distinto de afectación metastática (Figura 7). Por ejemplo: más del 85% de los pacientes con cáncer de 

próstata en estado avanzado (III, IV) presentan metástasis ósea (Lu y Kang, 2007). Mientras que en 

pacientes con cáncer colorrectal en estado avanzado la metástasis de hígado es predominante (>70%) 

(Figura 7) (Lu and Kang, 2007).  

 

Figura 7 Patrones de distribución de metástasis de cáncer de mama, colorrectal, próstata y riñón. Porcentaje de 
órganos involucrados en los cuatro sitios más comunes de metástasis (pulmón, hígado, hueso y cerebro) entre 
pacientes con cáncer en estado avanzado al momento inicial de las evaluaciones clínicas. Los resultados presentados 
en esta figura fueron obtenidos de Hess et al. (2006) y de Lu and Kang (2007). 

1.1.3 Cáncer de mama  

El cáncer de mama es el principal cáncer diagnosticado en mujeres, en el año 2020 se reportaron 2.26 

millones de nuevos casos (24.5%) en el mundo, es la principal causa de muerte relacionada con cáncer 

(15.5%), y cuenta con una alta prevalencia (30.3%) a 5 años (Sung et al., 2021).  

Los factores de riesgo incluyen:  

• Factor familiar a pesar de que solo el 15% de los pacientes con cáncer de mama tienen historial 

familiar, tener un familiar directo con cáncer de mama duplica el riesgo de cáncer de mama 

(Kamińska et al., 2015). 
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• Diferencias en grupos étnicos, las mujeres caucásicas presentan mayor riesgo de cáncer de mama, 

al compararlo con mujeres afroamericanas, latinas y asiáticas. Pero mujeres afroamericanas 

presentan una mayor mortalidad (Estados Unidos) (DeSantis et al., 2016).  

• Tener una alta densidad mamaria, por diferentes condiciones: embarazo, fibrosis, lesiones 

incrementa el riesgo (Jiping Wang et al., 2004). 

• Exposición al dietilestibestrol (DES), un fármaco análogo del estradiol, utilizado entre 1940-1970 

en mujeres embarazas para reducir riesgo de aborto espontaneo, mujeres que utilizaron DES o 

mujeres en la situación donde su progenitora utilizó el fármaco durante el embarazo presentan 

mayor riesgo de cáncer de mama (Kamińska et al., 2015). 

• Métodos anticonceptivos hormonales inducen un ligero aumento al riesgo, pero este se puede 

prevenir al detener el tratamiento (Singletary, 2003).  

• Tratamientos hormonales postmenopausia están relacionados con un mayor riesgo de cáncer de 

mama (Kamińska et al., 2015; Singletary, 2003). 

• El consumo de alcohol en mujeres, es directamente proporcional a un mayor riesgo de cáncer de 

mama (Kamińska et al., 2015; Sun et al., 2017) 

• Obesidad y sobre peso, incrementa el riesgo de cáncer de mama pero se desconoce el mecanismo 

(Patterson et al., 2010). 

• Mujeres con una escasa actividad física, principalmente en mujeres post-menopáusicas (Patterson 

et al., 2010). 

• Mujeres que no tuvieron hijos, o que su primer hijo fue después de los 30 años, o cuando no 

amamantaron, las mujeres que tuvieron múltiples embarazos tienen un menor riesgo (Sun et al., 

2017) 

• Mujeres que presentaron una menstruación temprana (antes de los 12 años de edad) o si 

presentaron una menopausia tardía (después de los 55 años de edad) (Kamińska et al., 2015; 

Singletary, 2003). 
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Este tipo de cáncer se caracteriza por desarrollarse en las estructuras epiteliales que forman la mama, 

como los lóbulos glandulares y los ductos (Figura 8) (Elenbaas et al., 2001). 

 

Figura 8 Origen anatómico e histológico del cáncer de mama, se originan principalmente de los ductos y lóbulos 
glandures, pero también pueden formarse en el tejido muscular. Modificado de (Feng et al., 2018) 

 

El cáncer de mama incluye a un grupo diverso de enfermedades heterogéneas que, se puede clasificar en 

varios subtipos, basados en la expresión genética (Allison, 2012) éstos subtipos tienen diferente 

comportamiento, responden diferente a los tratamientos y difieren en su pronóstico. La generación de 

perfiles de expresión genética, al analizar genes relacionados con Receptor de Estrógeno (ER, por sus siglas 

en inglés), factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2, por sus siglas en inglés), receptor de 

progesterona (PR, por sus siglas en inglés), y marcadores de proliferación (Ki67), permite que el cáncer de 

mama se pueda categorizar en 5 grupos (Tabla 1) (Allison, 2012). 

El cáncer de mama se clasifica clínicamente en cuatro niveles, esto es fundamental ya que determinara 

que tipo de tratamiento puede recibir el paciente, los estadios clínicos son idénticos en todos los subtipos 

de cáncer de mama según El Comité Conjunto Estadounidense sobre el Cáncer (AJCC, por sus siglas en 

inglés) y la Unión Internacional para el control del cáncer (UICC, por sus siglas en inglés), utilizando tres 

parámetros: el Tumor, los Nódulos linfáticos y la Metástasis (TNM) el sistema de estadios: Etapas 0, Etapa 

I, Etapa II, Etapa III y Etapa IV, lo que se detalla en la siguiente Tabla 2. 
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Tabla 1 Subtipos de cáncer de mama por marcadores moleculares. Modificado de (Feng et al., 2018) 

 

 

Subtipos Marcadores moleculares Caracteristicas Opciones de tratamiento 

ER+, PR±, HER2- ~70%, más común Terapia hormonal

Bajo Ki67 El mejor pronostico Terapia dirigida

ER+, PR±, HER2± 10-20% Terapia hormonal

Alto Ki67
Menor supervivencia que 

luminal A
Terapia dirigida

HER2 ER-, PR-, HER2+ 5-15% Terapia dirigida

15-20%

Más comun en mujeres 

afroamericanas

Diagnostico a temprana 

edad, peor diagnostico

Raro Terapia hormonal 

Expresión de grupos de 

genes de baja 

proliferación

Terapia dirigida

Tipo 

normal

Limitada terapia dirigida

Luminal A

Luminal B

Triple 

negativo
ER-, PR-, HER2-

ER+, PR±, HER2-,  Bajo 

Ki67
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Tabla 2 Grupos de estados anatómicos del cáncer de mama. Modificado de (Feng et al., 2018)  

 

 

Cuando se detecta en etapas tempranas (etapas I y II) los tratamientos tiene buenos resultados en la 

mayoría de los casos, por lo que la detección temprana es una de las principales estrategias para luchar 

contra el cáncer de mama, con técnicas como la autoexploración, y después de los 40 años con una 

mamografía anual (Trayes y Cokenakes, 2021).  

En contraste, los estados avanzados (etapa III y IV) los tratamientos no tienen muy buena eficacia, son 

limitados y paliativos logran erradicar los síntomas pero no se incrementa la supervivencia de los pacientes 

(Trayes y Cokenakes, 2021). La mayoría de las muertes por cáncer de mama está asociada a la metástasis 

a órganos distantes, como pulmón, hígado, cerebro y hueso (Figura 9) (Hess et al., 2006). 

Definición

Etapa 0 Carcínoma ductal in situ

IA
Tumor primario invasivo tamaño ≤20 mm sin 

nodúlos involucrados

IB
Micrometastasis a nódulos (>0.2mm,<2.0 mm) con 

o sin tumor primario ≤20 mm 

IIA

Movible ipsilateral nivel I, II Metastasis a nódulos 

con tumor >20 mm, ≤50 mm, o tumor >50 mm sin 

nódulos involucrados

IIB

Movible ipsilateral nivel I, II metastasis en nodulos 

con tumor >20 mm, ≤50mm, o >50 mm tumor sin 

nodulos involucrados

IIIA

Movible ipsilateral nivel I, II Metastasis a nódulos 

con tumor >50 mm, o tumor tumor primario de 

cualquier tamaño con fijo ipsilateral nivel I, II o 

metastasis en nodulos internos

IIIB
Tumor primario invadiendo pared toracica y/o piel

IIIC

Cualquier tamaño de tumor primario con 

supraclavicular o ipsilaterla nivel II metastasis de 

nodulos, o con ipsilateral nievl I, II y metastasis de 

nódulos internos

Etapa IV
Cualquier caso con metastasis en órganos 

distantes

Etapas

Etapa I

Etapa II

Etapa III
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Figura 9 Distribución metastásica pacientes con cáncer de mama en un estado avanzado (etapa IV). Modificado de 
Robert Morreole.  

1.2 Antecedentes 

1.2.1 El hueso y sus componentes  

El sistema esquelético tiene una variedad de funciones, da soporte estructural al resto del cuerpo, permite 

el movimiento al proveer a los músculos de un apoyo, protege a los órganos vitales, mantiene la 

homeostasis mineral y el balance ácido-básico, sirve como un reservorio de factores de crecimiento y 

citocinas, además provee el ambiente para la hematopoyesis entre los espacios de la médula ósea 

(Taichman, 2005). 

El sistema esquelético de un humano adulto está formado por 213 huesos, los cuales se pueden clasificar 

en cuatro categorías, huesos largos, huesos cortos, huesos planos y huesos irregulares. Los huesos están 

compuestos por una parte mineral, de hidroxiapatita, la parte orgánica, donde ~90% es colágeno de tipo 

1, ~5% de proteínas no-colágeno, ~2% de lípidos (Boskey, 2013). 

La estructura de los huesos largos consiste en médula ósea, rodeada por tejido óseo y periostio. A pesar 

de que los componentes del hueso difieren en composición, estructura y función, no son independientes 

e interaccionan constantemente con las células presentes en la médula ósea. La médula ósea es una 

reserva de células madre, los vasos sanguíneos de la médula ósea forman parte crítica del sistema 
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circulatorio en el hueso, desordenes o disrupciones mecánicas pueden afectar al hueso y a las células del 

periostio. La mayoría de las lesiones esqueléticas o tratamientos ortopédicos afectan principalmente el 

tejido óseo y el periostio (Buckwalter et al., 1996). 

Existen dos formas de tejido óseo: el hueso cortical (compacto) y el hueso trabecular (Figura 10A). El hueso 

cortical y el hueso trabecular tienen la misma composición y estructura, la diferencia es la densidad ósea, 

el hueso cortical es más denso lo que lo hace más rígido, mientras que el hueso trabecular es menos denso 

y tiene mayor elasticidad (Buckwalter et al., 1996). El hueso cortical forma aproximadamente el 80% de 

un esqueleto maduro, rodea a la médula ósea y a las placas de hueso trabecular. En los huesos largos, un 

denso hueso cortical forma la diáfisis, y existe muy poco o nada de hueso trabecular en esa área. La gruesa 

capa de hueso cortical se va haciendo más delgada e incrementa el diámetro formando la metáfisis, donde 

las placas de hueso trabecular se posicionan para dar soporte a una delgada capa de hueso subcondral 

que rodea el cartílago de la articulación (Buckwalter et al., 1996). El hueso cortical y el hueso trabecular 

tienen la misma composición, pero la diferencia en la densidad y organización les atribuye diferentes 

características mecánicas.  

En la metáfisis y epífisis, la delgada capa de hueso cortical y subcondral mantenido por hueso trabecular 

permite tener gran deformación, o es más flexible, lo que ayuda a absorber los impactos aplicados en los 

líquidos sinoviales de las articulaciones.  

El endostio es una membrana delgada que limita a la cavidad medular, contiene una sencilla capa de 

células formadoras de huesos y una pequeña cantidad de tejido conectivo (Clarke, 2008). El periostio está 

unido a los huesos por fibras que perforan el hueso, gruesas fibras de colágeno (Clarke, 2008). La cavidad 

medular es el espacio dentro de la diáfisis que contiene a la médula ósea y presenta numerosos vasos 

sanguíneos, esta cavidad reduce el peso de los huesos. La actividad de la superficie periostio es importante 

para el crecimiento y la reparación de fracturas. Mientras que la formación ósea típicamente excede a la 

resorción ósea en la superficie periostio, por lo que los huesos normalmente incrementan su diámetro con 

la edad (Clarke, 2008).  
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Figura 10 Estructura del hueso y componentes celulares. A. La división anatómica y los tipos de hueso presentes en 
los huesos largos; B. componentes celulares del hueso y sus precursores celulares. Los osteoblastos provienen de las 
células madres mesenquimales y forman nuevo hueso al depositar y mineralizar la matriz extracelular. Cuando los 
osteoblastos se quedan atrapados en el hueso nuevo formado, ellos maduran a osteocitos. La degradación ósea es 
realizada por unas grandes células multinucleadas, los osteoclastos, los cuales tienen un origen mieloide. Recuperado 
de Oliveira et al. (2020).  

 

El tejido óseo se encuentra en constante remodelación y esto se mantiene en un equilibrio entre la 

formación de nuevo hueso y la reabsorción ósea, lo cual es posible gracias una intercomunicación y una 

regulación muy estricta entre las células del hueso. Por lo tanto, cualquier alteración en la función de 

alguna de estas células, rompería el balance y afectaría la remodelación ósea. Los osteoblastos, tienen un 

origen mesenquimal y son las células formadoras de hueso, secretan la matriz ósea y llevan a cabo la 

mineralización de ésta. Los osteoblastos producen fibras de colágeno, osteocalcina y osteonectina, que 

son componentes importantes en la formación de hueso (Cordeiro Gomes et al., 2016). La osteocalcina se 

une a la hidroxiapatita con el calcio y es fundamental para la mineralización ósea y funciona como un 

marcador de hueso nuevo. La osteonectina se une a la hidroxiapatita, y también al colágeno. Los 

osteoblastos, expresan el ligando para el receptor activador del factor nuclear kappa-B (RANKL), el cual se 

une al receptor activador del factor nuclear kappa-B (RANK) expresado en la superficie de los precursores 

de osteoclastos, a los osteoclastos maduros o a la osteoprotegerina (OPG), su receptor análogo. Una vez 

que los osteoblastos forman nuevo hueso y realizan la mineralización ósea, algunos osteoblastos se 

quedan atrapados en el nuevo hueso, y tienen cambios morfológicos madurando hacia osteocitos. Los 
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osteocitos ya no tienen capacidad de formar hueso, pero tienen largas proyecciones y cumplen con un 

papel regulador en la fisiología del hueso (Andrzejewska et al., 2019). 

La reabsorpción del hueso se lleva a cabo por los osteoclastos, son células grandes, multinucleadas con un 

origen hematopoyético. La ruta clásica de maduración de los osteoclastos consiste en la diferenciación de 

las células madres hematopoyéticas, en progenitores mieloides comunes, los que pueden dar origen a 

macrófagos y monocitos. Éstos al ser estimulados con el factor estimulador de colonias de macrófagos (M-

CSF, por sus siglas en inglés) y RANKL se diferencian en progenitores de osteoclastos (OCP, por sus siglas 

en inglés), los cuales requieren mayor estimulación por RANKL y esto lleva a la fusión de células 

precursoras de osteoclastos origina a los osteoclastos maduros (Fierro et al., 2017; Nakagawa et al., 1998), 

no siempre son células progenitoras fusionadas, se ha reportado que los osteoclastos maduros se dividen 

en osteomorfos, los cuales pueden encontrarse en circulación, para ser reciclados y fusionarse a células 

precursoras o a otros osteoclastos (McDonald et al., 2021). 

 

Figura 11 Intercomunicación entre las células óseas, osteoblastos, osteoclastos y osteocitos lo que mantiene una 
densidad ósea adecuada. El balance entre el ligando del receptor activador de factor nuclear kappa-B (RANKL) y el 
factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF) controlan la osteoclastogénesis. Los osteoblastos y los 
osteocitos producen RANKL que se une a su receptor RANK en la superficie de los osteoclastos. Simultáneamente los 
osteoblastos secretan osteoprotegerina (OPG), que es un receptor inhibidor de RANKL. La producción de OPG hace 
que el RANKL no esté disponible para los osteoclastos, lo que representa un método de regulación de la resorción 
ósea, dependiente de los osteoblastos. Modificado de Oliveira et al. (2020). 

 

La diferenciación y maduración de los osteoclastos es dependiente de RANKL, y RANKL es altamente 

expresado en el ambiente de la médula ósea (Lacey et al., 1998). Los osteoclastos se caracterizan por la 
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expresión de la fosfatasa tartrato ácido resistente (TRAP, por sus siglas en inglés), catepsina K, receptor de 

calcitonina, y la integrina αvβ3 (Fierro et al., 2017). Para poder disolver la matriz mineralizada, los 

osteoclastos contienen una gran cantidad de mitocondrias y lisosomas ricos en fosfatasas. Éstos últimos 

son transportados por arreglos de microtúbulos que se encuentran en el borde de la célula en la bahía de 

resorción, y son seguidos por una secreción de protones por las v-ATPasas lo cual acidifica el ambiente, 

causando la desmineralización de la matriz ósea con la liberación de los carbonatos de calcio y los fosfatos 

de carbono (Hasegawa et al., 2019). Este proceso es acompañado por la secreción de catepsina K y 

colagenasas que se encargan de la degradación de los componentes orgánicos del hueso (Standring, 2020) 

(Figura 11). 

1.2.2 Metástasis y metástasis ósea  

Se estima que más del 80% de los pacientes con cáncer de mama y de próstata en estados avanzados 

tienen metástasis ósea (Coleman, 2001). Cuando las células cancerosas invaden al hueso, estas rompen el 

balance entre la formación y destrucción de hueso y generan lesiones de tipo osteolíticas y osteoblásticas. 

Las lesiones osteolíticas se caracterizan por sobre activación de los osteoclastos lo que se refleja en pérdida 

ósea. Mientras que las lesiones osteoblásticas, se caracterizan por la sobre activación de los osteoblastos 

incrementando una mayor formación ósea generando huesos más grandes, pero con mala arquitectura. 

Se ha reportado que la mayoría de los pacientes con metástasis ósea presentan los dos tipos de lesiones 

(Mundy, 2002).  

Las células cancerosas no invaden órganos aleatorios existe evidencia de que las células tumorales utilizan 

otras células para generar nichos premetastáticos, el nicho ecológico hace referencia a dos conceptos, el 

primero describe los requerimientos ambientales del organismo y el otro es la descripción del impacto per 

capita que tiene el organismo en el ambiente (Leibold, 1995). Por lo tanto, un nicho premetastático hace 

referencia a una ubicación (tejido, órgano) que tiene las condiciones que permiten el establecimiento de 

las células metastásicas. Por ejemplo, se demostró de manera experimental que células hematopoyéticas 

progenitoras (HPCs, por sus siglas en inglés) que expresan el receptor 1 del factor de crecimiento vascular 

endotelial (VEGFR-1, por sus siglas en inglés), migran a órganos específicos y fomentan la expresión de 

integrinas que ayudaran al establecimiento de las células tumorales que expresan el receptor para esas 

integrinas (Kaplan et al., 2005). En un experimento con ratones se marcaron las células HPCs con proteína 

verde fluorescente y se inoculó a los ratones con células cancerosas de carcinoma de pulmón de Lewis 

(LLC) o con células de melanoma B16, se demostró por microscopía de fluorescencia y por citometría de 
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flujo que las células HPC llegaban y generaban grupos celulares en sitios de metástasis. En ratones 

inoculados con LLC, las HPCs se detectaron en pulmón desde el día 12 por citometría de flujo, y las células 

cancerosas LLC se detectaron hasta el día 18. Mientras que para los ratones inoculados con células B16 se 

encontraron estos grupos de HPC en pulmón, hígado, testículos, bazo y riñón, se sabe que las células B16 

tienen mayor potencial metastásico (Kaplan et al., 2005). Estos trabajos nos indican que hay factores que 

pueden guiar o atraer a las células cancerosas de manera específica en este caso con la expresión de 

VEGFR-1). En pacientes con cáncer de mama, se detectó por inmunohistoquímica la presencia de grupos 

celulares positivos para VEGFR-1 en nódulos linfáticos, sitios comunes de metástasis (Kaplan et al., 2005).  

El nicho de las células madre, tiene relevancia para el tratamiento del cáncer ya que es un blanco para las 

células metastáticas. El nicho de las células madre describe una ubicación anatómica especifica que regula 

el funcionamiento y metabolismo de éstas (Scadden, 2006). El nicho de las células madre está formado 

por otras células y productos presentes en el tejido. Por ejemplo: el nicho de las células madre 

hematopoyéticas (HSCs, por sus siglas en inglés) está compuesto por los osteoblastos, la matriz 

extracelular que presenta osteopontina (OPN), productos extracelulares como el calcio y radicales libres 

(ROS, NO) (Scadden, 2006). La OPN es un elemento regulatorio del nicho de células HSCs y limita su 

expansión (Stier et al., 2005). OPG se une a varios receptores presentes en las HSCs como el receptor CD44 

y la integrina α4β1 (Scadden, 2006).  

Por otro lado, las células metastásicas de tumores sólidos que invaden el hueso, usurpan el nicho de las 

HSC. Para demostrar esto, Shiozawa et. al, utilizaron un modelo de ratón inmunocomprometido 

(NOD/SCID) que expresa la variable de CD45.1, entonces se inocularon células de cáncer de próstata 

humano de manera subcutánea y se dejaron crecer por 3 semanas, se removió el tumor en ese momento 

por cirugía, 3 días posteriores a la cirugía se inocularon células de médula ósea de ratón que expresa la 

variable CD45.2 y fueron monitoreados por 4, 8, 12 y 16 semanas. Los ratones con cirugía fantasma, o los 

que fueron inoculados con células de cáncer de próstata transformadas para que sean no metastásicas 

(NMPE, por sus siglas en inglés), fueron los únicos que presentaron un incremento significativo en las 

células de médula ósea (CD45.2+) (Shiozawa et al., 2011), es decir que las células de cáncer de próstata 

humano invadieron los nichos de las HSC lo que impidió que las HSC CD45.2+ lograran llegar. También 

demostraron que las células de cáncer de próstata y las HSC son atraídas a los osteoblastos reconocidos 

por la expresión de RUNX2, ya que ambos fueron colocalizados con células RUNX2 positivas. La siguiente 

pregunta que se plantearon fue, ¿si se incrementa el nicho de las HSC, habrá una mayor metástasis? Para 

resolver esta incógnita, siguieron la siguiente lógica un mayor nicho de HSC requiere un aumento en el 

número de osteoblastos, lo cual se puede lograr con un tratamiento con PTH. Le administraron a los 
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ratones tratamiento con PTH antes de ser inoculados con células de cáncer de próstata y se confirmó que 

hubo un incremento en el número de células de cáncer de próstata en calvaria como en la columna 

vertebral (Shiozawa et al., 2011). Además, se determinó que las células de cáncer de próstata utilizan los 

mismos protocolos de movilización de las HSC la ruta de CXCR4/CXCL12 para llegar y salir del nicho de las 

HSCs. Se demostró que el bloqueo de otro receptor del CXCL12 o el factor derivado de células del estroma 

1 (SDF-1α) el CXCR7 inhibe la metástasis ósea de cáncer de próstata y su crecimiento (Sun et al., 2003, 

2005; Jianhua Wang et al., 2008). 

Se detectó la expresión de CXCL12, en órganos a los cuales el cáncer de mama metastatiza 

frecuentemente: nódulos linfáticos, pulmón, hígado y médula ósea (Müller et al., 2001). De manera 

consistente se detectó el receptor de CXCL12, el CXCR4 es altamente expresado en células malignas de 

cáncer de mama. La expresión del receptor CXCR4 por las células de cáncer de mama se relaciona con la 

eficiente migración e invasión inducida por CXCL12, por lo que es concebible que las interacciones 

CXCL12/CXCR4 contribuyan a la infiltración de las células de cáncer de mama a la médula ósea, utilizando 

el mismo sistema que las HPCs. Esto se comprobó en ratones deficientes para CXCL12 o con células 

tumorales que no expresan CXCR4, en los cuales la cantidad de metástasis se redujo considerablemente, 

demostrando que las interacciones CXCR4/CXCL12 son vitales para la metástasis a médula ósea (Müller et 

al., 2001). Sin embargo, solo la inhibición in vivo de estos quimioreceptores no es suficiente para bloquear 

totalmente el comportamiento metastático de las células de cáncer de mama (Müller et al., 2001). 

El hueso es una fuente de TGF-β, ya que es altamente producido por los osteoblastos y se encuentra 

embebido en la matriz ósea (Korpal et al., 2009). El TGF-β es liberado y activado en el microambiente de 

la metástasis ósea, la cantidad de TGF-β es más alta en lesiones osteolíticas comparadas con lesiones no 

osteolíticas (Korpal et al., 2009). También son liberados los factores de crecimiento insulínico uno y dos 

(IGF-I/-II, por sus siglas en inglés) (Jackson et al., 2001) (Figura 12), éstos factores favorecen la proliferación 

de las células cancerosas y promueven un fenotipo más agresivo (Hiraga et al., 2012). 

Las células de cáncer de mama pueden liberar factores como la proteína relacionada con la hormona 

paratiroidea (PTHrP), RANKL, IL-8, IL-11 (Kang et al., 2005; Singh et al., 2007; C Van Poznak et al., 2006; Yin 

et al., 1999), que contribuyen al aumento de la resorción ósea generando un ciclo vicioso (Figura 12) . Por 

lo tanto, los factores que favorecen la resorción ósea directa e indirectamente favorecen la metástasis 

ósea. 
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Figura 12 Ciclo vicioso de la metástasis ósea osteolítica. Modificado de Kingsley et al. (2007). 

1.2.3 Síntomas y tratamientos actuales contra la metástasis ósea  

El hueso es el sitio más común para el desarrollo de metástasis en pacientes con cáncer de mama. La 

metástasis ósea empeora la calidad de vida del paciente, por lo que es considerado un marcador 

desfavorable en la prognosis del cáncer al incrementar la morbilidad y mortalidad, en la cual menos del 

20% de los casos logran una esperanza de vida mayor a los 5 años (Ban et al., 2021).  

Se estima que más del 40% de pacientes con metástasis ósea presentan eventos esqueléticos, por ejemplo: 

un cuadro agudo de dolor, fracturas patológicas, compresión de la médula espinal y de los nervios 

raquídeos, déficits neurológicos e hipercalcemia (Jensen et al., 2011). En la mayoría de los casos de 

metástasis ósea los pacientes presentan ambos tipos de lesiones osteolíticas y lesiones osteoblásticas. Los 

pacientes con cáncer de próstata presentan lesiones osteoblásticas generalmente (Mundy, 2002), 

mientras que para pacientes con metástasis ósea de cáncer de mama presentan predominantemente 

lesiones osteolíticas (Käkönen y Mundy, 2003; Yoneda et al., 1994). 

La forma más común para detectar la metástasis ósea, es a través de imagenología, en la cual se incluyen 

radiografías de rayos X, tomografía computarizada y gammagrafía ósea. Sin embargo, estos métodos solo 

permiten la detección de estados avanzados de metástasis, por lo que se ha incrementado el uso de otros 
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métodos más sensibles como la resonancia magnética nuclear de cuerpo entero y la tomografía 

computarizada por emisión de positrones (Petralia et al., 2019). También, se emplean análisis de sangre 

para confirmar la presencia de metástasis ósea. Por ejemplo, el incremento en el nivel de calcio en suero, 

de fosfatasas alcalinas o de PTHrP, son marcadores comunes de lesiones osteolíticas (Clézardin et al., 2021; 

Demers et al., 2003). 

Antes de que los pacientes comiencen un tratamiento con agentes modificadores del hueso (BMA, por sus 

siglas en inglés) presentan una incidencia de complicaciones esqueléticas alrededor de 1.5-4 eventos por 

año (Lipton, 2006). La tasa de eventos relacionados al esqueleto (SER, por sus siglas en inglés) se reducen 

aproximadamente entre el 25 y 40% utilizando tratamiento con BMA. Se estima que el 25% de los 

pacientes con metástasis de cáncer de mama de próstata y mieloma presentan 1 SER antes de comenzar 

el tratamiento con BMA, el 20% de los pacientes experimentó >1 SER en los dos años de recibir tratamiento 

con BMA (ácido zóledronico) (Himelstein et al., 2017). No hubo diferencias entre los grupos que lo recibían 

cada 4 con los que lo recibieron cada 12 semanas (Himelstein et al., 2017). 

Los bifosfonatos son análogos del pirofosfato, que naturalmente se incorpora en la matriz mineralizada, 

particularmente en hueso en remodelación. La primera generación de bifosfonatos como el etidronato y 

el clodronato, no contienen nitrógeno se unen a las nuevas moléculas de ATP por la aminoacil-transferasa 

de clase II RNA sintetasa, después de que los osteoclastos la tomaron de la matriz mineralizada (Russell, 

2006). La acumulación de este ATP no hidrolizable se cree es la causa del efecto citotóxico en los 

osteoclastos.  

A diferencia de los primeros bifosfonatos, los bifosfonatos de segunda y tercera generación (aledronato, 

pamidronato y zoledronato) tienen nitrógeno en la cadena lateral R2. El mecanismo de acción es diferente, 

los bifosfonatos nitrogenados se unen e inhiben la actividad pirofosfato de farnesilo sintasa, un regulador 

clave en la ruta del ácido mevalonico, una ruta crítica para la producción de colesterol, otros esteroles y 

lípidos (Dunford et al., 2001). Lo que inhibe modificaciones post-traduccionales, lo que inhibe a ciertas 

proteínas (Rab, Rac y Rho) que juegan papeles importantes en múltiples actividades de los osteoclastos, 

lo que lleva a su apoptosis. 

Los bifosfonatos nitrogenados o de segunda y tercera generación como el pamidronato y el ácido 

zoledrónico (zoledronato) tienen mayor potencia y mayor tasa de apoptosis en osteoclastos (Russell, 2011) 

al compararlos con bifosfonatos sin nitrógeno. Los bifosfonatos son desechados renalmente por lo que no 

se recomiendan en pacientes con falla renal. Los bifosfonatos son generalmente bien tolerados y pueden 
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presentar leves efectos secundarios como mialgia y pirexia. En caso de que se presenten son por corto 

plazo (1-2 semanas) relacionados con liberación de enzimas proinflamatorias (Russell, 2011). 

Dentro de los efectos secundarios serios del tratamiento con BMA se encuentra la osteonecrosis 

mandibular. Se considera osteonecrosis mandibular cuando una infección en los huesos de la mandíbula 

perdura por más de 8 semanas, en pacientes que recibieron tratamiento con BMA (Khan et al., 2016). Se 

presenta en el 2.8% de pacientes que han llevado un tratamiento con ácido zoledrónico por más de 3 años 

(C. H. Van Poznak et al., 2019) y que los que reciben una extracción dental están en mayor riesgo 

(Vahtsevanos et al., 2009). Análisis más recientes indican que otras complicaciones serias en el uso de 

BMA, son las fracturas femorales atípicas, caracterizadas por ser fracturas que no están relacionadas con 

trauma o caídas y se han reportado en pacientes con osteoporosis y cáncer (Lenart et al., 2008). 

Otro BMA como el Denosumab, un anticuerpo monoclonal anti-RANKL, fue aprobado para el tratamiento 

de las SREs en pacientes con tumores sólidos en 2010 en EUA y en 2011 en Europa. A diferencia de los 

bifosfonatos el denosumab no se une a la matriz mineralizada, es un anticuerpo que se une a RANKL. El 

bloqueo de RANKL previene la unión con su receptor en la superficie de los osteoclastos lo que evita su 

maduración y promueve la apoptosis, reduciendo la remodelación ósea (Hanley et al., 2012). El 

denosumab no está contraindicado en pacientes renales, pero se ha relacionado con un incremento de 

hipocalcemia en pacientes. El riesgo de sufrir necrosis mandibular bajo el uso de denosumab es menor al 

4.6% en ensayos clínicos, pero es mayor en pacientes con cáncer de próstata (Qi et al., 2014). No hay 

diferencias en el riesgo de presentar necrosis mandibular entre pacientes con ácido zoledrónico o 

denosumab (Stopeck et al., 2016). También está relacionado con fracturas atípicas femorales, con una 

incidencia del 1.8% (Takahashi et al., 2019). 

El denosumab es un anticuerpo monoclonal, por lo que tiene un alto costo al compararlo con el ácido 

zoledrónico en su forma genérica. En el 2007 se comparó el costo entre las dos terapias siendo el costo 

anual del ácido zoledrónico equivalente a $214 dólares comparado con $25,941 dólares mensuales por 

denosumab (Catherine Van Poznak et al., 2017). Considerando el costo contra la efectividad, el 

tratamiento para pacientes con metástasis ósea de tumores sólidos debería ser ácido zoledrónico, con 

excepción de pacientes con problemas renales donde se recomendaría denosumab (Schwartz et al., 2022).  

En un ensayo clínico con más de 37,000 mujeres con cáncer de mama que recibieron tratamiento con 

BMA, por mínimo 6 meses, se compararon 3 grupos, las que solo recibieron ácido zoledrónico, las que solo 

recibieron Denosumab y las que recibieron ambos, se le dio seguimiento por 5.3 años. El tratamiento con 
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ácido zoledrónico, incrementa la supervivencia en pacientes con cáncer de mama en etapas tempranas 

(etapa II y III), el denosumab no tiene efecto en la supervivencia (Suarez-Almazor et al., 2020). Sin embargo, 

cuando el tratamiento se inicia en etapa IV (con metástasis ósea) no tiene efecto en la supervivencia de 

los pacientes. 

Por lo que es necesario continuar en la búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas como la 

inmunoterapia.  

1.2.4 Sistema inmune e inmunoterapia  

El termino inmunidad se deriva del latín immunitas, el cual hace referencia a la protección legal que se 

ofrecía a los senadores romanos durante su tiempo en la oficina. Inmunidad significa protección de 

enfermedades, y más específicamente de enfermedades infecciosas. Las células y las moléculas 

responsables de la inmunidad constituyen el sistema inmune, y actúan en una colectiva y coordinada 

respuesta (Denman, 1992).  

La función fisiológica del sistema inmune es la defensa contra microbios infecciosos. Sin embargo, cosas 

no infecciosas ajenas al cuerpo pueden activar una respuesta inmune. Pero en ciertas enfermedades el 

sistema inmune puede también causar daños en los tejidos, y otras enfermedades, inclusive en situaciones 

particulares algunas moléculas propias pueden despertar la respuesta inmune (respuestas auto-inmunes). 

Por lo que una definición más inclusiva de la respuesta inmune sería, una reacción a componentes de los 

microbios, así como a macromoléculas, como proteínas y polisacáridos, y pequeñas sustancias químicas 

que son reconocidas como extrañas (denominados antígenos), sin importar cuál sea las consecuencias 

fisiológicas y patológicas de esta reacción.  

La protección contra microbios es mediada por las respuestas rápidas de la inmunidad innata y una 

respuesta tardía conocida como inmunidad adaptativa. La inmunidad innata es estimulada por estructuras 

moleculares compartidas por grupos de microbios y por moléculas expresadas en las células dañadas del 

hospedero(Denman, 1992). Mientras que la inmunidad adaptativa es específica para los antígenos y esta 

se incrementa con el mayor número de exposiciones a éstos (memoria inmunológica). 

Los principales componentes de la inmunidad innata son las barreras físicas y químicas, como el epitelio y 

los compuestos antimicrobianos producidos en las superficies epiteliales; células fagocíticas (neutrófilos y 
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macrófagos), células dendríticas, y natural killers (NK); componentes de la sangre, proteínas incluidos 

algunos componentes del complemento y otros mediadores de inflamación; y proteínas llamadas citocinas 

que regulan y coordinan muchas actividades de las células del sistema inmune innato. Sistema inmune 

adaptativo 

La respuesta inmune innata genera respuestas inmediatas contra estímulos presentados, pero existe otra 

respuesta inmune la cual es estimulada por exposición a los agentes infecciosos e incrementa en magnitud 

y en las capacidades defensivas con cada exposición subsecuente en respuesta a un microbio en particular. 

Debido a que este tipo de inmunidad se desarrolla en respuesta a una infección y se adapta a la infección, 

es llamada inmunidad adaptativa (Denman, 1992).  

Las características principales de la inmunidad adaptativa, es que tienen una afinidad muy específica para 

distintas moléculas y tienen la habilidad de recordar y generar memoria, para responder con mayor 

intensidad en las siguientes reinfecciones. Debido a su alta afinidad o capacidad de diferenciar entre 

microbios, aunque estén relacionados, también se le conoce como inmunidad específica. 

 

Figura 13 Respuesta inmune innata y adaptativa. La respuesta inmune innata provee la primera defensa en contra 
de los microbios que infecten al organismo. Mientras que la respuesta adaptativa consiste en la activación de los 
linfocitos, estas respuestas pueden variar entre diferentes infecciones. Modificado de Abbas, et al. (2012). 
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Los componentes principales de la inmunidad adaptativa son los linfocitos junto con los productos que 

estos secretan, las sustancias ajenas que inducen la respuesta específica de los linfocitos o anticuerpos se 

conocen como antígenos.  

Los linfocitos son activados cuando se reconocen los antígenos (pequeños péptidos generalmente), a 

receptores los receptores de los linfocitos B (BCR, por sus siglas en inglés), o a los receptores de los 

linfocitos T (TCR, por sus siglas en inglés). Ambos tipos de linfocitos son críticos para el desarrollo y 

progresión del cáncer, al igual que para las terapias contra el cáncer. En este trabajo nos enfocaremos en 

el papel de los linfocitos T en el desarrollo de la metástasis ósea y la inmunoterapia. 

1.2.5 Linfocitos T 

Los linfocitos T tienen un origen hematopoyético, los linfocitos progenitores son almacenados en la 

médula ósea. Continúan con su diferenciación temprana en el timo, proceden a ser almacenados en los 

órganos linfoides secundarios como los nódulos linfáticos, donde esperan a ser activados por la 

presentación de antígenos. Existen varios tipos de linfocitos T los cuales reconocen diferentes tipos de 

antígenos y son clasificados por las diferencias en la composición heterodimérica del receptor (TCR).  

La gran mayoría de los linfocitos T son alfa beta (αβ), el TCR está formado por una cadena α y una β. Se 

conocen como los linfocitos convencionales y nos referiremos a ellos solo como linfocitos T. Los linfocitos 

T reconocen a antígenos presentados en el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas 

en inglés) que son cargadas con pequeños péptidos que serán reconocidos por el TCR. El MHC puede ser 

clasificado en dos clases, el MHC de clase I (MHC-I) el cual es expresado por todas las células somáticas y 

se une al TCR asociado al correceptor CD8, presente en los linfocitos T CD8+. Mientras que el MHC de clase 

II (MHC-II) solo se expresa en las células presentadoras de antígenos (APC, por sus siglas en inglés), por 

ejemplo, células dendríticas o macrófagos y este se une al TCR asociado al correceptor CD4, presentado 

en los linfocitos T CD4+ (Y. Li et al., 2013).  Una vez activados, dependiendo de que citocinas entren en 

contacto, los linfocitos T CD4+, conocidos como linfocitos T cooperadores (Th, por sus siglas en inglés) 

ingenuos (Th0) pueden diferenciarse en diferentes subtipos Th1, Th2, Th17 o se puede inducir su 

diferenciación a linfocito T regulador (Treg) (Luckheeram et al., 2012). Los linfocitos T CD4+ son críticos 

para el establecimiento de una respuesta inmune bien regulada y efectiva, contra cualquier patógeno o 

incluso cáncer. Los linfocitos T CD8+ son indispensables para defender contra infecciones intracelulares 

(por ejemplo, virus y bacterias intracelulares) y células cancerosas. Los linfocitos T CD8+ citotóxicos (Tc), 
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como su nombre lo indica inducen la muerte celular al liberar enzimas citotóxicas (por ejemplo, perforina 

y granzimas) e interferón gamma (IFNγ), los linfocitos T CD8+ citotóxicos más abundantes son los Tc1, 

también existen otros subtipos Tc2, Tc9, Tc17 y linfocitos T CD8+ reguladores (Mittrücker et al., 2014; 

Zhang y Bevan, 2011).  

Otro tipo de linfocitos T, son los gamma-delta (γδ) conocidos como los linfocitos T no convencionales, 

tienen la particularidad de que pueden reconocer antígenos no peptídicos y no están restringidos por el 

MHC a diferencia de los linfocitos T αβ. 

La capacidad de los linfocitos T de reconocer antígenos se debe a que en ellos se lleva a cabo una 

recombinación genética, rompiendo el paradigma de la bilogía molecular de un gen va a codificar a una 

proteína, ya que los anticuerpos y el TCR son producto de la recombinación de varios genes (Hayday, 1985). 

La diversidad en el TCR se debe a la recombinación VDJ donde los genes: variable (V), diversidad (D) y 

unión (J, por su sigla en inglés) presentan inserciones y deleciones de nucleótidos para formar el TCR 

(Sethna et al., 2017). Debido a este proceso los linfocitos T pueden reconocer antígenos aleatorios, cuando 

los linfocitos T reconocen alguna proteína del cuerpo, es decir son autorreactivos existe un mecanismo de 

selección donde estos son eliminados para evitar respuestas autoinmunes, lo que hace que el 

reconocimiento de las células cancerosas sea un mayor reto. 

Los linfocitos T pueden reconocer a las células cancerosas cuando presentan neoantígenos. Los 

neoantígenos pueden ser producto de mutaciones en las células causadas por errores en la replicación o 

factores externos (por ejemplo, radiación, fumar).Sin embargo, solo aprox. 1.5% del DNA es codificante, 

es muy poco probable que las mutaciones ocurran en estas zonas, pero cuando ocurre puede causar que 

una célula normal se convierta en cancerosa (Kandoth et al., 2013). La generación de neoantígenos por 

parte de la célula cancerosa permite que los linfocitos T las reconozcan. Otra causa de presentación de 

antígenos tumorales específicos (TSA, por sus siglas en inglés) son las proteínas virales. Se han detectado 

en 17% de la base de datos del Consorcio del análisis del genoma completo de cáncer (Pan-Cáncer Analysis 

of Whole Genomes Consortium), el más común fue el virus del papiloma humano (HPV, por sus siglas en 

inglés), el virus de la hepatitis B (HBV, por sus siglas en inglés) o el virus Epstein-Barr (EBV, por sus siglas 

en inglés) (Zapatka et al., 2020). Algunas proteínas normales pueden ser detectadas por el sistema inmune 

como ajenas al ser expresadas por otro tejido, como el caso del antígeno cáncer/testículo (del inglés, 

cancer antigen testis) una proteína que normalmente solo es expresada en los testículos y en placenta 

(Fratta et al., 2011), al ser expresada por células de melanoma permite que el sistema inmune reconozca 

a estas células (Traversari et al., 1992).  
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Para que los linfocitos T sean activados en contra de las células cancerosas una serie de eventos e 

interacciones ocurren, conocidos como el ciclo de la inmunidad contra el cáncer (D. S. Chen and Mellman, 

2013). El cual se explicará brevemente a continuación, los antígenos tumorales son liberados por las células 

tumorales vivas o muertas, estos antígenos son colectados y fagocitados por las APC como las células 

dendríticas (DC, por sus siglas en inglés), ellas procesan los antígenos y comienzan a presentar pequeños 

péptidos en el MHC-II. Las DC migran entonces a los nódulos linfáticos, en la búsqueda de linfocitos T que 

tengan un TCR que reconozca los antígenos presentados, para afinar esta especificidad y activarlo. Por lo 

tanto, entre mayor sea la diversidad del repertorio de linfocitos T, se tendrá una mejor protección contra 

el cáncer (Schreiber et al., 2019). Los linfocitos T activados comienzan a proliferar y a dirigirse hacia el 

tumor para infiltrarlo. Una alta infiltración de linfocitos T en el tumor es un paso crítico, el cual está 

relacionado con un mejor diagnóstico en diferentes tipos de cáncer, y para cáncer de mama mejora la 

respuesta a terapía con neoadyuvantes (Chan et al., 2012; Denkert et al., 2016; Svennevig et al., 1984; L. 

Zhang et al., 2003). Después de que los linfocitos T reconocen a los antígenos, los linfocitos T CD8+ 

citotóxicos, inducen la muerte celular al liberar perforina, que permite el paso de granzimas dentro de los 

gránulos citotóxicos, o pueden también inducir la muerte por la expresión del ligando de Fas, el cual al 

unirse al receptor Fas en la célula cancerosa. La habilidad de los linfocitos T de eliminar a las células 

cancerosas ha sido posible de observar por técnicas de microfluidos y combinando con la identificación de 

marcadores específicos (Mendoza-Reinoso et al., 2020; Merouane et al., 2015). Además, los linfocitos T 

CD4+ que infiltran al tumor, tienen un papel clave al coordinar la activación y función de los linfocitos T 

citotóxicos en contra de las células cancerosas (Ahrends et al., 2017; Borst et al., 2018; Gil Del Alcazar et 

al., 2017). La transferencia adoptiva de linfocitos T que reconocen a las células cancerosas, se ha probado 

en pacientes con melanoma probando que tiene un efecto en la supervivencia libre de progresión de 6 de 

los 9 pacientes que se analizaron en el estudio (Exley et al., 2017). La transferencia adoptiva requiere: la 

obtención de los linfocitos T del paciente/donador, que estos sean seleccionados por especificidad al 

tumor, cultivados y expandidos ex vivo. Se requiere un tratamiento al receptor para eliminar a los linfocitos 

T endógenos,  y por último la transfusión de los linfocitos T, este procedimiento se ha utilizado en pacientes 

con Melanoma (Exley et al., 2017). 

La eliminación de las células cancerosas por medio de los linfocitos T, si es eficiente, sería suficiente para 

eliminar el tumor. Sin embargo, algunas células cancerosas tienen características que les permiten 

sobrevivir entrando en una fase de latencia, lo que genera una fase de equilibrio mientras que la vigilancia 

inmunológica previene el desarrollo del tumor sin eliminarlo por completo. En un experimento con ratones 

se demostó que la proliferación de tumores de sarcoma continuo al eliminar a los linfocitos T o cuando se 
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trasplantaron en un ratón inmunodeficiente (Koebel et al., 2007). Las células cancerosas pueden evadir al 

sistema inmune por diversos mecanismos. 

1.2.6 Inhibición de los linfocitos T en el microambiente tumoral  

Factores presentes en el microambiente tumoral que son capaces de inhibir la respuesta inmune incluyen 

un pH bajo (Blank et al., 2016), la hipoxia (Groh et al., 2002), el TGF-β (Akhurst y Derynck, 2001) , las células 

de origen mieloide supresoras (MDSCs) (Dolen et al., 2015) y los puntos de control inmunológicos (CTLA-

4, PD-1) (Callahan y Wolchok, 2013). Las células cancerosas modifican sus rutas metabólicas produciendo 

altas cantidades de ácido láctico, el cual se relaciona con un bajo pH local, generando un microambiente 

que es capaz de inhibir las funciones de los linfocitos T (Blank et al., 2016). Hipoxia ocurre cuando el flujo 

sanguíneo se bloquea o es reducido. La tensión de oxígeno (PO2) en sangre arterial es aproximadamente 

12%, en la mayoría de los tejidos se encuentra entre 4-8%. En médula ósea de donadoras se encuentra 

entre 6.2-6.6% (Arnett et al., 2003). Pero en ambientes pobremente vascularizados, como médula ósea de 

los ancianos, tejidos inflamados, infectados, tumores o sitios de fractura puede ser considerablemente 

menor (Arnett et al., 2003). La hipoxia en los tumores está relacionada con un fenotipo maligno 

caracterizado por un crecimiento incontrolado, incremento en el riesgo de metástasis, angiogénesis y el 

desarrollo de resistencia a quimioterapia y radioterapia (Sullivan y Graham, 2007). 

Las células cancerosas pueden perder la expresión del MHC-I, la ausencia de presentación de antígenos 

pueden evadir la detección por los linfocitos T citotóxicos. Además de esconderse del sistema inmune, las 

células cancerosas pueden también  pueden inhibir la respuesta inmune ya sea directamente liberando 

factores inmunosupresores, como los puntos de control inmunológicos como PD-L1, o por el 

reclutamiento de otras células como los fibroblastos-asociados a tumores, Tregs, macrófagos polarizados 

M2 o MDSCs que secretan citocinas inmunosupresoras, como la IL-10, TGF-β o VEGF, lo que favorece el 

crecimiento tumoral (Chen et al., 2013).  

Las MDSCs se han encontrado en cantidades elevadas en circulación de pacientes con cáncer de mama y 

próstata, estas pueden usarse como biomarcadores ya que una elevada cantidad de MDSC se correlaciona 

con un decremento en la supervivencia (Diaz-Montero et al., 2009; Gonda et al., 2017; Idorn et al., 2014).  

Se han descrito dos subpoblaciones de MDSCs: las MDSCs monocíticas (M-MDSCs) y las MDSC 

polimorfonucleares (PMN-MDSCs) que aparentemente derivan de los diferentes linajes mieloides de los 

monocitos y de los neutrófilos respectivamente Los mecanismos inmunosupresores de las MDSC son 
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diversos y varían entre las subpoblaciones (Veglia et al., 2018). Las M-MDSCs presentan elevados niveles 

de la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), mientras que las PMN-MDSCs expresan arginasa 1 (ARG1), lo 

cual lleva a la producción de óxido nítrico (NO) y especies reactivas de oxígeno (ROS), respectivamente 

(Marvel and Gabrilovich, 2015), lo que lleva a la subsecuente inhibición de los linfocitos T  (Marvel y 

Gabrilovich, 2015). 

A estas interacciones entre las células cancerosas y el sistema inmune, se le conoce como la inmunoedición 

del cáncer, proceso de inmunoedición, que se separa en tres pasos o las tres Es, eliminación, equilibrio y 

escape (Dunn et al., 2004). Tiene gran relevancia en la investigación y tratamiento del cáncer (Yost et al., 

2021), además de que ya es considerado como una de las características del cáncer (Hanahan y Weinberg, 

2011).  

1.2.7 Los linfocitos T y pérdida de hueso en condiciones patológicas  

Existen efectos indirectos en el hueso causados por la respuesta inmune ante las infecciones. Cuando el 

sistema inmune reconoce la invasión de un patógeno, las células del sistema inmune liberan diferentes 

citocinas, por ejemplo: IL-1β, TNFα, e IL-6. Estas citocinas promueven la maduración de los osteoclastos y 

su actividad, por lo tanto, favorecen a la resorción ósea. Mientras que la IL-1β y TNFα promueven la 

pérdida ósea al inhibir la formación de nuevo hueso (Oliveira et al., 2020).   

En ensayos in vitro los linfocitos T de ratones que fueron ovariectomizados producen un incremento en la 

cantidad de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), e incrementa la formación de osteoclastos mediada 

por RANKL (Roggia et al., 2001). Un modelo in vivo de osteoporosis (con ratones que fueron 

ovariectomizados) presentan pérdida ósea, lo cual no ocurre en ratones desnudos, deficientes de linfocitos 

T, pero se restaura la pérdida ósea al transferirles linfocitos T de ratones  tipo silvestre (Roggia et al., 2001). 

El efecto osteoclastogénico de los linfocitos T puede también ser indirecto, a través de la producción de 

IL-17. La IL-17 fue detectada en pacientes de artritis reumatoide como un potente estimulador de 

osteoclastogénesis (Kotake et al., 1999).  La IL-17 facilita la inflamación local, reclutando y activando las 

células del sistema inmune, que genera una abundancia de citocinas infamatorias como TNF-α e IL-1 

(Dong, 2006; Weaver et al., 2006). La IL-1, y el TNF-α estimulan la expresión del gen  RANKL en  

osteoblastos (Hofbauer et al., 1999). Los osteoblastos que expresen RANKL son capaces de activar a los 

osteoclastos. 
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1.2.8 Linfocitos T y la metástasis ósea  

Al igual que ocurre en cualquier tumor o sitio de metástasis los linfocitos T deberían de tener como 

objetivo específico eliminar a las células cancerosas cuando hacen metástasis ósea. En particular, 

considerando la importancia de la médula ósea en el almacenamiento de linfocitos de memoria. Los 

linfocitos de memoria, son aquellos que después de ser activados contra su antígeno específico pueden 

tener una segunda respuesta inmune en presencia del mismo antígeno. La medula ósea es un reservorio 

de linfocitos T CD4+ de memoria (Okhrimenko et al., 2014; Tokoyoda et al., 2009), y de linfocitos T CD8+ de 

memoria (Becker et al., 2005), los linfocitos T de memoria son atraídos al hueso por citocinas liberadas en 

el hueso, como IL-17 y CXCL12, que interesantemente es el mismo mecanismo que utilizan las células 

cancerosas. Considerando el tiempo que le toma al tumor crecer y a las células cancerosas invadir el hueso, 

para hacer metástasis ósea, es razonable hipotetizar que existen linfocitos T de memoria que reconocen 

antígenos tumorales que estarán presentes en la médula ósea. Se reportó que hay un incremento de 

linfocitos T CD4+ y CD8+ de memoria en médula ósea de pacientes con cáncer de mama al compararse con 

donadores sanos (Feuerer, et al., 2001). Los pacientes que además presentan células cancerosas en la 

médula ósea, basado en la detección de la expresión de la citoqueratina 19, presentan más linfocitos T de 

memoria comparado con pacientes sin células cancerosas en la médula ósea. Algunos linfocitos T CD8+ de 

memoria reconocen antígenos que provienen de las células cancerosas, incluyendo antígenos de la 

proteína HER2/neu. La transferencia de linfocitos T aislados de médula ósea de pacientes con cáncer de 

mama, los cuales fueron re-estimulados ex vivo, fue capaz de reducir el crecimiento tumoral de fragmentos 

del tumor del mismo paciente que fueron trasplantados en ratones inmunodeficientes (NOD/SCID) 

(Feuerer, et al., 2001). En un pequeño estudio piloto, se logró activar ex vivo linfocitos T reactivos para el 

tumor, de memoria provenientes de la médula ósea,  en presencia de células dendritas pulsadas con lisado 

de células de cáncer de mama (MCF-7), los pacientes que tuvieron una respuesta de tipo 1 se consideraron 

exitosos, mientras que los que presentaron una respuesta de tipo 2 (IL-4) se relacionaron un pobre 

diagnóstico, elevada cantidad de IL-10 y linfocitos T reguladores, estos pacientes presentaban metástasis 

ósea (Schuetz et al., 2009). Sin embargo, la IL-4 tiene efectos paradójicos en el cáncer, por ejemplo 

tumores que secretan IL-4 fueron rechazados por los ratones, mientras que los tumores de las células 

parentales crecieron normalmente (Li et al., 2009). Ambas respuestas inmunes tipo 1 y 2 son importantes 

y podrían ser benéficas para el tratamiento de la metástasis ósea. Vacunas realizadas con células tumorales 

transformadas para que expresen IL-4 promovieron una respuesta inmune que eliminó la metástasis de 

pulmón, al inducir linfocitos T CD8 de tipo 2 (Tc2) activando linfocitos T CD8 tipo 1 (Tc1), demostrando que 

la erradicación del tumor no está restringida a la respuesta inmune tipo 1, si no que puede ser mediada 

también por la respuesta tipo 2 (Rodolfo et al., 1999). El IFN-ƴ que es secretado por los linfocitos Th1 o por 
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los linfocitos citotóxicos pueden inhibir el desarrollo del cáncer al incrementar la expresión del MHC-I, lo 

que hace que las células cancerosas sean más detectables por los linfocitos T citotóxicos (Martini et al., 

2010), o directamente inhibiendo la proliferación de las células cancerosas o induciendo apoptosis (Kakuta 

et al., 2002).  Cuando se trata de cáncer y hueso, el IFN-ƴ es un regulador importante. En ratones 

transgénicos HTLV-Tax, la expresión de la oncoproteína viral Tax, del virus linfotrópico humano de células 

T tipo 1 causa el desarrollo espontáneo de tumores suaves y de metástasis ósea osteolítica. La ausencia 

de IFN-ƴ en ratones knockout Tax+IFNƴ--/-, incrementaron las lesiones osteolíticas (Xu et al., 2009). Estos 

efectos anti-osteoclasticos se correlacionan con un estudio que demostró que los linfocitos Th1 inhiben la 

formación de osteoclastos in vitro (Sato et al., 2006a). Este efecto fue mediado por el IFN-ƴ, ya que el 

efecto anti-osteoclastico de los linfocitos Th1 no se observó al utilizar precursores de osteoclastos de 

ratones deficientes del receptor de IFN-ƴ (Ifngr-/-) (Sato et al., 2006a).   

Similarmente, los linfocitos Th2 pueden también inhiben la osteoclastogenesis in vitro, pero no tienen el 

mismo efecto cuando se usan células de médula ósea de ratones knockout para Stat6 (Stat6-/-), un factor 

de transcripción clave para la IL-4 y su receptor, confirmando que la IL-4 regula los efectos anti-

osteoclasticos de los linfocitos Th2 (Sato et al., 2006a). A diferencia de los linfocitos Th1, el efecto de los 

Th2 en el mieloma no ha sido esclarecido. Mientras que los linfocitos T citotóxicos y los linfocitos Th1 

lograron inducir la muerte celular de las células de mieloma 5T, los linfocitos Th2 favorecieron el 

crecimiento y proliferación de las células 5T en ratón, en este modelo los linfocitos Th2 promueven la 

progresión tumoral (Hong et al., 2008). Sin embargo, la transferencia adoptiva de linfocitos Th2 específicos 

para el tumor, en un modelo de mieloma en ratones inmunodeficientes (SCID), permitió que dichos 

linfocitos previnieran el crecimiento de las células de mieloma MOPC135 y la muerte del ratón, 

independiente de otros linfocitos (B, NK o citotóxicos), induciendo una respuesta inflamatoria de tipo II 

(Lorvik et al., 2016). Estos linfocitos Th2 le dieron una inmunidad duradera ya que se observó que las 

células cancerosas seguían siendo erradicadas en ratones inoculados, a más de 40 días del tratamiento 

(Lorvik et al., 2016).  

Hasta el momento no hay trabajos donde se utilicen estas terapias en contra de la metástasis ósea de 

cáncer de mama o próstata, lo cual podría deberse a la dificultad para identificar antígenos específicos y 

linfocitos T anticancerígenos, o por la limitación impuesta por la escasa cantidad de modelos preclínicos.La 

mayoría de los modelos preclínicos de tumores sólidos, se basan en la inoculación de células cancerosas 

humanas en ratones inmunodeficientes como ratones desnudos o SCID los cuales carecen de linfocitos T 

(Campbell et al., 2012; Wright et al., 2016). Por lo tanto, para investigar el papel del sistema inmune 

adaptativo en el desarrollo de la metástasis ósea, se utilizan modelos singénicos, células de cáncer se 
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extraen de un ratón de una cepa endogámica, y estas células cancerosas pueden inocularse en ratones de 

la misma cepa. Una de los modelos más utilizados es utilizando células de melanoma B16, las cuales fueron 

extraídas de un ratón de la cepa C57BL/6 y sus diferentes subclonas (por ejemplo, B16-F1, B16-F10) las 

cuales pueden generar metástasis ósea (Arguello, F., et al. 1988; Overwijk y Restifo, 2001). Utilizando un 

modelo como este, pero con las células B16-FL las cuales expresan luciferasa, se demostró que la 

metástasis ósea se incrementó en ratones desnudos atímicos que carecen de linfocitos T, lo cual sugiere 

que los linfocitos T tienen un papel limitante para el desarrollo de la metástasis ósea en ratones C57BL/6 

con un sistema inmune normal. Lo mismo se observó al inocular las células en ratones con knockout de 

MHC- y MHC-II, los cuales carecen de linfocitos T y también presentaron un incremento al compararlos 

con ratones con sistema inmune normal, sugiriendo que los linfocitos T tienen un papel protector contra 

la metástasis ósea (Zhang et al., 2011). 

A pesar de estos resultados prometedores utilizando linfocitos T en modelos de melanoma y mieloma, 

otros datos sugieren que los linfocitos T podrían no ser capaces de atacar a las células cancerosas y 

eventualmente incluso aumentar la metástasis ósea. Un modelo singénico de metástasis ósea utilizando 

las células de cáncer de mama 4T1, las cuales se extrajeron de un ratón Balb/C, y pueden generar 

metástasis ósea espontáneamente al ser inoculadas en ratones Balb/C en las mamas, aunque es un 

proceso lento que requiere que se remueva el tumor, pero si las células se inoculan de manera 

intracardiaca ocurre más rápido (Campbell et al., 2012; Wright et al., 2016). El uso de este modelo, 

permitió observar que el tumor mamario de células 4T1, generó un nicho premetástasico al inducir una 

expansión de linfocitos T CD4+ que fomentaron un incremento en la resorción ósea, antes de que las 

células 4T1 estuvieran presentes en el hueso (Monteiro et al., 2013b). Uno de los productos de los 

linfocitos T CD4+, es la IL-17. La IL-17 ha sido encontrada en el líquido sinovial de pacientes con artritis 

reumatoide, se le considera que tiene un papel crucial en la pérdida ósea en estos pacientes, al inducir 

una mayor producción de RANKL por los osteoblastos lo que favorece la resorción ósea (Kotake et al., 

1999a). Los linfocitos T obtenidos de muestras sanguíneas de pacientes con cáncer son capaces de inducir 

la formación de osteoclastos. Los linfocitos T de pacientes con mieloma múltiple inducen la diferenciación 

de osteoclastos en ensayos ex vivo por la producción de la RANKL (Colucci et al., 2004). El mecanismo por 

el cual los linfocitos T tienen un papel supresor o promotor de las patologías se desconoce. Se denominan 

tumores “cálidos”, los tumores pueden generar respuesta del sistema inmune, mientras que los tumores 

que evaden al sistema inmune, y presentan un microambiente inmunosupresor se denominan “fríos”. Los 

pacientes que presentan tumores fríos tienen una mala respuesta a la inmunoterapia, es por eso que 

convertir tumores fríos en cálidos es uno de los objetivos, por ejemplo, en un ensayo clínico de fase 1, 

combinando tratamiento con un virus oncolítico (talimogene laheroarepvec) y con anticuerpo anti-PD-1 
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(pemrolizumab). Se incrementó el porcentaje de linfocitos T CD8+ infiltrados y la expresión de PD-L1 en 

respuesta completa en 33% de los pacientes con melanoma, también se incrementó el IFN-ƴ (Ribas et al., 

2017). Se desconoce si la metástasis ósea es inmunológicamente fría o cálida, pero la evidencia indirecta, 

sugiere que es fría.  

1.2.9  El hueso y sus componentes inmunoreguladores  

La relación entre los huesos y el sistema inmune, se comenzó a estudiar en condiciones patológicas, como 

artritis autoinmune. Sin embargo, las células que componen a los huesos tienen una relación con las células 

del sistema inmune, más allá de compartir el mismo microambiente. La médula ósea es el nicho de las 

células madre hematopoyéticas (HSC), y se ha reportado que los osteoclastos a través de la liberación de 

enzimas proteolíticas como las MMP9 y la catepsina K, degradan la quimiocina CXCL12 lo cual promueve 

la movilización de las HSC (Kollet et al., 2006). Se ha reportado que al suministrarle RANKL a ratones, 

generó la movilización de las HSC debido a que se mejoró la actividad de los osteoclastos (Kollet et al., 

2006). La quimiocina CXCL12 también está involucrada con la atracción y mantenimiento de los linfocitos 

Tregs que expresan CXCR4, y se sabe que en condiciones normales la médula ósea contiene una gran 

cantidad de éstos (Zou et al., 2004). Los linfocitos Tregs contribuyen a la regulación de los linfocitos T y a 

la auto-tolerancia (Zou et al., 2004). Las células estromales están en su nicho en contacto con los linfocitos 

T, e inducen a estas células a su estado de memoria, lo que inhibe su proliferación, también pueden inducir 

su apoptosis o evitar su activación (Nicola et al., 2002). La transición a linfocitos T de memoria también es 

favorecido en la médula ósea por la IL-17 (Kieper et al., 2002; Li et al., 2003).  

La matriz mineralizada es una fuente de almacenamiento de TGF-β, lo cual fue demostrado al utilizar un 

modelo bioluminiscente donde la expresión de luciferasa estaba regulado por la expresión de TGF-β 

(Korpal et al., 2009). El TGF-β es un potente factor inmunosupresor, puede regular la mayor parte de los 

pasos de la respuesta inmune, desde la regulación de las células dendríticas, la presentación de los 

antígenos, la inducción de la diferenciación de los Tregs, así como la función de los linfocitos T efectores 

Th1, citotóxicos y los NK (Batlle y Massagué, 2019).  

El hueso es un tejido hipóxico, ya que la hipoxia es un factor clave en la mineralización ósea puede ser tan 

bajo como el 1% en médula ósea y en el área de los osteocitos (Hirao et al., 2007). Condiciones hipóxicas 

en tumores inducen una acidosis láctica lo que reduce la proliferación y función de los linfocitos T (Mendler 

et al., 2012).  
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1.3 Justificación  

La metástasis ósea de cáncer de mama no tiene cura, por lo que se requiere considerar nuevas estrategias 

cómo la inmunoterapia. Pero antes es crítico comprender de qué manera los linfocitos T pueden afectar a 

la metástasis ósea, y analizar de qué manera el microambiente de la metástasis ósea puede afectar a los 

linfocitos T. Para de esta manera determinar si el microambiente de la metástasis ósea podría afectar la 

eficiencia de la inmunoterapia.  

En patologías los linfocitos T pueden incrementar la osteoclastogénesis, por lo tanto, podrían incrementar 

la metástasis ósea. Sin embargo, debido a que la mayoría de los modelos de metástasis ósea estudian 

células humanas en ratones inmunodeficientes (i.e. atímico nu/nu, ratón SCID con severa 

inmunodeficiencia) estos modelos son inapropiados para el estudio del papel de los linfocitos T (Fournier 

et al., 2006). Por lo que el uso de modelos singénicos con ratones inmunocompetentes nos permitirá 

analizar un modelo in vivo más representativo de la interacción entre los linfocitos T y la metástasis ósea 

que ocurre en pacientes con metástasis ósea de cáncer de mama.  

De acuerdo a nuestros antecedentes, la metástasis ósea podría afectar la función de los linfocitos T, y los 

linfocitos T podrían favorecer la metástasis ósea por lo que se requiere más investigación para considerar 

que efectos podría tener la inmunoterapia en la metástasis ósea. 

1.4 Hipótesis  

Los linfocitos T suprimidos por el microambiente de la metástasis ósea de cáncer de mama incrementan 

la resorción ósea y favorecen el desarrollo de la metástasis ósea. Por lo tanto, la activación in vivo de los 

linfocitos T disminuirá la metástasis ósea. 

La metástasis ósea de cáncer de mama es favorecida al suprimir la activación de los linfocitos T, los 

linfocitos T suprimidos favorecen la osteoclastogénesis.  
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1.5 Objetivos 

1.5.1 Objetivo general 

Caracterizar el efecto de los linfocitos T en la osteoclastogénesis y en el desarrollo de la metástasis ósea 

en modelos murinos. 

1.5.2 Objetivos específicos 

• Caracterizar el efecto de los linfocitos T en la osteoclastogénesis y en el desarrollo de la metástasis 

ósea. 

• Caracterizar el efecto de los linfocitos T en la metástasis ósea, en un segundo modelo singénico. 

• Caracterizar el efecto de la metástasis ósea en los linfocitos T. 

• Caracterizar el efecto de la inmunoterapia, en la metástasis ósea de células 4T1. 
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Capítulo 2.  Metodología 

2.1 Cultivo celular 

Se utilizaron las líneas celulares de ratón 4T1 (cáncer de mama), B16-F1 (melanoma) y TRAMP-C1 (cáncer 

de próstata), las cuales se obtuvieron de la Colección Americana de Tipos Celulares (ATCC, por sus siglas 

en inglés). La línea celular de cáncer de mama de ratón PyMT-R221A fue donada amablemente por el Dr. 

Connor Lynch (H. Lee Moffitt Cancer Center and Research Institute, Tampa, FL, USA), la línea celular de 

cáncer de próstata de ratón RM-1 se obtuvo por el Dr. Timothy Thompson (The University of Texas, MD 

Anderson Cáncer Center).  

Las líneas celulares 4T1 y RM-1 se cultivaron en medio RPMI-1640 (Corning) suplementado con suero fetal 

bovino (SFB, 10% v/v, Atlanta Biologicals o Biowest). Las líneas celulares TRAMP-C1 y B16-F1 fueron 

cultivadas en medio RPMI-1640 (Corning) suplementado con SFB (5% v/v). Mientras que la línea celular 

PyMT-R221A fue cultivada con medio DMEM alto en glucosa (4.5g/L, Corning) suplementado con SFB (10% 

v/v). Todos los medios fueron suplementados con una solución de antibiótico/antimicótico (1% v/v, 

Corning) y todas las células se mantuvieron a 37°C con 5% de CO2 en una incubadora humidificada.  

2.2 Mantenimiento y reproducción de ratones 

Los protocolos se realizaron acorde a la regulación federal para el cuidado y experimentación con 

animales, la NOM-062-ZOO-1999. Los ratones de la cepa BALB/C se obtuvieron de Envigo (cepa Balb/C-

AnNHsd), mientras que los ratones de la cepa C57BL/6 (cepa C57BL/6N-Crl) al igual que los ratones 

desnudos (cepa Crl:NU/NU-nuBR) se obtuvieron de la Universidad Autónoma Metropolitana-Unidad 

Xochimilco. Los ratones se mantuvieron en un cuarto con un ciclo de 12h luz/oscuridad, con temperatura 

estable a 22°C. Habitaron en el sistema Optimice (Animal Care Systems) dentro de una caja de 484 cm2, 

con una población máxima de 5 ratones adultos, donde recibieron agua y comida (2018 Teklad Global 18% 

protein rodent diet Envigo, o Laboratory autoclavable rodent diet 5010, LabDiet) ad libitum. El lecho de 

las cajas estuvo formado por madera triturada (Harlan, Teklad), cada 14 días se traspasaron a cajas limpias 

con lecho nuevo. Se utilizaron pañuelos desechables, como material de anidación y tubos de cartón como 

enriquecedores del ambiente. Para los ratones inmunocomprometidos, el alimento, el agua, los materiales 
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de lecho, nidación y enriquecimiento fueron esterilizados previamente, y se manejaron en condiciones 

asépticas.  

Todos los ratones, recibieron al menos una semana para su aclimatación, antes de comenzar los 

experimentos. Los ratones que recibieron inoculaciones de células cancerosas, fueron monitoreados 

diariamente en búsqueda de signos de dolor o incomodidad, los ratones que presentaron estas señales 

recibieron eutanasia humanitaria y se excluyeron del experimento correspondiente.  

Con fines reproductivos, se utilizó un sistema de trío o harem donde se coloca un macho con 2 o 3 hembras 

en una caja. Quince días después de cohabitar, el macho se remueve de la caja y las hembras con síntomas 

de embarazo se separan en cajas independientes. Los ratones se inspeccionan diariamente alrededor de 

la fecha de dar a luz, para conocer la fecha exacta del nacimiento. Los cachorros son destetados y 

separados de la madre 3 semanas después de su nacimiento, después de confirmar que son capaces de 

alimentarse por sí mismos (incremento en el consumo del alimento peletizado en la caja). Se mantienen 

en cajas separadas por sexo y por camadas. Nunca cohabitan ratones de diferentes camadas, solo con 

fines reproductivos. 

2.2.1  Modelos de metástasis ósea  

Se preparó una suspensión de células individuales 4T1 (105 células en 100 µL de PBS) a partir de monocapas 

confluentes. Las células recibieron un cambio de medio un día anterior para asegurar que se mantengan 

en fase exponencial de crecimiento. Se realizó una tripsinización y después se centrifugaron (200g, por 

10min a 4°C). Los paquetes celulares fueron resuspendidos en PBS a 4°C, se colectan todas las células de 

los tubos obtenidos y se mezclaron en un tubo cónico de 50 mL complementando con PBS a 4°C hasta un 

volumen final de 40 mL. Las células se centrifugaron (200g, por 10min a 4°C) y se resuspendieron en 40 

mL de PBS frío y se repitieron estos pasos dos veces. Se resuspendió el lavado final con un pequeño 

volumen de PBS frío (aprox. 5 mL). Las células vivas, se cuantificaron por una dilución con azul tripán 

usando la cámara de Neubauer, en un microscopio óptico invertido.  

Los ratones fueron pesados y marcados en la cola (marcador indeleble) fueron anestesiados con una 

mezcla de ketamina (100mg/kg) y xilasina (5-10mg/kg) intraperitonealmente con jeringa insulínica. Una 

vez anestesiados se confirmó que no presentaban reflejos al presionar entre los deditos de las patas 

traseras, se prosiguió con la depilación del área de la caja torácica colocando una gota de crema depilatoria 
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(Nair, piel sensible) utilizando un isopo de algodón, la cual se retiró en un tiempo aprox. de 90 segundos 

utilizando gasas de algodón húmedas (agua 37°C). Los ratones depilados se colocaron en un tapete 

térmico, donde se les untó solución oftálmica (20% aceite mineral, 80% petrolato blanco, Soothe, 

Nighttime Bausch&Lomb) para protegerlos de la resequedad y se repitió constantemente hasta que 

despertaron de la anestesia. Los ratones se fijaron utilizando cinta adhesiva en una posición simétrica, en 

patas delanteras y en la cintura, se fijó la posición de la caja torácica utilizando los dedos índices y anular. 

Cada ratón recibió una inoculación de 100 µL (105 células) utilizando una jeringa de 1mL con aguja de 26 

gauges, la cual es insertada entre la tercera y cuarta costilla izquierda en posición vertical (ángulo de 90°). 

Cuando se observó el flujo sanguíneo en la aguja se prosiguió a inocular las células, el flujo sanguíneo es 

un indicador de que la jeringa se insertó en el ventrículo cardíaco izquierdo, al retirar la jeringa se mantuvo 

presionado el área por 30 segundos para evitar pérdida de sangre. Por último, los ratones se pasaron al 

tapete térmico y recibieron una dosis de 250 µL de PBS (37°C) para ayudarlos a mantenerse hidratados y 

a recuperarse de la anestesia y se les realizó un pequeño corte en la oreja para diferenciarlos (1ro. Derecha; 

2do. Izquierda; 3ero. Ambas; 4to. Ambas en forma de “V” y el 5to. Sin corte). Cuando los ratones 

recuperaron la movilidad fueron transportados a sus cajas. 

Para la inoculación intratibial, los ratones fueron anestesiados y depilados de las patas traseras en el área 

de la rodilla siguiendo el mismo protocolo mencionado anteriormente. Se sujeto firmemente la pata 

trasera flexionada entre los dedos índice y el dedo pulgar, utilizando una jeringa de 0.3 mL con aguja de 

29 gauges, se hizo presión y se insertó la aguja por debajo de la patela haciendo ligeros giros para perforar 

la cabeza de la tibia, al sentir que se perforo la tibia (deja de haber resistencia en el hueso) se cambió la 

jeringa por otra cargada con células RM-1 (104 células en 25 µL de PBS), los ratones se mantuvieron en 

tapete térmico y recibieron los mismos cuidados post-inoculación mencionados previamente. Los ratones 

recibieron tratamiento analgésico, buprenorfina (0.1mg/kg, cada 12h) por 48h posteriores a la inoculación.  

Todos los ratones que recibieron inoculación fueron monitoreados diariamente. Entre diez y veintiún días 

después, se realizó la eutanasia de los ratones con una sobredosis de pentobarbital o ketamina/xilasina, 

seguido por dislocación cervical, posteriormente los huesos fueron colectados. Los ratones que murieron 

durante la inoculación intracardiaca o intratibial no fueron incluidos en los análisis, tampoco los que no 

presentaron evidencia de osteólisis o los ratones que recibieron eutanasia por razones éticas (pérdida de 

peso, signos de estrés, dificultad para respirar o parálisis) antes de finalizar del experimento.  
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2.2.2  Modelo de tumores en la glándula mamaria  

Las células 4T1 se prepararon de la misma manera que para inoculación intracardiaca, pero se llevaron a 

una concentración final de 2 millones por mililitro. Los ratones hembras Balb/C de seis semanas de edad 

fueron inoculadas en la cuarta almohadilla mamaria con células 4T1 (105 células en 50 µL de PBS) utilizando 

una jeringa de 300µL con una aguja de 29-gauge. Se realizó la medición del diámetro tumoral con un 

vernier dos veces por semana, el volumen tumoral fue calculado utilizando la ecuación 1. 

 

 Volumen del tumor =  (L x A^2)/2 (1) 
 

Donde L y A representan largo y ancho del tumor, respectivamente expresado en milímetros. Después de 

31 días se realizó la eutanasia por sobredosis de pentobarbital, seguido por dislocación cervical. Se 

colectaron los tumores mamarios usando una navaja de bisturí se retiró toda la piel adyacente.  

2.2.3  Eliminación de los linfocitos T in vivo 

Para eliminar a los linfocitos T CD4+ y CD8+, los ratones recibieron inyecciones intraperitoneales de 100 µg 

de anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8. El grupo control recibió 100 µg de isotipo control IgG2. Todas las 

inyecciones fueron intraperitoneales con un volumen final de 100 µL, cada 7 días, comenzando el día que 

los ratones fueron inoculados con las células cancerosas.  

2.2.4 Transferencia adoptiva de linfocitos T  

Para probar el efecto de los linfocitos T activados en modelos de metástasis ósea, se extrajo el bazo de 

ratones C57BL/6 (cepa C57BL/6N-Crl) sanos, de la Universidad Autónoma Metropolitana-Unidad 

Xochimilco. Por medio de maceración entre dos portaobjetos, se obtuvo una suspensión de las células de 

bazo, y se aislaron los linfocitos T utilizando un kit de aislamiento por selección negativa (Dynabeads 

Untouched mouse T cells, Invitrogen).  

Los linfocitos T fueron cultivados en presencia de anticuerpos, anti-CD3 adsorbido al fondo de la placa y 

en suspensión (5 µg/mL), y anti-CD28 (5µg/mL) por cuatro días, cambiando la mitad del medio cada dos 
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días. Se confirmó la activación de los linfocitos T por cambios morfológicos observados en el microscopio. 

Al cuarto día se recuperaron todos los linfocitos T, se lavaron y se resuspendieron en PBS para su 

inoculación intravenosa (106 células/20µL). 

Los ratones receptores fueron ratones C57BL/6 con sistema inmune normal o desnudos (cepa Crl:NU/NU-

nuBR) los cuales carecen de timo, por lo tanto, no tienen linfocitos T, ambas cepas se obtuvieron de la 

Universidad Autónoma Metropolitana-Unidad Xochimilco. Cinco días antes de la transferencia adoptiva, 

los ratones receptores con sistema inmune normal, recibieron tratamiento con anticuerpos anti-CD4 y 

anti-CD8 para eliminar a las poblaciones de linfocitos T. En ambos casos recibieron transferencia adoptiva 

de 5 millones de linfocitos T activados ex vivo en una de las venas laterales de la cola. Se analizaron 

muestras de sangre retro-orbital para caracterizar a los linfocitos T, por citometría de flujo 7 y 14 días 

después de la transferencia adoptiva. 

2.2.5  Tratamientos in vivo sildenafil y ácido zoledrónico 

Se ha reportado el uso de inhibidores de la fosfodiesterasa-5 (PDE5) como el sildenafil, talafil y vardenafil, 

son capaces de modular la respuesta inmune antitumoral. Disminuyendo las rutas inmunosupresivas, 

reduciendo significativamente la actividad de las enzimas ARG1 y NOS2, que participan en la generación 

de ROS, principalmente óxido nítrico (NO) de las MDSCs in vitro y en modelos de ratón de cáncer de colon, 

se restaura la inmunidad antitumoral (Serafini et al., 2006b).   

Por medio de citometría de flujo se demostró que existe un incremento en las MDSCs en la metástasis 

ósea de 4T1, por lo tanto, se decidió probar el efecto del sildenafil (inhibidor de la PDE5) en la metástasis 

ósea de cáncer de mama 4T1.  

El ácido zoledrónico monohidratado (Sigma) fue resuspendido en PBS. Los ratones fueron inoculados con 

PBS o con ácido zoledrónico, en una dosis de 25µg/kg (subcutáneo), tres veces por semana. El citrato de 

sildenafil (Sigma) fue resuspendido en una concentración de 100 µg/µ en dimetilsulfóxido (DMSO), para 

después ser diluido a 3.4 µg/µL en una solución de PBS-polietilenglicol (PEG) 400 (relación 5:4), los ratones 

recibieron una dosis de 20 mg/kg cada dos días. Los tratamientos comenzaron un día después de la 

inoculación de las células 4T1. 
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2.2.6 Tratamiento in vivo  con inhibidores de puntos de control inmunológicos  y 

tratamientos antiresortivos 

Para determinar si tratamiento con bloqueadores de los inhibidores inmunes podría aplicarse en la 

metástasis ósea, el primer paso es determinar, si estos receptores puntos de control inmunológicos están 

presentes en la metástasis ósea. Los receptores inhibidores están presentes en los linfocitos T como CTLA-

4, PD1 o tim3, o sus ligandos en otras células como el PD-L1, en condiciones patológicas como el cáncer.  

Para determinar si los linfocitos T u otras células de la metástasis ósea presentan estos receptores se 

utilizaron los siguientes anticuerpos unidos a fluorocromos: anti-CTLA-4 (UC10-4B9), anti-PD-1 (29F.1A12), 

anti-PD-L1 (10F.9G2) y anti-tim3. Éstos fueron probados en diferentes suspensiones celulares, de medula 

ósea y de bazo, de ratones con o sin metástasis ósea y se analizaron por citometría de flujo (Attune 

Focusing fluid cytometer).  

Confirmamos la presencia de diferentes blancos terapéuticos para inmunoterapia, alta expresión de PD-

L1 en más del 80% de los M-MDSCs y la alta expresión de PD-1 en más del 70% de los linfocitos T de la 

metástasis ósea. Sabemos que las lesiones osteolíticas son zonas ricas en TGF-β, el TGF-β tiene un papel 

inmunosupresor, por lo que también es un interesante blanco terapéutico. Por otro lado, el ácido 

zoledrónico sigue siendo uno de los tratamientos utilizados para la metástasis ósea por lo que se decidió 

probar en combinación con el anti-PD-L1. 

Se probó el efecto de tratamiento con los anticuerpos contra los receptores inhibidores anti-PD-L1, anti-

TGFß en la metástasis ósea de cáncer de mama. En el caso de la metástasis ósea el fin no es solo eliminar 

a las células cancerosas, también es importante proteger el hueso por lo que se pretende combinar con 

un tratamiento antirresortivo (ácido zoledrónico 5µg/kg), un tratamiento actual de pacientes con 

metástasis ósea. Por lo que se caracterizaron los efectos de una terapia combinada, tratamiento 

antiresortivo, con bloqueadores de los receptores inhibidores en la metástasis ósea de células 4T1.  

Después de la eutanasia de los ratones, se obtuvieron los huesos y se analizó el área de osteólisis por 

medio de radiografías, para determinar si hubo un efecto de la inmunoterapia en la reducción de la 

osteólisis.  
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2.3 Ensayo de osteoclastogénesis  

Las células de médula ósea fueron extraídas de los huesos de las patas traseras (la tibia y el fémur), 

pasando a través de los huesos una solución de medio RPMI completo con una jeringa de 1mL y una aguja 

de 26G. Después de una centrifugación (350g, 8min, 4°C), las células fueron resuspendidas en una solución 

para eliminar los eritrocitos (155mM NH4Cl, 10mM NaHCO3, 1mM EDTA). Las células mononucleares 

fueron lavadas en PBS (1x) y resuspendidas en medio RPMI completo. La cantidad de células vivas fue 

evaluada usando azul tripano, en una cámara de Neubauer. Se cultivaron 4x104 células de médula ósea en 

medio α-MEM suplementado con 10% SFB (Biowest), M-CSF (25ng/mL, PeproTech), y RANKL (12.5-25 

ng/mL, PreproTech or BioLegend) en placas de 96-pozos de fondo plano. La mitad del medio fue renovado 

cada dos días, las células fueron monitoreadas por microscopia, en búsqueda de células grandes. Después 

de 5-8 días de cultivo, las células se tiñeron para la actividad de la fosfatasa resistente al ácido tartárico 

(TRAP) y se contabilizó por microscopía el número de osteoclastos (células multinucleadas y TRAP+). 

Se aislaron los linfocitos T del bazo por selección negativa empleando el kit Dynabeads Untouched mouse 

T cells (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para el aislamiento de los linfocitos T de 

médula ósea, se empleó el kit Dynabeads Untouched mouse T cells para una selección negativa, seguido 

del kit MojoSort mouse CD3 selection (BioLegend) para una selección positiva. Se confirmó el porcentaje 

de linfocitos T aislados por citometría de flujo (lo cual se describe adelante). Para la activación ex vivo de 

los linfocitos T, estos se cultivaron en placas de 96-pozos cubiertos con anticuerpo anti-CD3 en medio RPMI 

suplementado con SFB (5% v/v), ß-mercaptoetanol (55µM), anti-CD3 (5µg/mL) y anti-CD28 (5µg/mL). Los 

linfocitos T se transfirieron al ensayo de osteoclastogénesis un día después de sembradas las células de 

medula ósea. 

2.4 Citometría de flujo 

Se obtuvieron muestras de sangre, bazo y médula ósea de ratones que fueron inoculados o no con células 

cancerosas. Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se obtuvieron por medio de punción 

del seno retrorbital utilizando tubos capilares heparinizados. Las células de médula ósea fueron 

preparadas acorde a lo descrito anteriormente. Las suspensiones celulares de células de bazo se 

obtuvieron por maceración del tejido, utilizando dos porta-objetos esmerilados. Los eritrocitos fueron 

removidos utilizando una solución de lisis de eritrocitos (155 mM NH4Cl, 10 mM NaHCO3, 1 mM EDTA). Las 

células vivas fueron contadas en azul tripano en una camera de Neubauer y centrifugadas (350g, 8min, 
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4°C), se lavaron dos veces con una solución amortiguadora de aislamiento (PBS 1X, 1% p/v BSA y 0.5 mM 

EDTA), antes de resuspenderlas en una solución de bloqueo que contiene True Stain Monocyte Blocker 

(5µL/106 de células, BioLegend), anticuerpo anti-CD16/32 (1µg/106 de células, clon 93, BioLegend) y SFB 

(10% v/v). Los linfocitos T fueron entonces teñidos usando anticuerpos fluorocromados contra CD90.2, 

CD3Ɛ, CD4, CD8α, CD62L, CD69, CTLA-4, PD-1 y/o TIM-3 de ratón.  

Para el análisis de las células supresoras de origen mieloide (MDSCs), las células fueron cultivadas en 

presencia del CellROX Orange (12.5µM, Invitrogen) o DAF-2 diacetato (6.25µM, Cayman Chemical) por 

30min, a 37°C.  

Posteriormente, las células fueron cultivas con solución de bloqueo, y se tiñeron marcadores 

extracelulares utilizando anticuerpos fluorocromados contra CD11b, Ly6C, Ly6G y PD-L1 de ratón. Los 

anticuerpos fueron comprados de eBioscience o Biolegend (Detalles presentados en el anexo A). Las 

células fueron lavadas y se resuspenden en buffer de aislamiento y fueron analizadas inmediatamente 

después, utilizando un citómetro de flujo Attune acoustic (Applied Biosystems). Controles de 

compensación con un solo fluorocromo fueron preparados utilizando células o gránulos de compensación 

OneComp eBeads (Invitrogen). Las muestras fueron analizadas utilizando el programa Attune (v2.1, 

Applied Biosystems). Las células individuales fueron seleccionadas a partir de un densitograma utilizando 

FSC-A vs FSC-H, y SSC-A vs SSC-H, posteriormente las células fueron seleccionadas utilizando el FSC-A vs 

SSC-A. Utilizando el mismo protocolo para tinción extracelular se tiñeron las células cancerosas utilizando 

un anticuerpo anti ratón H-2 (MHC-I). Los resultados de citometría fueron analizados entonces utilizando 

el Attune software (v2.1) o el FlowJo (v10.6, BD Bioscience). 

2.5 MTT 

Células de médula ósea de ratones sin linfocitos T fueron extraídas por flush de las tibias y fémures, acorde 

a lo descrito anteriormente, se cultivaron en presencia de M-CSF (25 ng/mL, Peprotech). Un día después 

se agregaron linfocitos T activados ex vivo por 5 días, con anticuerpos anti-CD3 (5 mg/mL) y anti-CD28 (5 

ng/mL) o cultivados sin estímulos. Los co-cultivos se realizaron en las mismas condiciones que los ensayos 

de osteoclastogénesis, en placas de 96 pozos de fondo plano. Pero el quinto día del co-cultivo se agregó 

metil tiazol tetrazolio (MTT) (5 mg/mL) a cada pozo, se incubaron por 5 horas más (37°C, 5% CO2, atmósfera 

húmeda). Se agregó un volumen de una mezcla de ácido clorhídrico (0.01M) con dodecilsulfato sódico 

(10% p/v) para detener la reacción de conversión de MTT a formazan y se incubaron por 16 horas en las 
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mismas condiciones. Finalmente, la placa se transfirió a un espectrofotómetro para microplacas Epoch, 

Biotek donde se realizó una lectura a 570nm.  

2.6 Radiografías 

Las imágenes por rayos X se realizaron en los huesos extraídos después de la eutanasia, utilizando un In-

Vivo-Xtrem imaging system (Bruker) el cual se encuentra en el Laboratorio Nacional de Microscopia 

Avanzada (Instituto de Biotecnología, UNAM, Cuernavaca, México). Se realizó la cuantificación del área de 

osteólisis en un ensayo ciego. Cada radiografía recibió un número aleatorio utilizando random.org previo 

a la medición de las lesiones basados en el área radioluciente, con el programa Image J (Schneider, et al., 

2012).  

2.7 Histología e histomorfometría de los huesos  

Inmediatamente después de que los ratones fueran eutanizados, se extrajeron los huesos y se fijaron con 

una solución de formalina al 10% por 48h a 4°C, después de un lavado con PBS fueron almacenados en 

etanol al 70% hasta su procesamiento. Posteriormente fueron descalcificados en EDTA 10% m/v (0.34M) 

por dos semanas (renovando las soluciones cada tercer día). Los huesos fueron embebidos en parafina 

usando el procesador de tejidos STP 120-2 (Thermo Fisher Scientific) para realizar la deshidratación por 

gradientes ascendentes de etanol (80-100%), sustitución con xileno seguid por la infiltración de parafina y 

fueron colocados en moldes histológicos.   

Los huesos embebidos en parafina fueron almacenados a 4°C hasta que fueron cortados de manera 

longitudinal, media-sagital con un grosor de 7µm de tibia y fémur, utilizando un micrótomo Microm HM 

355S (Thermo Fisher Scientific). Los cortes se montaron en laminillas en un baño maría, se dejaron una 

noche en el horno a 60°C, previo a la desparafinación con limoneno y fueron rehidratados los cortes por 

concentraciones descendentes de etanol del 100 al 70%.  

Las secciones de los tejidos, fueron teñidos con hematoxilina y eosina (H&E) o para detectar la actividad 

TRAP y preparados para el análisis histomorfométrico. Las imágenes fueron obtenidas utilizando una 

cámara Q-imaging CCD montada en un microscopio Axio Scope A1 (Zeiss). Los análisis histomorfométricos 
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fueron realizados también de manera aleatoria, donde los cortes histológicos recibieron números 

aleatorios antes de realizar el análisis utilizando Image J (Schneider, et al., 2012).  

2.7.1  Inmunohistoquímica  

Detectamos a los linfocitos T infiltrados en la metástasis ósea, con un análisis de inmunohistoquímica. Los 

huesos fueron procesados y embebidos en parafina acorde a lo mencionado previamente. Los cortes 

histológicos fueron montados en laminillas cargadas, se incubaron en el horno por una hora a 60° C, y 

almacenados a temperatura ambiente hasta su procesamiento.  

 Posterior a la desparafinación y rehidratación, los cortes fueron delimitados con una pluma hidrofóbica. 

Usamos pepsina (0.5% p/v en HCl 10mM, pH 2.0, Sigma) como revelador antigénico se incubo a 37°C por 

37 min, se inhibió la actividad de las peroxidasas endógenas con un tratamiento de peróxido de hidrogeno 

(3% v/v) se mantuvo a temperatura ambiente por 10 min. Para bloquear reacciones inespecíficas usamos 

un kit de bloqueo de avidin/biotin (Vector Laboratories) y una incubación con suero de cabra (3%v/v). Se 

incubó toda la noche el anticuerpo primario policlonal de conejo anti-humano/ratón CD3 (Dako o Sigma) 

en dilución 1:400. Continuamos con la incubación del anticuerpo secundario biotinizado chivo anti-conejo 

en dilución 1:1000. Para conjugar la estreptavidina unido a peroxidasas se usó el kit Elite ABC Vectastain 

(Vector Laboratories) y una contratinción con hematoxilina. Los portaobjetos se preservaron con resina y 

cubreobjetos, y se dejaron reposar por una noche. Se analizaron usando un microscopio óptico, los 

linfocitos T (células CD3+) se observaron de color purpura en contraste con el tejido negativo que solo 

presenta el color de hematoxilina. Se utilizaron muestras de bazo como control positivo.  

2.8 Aislamiendo de RNA y RT-qPCR 

Se criopreservaron los huesos de las patas traseras de ratones inoculados o no con células 4T1 en el 

ventrículo cardiaco izquierdoen Trizol (Thermo Scientific). Posteriormente los huesos fueron macerados 

utilizando un FAST-PREP (MP Biomedicals) en presencia de perlas de cerámica de 4mm de diámetro. El 

sobrenadante se pasó a un nuevo tubo, se continuó con los primeros pasos de la extracción con Trizol, 

pero la fase acuosa se pasó a una columna del kit para aislamiento Gene JET (Thermo Scientific), se extrajo 

el RNA total. La integridad del RNA se evaluó realizando una electroforesis en un gel de agarosa. 
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Por medio de la enzima transcriptasa reversa SuperScript II (Thermo Scientific) se preparó el DNA 

complementario (cDNA) usando un oligo (dT). El cDNA se utilizó para evaluar la expresión genética en 

tiempo real usando el Master mix HotStart-II SYBR Green qPCR (USB Affymetrix) y en un sistema 7500 PCR 

tiempo real (Applied Biosystems). La cuantificación relativa del mRNA requirió de una curva estándar con 

diluciones seriadas de templados de cDNA. La expresión genética fue normalizada usando el gen Rpl32 de 

expresión constitutiva. Se evaluó la expresión de los genes reguladores de la osteoclastogénesis Rankl y 

Opg (secuencia de oligonucleótidos en anexo B).  

2.9 Análisis estadístico 

Para experimentos con ratones, se utilizó el menor número de ratones posible calculado utilizado 

Statement o plataformas en línea (statulator.com y biomath.info) asumiendo la probabilidad de error tipo 

I y tipo II como α=0.05 y β=0.20, respectivamente. El error estándar de los diferentes parámetros fue 

obtenido de resultados previos. Los análisis estadísticos se realizaron utilizando Prism v8 (GraphPad 

software). Se determinó la distribución normal de las muestras, utilizando la prueba de Shapiro-Wilk. La 

comparación entre dos grupos se realizó una prueba t-Student de dos colas, o prueba de Mann-Whitney. 

La comparación entre 3 o más grupos se realizó con un análisis de varianza ANOVA de una vía con un post-

test de Bonferroni o de Dunnett. Para respuestas que involucran más de dos variables, se utilizó un ANOVA 

de 2-vías con un post-test de Bonferroni o de Dunnett. Los resultados se presentan en cajas y bigote, con 

la media, el rango del intercuartil, y mostrando todos los resultados en puntos cuando P≤0.05 se consideró 

como una diferencia significativa. 
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Capítulo 3.  Resultados 

3.1 Los linfocitos T incrementan la metástasis ósea de células 4T1 

3.1.1 Los linfocitos T infiltran la metástasis ósea de 4T1 MHC -I+  

Para analizar los efectos de los linfocitos T en la metástasis ósea, es necesario utilizar un modelo singénico, 

el cual consiste en la inoculación de líneas celulares de cáncer que fueron extraídas de un ratón de la 

misma cepa. Estos modelos nos permiten caracterizar las interacciones entre el sistema inmune y las 

células cancerosas. Para seleccionar un modelo útil para la búsqueda de nuestros objetivos, primero 

buscamos células cancerosas con expresión del MHC-I, molécula fundamental para la presentación de 

antígenos como los antígenos tumorales y el reconocimiento de las células cancerosas por los linfocitos T 

CD8+ citotóxicos. Para esto analizamos por citometría de flujo las líneas celulares de cáncer de mama de 

ratón PyMT-R221A y 4T1, usando como control positivo células mononucleares de sangre periférica 

(PBMCs, por sus siglas en inglés). Se confirmó que ambas líneas celulares, 4T1 y PyMT-R221A, expresan el 

MHC-I Figura 14 A). En consecuencia, decidimos probar si estas células de cáncer de mama hacen 

metástasis ósea y generan lesiones osteolíticas al inocularse en ratones de sus respectivas cepas.  

Probamos la inoculación de las células PyMT-R221A en ratones hembras de la cepa FVB, debido a que la 

línea celular PyMT-R221A se extrajo de un tumor mamario de un ratón de la cepa FVB. Las células se 

inocularon de manera intracardiaca y ningún ratón presento lesiones óseas. Al inocular a las células PyMT-

R221A de manera intratibial si se observaron lesiones osteolíticas, sin embargo, solo en el 30% de los 

ratones inoculados (Arellano, 2016). Esto aumentaría el número de ratones que tendríamos que inocular 

para probar los efectos de los tratamientos y debido que los análisis de rayos X solo se pueden realizar al 

final del experimento, no fue posible continuar con el uso de este modelo por todas las complicaciones 

técnicas que involucraría.  
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Figura 14 Presencia de linfocitos T infiltrados en la metástasis osteolítica de células de cáncer de mama 4T1 MHC-I+ 
en ratones. A. Análisis de la expresión de MHC-I, por citometría de flujo, en células mononucleares de sangre 
periférica de ratón (PBMCs por sus siglas en inglés), de cáncer de mama 4T1 y PyMT-R221A de ratón. B. Se inocularon 
células 4T1 en el ventrículo cardiaco izquierdo de ratones Balb/C hembras de 6 semanas de edad, para causar 
metástasis ósea. 10 días después se eutanisaron los ratones y se extrajeron los huesos de las patas traseras para su 
análisis. Los resultados se presentan como imágenes representativas de izquierda a derecha: radiografías de la patas 
traseras (donde las flechas indican el área de osteólisis), y de secciones de fémur teñidas con hematoxilina y eosina 
(H&E, las flechas indican la metástasis ósea), por la actividad de la fosfatasa resistente al ácido tartárico (TRAP por su 
siglas en inglés, las flechas indican los osteoclastos), o inmunohistoquímica con un anticuerpo anti-CD3 para detectar 
a los linfocitos T infiltrados en los tumores (TILs por sus siglas en inglés) (T, tumor; H, hueso; las flechas indican a los 
linfocitos T).  

 

Continuamos con la inoculación de las células 4T1 en ratones hembras de la cepa Balb/C. Las células 4T1 

fueron extraídas de un tumor mamario espontáneo de ratón Balb/C, las cuales presentan una alta 

capacidad metastática, por lo que la ATCC la describe como modelo de cáncer de mama en estado 

avanzado. Se inocularon las células 4T1 en el ventrículo cardíaco izquierdo de ratones Balb/C hembras, 

diez días después, los ratones fueron sacrificados, se colectaron y preservaron los huesos de las patas 

traseras. Los huesos se analizaron por rayos X y observamos la presencia de lesiones osteolíticas tanto en 
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la extremidad distal del fémur como en la extremidad proximal de la tibia (Figura 14 B). Los huesos se 

analizaron por histomorfometría, tinción de hematoxilina y eosina, se puede observar la masa tumoral en 

la médula ósea, caracterizado por tejido densamente poblado, desorganizado y de coloración naranja más 

intensa. La presencia de estos tumores se encuentra en las zonas con perdida ósea observadas en las 

radiografías. Por medio de tinción de TRAP se observaron a los osteoclastos, cuyas características son 

células grandes multinucleadas, de coloración marrón-rojizo (TRAP+), localizados en la interface tumor-

hueso. Por último, se realizó un ensayo de inmunohistoquímica, con un anticuerpo primario anti-CD3 con 

el cual pudimos detectar la presencia de los linfocitos T infiltrados en la metástasis ósea causado por 

células 4T1 (Figura 14 B).  

Estos resultados nos indican que las células de cáncer de mama 4T1 MHC-I+, hacen metástasis ósea, 

generan lesiones de tipo osteolíticas, y presentan infiltración de linfocitos T, lo que hace al modelo 

adecuado para analizar las interacciones entre los linfocitos T y la metástasis ósea. 

3.1.2 Los linfocitos T incrementan la metástasis ósea de células 4T1  

Se comparó el desarrollo de metástasis ósea de células 4T1 inoculadas de manera intracardiaca en ratones 

hembras Balb/C, y administramos un tratamiento con anticuerpos para inducir la eliminación de los 

linfocitos T. Para confirmar el efecto del tratamiento se tomaron muestras de sangre retrorbital el día 7 

postratamiento y se analizaron por citometría de flujo para detectar a las poblaciones de linfocitos T. Se 

cuantificaron las poblaciones de linfocitos T CD4+ y éstos representaron el 15.1±1.4% de las PBMCs de los 

ratones que recibieron el anticuerpo control versus 0.01%±0.01 que se detectó en el grupo que recibió 

anti-CD4 y anti-CD8 (Figura 15). El mismo efecto se generó en los linfocitos T CD8+ donde éstos 

representaron el 4.98%±0.51 de las células sanguíneas del grupo control versus <0.01% en los ratones del 

grupo con tratamiento. Es decir que el tratamiento indujo una reducción >99% de linfocitos T CD4+ y CD8+ 

(Figura 15 B).  
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Figura 15 Depleción de linfocitos T CD4+ y CD8+ positivos con tratamiento con anticuerpos. Se inocularon células 4T1 
en el ventrículo izquierdo del corazón en ratones hembras Balb/C y recibieron tratamientos con 75µg de anticuerpos 
anti-CD4 y/o anti-CD8 o isotipo control, cada 7 días. A. Densitogramas representativos de los linfocitos T CD4+ y de 
los linfocitos T CD8+. B. Cuantificación de linfocitos T CD4+ y CD8+. Los resultados se presentan en cajas y bigotes, se 
compararon con una prueba t de Student de dos colas. 
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Se analizaron los huesos post-mortem, 10 días después de la inoculación, por rayos X ambos grupos 

presentaron lesiones osteolíticas y fueron cuantificadas (Figura 16). Los linfocitos T indujeron un 

incrementó del 83% en el área de osteólisis en los ratones con linfocitos T con respecto a los ratones sin 

linfocitos T (3.0mm2±SEM vs 1.64mm2±SEM) (Figura 16). 

 Se continuó con un análisis histomorfométrico, de secciones de huesos con tinción de hematoxilina y 

eosina para cuantificar el área tumoral y área del hueso. Los linfocitos T incrementaron el 38% del área 

tumoral en ratones con linfocitos T al compararlos con ratones sin linfocitos T, la diferencia fue muy 

cercana a la significancia estadística (P=0.0648) (Figura 17). Acorde a los resultados obtenidos con el área 

de osteólisis por radiografía, los linfocitos T generaron una disminución del 23% en el área del hueso con 

respecto a los ratones sin linfocitos T, y esta diferencia es altamente significativa (P=0.0107) (Figura 17).  

 

Figura 16 Los linfocitos T incrementan la metástasis ósea de células 4T1. Células 4T1 fueron inoculadas en el 
ventrículo cardiaco izquierdo, de ratones Balb/C hembras de 6 semanas de edad, para causar metástasis ósea. 
Posterior a la inoculación, los ratones recibieron un tratamiento con anticuerpos control de isotipo o anti-CD4 y anti-
CD8. 10 días posteriores a la inoculación fueron eutanizados y se extrajeron los huesos de las patas traseras para su 
análisis. (Izquierda) Radiografías representativas de las patas traseras, las flechas indican lesiones osteolíticas. 
(derecha) Cuantificación del área de osteólisis. Los resultados se presentan en cajas y bigotes, se compararon con 
una prueba t de Student de dos colas. 
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Figura 17 Los linfocitos T incrementan área tumoral y reducen el área del hueso. Secciones histológicas de los fémures 
de los ratones con inoculación intracardiaca de células 4T1 y tratamiento para eliminar a los linfocitos T, fueron 
procesados y teñidas con hematoxilina y eosina para su análisis histomorfométricos. (arriba) Fotografías 
representativas de secciones teñidas con H&E, donde T indica el tumor, H el hueso y MO la médula ósea. (Abajo 
izquierda) Cuantificación del área tumoral. (Abajo derecha) Cuantificación del área de hueso Los resultados se 
presentan en cajas y bigotes, se compararon con una prueba t de Student de dos colas. 

3.1.3 Los linfocitos T tienen un efecto anticancerígeno en tumores mamarios de 

células 4T1 

Los linfocitos T incrementaron la metástasis ósea de 4T1, para determinar si el efecto procancerígeno de 

los linfocitos T estuvo influenciado por el microambiente de la metástasis ósea de células 4T1 o si la 
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presencia de las células cancerígenas 4T1 en un tumor mamario pueden afectar la función de los linfocitos 

T. Se comparó el crecimiento de tumores mamarios de células 4T1 en ratones con o sin linfocitos T. 

Inoculamos células 4T1 en las glándulas mamaria de ratones hembras, y posteriormente administramos 

tratamiento con anticuerpo control o con anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8, para la eliminación de los 

linfocitos T. Los ratones con linfocitos T presentaron una disminución significativa del ~20% del volumen 

tumoral con respecto a los ratones sin linfocitos T (Figura 18). Este efecto anticancerígeno de los linfocitos 

T, fue significativo y se mantuvo constante a partir del día 21 post-inoculación (Figura 18). Estos resultados 

demostraron que los linfocitos T tienen un efecto anticancerígeno en tumores mamarios y que el efecto 

procancerígeno está determinado por el microambiente de la metástasis ósea de células 4T1. 

 

Figura 18 Los linfocitos T reducen los tumores mamarios de células 4T1. Se inocularon células 4T1 en la cuarta 
almohadilla de grasa mamaria, de ratones Balb/C hembras de 6 semanas de edad, para causar tumores mamarios. 
Posterior a la inoculación, los ratones recibieron un tratamiento con anticuerpos: control de isotipo o anti-CD4 y anti-
CD8. Fotografía representativa de los tumores mamarios (izquierda), cuantificación del volumen tumoral (derecha). 
Cuantificación del volumen tumoral expresado en mm3, mediciones dos veces por semana, por 28 días. Resultados 
expresados en media ± error estándar de la media (SEM), se analizaron usando un ANOVA de dos vías y prueba a 
posteriori de Bonferroni. 

3.1.4 Modelos de metástasis ósea de cáncer de próstata 

Los linfocitos T incrementan la metástasis ósea de células 4T1, para determinar si este efecto era específico 

del modelo, decidimos probar el efecto de los linfocitos T en otros modelos de metástasis ósea, al intentar 

establecer el modelo de metástasis ósea de la línea celular de cáncer de mama PyMT-R221A se observaron 

lesiones osteolíticas en <30% de los ratones inoculados intratibialmente (Arellano, 2016). La línea celular 

de melanoma B16-F1, genera metástasis ósea, pero no induce lesiones osteolíticas, y no presenta linfocitos 
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T infiltrados por lo que tampoco se utilizó. Continuamos en la búsqueda de otros modelos disponibles en 

el laboratorio, por lo que intentamos con líneas celulares de cáncer de próstata. Analizamos un par de 

líneas celulares de cáncer de próstata TRAMP-C1 y RM-1. Primero, caracterizamos la expresión del MHC-I 

con citometría de flujo, y se encontró que ambas líneas celulares presentan baja expresión del MHC-I 

comparado con las PBMCs (Figura 19).  

 

Figura 19 Análisis de expresión de MHC-I en líneas celulares de cáncer de próstata TRAMP-C1 y RM-1. Se analizó la 
expresión de MHC-I en líneas celulares de cáncer de próstata TRAMP-C1 y RM-1 de ratón, por citometría de flujo 
Histogramas representativos de MHC-I.  

 

 

Figura 20 Inoculación de células TRAMP-C1 no generó lesiones óseas. Se inocularon células TRAMP-C1 en ratones 
machos C57BL/6 de manera intratibial. A. Se registró el peso de los ratones. B. Radiografías de las patas traseras 21 
día post-inoculación.  
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Se inocularon células TRAMP-C1 de manera intratibial, los ratones no presentaron pérdida de peso (Figura 

20 A) o algún signo de enfermedad, no desarrollaron lesiones osteolíticas (Figura 20 B), por lo que no se 

continuó con el uso de estas células.  

Se inocularon células RM-1 de manera intratibial, generaron lesiones osteolíticas que podemos ver en las 

radiografías de las tibias (Figura 21). Con el análisis histológico, de secciones de hueso, usando la tinción 

de hematoxilina y eosina observamos la masa tumoral en la medula ósea. Con la tinción de TRAP, se 

detectaron los osteoclastos en la interfaz tumor-hueso (Figura 21). Debido a que la inoculación de células 

RM-1 generó lesiones osteolíticas y se detectaron osteoclastos en la interfase tumor-hueso continuamos 

con el uso de este modelo.  

 

Figura 21 Modelo de metástasis ósea de cáncer de próstata, con células RM-1. Se inocularon células RM-1 en las 
tibias de ratones C57BL/6, 21 días después de la inoculación se analizaron los huesos de las patas traseras. Radiografía 
representativa, donde las flechas indican las lesiones osteolíticas. Secciones de las tibias se utilizaron para análisis 
histológico, con tinición de hematoxilina y eosina se observa la masa tumoral en la tibia, señalada por flechas. 
Utilizando la tinción de TRAP, se detectaron osteoclastos en la interfase del tumor y el hueso, OC señalados por 
flechas. 

3.1.5 Los linfocitos T no tienen un efecto en la metástasis ósea osteolítica de 

cáncer de próstata RM-1 

Decidimos comparar el desarrollo de la metástasis ósea de células RM-1 en ratones con y sin linfocitos T. 

Inoculamos células RM-1 de manera intratibial y administramos tratamiento con anticuerpos para inducir 

la eliminación de los linfocitos T. Los huesos se analizaron por radiografías post-mortem, 21 días después 

de la inoculación. Los linfocitos T no tuvieron un efecto en el área de osteólisis, no se observó una 

diferencia significativa entre los ratones con o sin linfocitos T (Figura 22 A, B). Usando secciones 

histológicas de los huesos, se realizó un ensayo de inmunohistoquímica para detectar linfocitos T, y no se 
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encontraron linfocitos T en la metástasis ósea de RM-1 (Figura 22 C). La ausencia de linfocitos T infiltrados 

en el tumor es consistente con el hecho de que los linfocitos T no tengan efecto en las lesiones osteolíticas 

de la metástasis ósea de células RM-1.  

 

Figura 22 Los linfocitos T no tienen efecto en lesiones osteolíticas por células RM-1. Ratones machos C57BL/6 fueron 
inoculados de manera intratibial con células RM-1, posteriormente recibieron tratamientos con anticuerpos anti-CD4 
y anti-CD8, para la eliminación de los linfocitos T. A. Radiografías representativas de las patas traseras, flechas indican 
lesiones osteolíticas. B. Cuantificación del área de osteólisis. Secciones de las tibias fueron procesados para análisis 
de C. Inmunohistoquímica con anti-CD3.  

3.1.6 Los linfocitos T de metástasis ósea incrementan la oste oclatogénesis ex 

vivo 

El ciclo vicioso de la metástasis ósea osteolítica, explica porque cualquier factor que incremente la 

resorción ósea, alimentará el ciclo vicioso teniendo como consecuencia mayor metástasis ósea. Por lo 

tanto, decidimos estudiar si los linfocitos T alimentan el ciclo vicioso de la metástasis ósea al favorecer la 
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osteoclastogénesis. Para lo cual comparamos el efecto de linfocitos T de médula ósea de ratones con o sin 

metástasis ósea de 4T1 en la osteoclastogénesis ex vivo. La adición de 10 mil linfocitos T de médula ósea 

generó un incremento del 5% comparado con la condición sin linfocitos T, esta diferencia no fue 

significativa (P=0.999). Mientras que la adición de 10 mil linfocitos T de médula ósea de ratones con 

metástasis ósea generó un incremento del 59% en el número de osteoclastos al compararlo con la 

condición sin linfocitos T, esta fue una diferencia altamente significativa (P=0.01), éste incremento fue del 

51% al compararlo con la adición de 10 mil linfocitos T de ratón sin metástasis ósea, con una diferencia 

significativa de P=0.023 (Figura 23).  

 

Figura 23 Los linfocitos T de la metástasis ósea de 4T1 son pro-osteoclásticos. Se aislaron linfocitos T de la médula 
ósea (MO) de ratones con o sin metástasis ósea de 4T1 y fueron co-cultivados con células de médula ósea en la 
presencia de M-CSF (25ng/mL) y RANKL (25ng/mL) para inducir la osteoclastogénesis. Los resultados se presentan 
con (A) fotografías representativas y (B) la cuantificación del número de osteoclastos (células multinucleadas TRAP+) 
por milímetro cuadrado. Los resultados son presentados en cajas y bigotes. Se analizaron por ANOVA de dos vías. 

 

Se ha desmostrado que los linfocitos T de metástasis ósea presentan un aumento en la expresión de Rankl 

en comparación con los linfocitos T de médula ósea sin metástasis ósea (Fournier, datos no publicados) 

(Figura 24 A), lo cual es consiste con el aumento en el número de osteoclastos observado en los ensayos 

in vivo. Éste aumento de la expresión de Rankl también se observó en linfocitos T no activados al 

compararlos con linfocitos T activados ex vivo (Fournier, datos no publicados Figura 24 A). Lo que sugiere 

que los linfocitos T de metástasis ósea, no están activados. Se realizó un ensayo de osteoclastogénesis 

donde se agregaron linfocitos T no activados, para determinar si la expresión de Rankl era suficiente para 

inducir la osteoclastogénesis. Para lo cual se compararon diferentes cantidades de RANKL soluble en los 

co-cultivos y se observó que al contar con 25 ng/mL de RANKL no se observó una diferencia significativa al 
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agregar linfocitos T, pero al utilizar una cantidad subóptima 12.5 ng/mL de RANKL la presencia de los 

linfocitos T incrementa la cantidad de osteoclastos de manera significativa (Figura 24 B), pero en ausencia 

de RANKL los linfocitos T no son capaces de inducir la osteoclastogénesis (Figura 24 B). Estos resultados 

nos indican que los linfocitos T no activados, al igual que los linfocitos T de metástasis ósea expresan 

RANKL, pero no es el único factor por el cual podrían estar favoreciendo la osteoclastogénesis.  

 

Figura 24 Los linfocitos T de la metástasis ósea de 4T1 presentan expresión de Rankl mRNA, similar a los linfocitos T 
no activados. A. Se presenta la expresión de Rankl mRNA (Fournier, datos no publicados) en linfocitos T; in vivo 
aislados de bazo y de médula ósea, de ratones con o sin inoculación de células 4T1, ex vivo después de cultivarse en 
condiciones de activación o no. B. Se agregaron linfocitos T no activados en un ensayo de osteoclastogénesis de 
células de médula ósea, en presencia de M-SCF y en concentraciones descendentes de RANKL soluble. Cuantificación 
de osteoclastos por mm2. Resultados presentados en cajas y bigotes. Analizados con ANOVA de una vía y prueba t de 
Student (in vivo) ANOVA de dos vías.  

3.2 Los linfocitos T no activados incrementan la osteoclastogénesis ex vivo 

mientras que los linfocitos T activados inhiben la osteoclastogénesis 

Comparamos el efecto de los linfocitos T activados o no, en un ensayo de osteoclastogénesis ex vivo. 

Cuando se agregaron 40x103 linfocitos T no activados incrementaron significativamente (P=0.0214) el 

número de osteoclastos, al compararlos con la condición sin linfocitos T (Figura 25 A-B), este efecto fue 

similar al presentado por los linfocitos T de metástasis ósea de células 4T1. En contraste, los linfocitos T 

activados ex vivo usando anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, con solo 1.25x103 linfocitos T, se generó una 

inhibición del 95% de los osteoclastos (P=0.0001) (Figura 25 B).  
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Figura 25 Los linfocitos T activados inhiben la osteoclastogénesis ex vivo. Se cultivaron células de médula ósea de 

ratón con depleción de linfocitos T en presencia de M-CSF y RANKL (25ng/mL), se agregaron linfocitos T activados ex 
vivo con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, por 7 días o sin activar en diferentes cantidades (1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40 
x103), 6 días posteriores al co-cultivo, se realizó una tinción de TRAP para identificar a los osteoclastos. A. Fotografías 
representativas de los osteoclastos en las diferentes condiciones. B. Cuantificación de los osteoclastos en las 
diferentes condiciones. Resultados expresados en promedio ±SEM.  

 

Decidimos probar los subgrupos de linfocitos T CD4+ y CD8+ para saber si tenían diferentes efectos sobre 

los osteoclastos, así que aislamos linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+, y los cultivamos presencia o ausencia 

de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 para su activación ex vivo, y posteriormente se agregaron al cultivo. 

Al agregar 20x103 linfocitos T no activados; los linfocitos T CD8+ no activados presentaron un incremento 

del 59.2% (P=0.007), este efecto pro-osteoclastogénico fue más fuerte que el de los linfocitos T CD4+ los 

cuales generaron un incremento del 46.1% (P=0.039), aunque la diferencia entre estas no es significativa 

(P=0.742). Por lo tanto, ambos tipos de linfocitos T CD4+ y CD8+ no activados presentan actividad pro-

osteoclástica.  

Para confirmar que los linfocitos T activados tienen propiedades anti-osteoclásticas y que no estamos 

observando solo un efecto bystader, es decir un efecto citotóxico inespecífico, se cultivaron en las mismas 

condiciones y se analizó la viabilidad por un ensayo de MTT. Los resultados nos indican que no hay un 

efecto en la viabilidad al compararse con la presencia de linfocitos T no activados contra linfocitos T CD4+ 

o CD8+ o ambos activados (Figura 27). 
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Figura 26 Efecto de linfocitos T CD4+ y CD8+ en la osteoclastogénesis. Se cultivaron células de médula ósea de ratón 
con depleción de linfocitos T en presencia de M-CSF y RANKL (25ng/mL), se agregaron linfocitos T no activados o 
activados, 6 días posteriores al co-cultivo, se realizó una tinción de TRAP para identificar a los osteoclastos. A. Se 
agregaron (20, 40 x103) linfocitos T, CD4+ o CD8+ no activados. B. Se agregaron (1.25, 2.5, 5, 10, 20 x103) linfocitos T 
CD4+ o CD8+ activados ex vivo con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28. Resultados expresados en promedio ±SEM. 
Analizados con un ANOVA de 2-vías, con un post-test de Dunnet. 

 

Una vez que se confirmó que los efectos observados no eran citotóxicos, nos sugiere que el mecanismo 

por el cual los linfocitos T inhiben la osteoclastogénesis puede ser a través de la secreción de citocinas 

como el IFNƴ y la IL-4. Decidimos probarlo agregando anticuerpos neutralizantes de IL-4 e IFNƴ, a un 

ensayo de osteoclastogenesis, con 10 y 20 mil linfocitos T activados. 

Los resultados nos indican que mientras que los anticuerpos anti-IFNƴ y anti-IL4 no tuvieron un efecto en 

el número de osteoclastos al utilizarse de forma individual (Figura 28). Sin embargo, la combinación de los 

anticuerpos inhibe parcialmente la actividad anti-osteoclastogénica de los linfocitos T activados (Figura 

28). Lo cual es consistente con observaciones previas. 
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Figura 27 Efecto de linfocitos T en la viabilidad de células de médula ósea en osteoclastogénesis ex vivo. Se cultivaron 
células de médula ósea de ratón con depleción de linfocitos T en presencia de M-CSF y RANKL (25ng/mL), se 
agregaron linfocitos T activados ex vivo con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, por 7 días o sin activar en diferentes 
cantidades (1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40 x103), 6 días posteriores al co-cultivo, se realizó el ensayo MTT. Resultados se 
presentan como promedio ±SEM. Fueron analizados con un ANOVA de dos vías, con prueba a posteriori de Sidak. 

 

 

 

Figura 28 Neutralización de las citocinas IFNƴ e IL-4 revierte efecto anti-osteoclástico de los linfocitos T activados. 
Linfocitos T activados se agregaron a un cultivo de células de médula ósea en presencia de M-CSF (25 ng/mL) y RANKL 
(25 ng/mL), y recibieron un tratamiento con anticuerpos anti-IFNƴ y/o anti-IL-4. Cinco días después se realizó a tinción 
de TRAP y se cuantifico a los osteoclastos. Los resultados se presentan en cajas y bigotes. Analizados usando un 
ANOVA de dos vías, con prueba a posteiori de Sidak. 
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Por lo tanto, parece que los linfocitos T tienen efectos contrastantes en la osteoclastogénesis: los linfocitos 

T no activados favorecen la formación de osteoclastos, mientras que los linfocitos T activados la inhiben. 

Estos resultados nos sugieren que los linfocitos T en la metástasis ósea no están activados. 

3.3 La transferencia adoptiva de los linfocitos T  

Los linfocitos T tienen la capacidad de reconocer a las células tumorales de manera específica y eliminarlas, 

sin embargo, cuando el cáncer ha logrado hacer metástasis es porque ha logrado evadir al sistema inmune. 

En esta técnica se potencia esta capacidad, se aíslan a los linfocitos T de los pacientes con cáncer, se 

cultivan y expanden en vivo, o se modifican genéticamente, y se transfieren por vía intravenosa al 

paciente. Esta terapía ésta aprobada por la Agencia Federal Estadounidense, Administración de comida y 

fármacos (FDA, por sus siglas en inglés) para el tratamiento de linfoma de células B en adultos en abril de 

2022 (Food and Drug and Administration, 2022). 

Decidimos estandarizar esta técnica para probar el efecto de la transferencia adoptiva de los linfocitos T 

en la metástasis ósea, tomamos linfocitos T de bazo de ratones donadores hembras de 6 semanas de edad 

(C57BL/6) fueron activados ex vivo por cuatro días, se lavaron y se inocularon intravenosamente los 

ratones C57BL/6 que tienen un sistema inmune normal, por lo que vemos que el día -7 presentan un 

porcentaje esperado de linfocitos T (25-30%) (Figura 29), recibieron tratamiento con anticuerpos contra 

CD4 y CD8 para eliminar ambas poblaciones y vemos que el día 0 presentan linfocitos T (0.5-1%) el 

tratamiento fue exitoso para eliminar a los linfocitos T y poder hacer la transferencia adoptiva de los 

linfocitos T activados ex vivo. Se monitoreo por una semana los niveles de linfocitos T en PBMCs y al 

comparar los porcentajes de linfocitos T en el ratón con transferencia adoptiva con el ratón sin 

transferencia, se observó que los linfocitos comenzaron a subir, pero muy similar al ratón que solo recibió 

tratamiento con anticuerpos para eliminar a los linfocitos T (Figura 29 B) por lo tanto esta técnica no nos 

permite identificar de manera específica a los linfocitos T de transferencia adoptiva.  

Se decidió probar entonces la transferencia adoptiva en ratones inmunodeficientes, desnudos de la cepa 

Crl:NU/NU-nuBR, los cuales al no tener timo carecen de linfocitos T. Se analizó una muestra de sangre 

retroorbital el día de la transferencia y se confirma que no hay linfocitos T endógenos (Figura 30), y se 

prosiguió con la transferencia adoptiva de 5 millones de linfocitos T activados ex vivo. Dos días posteriores 

a la transferencia se detectaron 5% de linfocitos T en PBMCs (Figura 30), sin embargo, el día 9 el porcentaje 
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de linfocitos T era de 4.9% (Figura 30), es decir que la población de linfocitos T no estaba expandiéndose 

en el ratón receptor y no se continuo con el uso de este modelo.  

 

 

Figura 29 Transferencia adoptiva de linfocitos T en ratones C57BL/6. Ratones machos C57BL/6 recibieron un 
tratamiento con anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8 para eliminar a los linfocitos, 7 días después recibieron transferencia 
adoptiva de linfocitos T activados ex vivo. Se analizaron muestras de sangre retroorbital por citometría de flujo para 
cuantificar a los linfocitos T. A. Densitogramas representativos de la población de linfocitos T en PBMCs. B. 
Cuantificación de linfocitos T en PBMCs.  
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Figura 30 Transferencia adoptiva de linfocitos T activados en ratón inmunodeficiente. Ratones desnudos recibieron 
inoculación de 5x106 de linfocitos T activados ex vivo. Se analizaron por citometría de flujo muestras de sangre 
retroorbital. Densitogramas representativos.  

3.4 Los linfocitos T de metástasis ósea no están activados y son resistentes a los 

estímulos de activación ex vivo 

Para saber si los linfocitos T estaban activados en la metástasis ósea de 4T1, utilizamos el citómetro de 

flujo para caracterizar la expresión del CD69 un marcador de activación temprano, y el CD62L un marcador 

tardío el cual se deja de expresar en linfocitos T activados. La población de linfocitos T en la médula ósea 

de ratón libre de cáncer es de 0.64% (± 0.04%) y la presencia de metástasis ósea de 4T1 causa que 

disminuyan significativamente a 0.26% (± 0.01%) linfocitos T (Figura 31 A-B). En la metástasis ósea de 4T1, 

se presenta un incremento de los linfocitos T CD62L- con respecto al grupo libre de cáncer (31.38 ± 8.28% 

vs 23.5 ± 3.71%), sin embargo, estas diferencias no son significativas (P=0.0649) (Figura 31 C). De manera 

similar, hubo incremento no significativo en el porcentaje de linfocitos T CD69+ (13.95 ± 3.53% vs 4.50 ± 

0.92%, P=0.0540) (Figura 31 D).  

En conjunto estos resultados indican que solo una pequeña fracción de los linfocitos T están activados 

(~15% CD69+ o ~30% CD62L-) en la metástasis ósea de 4T1 mientras que la gran mayoría de los linfocitos 

T (>70-85%) que se encuentran en la médula ósea no están activados (Figura 31), lo cual es consistente 

con su efecto pro-osteoclastico observado in vivo.  
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Figura 31 Los linfocitos T de metástasis ósea de cáncer de mama 4T1 no están activados. Se analizaron por medio de 
citometría de flujo muestras de médula ósea de ratones con o sin metástasis ósea de 4T1. A. Densitogramas 
representativos de los linfocitos T (CD3+, CD90.2+), B. Cuantificación de linfocitos T. Se analizaron por citometría de 
flujo marcadores de activación de los linfocitos T. C. Cuantificación de linfocitos T negativos para CD62L. D. 
Cuantificación de linfocitos T positivos para CD69. Resultados presentados en graficas de cajas y bigotes, analizados 
por una prueba de t de Student. 

 

Para determinar si los linfocitos T de metástasis ósea pueden ser activados, cultivamos células de médula 

ósea de ratones con metástasis ósea en condiciones de activación ex vivo por una noche y evaluamos la 

expresión de CD69. Ninguna de las condiciones probadas, ni la Concanavalina A ni los anticuerpos 

agonistas anti-CD3 y anti-CD28 pudieron inducir la activación de los linfocitos T de la médula ósea con 

metástasis ósea, mientras que los linfocitos T de bazo fueron activados en las mismas condiciones (Figura 

32). Por lo que, estos resultados sugieren que los linfocitos T están suprimidos por el microambiente de la 

metástasis ósea.  
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Figura 32 Los linfocitos T de metástasis ósea no responden ante estímulos para activación ex vivo. Se cultivaron 
células de bazo y médula ósea de ratones control o con metástasis ósea de 4T1, en presencia de estímulos de 
activación de linfocitos T, concanavalina (ConA) y anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, 24h después se analizó por 
citometría de flujo, la presencia del marcador de activación CD69. Cuantificación de linfocitos T CD69+ en las 
diferentes condiciones. Resultados son presentados en cajas y bigotes. Analizados con un ANOVA de 2-vías, con una 
prueba a posteriori de Sidak. 

3.5 Hay un incremento en las MDSCs metabólicamente activas en la metástasis 

ósea de 4T1 y las MDSCs monocíticas son PD-L1+ 

Nuestro siguiente objetivo fue identificar factores inmunosupresores en la metástasis ósea. Durante el 

análisis de citometría de flujo de células de médula ósea de ratones con cáncer, observamos un 

incremento en una población celular de alta granularidad, característico del linaje mieloide. En pacientes 

con metástasis ósea de cáncer de mama o próstata se ha descrito un incremento de las células de origen 

mieloide supresosas (MDSCs), las cuales se caracterizan por tener una alta granularidad y presentar los 

marcadores CD11b y Gr1 (Bronte et al., 1998). Las MDSCs se dividen en dos subgrupos: MDSCs 

polimorfonucleares (PMN-MDSCs) las cuales presentan el siguiente fenotipo CD11b+Ly6G+Ly6Clo, y las 

MDSCs monocíticas (M-MDSCs) las cuales presentan un fenotipo CD11b+Ly6G-Ly6Chi (Bronte et al., 2016). 

Estas células tienen un efecto supresor de la activación de los linfocitos T. Por lo tanto, decidimos 

caracterizar la cantidad de MDSCs polimorfonucleares y monociticas en la metástasis ósea de 4T1, 

presentes en el bazo y en médula ósea.  

La inoculación intracardiaca de células 4T1 generó un incremento significativo de las células 

CD11b+Ly6G+Ly6Clo y CD11b+Ly6G-Ly6Chi en el bazo y en la médula ósea (Figura 33A). Como en la mayoría 
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de los modelos tumorales, las PMN-MDSCs fueron más abundantes que las M-MDSCs en el bazo (26.4 ± 

3.0% vs 3.0 ± 0.2%), así como en la médula ósea (44.7 ± 2.9% vs 6.6 ± 0.5%) (Figura 33 B). Además de los 

marcadores fenotípicos, otras características funcionales se requieren para definir a las PMN y M -MDSCs, 

incluyendo su capacidad para producir especies reactivas de oxígeno (ROS) o intermediarios reactivos de 

nitrógeno (RNI) como el óxido nítrico (NO), respectivamente. Teñimos a las células de médula ósea con 

CellROX para detectar ROS confirmando que las CD11b+Ly6G+Ly6Clo presentan niveles más altos de ROS al 

compararlos con ratones sin inoculación de 4T1 y también es mayor la presencia de ROS al compararlos 

con las células CD11b+Ly6G-Ly6Chi en la metástasis ósea (4 veces, P<0.0001) (Figura 33 C). Para detectar 

NO, las células de médula ósea fueron teñidas con DAF-2 diacetato. La presencia de NO fue detectada en 

ambos subtipos de células en la médula ósea y sus niveles se incrementaron cuando los ratones fueron 

inoculados con las células 4T1. Acorde a lo descrito previamente, las células, CD11b+Ly6G-Ly6Chi 

presentaron niveles más altos de NO al compararlos con las células CD11b+Ly6G+Ly6Clo (1.2 veces, P=0.008) 

(Figura 33 D).  

Compuestos como el Sildenafil, el cual es un inhibidor de la fosfodiesterasa-5, y fármacos antirresortivos 

como el ácido zoledrónico, han demostrado en modelos de cáncer de mama y de colon, que tienen un 

efecto para inhibir la función de las MDSCs y disminuir su cantidad (Lin et al., 2017; Serafini et al., 2006b). 

Por lo tanto, probamos el efecto de estos tratamientos solos o en combinación en ratones con metástasis 

ósea de 4T1. El objetivo de inhibir a las MDSCs, es para proteger a los linfocitos T y su capacidad de ser 

activados, para poder cumplir con su función efectora. Por lo tanto, analizamos el efecto del tratamiento 

con sildenafil y ácido zoledrónico en las poblaciones de linfocitos T en ratones con metástasis ósea de 

células 4T1. Usando citometría de flujo, encontramos que el tratamiento con sildenafil y ácido zoledrónico 

incrementaron significativamente en 43% la población de linfocitos T de metástasis ósea (Figura 34 A). 

Decidimos buscar si afectaba la activación de los linfocitos, buscamos la expresión del marcador de 

activación CD69, y observamos que el tratamiento no tuvo efecto en la activación in vivo (Figura 34 B). No 

están activados in vivo, pero podrían estar menos suprimidos, lo cual decidimos probar al cultivar linfocitos 

T de metástasis ósea con o sin tratamiento en condiciones de activación por una noche. Al medir el 

marcador de activación CD69, encontramos que el tratamiento con sildenafil y ácido zoledrónico favoreció 

la respuesta de los linfocitos T de metástasis ósea a ser activados, éstos es decir los linfocitos T CD69+ 

incrementaron 38% (Figura 34 C) al cultivarse en presencia de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, mientras 

que los cultivados en presencia de ConA se incrementaron un 52% (Figura 34 C). Por lo tanto, el 

tratamiento combinado tiene un efecto en los linfocitos T, decidimos probar el efecto del tratamiento 

directamente en el área de osteólisis y en las MDSCs.  
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Figura 33 Incremento de las células de origen mieloide supresoras (MDSCs) metabólicamente activas en ratones con 
metástasis ósea de células 4T1. Se analizaron por citometría de flujo, células de médula ósea y de bazo de ratones 
con o sin metástasis ósea de 4T1. A. Densitograma representativo de las células mieloides CD11b (arriba) y Ly6C, 
Ly6G (abajo) para diferenciar entre las poblaciones monocíticas y las poliformonucleares. B. Cuantificación de las 
células CD11b+Ly6G+ Ly6Clo (arriba) y células CD11b+Ly6ChiLy6G- (abajo) C. Cuantificación de las células ROS positivas 
MDSCs polimorfonucleares y monocíticas D. Cuantificación de las células positivas para óxido nítrico (NO), en MDSCs 
polimorfonucleares y monocíticas. Resultados expresados en cajas y bigotes, analizados usando un ANOVA de dos 
vías y prueba a posteriori de Bonferroni. 
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Figura 34 Ácido zolédronico y sildenafil, incrementan la población de linfocitos T en la metástasis ósea de células 4T1. 
Ratones BALB/C hembras de 6 semanas de edad, fueron inoculados con células 4T1 en el ventrículo cardíaco 
izquierdo, recibieron tratamiento con 20 mg/kg de Sildenafil, o 15µg/kg de ácido zoledrónico o el vehículo, 10 días 
después los ratones fueron eutanisados, las células de médula ósea se analizaron directamente o posterior a 24h de 
incubación en presencia de concanavalina A (ConA), o anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28. A. Cuantificación de 
linfocitos T (CD3+, CD90.2+). B. Cuantificación de linfocitos T activados (CD69+) in vivo. C. Cuantificación de linfocitos 
T activados (CD69+) ex vivo 24h después de cultivarlos en presencia de ConA y anti-CD3 y anti-CD28. Los resultados 
se presentan en gráficas de cajas y bigotes, se analizaron usando una prueba t de Student (A y B) o un ANOVA de 
dos-vías y prueba a posteriori de Bonferroni (C). 
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Figura 35 Efecto del tratamiento con Sildenafil en combinación con ácido zoledrónico en las MDSCs de la metástasis 
ósea de células 4T1. Ratones BALB/C hembras de 6 semanas de edad, fueron inoculados con células 4T1 en el 
ventrículo cardíaco izquierdo, recibieron tratamiento con 20 mg/kg de Sildenafil, o 15µg/kg de ácido zoledrónico o 
el vehículo, 10 días después los ratones fueron eutanisados. Los huesos de las patas traseras, o células de médula 
ósea, fueron analizados por rayos X o por citometría de flujo respectivamente. A. Radiografías representativas de las 
patas traseras (derecha), cuantificación del área de osteólisis (izquierda). B. Cuantificación de los porcentajes de 
células MDSCs polimorfonucleares (arriba) y el porcentaje de MDSC-PMN ROS positivas (abajo). C. Cuantificación de 
las MDSC monocíticas (arriba) y porcentaje de MDSC-M óxido nítrico positivas (abajo). Los resultados se presentan 
en gráficas de cajas y bigotes, se analizaron usando un ANOVA de una-vía con post test de Bonferroni. 
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Mientras que el ácido zoledrónico fue capaz de disminuir las lesiones osteolíticas causadas por las células 

4T1, el sildenafil por sí mismo o en combinación no tuvo ningún efecto sobre el área de osteólisis (Figura 

35 A). Cuando analizamos a las subpoblaciones de MDSCs en la metástasis ósea de 4T1, ningún tratamiento 

tuvo algún efecto en la cantidad de PMN-MDSCs o M-MDSCs (Figura 35 B-C), o en la cantidad de ROS y NO 

que producen respectivamente (Figura 35 B-C). Por lo tanto, el tratamiento de la metástasis ósea con 

sildenafil y ácido zoledrónico, no reducen la metástasis ósea de células 4T1 ni afecta la actividad de las 

MDSCs.  

3.6 Puntos de control inmunológicos en la metástasis ósea de células 4T1 

Decidimos continuar con la búsqueda de posibles blancos terapéuticos en la metástasis ósea de células 

4T1 que ayudarán a la activación de los linfocitos T. Tratamientos con inhibidores de los puntos de control 

inmunológico, como anticuerpos contra la molécula 4 asociada a linfocitos T citotóxicos (CTLA-4), al 

receptor 1 de muerte celular programada (PD-1), pueden inducir una respuesta duradera en pacientes con 

cáncer con menores efectos secundarios que los tratamientos convencionales como la quimioterapia. Por 

lo tanto, analizamos a las poblaciones de linfocitos T de médula ósea de ratones inoculados con células 

4T1 por citometría de flujo la expresión de puntos de control inmunológicos.  

Encontramos que el 26±3.6% de los linfocitos T de médula ósea de ratones sin cáncer eran CTLA-4+ y la 

inoculación de células 4T1 no genero un cambio (Figura 36 A). La expresión de PD-1 fue detectado en el 

31±4.9% de los linfocitos T de médula ósea normal pero su expresión incrementó más del doble (x2.27) 

con la inoculación de células 4T1, y el 70.3±2.9% de los linfocitos T fueron PD-1+ en la metástasis ósea de 

4T1 (Figura 36 B). 

Buscamos la coexpresión de otro punto de control inmunológico Tim-3 que se utiliza para clasificar a los 

linfocitos T como exhaustos, es un fenotipo que se presenta en cáncer donde los linfocitos T han perdido 

su capacidad efectora, encontramos que la inoculación con células 4T1 no genero una diferencia y solo el 

1% de los linfocitos T de metástasis ósea fueron PD1+Tim-3+ (Figura 36 C) por lo tanto los linfocitos T no 

están exhaustos en la metástasis ósea.   
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Figura 36 Linfocitos T de metástasis ósea de 4T1 expresan el punto de control inmunológico PD-1. Se detectó la 
presencia de células que expresaran puntos de control inmunológicos utilizando el citómetro de flujo, se compararon 
muestras de médula ósea de ratón sin y con metástasis ósea de 4T1. A. Densitogramas representativos (izquierda) y 
cuantificación de los linfocitos T CTLA-4 positivos (derecha). B. Cuantificación de los linfocitos T PD-1 positivos. C. 
Cuantificación de linfocitos T, PD-1+, Tim-3+. Resultados expresados en cajas y bigotes. Analizados con prueba de 
Mann-Whitney. 

 

Continuamos con la búsqueda del ligando del PD-1, el PD-L1, encontramos que hubo un incremento del 

46% en la expresión de PD-L1 en la metástasis ósea de 4T1 al compararla con médula ósea normal (5.5 ± 

0.3 vs 3.8 ± 0.3%, respectivamente, P=0.0021) (Figura 37 A). La expresión de PD-L1 parece estar 

relacionada con las MDSCs ya que el 9.7% de las células PD-L1+ son MDSCs polimorfonucleares y el 78.6% 

son MDSCs monocíticas (Figura 37 B). Interesantemente, solo el 2.3% de las MDSCs-PMN son PD-L1+, 

mientras que el 79.7% de las MDSCs-M son PD-L1+ en la metástasis ósea de células 4T1 (Figura 37 C-E), lo 

que podría entonces suprimir la activación de los linfocitos T y causar su efecto pro-osteoclástico.  
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Figura 37 Expresión de punto de control inmunológico PD-L1 en metástasis ósea de 4T1. Se analizaron por citometría 
de flujo células de médula ósea de ratón sin o con metástasis de 4T1. A. Cuantificación de células PD-L1+ en la médula 
ósea. B. Distribución de las células PD-L1+ en la metástasis ósea de 4T1. C. Células PD-L1+ de MDSC 
polimorfonucleares. D. Células PD-L1+ de las MDSC monocíticas. E. Histogramas representativos de la expresión de 
PD-L1, en células 4T1, de médula ósea con metástasis ósea, y en MDSC polimorfonucleares y en MDSC monocíticas. 
Resultados expresados en cajas y bigotes. Analizados con prueba de Mann-Whitney. 
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Decidimos probar el efecto de anticuerpos para inhibir a los puntos de control inmunológicos (anti-PD-L1) 

en combinación con tratamientos antirresotivos como el ácido zoledrónico, o el anti-TGFβ, en ratones con 

metástasis ósea de células 4T1. Sin embargo, no pudimos observar el efecto de estos tratamientos, 

posiblemente se deba a la escasa cantidad de lesiones osteolíticas (Figura 38), el área de osteólisis no 

presento cambios en ningún grupo (Figura 38 B). 

 

Figura 38 Ratones presentaron lesiones osteolíticas muy pequeñas 10 días posteriores a la inoculación de células 
4T1, no se vió efecto de los tratamientos de inmunoterapia y/o ácido zoledrónico. Se inocularon células 4T1 en el 
ventrículo cardíaco izquierdo de ratones BALB/C hembras, recibieron tratamiento con ácido zoledrónico y/o 
anticuerpos anti-PD-L1 y/o anti-TGFβ. Nueve días después los ratones fueron eutanizados y se colectan los huesos 
de las patas traseras, para su análisis por rayos X. A. Radiografías representativas. B. Cuantificación del área de 
osteólisis por grupos. Resultados expresados en cajas y bigotes. Analizados por ANOVA de 1-vía, con post-test de 
Dunnet. 
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Capítulo 4.  Discusión  

El sistema inmune en condiciones ideales tiene la capacidad de detectar de manera específica a las células 

cancerosas y tiene la capacidad de generar una respuesta dirigida para eliminarlas, sin embargo, al igual 

que en los procesos evolutivos, de cazador y presa que vemos entre las especies animales, las células 

cancerosas se han adaptado adoptando características que le permiten sobrevivir huyendo de su cazador 

el sistema inmune. Estas estrategias, incluyen “reclutar guardaespaldas” al inducir la diferenciación de 

células mieloides, que tienen un alto potencial inmunosupresor, o adaptarse a un medio con condiciones 

como la hipoxia, lo que a su vez inhibe la activad de los linfocitos T. Por lo tanto, es una carrera donde las 

células cancerosas han sido muy eficientes al evadir al sistema inmune, pero los pacientes tienen la ayuda 

de las inmunoterapias que van potenciar la respuesta inmune, y lograr evadir esas condiciones adversas 

para que puedan llevar a cabo sus funciones efectoras. 

El sistema inmune puede responder utilizando componentes del sistema inmune innato, como los 

macrófagos o las células asesinas naturales, o con los linfocitos T del sistema inmune adaptativo, que 

pueden eliminar de manera específica a las células cancerosas (Chen y Mellman, 2013). Sin embargo, una 

de las características distintivas del cáncer es que tienen la capacidad de evadir o inhibir la respuesta 

inmune (Hanahan y Weinberg, 2011). La inmunoterapia tiene la capacidad de potenciar una respuesta 

inmune en contra del cáncer (por ejemplo, con vacunas tumorales, linfocitos T con receptores quiméricos) 

o activar a las células inmunes del paciente (por ejemplo, puntos de control inmunológicos, anticuerpos 

bi-específicos que atraen a los linfocitos T). La mayoría de las inmunoterapias están enfocadas en la 

activación de los linfocitos T en contra de las células cancerosas y muchas han presentados buenos 

resultados en ensayos clínicos, incrementando la supervivencia de los pacientes. Sin embargo, continua 

sin ser determinado si las inmunoterapias pueden curar a pacientes con metástasis ósea o si por el 

contrario los perjudicaría al incrementar la resorción ósea mediada por linfocitos T. 

A pesar de que algunos laboratorios han comenzado a utilizar ratones humanizados (Kähkönen et al., 2019) 

la mayoría de los modelos de metástasis ósea utilizan ratones inmunodeficientes inoculados con células 

cancerosas humanas (Wright et al., 2016). Por lo tanto, el efecto de los linfocitos T en la metástasis ósea 

no se conoce completamente. Publicaciones anteriores que han intentado clarificar la relación entre los 

linfocitos T y la metástasis ósea han generado resultados contrastantes que disminuye o aumenta la 

metástasis ósea (Monteiro et al., 2013a;  Zhang et al., 2011). En nuestro intento por aclarar esto, utilizamos 

diferentes líneas celulares cancerosas de ratón que se pueden usar como modelos singénicos al inocularlas 
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en ratones inmunocompetentes de la misma cepa. Al usar el modelo de cáncer de mama 4T1, encontramos 

que hubo una infiltración de linfocitos T CD3+ en la metástasis ósea y que los linfocitos T incrementan la 

metástasis ósea, ya que los ratones a los que se les eliminaron los linfocitos T por tratamiento con 

anticuerpos, presentaron menores lesiones osteolíticas. Nuestros resultados, indican que son los linfocitos 

T suprimidos o no activados los que fomentan la osteoclastogénesis ya que más del 75% de los linfocitos 

T no estaban activados (CD69-) en la metástasis ósea, demostramos que no están en estado exhausto 

porque solo el 1% de los linfocitos T fueron PD-1+Tim-3+. Lo cual fue confirmado ya que al tratar de 

activarlos ex vivo ellos no respondieron antes los estímulos, este resultado es interesante, debido a que 

considera que efecto tiene el microambiente de la metástasis ósea en los linfocitos T. En nuestro intento 

de estandarizar la transferencia adoptiva de linfocitos T utilizamos linfocitos T ingenuos, activados de 

manera ex vivo, la manera ideal sería utilizar TILs de metástasis ósea ya que estos linfocitos T ya reconocen 

los antígenos tumorales. Uno de los problemas que se encuentra al tratar de usar linfocitos T de médula 

ósea no se pueden activar ex vivo es decir que para poder utilizar esta herramienta, tendríamos que utilizar 

tratamientos previos para reducir los factores inmunosupresores de la metástasis ósea.  

Los linfocitos T favorecen el crecimiento de las células 4T1 en el hueso, lo cual está relacionado con 

factores presentes solo en el microambiente de la metástasis ósea. La eliminación de linfocitos T en 

tumores mamarios tiene el efecto opuesto, los ratones sin linfocitos T presentaron tumores de mayor 

tamaño al compararlos con ratones con linfocitos T. Estos resultados sugieren, que los linfocitos T son 

modificados por factores presentes en el microambiente de la metástasis ósea de células 4T1. 

El incremento de las células 4T1 puede deberse a un incremento en la migración de células al hueso o un 

incremento a la proliferación. Como lo explica el ciclo vicioso de la metástasis ósea osteolítica, un 

incremento en la resorción ósea puede incrementar la migración de las células al hueso atraídas por 

factores liberados de la matriz mineralizada (Cox et al., 2015). La hipótesis es que los linfocitos T 

incrementan la resorción ósea, lo que alimenta al ciclo vicioso y que es independiente de propiedades de 

los huesos. El tratamiento con anticuerpos para eliminar a los linfocitos T, se administró a los ratones 

después de la inoculación de las células 4T1. 

Considerando que factores que incrementan la resorción ósea contribuyen al ciclo de la metástasis ósea, 

nos enfocamos en la búsqueda de efecto de los linfocitos T sobre los osteoclastos. En los ratones con 

linfocitos T, encontramos un incremento en el número de osteoclastos en la interfaz entre tumor y hueso 

en metástasis de células 4T1 (Corral-Avila, 2020). Un efecto similar había sido reportado por los linfocitos 

T bajo la influencia de tumores primarios de células 4T1 (Monteiro et al., 2013a) o en condiciones 
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patológicas como artritis reumatoide (Sato et al., 2006b) y osteoporosis (Cenci et al., 2000). Los linfocitos 

T obtenidos de sangre periférica, de pacientes con lesiones osteolíticas causadas por cáncer de mama, de 

próstata, de pulmón o de mieloma incrementaron la osteoclastogénesis ex vivo (Colucci et al., 2004; Roato 

et al., 2006). Este efecto se puede deber por la expresión de RANKL en los linfocitos T, ya que los linfocitos 

T de metástasis ósea presentaron mayor expresión de RANKL al compararse con linfocitos T de bazo 

(Fournier, datos no publicados). 

En un ensayo ex vivo confirmamos que los linfocitos T aislados de médula ósea con metástasis ósea de 

células 4T1 incrementaron la formación de osteoclastos en ensayos de cultivo de células de médula ósea 

de ratón sin linfocitos T, mientras que los linfocitos T de médula ósea de ratón sano no tuvo el mismo 

efecto. Este resultado sugiere que son los linfocitos T infiltrados en la metástasis ósea y no otros linfocitos 

T de la médula ósea quien afecta a los osteoclastos. Esta observación se refuerza con los resultados 

observados en el modelo de metástasis ósea de células de cáncer de próstata RM-1, donde no se 

observaron linfocitos T infiltrados en la metástasis ósea, y la eliminación de linfocitos T no tuvo efectos en 

el área de osteólisis. En conjunto, estos resultados sugieren que la infiltración de los linfocitos T tiene un 

efecto pro-osteoclástico e incrementan el desarrollo de la metástasis ósea. 

Nuestros resultados indican que son los linfocitos T no activados o suprimidos los que incrementan la 

formación de osteoclastos. Al comparar el efecto de los linfocitos T activados éstos tienen un efecto 

totalmente opuesto inhiben la formación de osteoclastos. Consistente con esta observación, encontramos 

que más del 70-80% de los linfocitos T de metástasis ósea de células 4T1 presentan un fenotipo no activado 

como CD69- o CD62L+. La inmunoterapia podría beneficiar a los pacientes de metástasis ósea, al activar a 

los linfocitos T contra las células cancerosas, pero también al tener actividad anti-osteoclastica.  

En un estudio preclínico utilizaron un anticuerpo contra uno de los puntos de control inmunológico, el 

CTLA-4 y este redujo la carga tumoral en los huesos de células de melanoma B16-FL, demostrando que la 

activación de los linfocitos T podrían reducir la metástasis ósea (Zhang et al., 2011). En contraste, la 

metástasis ósea de melanoma células B16-F1 si hace metástasis ósea pero no generan lesiones osteolíticas 

y no se encontraron linfocitos T infiltrados. Sin embargo, la diferencia puede deberse a las células utilizadas 

por Zhang, et al. (2011) expresaban luciferasa, la cual puede ser reconocida por los linfocitos T como un 

antígeno, incrementando la inmunogenicidad de las células B16-FL (Baklaushev et al., 2017). Por lo que 

este modelo, podría haber una respuesta inmune basada en linfocitos T, e inducir la infiltración de 

linfocitos T en la metástasis ósea los cuales pudieron haber sido activados con el anticuerpo anti-CTLA-4, 

reduciendo la metástasis ósea. En un ensayo clínico de fase 1, el tratamiento con pasotuxizumab, un 
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anticuerpo bi-específico el cual puede reconocer y unirse a un antígeno prostático expresado en 

membrana (PSMA, por sus siglas en inglés) y reconoce al CD3 del TCR con lo que induce el reclutamiento 

de los linfocitos T y causó una marcada regresión de la metástasis ósea en 1 de 47 pacientes con cáncer 

de próstata resistente a la castración (Hummel et al., 2021). Los resultados que se tienen de los ensayos 

clínicos son prometedores, pero parece que están limitados a una pequeña población de pacientes como 

lo demostrado en el ensayo clínico donde el tratamiento con pasotuxizumab tuvo excelentes resultados, 

pero solo en uno de los pacientes (Hummel et al., 2021), o con un rango de respuesta entre 5 y 30% de los 

pacientes con cáncer de mama triple negativo que recibieron tratamiento de inhibición de los puntos de 

control inmunológico en monoterapia (Keenan y Tolaney, 2020). 

La eficacia de la inmunoterapia puede estar limitada por características intrínsecas de las células 

cancerosas, incluyendo una baja tasa de mutaciones como ha sido reportado en el cáncer de próstata y de 

mama (Alexandrov et al., 2020) lo cual reduce la apariencia “foránea” del tumor, lo que hace más difícil el 

reconocimiento por los linfocitos T. La baja eficiencia de la inmunoterapia podría deberse también a las 

condiciones presentes en el microambiente tumoral (Blank et al., 2016), lo cual podría ocurrir en el hueso.  

El hueso es un componente importante en la vida de los linfocitos T, los precursores de linfocitos T 

provienen de la médula ósea, algunos linfocitos T de memoria son almacenados en la médula ósea donde 

las células estromales de médula ósea presentes en los nichos mesenquimales, suprimen su activación 

(Alexandrov et al., 2020). La médula ósea normal es por lo tanto un microambiente no muy favorable para 

la capacidad anticancerígena de los linfocitos T, esto empeora en el contexto de la metástasis ósea. La 

metástasis ósea es un microambiente hipóxico (Dunn et al., 2009) además de que hay altos niveles de TGF-

β (Korpal et al., 2009), dos factores que suprimen los efectos anticancerígenos de los linfocitos T (Kumar y 

Gabrilovich, 2014; Thomas y Massagué, 2005). Otros factores como los linfocitos Tregs, los cuales fueron 

identificados como el tercer subtipo de linfocito T más abundante identificado en la metástasis ósea de 

células 4T1 (Fournier, datos no publicados) o por la presencia de las células de origen mieloide supresoras 

(MDSCs, por sus siglas en inglés) podrían ser responsables por la inactivación de los linfocitos T. En varios 

estudios, se ha reportado una acumulación de MDSCs en la metástasis ósea, aunque solo los identifican 

como células CD11b+Gr1+, lo cual corresponde a un fenotipo que se usaba antes y que no es suficiente 

para separar a los diferentes subtipos (Danilin et al., 2012; Park et al., 2013) o los estudios enfocados en 

las MDSCs-PMN (Bidwell et al., 2012; Edgington-Mitchell et al., 2015). En este estudio, confirmamos que 

las MDSCs-PMN (CD11b+Ly6G+Ly6Clo) se acumulan en la metástasis ósea de células 4T1 y ellas están 

metabólicamente activas, produciendo ROS, son la población más abundante Lo que identificamos por 

primera vez es la población de MDSCs-M (CD11b+Ly6G-Ly6Chi) también se expandieron en la metástasis 
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ósea, aunque en menor abundancia comparado con las MDSCs-PMN, podrían ser más inmunosupresivas, 

ya que presentan la expresión de NO y de PD-L1, especialmente porque más del 70% de los linfocitos T de 

metástasis ósea expresan su receptor PD-1. En conjunto, estos resultados confirman la importancia de las 

MDSCs-M en la metástasis ósea, al igual que la importancia de los diferentes subtipos, polimorfonucleares, 

neutrofílicos y las MDSCs-M pueden ser más relevantes por su función en el desarrollo de la metástasis 

ósea.  

Las MDSCs son relevantes blancos terapéuticos para el tratamiento del cáncer y sus complicaciones, 

incluyendo la metástasis ósea por su capacidad para diferenciarse en osteoclastos o suprimir la respuesta 

inmune. La eliminación de las MDSCs usando anticuerpos anti-Gr1 reduce la metástasis ósea de cáncer de 

mama y de pulmón usando células de Lewis en ratón (Capietto et al., 2021). Este efecto fue potencializado 

cuando el anticuerpo anti-Gr1 se combinó con el inhibidor de la resorción ósea, el ácido zoledrónico 

(Capietto et al., 2021). El Gr1 es expresado en la MDSCs y en otras células mieloides de los ratones, pero 

no es expresada en las MDSCS de humanos (Bronte et al., 2016). 

Buscando alternativas que podrían usarse en pacientes, encontramos que el inhibidor de la PDE5 sildenafil 

(Serafini et al., 2006a) y el inhibidor de la resorción ósea ácido zoledrónico (Melani et al., 2007) se reportó 

que eran capaces de inhibir a las MDSCs en ratones. Sin embargo, ninguno de los tratamientos, solos o en 

combinación, presento reducción ni el porcentaje de MDSCs-PMN o M ni en los niveles de ROS y NO, 

responsable por la inmunosupresión de estas células, tampoco hubo un incremento en la cantidad de 

linfocitos T. Tratamientos más potentes o dirigidos podrían ser necesarios para atacar a las MDSCs en la 

metástasis ósea, o en combinación con otras inmunoterapias. Por ejemplo, RGX-104, un agonista del 

receptor nuclear x/apolipoproteína E reduce los porcentajes de MDSCs en ratones y pacientes con cáncer 

(Tavazoie et al., 2018). La combinación de RGX-104 con el inhibidor del punto de control inmunológico, 

anti-PD-L1, también fue más eficiente al reducir el desarrollo de células B16-F10 de melanoma y de cáncer 

de pulmón Lewis en ratón (Tavazoie et al., 2018). Como encontramos que casi el 80% de los linfocitos T en 

la metástasis ósea de células 4T1 son PD-1+ y casi el 6% de las células de medula ósea expresan su ligando 

PD-L1, pero predominantemente las MDSCs-M, una combinación similar RGX-104 y anti-PD-1 podrían ser 

eficientes en la reducción de la metástasis ósea. La combinación de inmunoterapia como los puntos de 

control inmunológico con quimioterapia también parece ser efectiva. En pacientes con cáncer de mama 

triple negativo, la combinación de atezolizumab, un anticuerpo anti-PD-L1, con Nabpaclitaxel lleva a un 

incremento en la supervivencia libre de progresión y la supervivencia en general (Schmid et al., 2018). 
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En un modelo de cáncer de próstata resistente a la castración, Jia o et al. y encontraron que los inhibidores 

de los puntos de control inmunológicos anti-PD-1 y anti-CTLA-4 que reducen el desarrollo de los tumores 

subcutáneos, pero no en la metástasis ósea (Jiao et al., 2019). En pacientes con cáncer de pulmón de 

células no pequeñas, el tratamiento con inhibidores de los puntos de control inmunológicos fue menos 

eficiente cuando los pacientes ya tenían metástasis ósea y se reflejó en una reducción de la supervivencia 

general (Landi et al., 2019; Qin et al., 2021). Estos datos sugieren que el microambiente de la metástasis 

ósea puede hacer que la inmunoterapia sea menos eficiente, probablemente al suprimir la actividad de 

los linfocitos T, lo que es consistente con nuestros resultados donde encontramos que los linfocitos T no 

están activados en el hueso y son difíciles de reactivar ex vivo. Sin embargo, fue posible reducir la masa 

tumoral en los huesos en ratones al usar una combinación de inhibidores de los puntos de control 

inmunológicos con un anticuerpo neutralizante de RANKL o TGF-β (Jiao et al., 2019). Estos resultados son 

importantes por que sugieren que estos factores contenidos en la matriz mineralizada, que son liberados 

al momento de la resorción ósea, como TGF-β que contribuye a la inmunosupresión, por lo tanto, podría 

limitar el efecto de la inmunoterapia. La neutralización del TGF-β fue asociada con un incremento en la 

activación de los linfocitos Th1 y citotóxicos contra las células de cáncer de próstata en la metástasis ósea 

(Jiao et al., 2019). En el modelo de cáncer de mama 4T1, encontramos que el eje PD-L1/PD-1 es un blanco 

terapéutico relevante, considerando la cantidad de células de médula ósea que son PD-L1+, al igual que la 

expresión de PD-1 en más del 70% de los linfocitos T. Por lo tanto, terapías similares combinando 

inhibidores de los puntos de control inmunológicos con inhibidores de la resorción ósea o un tratamiento 

anti-TGF-β podría ser eficiente contra la metástasis ósea de cáncer de mama.  
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Capítulo 5. Conclusiones 

La eficacia de la inmunoterapia para el tratamiento de la metástasis ósea y el efecto de los linfocitos T en 

el desarrollo de la metástasis ósea no ha sido esclarecido aún. Para abordar este problema, utilizamos 

modelos singénicos de metástasis ósea en ratón y ensayos ex vivo de osteoclastogénesis. Nuestros 

resultados muestran que los linfocitos T no activados incrementan la osteoclastogénesis y que los 

linfocitos T incrementan el desarrollo de la metástasis ósea. La inactivación de los linfocitos T podría 

deberse a factores presentes en el microambiente como la expansión de las MDSCs metabólicamente 

activas, incluyendo a las MDSCs-M PD-L1+, las cuales pueden tener mayor efecto inmunosupresor a los 

linfocitos T. Por medio de la producción de NO o por la expresión de PD-L1 el ligando de PD-1 receptor 

presente en más del 70% de los linfocitos T de metástasis ósea. En contraste, cuando los linfocitos T fueron 

activados ex vivo inhibieron la formación de osteoclastos. Por lo tanto, la activación de los linfocitos T 

usando inmunoterapia puede no solo ayudar a que los linfocitos T eliminen a las células cancerosas, pero 

también a prevenir la formación de osteoclastos y la perdida ósea asociada a la metástasis ósea en 

pacientes con cáncer. 
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Anexos 

Anexo A 

Tabla 3 Listado de anticuerpos utilizados. 

 

  

Anticuerpo Tipo Marca Clona Animal origen Técnica donde se utilizo Concentración utilizada

Anti-ratón CD3 Conjugado con FITC eBioscience 145-2C11 Hamster Citometría de flujo 500 ng/106 células

Anti-ratón CD3 Conjucado con APC eBioscience 145-2C11 Hamster Citometría de flujo 125 ng/106 células

Anti-ratón CD3 Conjugado con APC-eFlour780 eBioscience 17A2 Hamster Citometría de flujo 1 µg/10
6
 células

Anti-ratón CD4 Conjugado con PE-Cy5.5 eBioscience RM4-5 Rata Citometría de flujo 62.5 ng/106 células

Anti-ratón CD8α Conjugado con eFlour450 eBioscience 53-6.7 Rata Citometría de flujo 125 ng/106 células

Anti-ratón CD8α Conjugado con FITC eBioscience 53-6.7 Rata Citometría de flujo 250 ng/106 células

Anti-ratón CD62L Conjugado con PE eBioscience MEL-14 Rata Citometría de flujo 125 ng/10
6
 células

Anti-ratón CD69 Conjugado con PE eBioscience H1.2F3 Rata Citometría de flujo 62.5 ng/106 células

Anti-ratón CD90.2 Conjugado con PE-Cy7 eBioscience 53-2.1 Rata Citometría de flujo 15 ng/106 células

Anti-ratón CD11b Conjugado con PE BioLegend M1/70 Rata Citometría de flujo 31.3 ng/10
6
 células

Anti-ratón CD11b Conjugado con FITC BioLegend M1/70 Rata Citometría de flujo 31.3 ng/106 células

Anti-ratón Ly6C Conjugado con PerCP-Cy5.5 eBioscience HK1.4 Rata Citometría de flujo 125 ng/106 células

Anti-ratón Ly6G Conjugado con APC-Cy7 BioLegend 1A8 Rata Citometría de flujo 31.3 ng/106 células

Anti-ratón H-2 (MHC-I) Conjugado con PE BioLegend M1/42 Rata Citometría de flujo 250 ng/10
6
 células

Isotipo control Conjugado con PE eBioscience eBR2a Rata Citometría de flujo 250 ng/106 células

Anti-ratón CTLA-4 Conjugado con PE-Cy7 eBioscience UC10-4B9, Hamster Citometría de Flujo 500 ng/106 células

Anti-ratón PD-1 Conjugado con APC-Cy7 BioLegend 29F.1A12, Rata Citometría de Flujo 125 ng/10
6
 células

Anti-ratón PD-L1 Conjugado con PE BioLegend 10F.9G2 Rata Citometría de Flujo 250 ng/106 células

Anti-ratón CD16/32 Ultra-LEAF BioLegend 93 Rata Citometría de Flujo 1 µg/106 células

Anti-ratón IFNɣ Ultra-LEAF BioLegend XMG1.2 Rata Neutralización 10 µg/ratón

Anti-ratón IL-4 Ultra-LEAF BioLegend 11B11 Rata Neutralización 10 µg/ratón

Anti-ratón CD4 InVivoMAb Bio X Cell GK1.5 Rata Depleción 100 µg/ratón

Anti-ratón CD8α InVivoMAb Bio X Cell 2.43 Rata Depleción 100 µg/ratón

IgG2b control de isotipo InVivoMAb Bio X Cell LTF2 Rata Control de Isotipo 100 µg/ratón

Anti-ratón CD3 InVivoMAb Bio X Cell 17A2 Rata Activación in vitro 5 µg/mL

Anti-CD28 InVivoMAb Bio X Cell 37.51 Rata Activación in vitro 5 µg/mL

Anti-ratón CD3Ɛ Dako Conejo Inmunohistoquimica 1/100

Anti-ratón CD3Ɛ Sigma Conejo Inmunohistoquimica 1/1000

Anti-coneejo IgG Biotinizado Abcam Chivo Inmunohistoquimica 1/1000
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Anexo B 

Tabla 4 Secuencia de oligonucleótidos. 

 

 

Gen Secuencia 

Rpl32 3' CAGGGTGCGGAGAAGGTTCAAGGG 5'

5' CTTAGAGGACACGTTGTGAGCAATC 3' 

Rankl 3' AGCCGAGACTACGGCAAGTA 5'

5' GCGCTCGAAAGTACAGGAAC 3'

Opg 3' CCAAGCATGCTGAGTGAGAA 5'

5' CAGCTGTGAGGAGAGGAAGG 3'


