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Resumen de la tesis que presenta Cinthia Nayeli Cuero Antolin como requisito parcial para la obtencion
del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en Biotecnologia Marina.

Desarrollo de modelos ex vivo para evaluar formacidn y metdstasis dsea

Resumen aprobado por:

Dra. Patricia Juarez Camacho
Director de tesis

Existen diversas patologias dseas ocasionadas por un desajuste en el proceso de remodelacion
dsea, por otra parte, existen enfermedades como el cancer de mama donde las células tienden a
metastatizar al hueso, alterando el balance de formacion y resorcién dsea. El desequilibrio en Ia
remodelacién influye en el desajuste de la expresién de factores del microambiente del hueso, como el
TGF-B. Para el estudio de las diversas patologias éseas, metastasis ésea y evaluacién de posibles
tratamientos se utilizan modelos in vitro e in vivo, los cuales tienen diversas limitaciones. Para superar las
limitaciones, recientemente se han tratado de desarrollar modelos ex vivo. Este proyecto tuvo como
objetivo desarrollar dos modelos de cultivo ex-vivo, uno para el estudio de la formacién ésea y otro para
estudiar la interaccion de las células cancerosas con el hueso. Se utilizaron calvarias provenientes de
ratones BALB/C y FVB de 4-5 dias de edad; las hemicalvarias obtenidas se cultivaron en presencia de
insulina para inducir la formacidn de hueso nuevo, en presencia de las lineas celulares MDA-MB-231 y
MCF-7 que son células de cancer de mamay en presencia de medio condicionado para inducir la resorcion
Osea de forma directa (contacto célula-célula) e indirecta (sin contacto célula-célula) respectivamente.
Durante el proyecto, se estandarizaron las condiciones de cultivo de las hemicalvarias y se analizaron
caracteristicas estructurales de cada hemicalvaria en respuesta a las distintas condiciones mediante
histologia, ademads se realizd el analisis de la expresion de genes involucrados en remodelacion dsea.
También, se validaron ambos modelos ex-vivo, mediante la inhibicién de la via de sefializacién del TGF-B
utilizando betaglicano soluble, un inhibidor del TGF-B. Los datos indicaron que betaglicano soluble
promueve la formacion dsea en cultivos de calvaria y compensa la resorcion dsea provocada por las células
de cdncer de mama. Los resultados obtenidos demuestran que los modelos ex vivo desarrollados en este
trabajo, pueden ser empleados para recrear las condiciones de formacidn y metastasis dsea, para poder
estudiar mecanismos implicados en ambos procesos y medir los cambios en la expresion de genes en
respuesta a las condiciones del microambiente éseo. Ademads de permitir la evaluacién de posibles agentes
terapéuticos

Palabras clave: Hueso, remodelacidon 6sea, metastasis 6sea, modelos ex vivo.



Abstrac of the thesis presented by Cinthia Nayeli Cuero Antolin as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Science with orientation in Marine Biotechnology.

Development of ex-vivo models for the study of bone formation and bone metastasis

Abstract approved by:

Dra. Patricia Juarez Camacho
Thesis director

There are many bone diseases due to an unbalance in the bone remodeling process. There are also
diseases like breast cancer where cells tend to metastasize to bone, altering the balance between bone
formation and resorption. The imbalance in remodeling mismatch influences the expression of bone
microenvironment factors such as TGF-B. For the study of diverse bone diseases, bone metastasis and
evaluation of possible treatments, the in vitro and in vivo models that are used present various limitations.
To overcome the limitations, recently they have tried to develop ex-vivo models. This project aimed to
develop two ex vivo models, one for the study of bone formation and a second one to study the interaction
of cancer cells with bone. Calvaria from BALB / C and FVB mice of 4-5 days old were used. The hemicalvarias
obtained were cultured in the presence of insulin to induce new bone formation, in the presence of breast
cancer cells MDA-MB-231 or MCF-7 or in the presence of conditioned medium to induce bone resorption
directly (cell-cell contact) and indirectly (without cell-cell contact) respectively. During the project, the
conditions for the culture of hemicalvarias were standardized and structural characteristics of each
hemicalvaria were analyzed in response to different conditions by histology, furthermore, analysis of the
expression of genes involved in bone remodeling were performed. Both ex vivo models are also validated,
by the inhibition of TGF-B signaling pathway, using soluble betaglycan, an inhibitor of TGF-B. The data
indicated that soluble betaglycan promotes bone formation in calvaria and compensates bone resorption
caused by breast cancer cells. The results show that the ex vivo models developed in this work can be used
to recreate the conditions of bone formation and metastasis, to study mechanisms involved in both
processes and measure the changes in gene expression in response to conditions in the bone
microenvironment. In addition to allowing the evaluation of potential therapeutic agents.

Keywords: Bone , bone remodeling, bone metastasis, ex vivo models.



Dedicatoria

L% mié madre géém L%taém/ %@ que aungie ya
no esta presente ﬁ’ﬁé@mwm‘e, foa Sido m&'/{?wz/ie e /)/24&4’%&0{'&7/2/ en
lodo maomento g en cadea accion que foe /fméja[/o a lo /w/yﬁ e
i videa: me eric con s éiy?/m'm ancr y d/'wﬂ/ém emyﬂ/’ en mie, en
quee /éaafif/w faacer elm/y(m'% cosa quee me /é%}élldwlf(/‘/; me ensenc a
d@/wfeﬁcy der /éadéf/'ﬂw ante las adversidades de la vida /éa/ifcb /&6/@%
g%m‘mf/ﬂd CoNn mﬂﬂé///% /éem/ sobre lodo me maostre lo
maravillosa que & la vida /// que /ﬂ/é&fdc/m se encuentra en las

cosas mas sencillas. /éey(m/’iad e limkil?%élmé/eé.



Agradecimientos

N Cento do e.@ye&fjaaiifz gz’efzﬁﬁa ]‘aé' Gtocacion cggémor de Crsenada / C.TEES (57
/ar feﬂfzzfz'r/fze realizar mis estudios de maestria en ¢/ . _@gffdmd de _@agfr@% en Grencias de Jo Phda.

78 %72{727 Lacional de Giencia 7 T ecralogia / COgd A4 W Joor Ja beca ofogm/a
durante mis estudios, needsante ef/rgfraﬂzd de becas de maestria a fraves de/ . % Becaric SFOO#S.

J‘g 721 dorector de fesis, .@fd. .@aﬁzbfa ﬂa?rez Gamacks /ar /ermzﬁﬁfze formdr /drfe e su eyzz}'ﬁo
& frafg‘a 7 colaborar en este /ra]ecfa; /ar e/ ﬁk’m/jﬁ, confranza, dedicacion, @a]a 7 conocimientss brindadss.

A Jos miembros de mi connité de Sesus, G _@eﬂm{ ﬁaﬂzzef G e_@raaf ,@oa.{é y Dy Cises
gﬂf% /ar S dfﬁfd fléﬁ%& 7 valiosas condribuciones durante Ja realizacisn de/ frabajio.

A Jz .@fa. Grrestiva Gassro %fgﬂﬂk g a su eyzzfa e frdfgb conformads Jor _@aa'a
%am, Beohards, %&ﬁr Blanchesf 'y arco @azﬂm  por st aﬂ(fz 7 /ré;fdﬂzo de ﬂzaferz'df] eyzz%a,

Jg‘ Ja .@fd. iﬂﬂfa’ra (gxﬂ'afafé- c(?wgzté; (géﬂa[ez yasu eyzzﬁa de frafg‘a caf%rma% far g’(f ar,
Dipole Bata, Waider Q@’J Peone! Psrex 84 Fanra  fpor sus conseos, asesorla, capacifacton y préstano
de/ ¢ eyzzﬁa st _@95 /ara Ja [aﬁzgfefzz}wcz'a}z de Jos fgfaﬁr usadbs er e/ desarrollo de este /myecfa

Jg .@fyalzz'ra de/ Jaboratoric de ‘{z;ffa/g—fz’a de g[\){g‘ (gaﬁar enzserarine v ferﬂzzﬁ'rﬁze frafg'dr corn

7S /77'772”@5 nouestras de bistologia.

Jg/— _@r %ﬂb ﬂmﬂrzx ﬁar /erﬁzzﬁ'mze usar Jas instalaciones 7 eyzzﬁa e/ JabBoratiric
gf}?_@ﬁ g)/ara realizar ¢/ fraba de ﬁéﬁfo@fd caﬁeyafzazféfzﬁe @ este drabaso.

A ,@aaéﬁ 7% Jfrjﬁmx ya e CGhavarria Gonzalex Jpor d]zz(/a/me @ estandarizar Vi
realizar ef/race;a _[zo'rfafg'fz'm de Jos fyfaﬁr e‘f?jééaags alo ﬁgﬁ (é/jmfe‘cfa.

A _@r Pois Ctnards Galderor ya Ja W J%Jdlf ...@er?aﬁ V%szafkar e‘/ﬁré;faﬁza
ae/ %‘cmsc%zb, camara, canastillas de fincion 7 Jz confrarnza brindada /ard usar e/ ¢ eyzfa 7 material.



Vv

j %ﬂb c&z&zar gefeﬁa /Uf Jos 60723‘7'05, enserarza, c&ﬁaczfacz'diz g Zﬁre’a‘fdﬁza de) maucroscopio con

camara.

e Bra. Caroliva j Soarex _@%ea{;  por stz asesoria y cm}édrfz'r sus conocimternos relacionadss
cor e/ uso /ef/rgfraﬁza ngzgg j programa ubilizado  para e/ andlisis ﬁés‘z‘amagfamefn’ca.

J¥ Ja .@ra. % gﬁﬂa (gaéﬂa Mﬂa /ar su asesoria durante ¢/ andhsis estadistico de Jos
datss chlenides a Jo ﬁgﬁ de/ frdfgb.

%er;atmf adminsfrafivo de WC@ & fpor s @zzc/a con Jos distindos framites realizados
durante mi estancia en esta instifucion, /rz}zc}ﬁa ernte a jafz'alza %b ¥ gaM ﬂfdmffdﬂa gue

Jléﬁ%ff me Sfrataron con Cjezzfzém.

A miis Lrermaros académicos Jﬂy’a’z‘/fa &Girate Garrillo, Sernands Waurith Gaerra Cloera,
Sk t_@m ¥ Morvica Sze!” .@aé‘zjaez Sarias fpor sus corseas, asesoria y condribuciones para e
desarralls del prayects; por fode fa ayude brindide e Ja parte experimental del progects y por facer dé mi
entorno de frabajo algo sumamente @gradable, por su amabihdad, paciencia y carino brindads durante estos
anas, pera sobre Jodo por su amistad.

A et eyn}ba & ﬁafyb {02 X cazzj@rﬂzczcé  fpor lo Pra. Datricia, o/ Dy, Bherrich, J@j L
J%i[ \%ﬂ’: c(%'dﬂ{(; _@a/zzza, J@a/fm, c%arz ¥ _@tzé[ar /W su a/?yo, m;z;y'o;, convivenca,
ortenfacion 7 dﬁl&/d far Jas risas 54 Jos momendos de ﬁfczaé/ Caﬂ%ﬁfﬁ%& /ar e/ cariizo 7 ﬁreacz;ﬁacz’a’fz /ar

7721/57‘5072@ .

A ﬁzzfdcz%, Srocente Cuero Svsa, Jpor apoyar s decistones sir z@arfar 1o Jocas 7 ﬁrecfzfdaé;
gue estas /J’zzec/dfz ser, arurarmne Jz'eﬂ%re 7 Sererme ca@ﬁazzza, Joor enserarme que cada accion 7 decision gue
Jome er Ja vida me fraerd ura consecuencia ﬁa&zﬁyd o ﬁg@ﬁyd g es por esfo gue debo meditar Jas cosas gue
Aa go, pero sobre fodo Jor e/ amor incondicional gue me brinda fodos Jos dias, Jor Senerme /mfew% er sus

/ezz;wrzzéfzfa& aunqgue este fy’a& & casa 4 recibirme en casa Jz’e‘/f%re gue 7zzz'era valver.

ﬂ 21 ermarno c%lza.'rca i)ﬂaera Wﬁ, /ar ﬁﬂgfz'r eff‘aﬁef e aﬁzcz'fa, Sermane e inclisive de
/@%e czzaizcé S€ refzzzére; /ﬁﬁf a/ﬁyﬁr/mf f arunarme en cac/a uro czé ﬁa‘ /m]ecfaa‘ 7zze [5 aécz‘ o eﬁfrﬁmér ern

721 vida; /ar ser i ca'ﬁ}ﬁjce, il can;éaz’?era e aventuras 7 risas @ Jo ﬁg& de mi vida; /J’ar m05Srarme gue



vi

Jléﬁ%ff /ﬁzzeaé contar con el sin Z)?%Uffdf Jz situacion ern Ja gue e enzcuensre; /ar cuidarme, amarme nucho 7

Jz’eﬁ%re estar @ mi @l Jado sin z’;?fﬁ&rfdr cual - fy’o& estemaos e/ uno del otro.

J‘g il \jgﬁz}eﬂfa, C&Icarra ng‘a que er /EZ descarse, /or arumnarnze y creer que Jzéﬁ?re /zzecﬁ dar
7208 z/e 72L; /ar SUS ERNSENANZAS ] czzz’cﬁcﬁs‘ czzafzfa mds recesite e‘f d/GJw aé dcffzzz'eiz; /ar ca@ﬁ’ar er gue /zzez/a

Jz;éerar czza&zzz'e‘r a ymrz'cfdcij mostrarme esta confianza a fravés de su ﬁ?efd;/o}’d A caﬁ%afdfme cor un @rbol

J‘g Va J%eﬂa, (8060”‘0 Wwa /ar caﬁfre/zcér 7 ?ﬁ%@fmf er nus decisiones: /Of recibirme con

Mﬁ[é& arzor, CZZZZZéfIZ?L’] 772226.4;25 veces 41}72672260’77725 CZZQ‘?ZC/U_ reqreso d casa.

Jg‘ m2s 4105, g@)zaa/ i)ﬁuera, ?J&afafl'm i?uem 7 @fa& A .@ta.\‘ /or alentar nus sueros, creer
ern mit, ser mi J%arfe er momentos de debilidad, can?arfz'r mis a. Cefffd& /67‘0 sobre fodo /ﬁf Sods e/ amor gue

mze (2672,

ﬁ Soda mxﬁlmﬁé, Sos, /ﬂ'mw', sabrinos /ar Senerme /re;efzﬁe er su vida, /ﬁf d]zz/afme' 84 d/@yafme
cuands Jos recesids; por e/ amor 54 cariizo gue me Srindar.

N Darna, Pissvia 7 arsn, jpor ser 7215 //7}726705 a‘ﬂzg'fas de Ja maestria 7 aﬁzcz'faa‘ ' para Sod
Ja vida; Danra  por ﬁﬁ;@ﬁr sobre Ja vida mfzﬁzcz'fa, ?jZld/Zfdf w25 momendos de estrés 7 é;eyeracz‘a’fz, Joor
su anustad z'fzcafzazf'cz'aizd_ff carizo; .ngr.s' por cutdar de mi, escucharme ¥ Jzéﬁ%re Serer urn buer cwz&y’a, Joor
considerarme fﬁrfe de su fdﬁzzfd ademds de ca;@drfz‘r diversion, a@n’@r 7 risas mfzﬁzcz'fo; arsin  por sus
Listorias sumamente diverfidas, salidas 7 yz'gés menorables, Jor zgfzzafzfar s momentos de ﬁzz&frdcz'a’fz 7
Jlé/?%ff darme ura /aﬁfra de alernts.

ﬁ % %ﬁz'ﬂz ¥ .g;z /ar ser s dﬁzcz'fd;, escucharme swenpre gue ya reyzzzém, dCﬂfZJ7&f772€ 7
namarme mucho; /ar dcaﬂfﬁdﬁdﬂ??é‘ en muchas de nus Jocuras, bailes 7 averfuras s 7127'0 a‘cffzzfza; /J’ar

diertirse @ mi Jado 7 mﬂfdrﬁ'r mfantas risas mfzmcz'fa ademds de mi ﬁfcza&/ 0 Sristeza ngzifz sea ¢/ caso.

ﬂ %fxf ¥4 J@{f;{ /ar curdarme 5 Jzéﬁ%re estar /efzazféfzfew e mi alimentacicr 7 salud durarnte
mi estarca, fera sobre fodo /ar curdarme cuando mi estado de salud era mﬁfffdﬁzwzfg fécfdwrdf_é; /ar
escucharme cuando estzba friste 7 %ayarﬂze; /ar fodas Jas ﬁé;fdof 5 diersion; far ser de Jas my’amf roomies
7 di?.?g}‘d& gue L Serudo.



vii

N Ctnards, ﬂm’ ¥ Mﬂd{i Joor Joda Ja diversiin, averturas 7 bromas gue me /erﬁzzﬁéra/z
ca#fdrﬁr; Joor Lacerme sentir 712577’(25 i como er casa, Jaciends mi estuncia mids mrzﬁforfafé

A e}?wf?o neafocondria, i%ra, Jg'mee, Jézzfr‘z J% 7 J%ffa jpor hacerme sentsr ﬁdffe e su
eyzz%a g en un ambuente gfﬁc/dff, Leno de amor ¥ ﬁfczaé(/ hactends de mi estancia 7 it vida algo
/ﬁcefzfem; %fg /ar fodas Jas /ﬁ’fzbﬁ; fertidas, Menas de risa 7 /ar Sfods e/ caripo y amor e Sodos Jos
dias: jx}lzee jéar ser ma CU”?dffé’fd de Jzboratoris, aventuras, Jocuras 7 /ar guererme 12uclo; jafz /ar
escucharme, aconsearme, gf‘lldfzfdf n2ts /ﬁfz’m&, 5077}507}{1'7 ﬁzzz'[f}'éés momentos de ﬁﬁzczé&/ Iristeza y jpor
guererme Sarto; m jéar Sodas Jas discusiones de/ (é&d]wza, comuda ¥ cubos, /ar Jas risas 7 diversicn
can%arfz'aé;, Jor a]zzczéfﬁze y apoyarme Jlkﬂ%fe, pero sobre fodo  ppor ?jzzmzfarﬁze i quererme como soy; Bt

fﬁf Srindarme aﬂzz;ffaa/] cariio incondicional ain a/ez?aes‘ conociéndome.

Jg‘ %rm, % .@wzx’] % /ar efmﬂ}?a gue me ﬁifzaémfz f cafzcs‘z'aéraﬂfze /arfe‘ aé Kv/4 Jﬂfﬁa
fﬁf Jas mzi[ffbfs charlas, risas 4 dwersion coﬂ%a‘rﬁaé&- %m /or Jos 60726’7'05’ 54 ortentaciin sobre Ja vida;
\Qge or considerarme familia i ayudarme siempre; _@a/zi or escucharme i darme &rinos: .%z;’ or fodo
/! J & /! 7 /"
e/ afaja 4 Ja afzz%z brindada eyecz'a hrente corn Ja caﬂéézzfa%ra.

Jg‘ s 6077%&7..56‘706’ 54 aﬂzcz'facs’ de Jz maestria, % ﬁa, M @M (gf/a./ .%alzara{;,
_@dﬂze, »@d‘aﬂﬁ “@:cfar, c.@élz V%rco 7 %&/fﬁr CO/?fdffZ‘f su Sravesia mfzmcz'ja, /W Jos momentos
7 aventuras vividss, /ar e/ cariio brindads.

A Sfodss los gue calz/&/marz /erfe &/ .@féarfemmfa de nnovacise Promédsca, Jor aﬂaérﬁze,

oreensarme 7 enserarme distintas cosas a /o ﬁcrfa a ﬁzzfrfﬁdrdczb’/z academica; a fodos (27116%5 gue me

regalaron ura sonrisa g un abrazo fodos Jos dias haciendo de/ Jaboratorio ur Jcejwz% A&Jaf /czm V8

/ Gracias!



viii

Tabla de contenido

ReSUMEN €N €SPANON .....cocuereeciecercecceteerceeseecessseessnesaeseesasssesssessesssessessasssesss sesasssessessansseessassasssessasssenensnn i
RESUMEN BN INGIES .....eeceeeeecececceieer st cessesecse s e seesasseesseesasssessessassseesnsssasssessasssssse sesasssessessassss snnassanssnns i
[ T=T T 1o o T P iii
F AN T LYo T o TT=T o o P iv
LiSEa d@ FiSUIAS ...iiveuuiiiiiiniiiiiiiiiiiiieieiiinneienienasiesiennsosiessssestensssessenssssssenssssssensssssssnsssssssnsssssssnsssssaes xii
Lista de tablas ......ccciiiiiiiiiiiiiiiiir it s s s s e s s s s s e s a et s s e s ass s s annssssennnnans XVi
LiSta d@ QCIONIMOS .....uiiiiiiiiiieeiieiiiiiierennneeisetneesnnssssssssssseessnssssssssssseesnnssssssssssssssnnssssssssssassnnnnsnsns Xvii
L0r=T o 11 1 Lo e AP 1
B O 1o o TH Lol o ' 1
1.1 Biologia del hUESO..........coocuiiiiieee e e et e s bee e s e e e areeas 1

1.2 RemMOdelacion GS@a...............ooieiuiiiieeiiiee ettt e et e et e e e e b ae e e e areeas 1

1.2.1 Papel del sistema RANKL/OPG en remodelacion 4Sea ..............cccccourvvrecereereeneeseeenens 2

TL2 0.1 RANKL. ..o e e e ettt e e e e e e e e et tab s e e e eeeaae b e e s eeeeaatsaaaneeeeaaaeees 2

FL2.0. 2 0PG ... et e e e e ettt eeeeeeate e e eeeaatb e aaaaaarees 3

1.2.2 Participacion de la via de sefnalizacién de TGF-B en la regulacién de la remodelacion

Lo 1] =T T U TP 3
0 B R R ] ST 3

1.2.2.2 Via de seializacion del TGF-P..........ccceiiiiiiiiiiiieee ettt e e siae e e 4
1.2.2.3TGF-B N EIRUESO ......ooveeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e s bbbaeeeeeeeeeennnnns 4

1.2.3 Runx2: Factor de trascripcion involucrado en formacién ésea y osteoblastos............. 5

1.2.4 Proteinas expresadas en la remodelacion dsea ...............cccooeeeeeciiiiicciiie e 6

1.2.4.1 COlAZENO LIPO L...ooooeeeiiieceeeeeece ettt e et e e e et e e e e bte e e e sbteeeeebaeeeesnseeaeeanes 6

1.2.4.2 Fosfatasa alcaling ............c.coviiiiiiiiniii et 6

0 T o 1 o] (o= {1 T« Y= T PR USS 7

RS T 0 1 =T o) o Yo ] o 1 £ USRSt 7

1.3.2 Metastasis dsea: enfermedad relacionada con el cancer de mama..................c.......... 8

O T 2 N - T4 T =Y USRSt 8

1.3.2.2 CANCEr A MAMA .....oiiiiiiiiieiiieeiie ettt ettt e et e e sttt e sabeesbeesbteesabeesbteenateesaseeesaseens 8

1.3.2.3 IMEEASTASIS ....ccouviiiiiiiiiie ettt ettt st e et e sttt e ab e s be e s be e e st e e bte e sabae s baeesabee s 9

1.3.2.4 Proceso de |a Metastasis ..........ccceeeiiuiiiiiiiiie ettt e e et ee e e e eara e e e e eara e e e eanes 9

1.3.2.5 IMIELASTASIS OS@@ ......c..uviieiiiiiieeeitiee ettt e e ectte e e ettt e e e e etteeeeeeatae e e e ataeeeseasaseesanseeaesannsaeanan 10

1.3.2.6 Participacion del microambiente dseo en el establecimiento de la metastasis ...... 11

1.3.2.7 TGF-B y |a Metastasis OS@a ..........cceeviuiiiiiiiiiieciiiee e cciree e ettt e ertre e e esere e e s ser e e e ssaaeeeeas 12

1.3.2.8 Inhibicion de TGF-B en hueso y metastasis 0Sea..............cccceeeevveeeeiiiiieeeccreee e, 13



1.3.2.9 Regulacion de TGF-f por Betaglicano..............cccceeeviiiiiiiiiiiic e 14

1.4 Modelos utilizados para evaluar mecanismos de remodelacion dsea, patologias y

L 121 0T =T 31 o L PP PPPTN 15
b B I\, [ Yo L= o T 1 IRV o o R PUUUR 15
1.4.2MOAEIO iN VIV ...ttt ettt e e e et e e e e e e e e baa e e e e e e e s ennasraaeeeas 16

1.5 MOAEIOS X VIVO..........ooeiiiieee ettt e e et e e e te e e e eba e e e e tae e e eeabtee e e araeas 17

2. ANLECEABNTES ...cuueeieeeeeereiecerrereeerreneeereenas e reenasseseensssssennsssssennssssnennsssssennsssssensssssnensssssnenassssnennns 18
0 T L 4y = Toi T ] 4 TSP 20
L B 1 o3 =T 13 PR 21
LT 0] o Y11 4L o X3P 21
5.1 ODbjJetivo ENEral ...........cooiiiiiee e e e 21

5.2 Objetivos eSPECITICOS ..........ueiiiiiie e e 21
[0r-T s 11 1 Lo 17 2P 22
6. Materiales y Métodos 22
6.1 DisecCion de CaAlVAria ...........cccviiiiiieic e e e aaa e 22

6.2  CUltivOo de CAlVAria ..........oeeiiiiee e e e e e e e et e are e e 23

6.2.1 Pre-incubacidon de hemicalvarias ...........ccccccooiviiiiiiii i, 23

6.3 Modelo de remodelacion OSEa...............ocoeeeviiiiiiiiee et e e 24

6.3.1 Cultivo de calvaria coninsulina.................ccoooiiiiiiiiii e 24

6.4 Modelo de microambiente tumoral 8Seo................cccoeciiiieeciiiie e 24

6.4.1 CUlIVO CRIUIAN ..o et e e e 24

6.4.2 Co-Cultivos: Interaccion directa entre las células de cancer y el hueso.................... 24

6.4.3 Cultivo de calvaria en presencia de medio condicionado: Efecto indirecto de las

Células de CANCEr €N €1 RUESO............ooociiiiiiie e e e e e e rbee e s e bee e e e eaaeeas 25
6.5 Validacion de los modelos por histologia.............ccccooeeiiiiiiciiiiecce e 26

6.6 Validacion de los modelos por PCR cuantitativa en tiemporeal...............cccvvveeennneen.n. 26

6.6.1 EXtraccion del ARN ..........cooooiiiiiiiiiie ettt et e e ree e e e e s e e e e s ebae e e enraeas 27

6.6.2 RetrotranscripCion del ARN.............ccuvviiiiiiiiiieeeee e e eeearrree e e e e e eearraree s 27

6.6.3 Evaluacion de la expresion de genes involucrados en remodelacion dsea
L 01T L= T 41 T OSSR )

6.7 Evaluacidn del efecto de betaglicano soluble en los modelos ex vivo .......................... 28
6.7.1 Evaluacion del efecto de betaglicano soluble en hueso de calvaria murina............ 29

6.7.2 Evaluacion del efecto de betaglicano soluble en co-cultivos de hueso de calvaria y
CEIUIAS IMIDA-IMB-231.........coiiiieciecteete ettt et et e st e s e s et e et e s sbe e beesbeesseesseeenteebeeseeesasesasesnseenseenses 29

6.8  ESTAAISHICA ......oooieiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 30



(0= 11 U] Lo T 2P 31
A 2 T3 1§ = o o T3P 31
7.1  Histologia y analisis histomorfométrico del modelo de formacion ésea...................... 31

7.1.1 Efecto de lainsulina en calvarias de ratones Balb/cy FVB...........c..ccceevveevreereenennne. 31

7.2  Expresion de genes involucrados en remodelacion dsea..............cccceceveeviencieeccieennnenn, 33

7.2.1 Extraccion, cuantificacion e integridad del ARN ................coooireciieiie s 33

7.2.2 Expresion del ARNm del sistema RANKL/OPG de calvarias provenientes de ratones
FVB en el modelo de fOrmacion GS@a .............cccoccueiiiiiiiniiiiiieeiiee ettt sire e siae e st e sbee s savee e 35

7.2.3 Expresion del ARNm de Colla, Runx2 y Alpl en calvarias provenientes de ratones
FVB cultivadas en ausencia y presencia de insulina..............c..cccooiviiiiiiiiie e 35

7.3  Histologia y analisis histomorfométrico del modelo de microambiente tumoral 6se036

7.3.1 Modelo de interaccidn directa entre las células de cancer y el hueso..................... 36
7.3.1.1 Efecto de las células MDA-MB-231 en calvarias provenientes de ratones Balb/cy
FVB... oottt ettt te sttt ses et et et eae ses e st et eae s es e et et ese e s ae 4Rt ea een e e s e R e R eeR A ee A et eReAeR st e ta et eR nentes et seteresenereetenes 36
7.3.1.2 Efecto de las células MCF-7 en calvarias provenientes de ratones Balb/c............ 38

7.3.2 Modelo del efecto indirecto (factores secretados) de las células de cancer en el

7.3.2.1 Efecto del medio condicionado proveniente de las células MDA-MB-231 en
calvarias de ratones Balbh/C Y FVB..........ccoooiiiiieiiiecee sttt ettt aeebeebe s be e steesaresabeeabeenbaens 39

7.3.2.2 Efecto del medio condicionado proveniente de las células MCF-7 en calvarias de
L 100 1 == 1= oY 4 TR 41

7.4  Expresion del sistema RANKL/OPG en el modelo de microambiente tumoral éseo ....42

7.4.1 Efecto directo de las células MDA-MB-231 en la expresion del sistema Rankl/Opg en
Lo |1V [ T 1 O T T O O ST O T PO POTUP PO TOTORPPPRTP 42

7.4.1.1 Extraccion, cuantificacion e integridad del ARN de calvarias de ratones Balb/c y

FVBh.. e eeeeereteteness ceiteeitesteete e bt e st e e satesabe et e e beesbeesheesaeesateea b e e beeeheesaeeeabe e be e s be e be e heenReeeaeeenteente e teesbeesanenas 42
7.4.1.2 Expresion de la proporcion RANKL/OPG en calvarias de ratones Balb/c y FVB
cultivadas con células MDA-IMB-231 ..........ccooiiiiiiieeiee ettt e e see s e s te e e sate e s beeesraeesnteesbaeesnseean 43
7.4.2 Efecto directo de las células MCF-7 en la expresion del sistema RANKL/OPG en
Lot 11V L T 13 USSR 44
7.4.2.1 Extraccidn, cuantificacion e integridad del ARN .............ccccceoovieiiiiciene e, 44

7.4.2.2 Expresion de la proporcion RANKL/OPG en calvarias de ratones Balb/c cultivadas
CON CAIUIAS IVICF-7 .........ooiiiiiiiie ettt ettt ettt s e et s e e s bt e e sabeesabaesabeesabaeesbseesataesasneesareean 45

7.4.3 Efecto indirecto (factores secretados) de las células MDA-MB-231 en la expresion
del sistema RanKI/OPg €N CaAIVAIIas .............ooovieeeiioiiecee ettt se e s sae e ebeenes 46

7.4.3.1 Extraccion, cuantificacion e integridad del ARN de hemicalvarias de ratones Balb/c

7.4.3.2 Expresion de la proporcion RANKL/OPG en calvarias de ratones Balb/c y FVB
cultivadas con medio condicionado de las células MDA-MB-231 .............ccccceeiiieeeeciiee e, 47



Xi

7.4.4 Efecto indirecto (factores secretados) de las células MCF-7 en la expresion del

sistema Rankl/Opg en calvaria MUFING...............coooovieiiiiieeie ettt e eeve v et e 48
7.4.4.1 Extraccidn, cuantificacion e integridad del ARN ..............c.ccoooeiiiiiiiiee e, 48
7.4.4.2 Expresion de Rankl y Opg en calvarias de ratones Balb/c cultivadas con medio

condicionado de 1as CEIUIAS IMICF-7 ...........c.coiiiiieiiie ettt et e e ate e s te e e ra e e s steesbaeesnsee s 48

7.5 Efecto de betaglicano soluble en cultivos de calvarias de ratones Balb/c. ................... 49
7.5.1 Histologia y analisis histomorfométrico de calvarias cultivadas en presencia de

2T P USTRRPPPRPRt 49
7.5.2 Expresion de genes involucrados en remodelacion ésea en calvarias cultivadas en

[ =] =T T E= I L= =T USSR 51
7.5.2.1 Extraccidn, cuantificacion e integridad del ARN ...............ccooevciiiiieccie e, 51
7.5.2.2 Expresion de la proporcion RANKL/OPG en calvarias de ratones Balb/c cultivadas

€N PreSENCIA A BGS .......oviiiiiiiiiiiiiee ettt ee ettt e e et e e e st e e e s et e e e e e st ee e e s abe e e e e nbaeeeeebreeeenbeeeeenarees 51
7.5.2.3 Expresion de Colla, Runx2 y Alpl en calvarias cultivadas con BGs ....................... 52

7.6 Efecto de betaglicano soluble en co-cultivos de calvarias provenientes de ratones
Balb/c con CElUIas IMDA-IMB-231 ..........oooiiuiiiiiieiiee ettt et e e st e e bt e e st e e sbe e e sabessbeeeabeeesbeeesareean 53
7.6.1 Histologiay analisis histomorfométrico de calvarias cultivadas con células MDA-MB-

231 en presencia y auSeNCia de BGS ...........ccuueiiiiiiiiiiiiiiee it csiee s esree s e e e e e e e s bee e e aaeeas 53
7.6.2 Evaluacion de la expresion de RANKLY OPG.............ccccceveiiiiieiniiiee e 55
7.6.2.1 Extraccion, cuantificacion e integridad del ARN ................cooccieiiiiiiie e, 55
7.6.2.2 Expresion de la proporcion RANKL/OPG en calvarias de ratones Balb/c cultivadas

con células MDA-MB-231 en presencia de@ BGS..............ccooiiiiiiiiiiiec ettt tee e et e e e 56

[0r-T o 11 1 [ 1 SO 58
B DISCUSION. .. .iiieeiiiiieeiiiiteeieiieneeettenesaettenesssstensssssranssssssensssssrsnssssssenssssssenssssssenssssssenssssssenssssssanees 58
8.1 Modelo de formacion 6sea en calvaria murina............cccccceecvieeeniiiiee e 58
8.2 Modelo de resorcidon dsea y microambiente tumoral...............ccccccovvieiiiiiiniiiiiieenn e, 60

8.2.1 Efecto directo de las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 en calvaria murina ...60
8.2.2 Efectoindirecto (factores liberados) de las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 en

[ AV T W1 110 L4 L T T 61
8.3 Efectode BGs €n calvaria MUIING.............oooovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 62

8.4 Efecto de BGs en co-cultivo de calvaria murina y células MDA-MB-231....................... 63

(0= 11 {31 Lo T 3T PR P 64
Lo I 000 Y o Lol [T 130T V=Y. 64

) = = A0 L ol 1 =« - TN 65



Xii
Lista de figuras

Figura 1.Pasos de 12 MEtAstasis. vttt e e st e e s sabae e e s sntae e e s nsbeeeeannneeeean 10

Figura 2. Anatomia de la calvaria. a) Identificacion de las suturas. b) Diagrama de los cortes

(Modificada de Mohammad, et al, 2008). .......c..cecciiiiiieriee et e sre e s e e srae e srae e 23
Figura 3. CUltiVO d@ CalVAIia. ...cccuiiiiiciiiie ettt et e e st e e e s raba e e e sssbaeeessnseeeesnnnneeeeas 23
T I @0 R ol U 14 1o T PSS 25

Figura 5. Secciones de Hemicalvarias de ratones Balb/c y FVB tefiidas con H&E. a) Hueso de calvaria
control proveniente de ratones Balb/c. b) Calvaria de ratones Balb/c cultivada en
presencia de 50 pg/ml insulina. c) Hueso de calvaria control de ratones FVB. d) Calvaria
de ratones FVB cultivada en presencia de 50 pg/ml insulina. Per, periostio; End, Endostio;

(O TR o1 (To Lol o I Y011 g T=] g} (o I 0 R 32

Figura 6. Analisis histomorfométrico del a) grosor de las hemicalvarias de ratones Balb/c, b) area dsea
de las hemicalvarias de ratones Balb/c, c) grosor de las hemicalvarias de ratones FVB y d)
area dsea de las hemicalvarias de ratones FVB, cultivadas en ausencia y presencia de
insulina. Los cambios estadisticamente significativos obtenidos con la prueba estadistica
Mann Whitney U, se muestran en asteriscos (*p<0.05).....cccceeeiiieeeeiiiieeeiieee e et 33

Figura 7. Integridad del ARN total en gel de agarosa al 2%, extraido de las hemicalvarias cultivadas
en ausenciay presencia de iNSUIING. .....ccveiiieciiee e e e e e e saraeeeeanes 34

Figura 8. Expresion del ARNm de la proporcién RANKL/OPG de las hemicalvarias de ratones FVB
cultivados en ausencia y presencia de insulina. Prueba estadistica Mann-Whitney U, los
cambios significativos se muestran con asteriscos (*** p<0.001)......cccccccveercreeerieerireesineesnennn 35

Figura 9. Expresion relativa del ARNm de a) Colla, b) Runx2 y c) Alpl de las hemicalvarias
provenientes de ratones FVB cultivadas en ausencia y presencia de insulina. Prueba
estadistica Mann-Whitney U, los cambios significativos se muestran en asteriscos
(i o 1 0 01 OSSPSR 36

Figura 10. Secciones de hemicalvarias de ratones Balb/c y FVB tefiidas con H&E a) Hueso de calvaria
control de ratones Balb/c. b) Co-cultivo de hemicalvarias de ratones Balb/c con células
MDA-MB-231. c) Hueso de calvaria control de ratones FVB. d) Co-cultivo de hemicalvarias
de ratones FVB con células MDA-MB-231. Per, periostio; End, endostio; OS, osteocito; AR,
areas de resorcion; CT, células tumorales. AUMENTO 40X. ...cccoeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 37

Figura 11. Andlisis histomorfométrico del drea de las hemicalvarias de ratones Balb/cy FVB cultivadas
en ausencia y presencia de células MDA-MB-231. Prueba estadistica no pareada t test, los
cambios estadisticamente significativos se muestran en asteriscos (*p<005)......c.ccccceevveeennes 38

Figura 12. Secciones de hemicalvarias de ratones Balb/c tefiidas con H&E a) Hueso de calvaria control.
b) Co-cultivo de calvaria con células MCF-7. Per, periostio; End, endostio; LV, laguna vacia;
AR, dreas de resorcion. AUMENTO 40X, ......cooeveeeieeieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeee et 38



Figura 13. Analisis histomorfométrico del drea de las hemicalvarias de ratones Balb/c cultivadas en
ausencia y presencia de células MCF-7. Prueba estadistica Unpaired t test, los cambios

estadisticamente significativos se muestran en asteriscos (*p<0.05). ....cccceveveerivreriieercreeennne.

Figura 14. Secciones de hemicalvarias de ratones Balb/c y FVB tefidas con H&E a) Hueso de calvaria
control de ratones Balb/c. b) Hueso de calvaria de ratones Balb/c cultivado en presencia
de medio condicionado de la linea celular MDA-MB-231. c¢) Hueso de calvaria control de
ratones FVB. d) Hueso de calvaria de ratones FVB cultivado en presencia de medio
condicionado de la linea celular MDA-MB-231 Per, periostio; End, endostio; OS, osteocito;

AR, areas de resorcion. AUMENTO 40X. .....cccuuuieeeeeeeeeiiiiieeeeeeeesectrreeeeeeeeessrsreeeeeeeeeessnssssesesaesanns

Figura 15. Analisis histomorfométrico del drea de las hemicalvarias de ratones Balb/cy FVB cultivadas
en ausencia y presencia de medio condicionado proveniente de la linea celular MDA-MB-
231. Prueba estadistica Mann-Whitney U, los cambios estadisticamente significativos se

muestran en asterisCos (FP<0.05). .ccuuieiiieiiieeiieeeceeerte et e e sre e et e e rbre e sbe e e b e e s reeeraeesarae s

Figura 16. Secciones de hemicalvarias de ratones Balb/c tefiidas con H&E a) Hueso de calvaria control.
b) Hueso de calvaria cultivado en presencia de medio condicionado de la linea celular
MCF-7. Per, periostio; End, endostio; OS, osteocito; AR, dreas de resorciéon. Aumento 40x.

Figura 17. Andlisis histomorfométrico del drea dsea de las hemicalvarias de ratones Balb/c cultivadas
en ausencia y presencia de medio condicionado proveniente de la linea celular MCF-7.
Prueba estadistica Mann-Whitney U, los cambios estadisticamente significativos se

muestran en asterisCos (¥P<0.05). .uuiiiiiuiiie et e et e e esre e e e erre e e e ete e e e searaeeeearaaeeeanes

Figura 18. Integridad del ARN total en gel de agarosa al 2%, extraido de las hemicalvarias de ratones

Balb/c que fueron cultivadas en ausencia y presencia de células MDA-MB-231. ...................

Figura 19.Integridad del ARN total en gel de agarosa al 2%, extraido de las hemicalvarias de ratones

FVB que fueron cultivadas en ausencia y presencia de células MDA-MB-231. .......................

Figura 20. Expresion del ARNm de la proporcién RANKL/OPG de las hemicalvarias de ratones Balb/c
y FVB cultivadas en ausencia y presencia de células MDA-MB-231. Prueba estadistica

Mann-Whitney U, los cambios significativos se muestran con asteriscos (** p<0.01). ..........

Figura 21. Integridad del ARN total en gel de agarosa al 2%, extraido de las hemicalvarias de ratones

Balb/c que fueron cultivadas en ausencia y presencia de células MCF-7........cccccevvevveveennnenn,

Figura 22. Expresion del ARNm de la proporcién RANKL/OPG de las hemicalvarias de ratones Balb/c
cultivadas en ausencia y presencia de células MCF-7. Prueba estadistica Mann-Whitney U,

los cambios significativos se muestran con asteriscos (** p<0.01). ....cccevveerverreenieenieesieeninenns

Figura 23. Integridad del ARN total en gel de agarosa al 2%, extraido de las hemicalvarias de ratones
Balb/c que fueron cultivadas en ausencia y presencia del medio condicionado proveniente

de lalinea celular MDA-IMB-231. ...ttt

Figura 24. Integridad del ARN total en gel de agarosa al 2%, extraido de las hemicalvarias de ratones
FVB que fueron cultivadas en ausencia y presencia del medio condicionado proveniente

de 1a1inea celUlar MDA-IMB-231. ...ttt ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ereeees

xiii

.39

.40

.40

.42

.43

.43

A4

.45

.46

.46



Figura 25. Expresion del ARNm de la proporcién RANKL/OPG de las hemicalvarias de ratones Balb/c
cultivadas en ausencia y presencia del medio condicionado proveniente de la linea celular
MDA-MB-231. Prueba estadistica Mann-Whitney U, los cambios significativos se

muestran con asteriscos (** P<O.01). c..uuiiiiiciiie e ra e e

Figura 26. Integridad del ARN total en gel de agarosa al 2%, extraido de las hemicalvarias de ratones
Balb/c que fueron cultivadas en ausencia y presencia del medio condicionado proveniente

(o R E R T o= [ =T Y (O o TR

Figura 27. Expresion del ARNm de la proporcién RANKL/OPG de las hemicalvarias de ratones Balb/c
cultivadas en ausencia y presencia del medio condicionado proveniente de la linea celular
MCF-7. Prueba estadistica Mann-Whitney U, los cambios significativos se muestran con

I =T Y ele 1N (bl e T 10 1 1 RS

Figura 28. Secciones de hemicalvarias de ratones Balb/c tefiidas con H&E a) Hueso de calvaria control.
b) Seccion de hueso de calvaria cultivada con 5 pg/ml de BGs. c)Seccidén de hueso de
calvaria cultivada con 10 pg/ml de BGs. Per, periostio; End, endostio; OS, osteocito.

PN U g g T=] gL o T 10 ) RN

Figura 29. Analisis histomorfométrico del a) grosor y b) area de las hemicalvarias de ratones Balb/c
cultivadas en ausenciay presencia de BGs a concentraciones de 5ug/mly 10pg/ml. Prueba
estadistica Kruskal-Wallis post test Dunns. Los cambios estadisticamente significativos se

muestran en asteriscos (**P<0.01). ..cccciiiiieciiie e e et ara e e e eanes

Figura 30. Integridad del ARN total en gel de agarosa al 2%, extraido de las hemicalvarias de ratones

Balb/c que fueron cultivadas en ausencia y presencia de BGS. .........ccccueeeereeerieeeireeeeveeeeneeenns

Figura 31. Expresion del ARNm de la proporcion RANKL/OPG de las hemicalvarias de ratones Balb/c
cultivadas en ausencia y presencia de BGs. Prueba estadistica Kruskal-Wallis post test

D10 o] 1P

Figura 32. Expresion relativa del RNAm de a) Colla, b) Runx2 y c) Alpl de las hemicalvarias
provenientes de ratones FVB cultivadas en ausencia y presencia de BGs. Prueba
estadistica Kruskal-Wallis post test Dunns. Los cambios significativos se muestran en

I e T oo N (e R0 0 ) ISR

Figura 33. Secciones de calvarias de ratones Balb/c tefiidas con H&E a) Hueso de calvaria control. b)
Hueso de calvaria cultivada con medio condicionado proveniente de células MDA-MB-
231. c) Hueso de calvaria cultivada con células MDA-MB-231. d) Hueso de calvaria
cultivada con células MDA-MB-231 en presencia de BGs. Per, periostio; End, endostio; OS,

osteocito; AR, areas de resorcién; CT, células tumorales. Aumento 40X. .......ccceeeevevereeeeenennnn.

Figura 34. Analisis histomorfométrico del drea de las hemicalvarias de ratones Balb/c cultivadas en
ausencia y presencia de medio condicionado, células MDA-MB-231 y células MDA-MB-
231 mas BGs. Prueba estadistica Kruskal-Wallis post test Dunns, los cambios

estadisticamente significativos se muestran en asteriscos (*p<0.05). ......cccevveereereererrivennenn

Xiv

.47

.48

.49

.50

.51

.52

.53

.54

.55



Figura 35. Integridad del ARN total en gel de agarosa al 2%, extraido de las hemicalvarias de ratones
Balb/c que fueron cultivadas en ausencia y presencia de medio condicionado, células

MDA-MB-231y células MDA-MB-231 MAS BGS. ....ccceiiuiiiieiiiieeciiieeeeciee e eeree e e evee e e eivee e e

Figura 36. Expresion del ARNm de la proporciéon RANKL/OPG de las hemicalvarias de ratones Balb/c
cultivadas en ausencia y presencia de medio condicionado, células mDA-MB-231 y células
MDA-MB231 mas BGs. Prueba estadistica Kruskal-Wallis post test Dunns, los cambios
significativos se muestran en asteriscos (p<0.01)

XV

56



XVi

Lista de tablas

Tabla 1. Secuencias de primers usados en las reacciones de RT-PCR. ........cccccceeeeeeieiiiiiieeee e ececirreeeee e 28

Tabla 2. Cuantificacién del ARN proveniente de las hemicalvarias de ratones FVB cultivadas en ausencia
y presencia de insulina. Elucidn en un volumen de 20 pl utilizado para PCR cuantitativa........ 34

Tabla 3. Cuantificacién del ARN proveniente de las hemicalvarias de ratones FVB cultivadas en ausencia
y presencia de insulina. Elucidn en un volumen de 30 pl utilizado para su analisis en gel........ 34



Lista de acronimos

ADNCc
ALP
AM

AR
ARN
A4B1-VCAM-1
BG
BGs
BMPs
BSA
CO;
Colla
COX-2
CT
CTGF
CXCL12
CXCR4
DKK-1
DMEM
ECM
EDTA
END
ER
ET-1
FBS
FGF
GAG
GLI2
GM-CSF
HA
HER
HIF1la
HSCs
H&E
IGF
IKK

IL
INEGI
JNK
M-CSF
MMPs
MSC
NFATC1
NF-kB
LIF

LV

Acido desoxirribonucleico complementario
Fosfatasa alcalina

Adrenomedulina

Areas de resorcién

Acido ribonucleico

Molécula de adhesién celular vascular-1
Betaglicano

Betaglicano soluble

Proteinas morfogenéticas dseas

Albumina de suero bovino

Didxido de carbono

Colageno tipo |

Ciclooxigenasa-2

Células tumorales

Factores de crecimiento de tejido conectivo
Factor derivado de células estromales-1
Receptor tipo 4 para quimiocinas

Proteina relacionada con Dickkopf-1

Medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Proteinas de la matriz extracelular

Acido etilendiaminotetraacético

Endostio

Receptor de estrégeno

Endotelina-1

Suero fetal bovino

Factor de crecimiento de fibroblastos
Glicosaminoglicanos

Proteina de dedo de cinc

Factor estimulador de colonias de macréfagos granulocitos
Hidroxiapatita

Receptor tirosina cinasa

Factor de crecimiento 1a inducible por hipoxia
Células madre hematopoyéticas

Hematoxilina y eosina

Factor de crecimiento insulinico

Complejo inhibidor del factor nuclear kappa-B
Interleucina

Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
Cinasa c-Jun N-terminal

Factor estimulante de colonias de macréfagos
Metaloproteinasas de la matriz

Células madre mesenquimales

Factor nuclear de células T activadas, citoplasmatico 1
Factor nuclear kappa-B

Factor inhibidor de leucemia

Laguna vacia

XVii



OPG
OPN
(0N

PER
PDGF
PR
PTHrP
RANK
RANKL
QRT-PCR
Runx2
SDF-1
TGF-B
TBR-I
TNAP
TNF
TRAF
TRAP
VEGF
VEGFR1

Osteoprotegerina

Osteopontina

Osteocito

Periostio

Factor de crecimiento derivado de plaquetas

Receptor de progesterona

Proteina relacionada con la hormona paratiroidea

Receptor activador del factor nuclear kappa B

Ligando del receptor activador para el factor nuclear kappa B
Reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real
Factor de transcripcidn relacionado con Runt

Factor-1 derivado del estroma

Factor de crecimiento y transformacidn beta

Receptor | del factor de crecimiento y transformacion beta
Fosfatasa alcalina no especifica de tejido

Factor de necrosis tumoral

Factor asociado al receptor del factor de necrosis tumoral
Fosfatasa +acida tartrato resistente

Factor de crecimiento endotelial vascular

Receptor 1 del factor de crecimiento endotelial vascular

XViii



Capitulo 1

1. Introduccion

1.1 Biologia del hueso

El hueso es un tejido conectivo que esta constituido por células osteoprogenitoras; como los
osteoblastos, de estirpe mesenquimal los cuales son células que producen el hueso por el que se establece
la matriz extracelular del hueso (Boyce, 2012., Mata, 2010). Los osteocitos por su parte, actian como
sensores capaces de transformar estimulos mecdanicos en sefales bioquimicas de activacién celular,
dirigidas hacia células estromales pluripotenciales, también regulan la mineralizacion y el control de la
homeostasis del fosforo (Mata, 2010). Finalmente, los osteoclastos, células de estirpe hematopoyética y
miembros de la familia monocito-macréfago, tienen la habilidad para degradar la matriz 6sea (Boyce,
2012., Mata, 2010). Esta matriz dsea esta formada por osteoide, fibrillas de colageno, glicoproteinas y
proteoglicanos. Las fibras del hueso compuestos de colageno tipo | se impregnan con mineral,
principalmente en forma de hidroxiapatita [3Cas(P04)2(OH).] que son cristales de hidroxido de calcio y de
fosfato (Demster, 2005., Robey, et al, 2008). A diferencia de otros tejidos conectivos la matriz extracelular
del hueso esta fisioldgicamente mineralizada, confiriéndole al hueso fuerza y flexibilidad, permitiéndole
cumplir con sus funciones. Entre las funciones del hueso se incluye el soporte para los musculos;
proteccion de los drganos internos y la medula ésea; sirve de almacén de calcio y factores de crecimiento;
liberacion de factores de crecimiento a partir de la matriz y regulacién de la liberacion de células

hematopoyéticas a partir de la medula (Boyce, 2012., Clark, 2005).

1.2 Remodelacion ésea

El hueso del esqueleto adulto esta continuamente expuesto a una variedad de estimulos, como la
liberacion de factores de crecimiento y citocinas, que en condiciones patoldgicas pueden activar el
incremento de la remodelacion dsea (Boyce, 2012). El ciclo de remodelacion ésea estd conformado por
dos procesos: resorcion y formacion ésea. En la resorcidn ésea los osteoclastos se adhieren a la superficie
del hueso a través de la integrina avp3 que media las interacciones matriz-célula y célula-célula. Tras la
adhesidn, los osteoclastos forman un anillo de actina, y secretan acidos, colagenasas y proteasas que
desmineralizan la matriz del hueso y degradan las proteinas matricelulares, como el colageno tipo 1.
Existen otros factores que promueven la osteoclastogénesis, como el factor estimulante de colonias de

Macréfagos (M-CSF) que en conjunto con la interleucina-34 (IL-34) se unen al receptor FMS (también
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conocido como CSF1R) en células mieloides y promueven la osteoclastogénesis. Asimismo, la expresion de
RANKL sobre la superficie de los osteoblastos, el cual se une a su receptor, RANK expresando sobre
precursores de osteoclastos, para inducir la osteoclastogénesis a través del factor nuclear-kB (NF-kB), y las
vias de sefializacion NFATc1 y Cinasa N-terminal JUN. La formaciéon dsea esta dada por los osteoblastos,
para activar las funciones osteoblasticas, las células madre mesenquimales (MSC) presentes en la médula
Osea, se diferencian a osteoblastos a través de factores locales, como las proteinas morfogenéticas dseas
(BMP), las proteinas WNT y el factor de crecimiento y transformacién beta (TGF-B), (Teitelbaum & Ross,

2003., Weilbaecher, et al, 2011).

1.2.1 Papel del sistema RANKL/OPG en remodelacion dsea

La funcidn de los osteoclastos se acopla y coordina con la funcién de los osteoblastos durante la
remodelacidon dsea para mantener la integridad del esqueleto, por lo que una desregulacién en las
funciones de estas células afecta la tasa de remodelacidon dsea, lo que conlleva a patologias. Los
mecanismos del acoplamiento no han sido totalmente aclarados, sin embargo, la identificacion de la via
del receptor activador del factor nuclear kappa B (RANK), ligando del receptor activador del factor nuclear
kappa B (RANKL), y Osteoprotegerina (OPG) a mediados de la década de 1990 reveld nuevos indicios para
la formacion, funcion y supervivencia de los osteoclastos, proporcionando informacidn sobre la regulacion

de la remodelacién dsea (Boyce & Xing, 2008; Boyce, 2012., Dougall, 2011)

1.2.1.1 RANKL

RANKL es un factor que pertenece a la familia del factor de necrosis tumoral (TNF). RANKL es
tipicamente expresado como una proteina homotrimerica unida a una membrana sobre las células
osteoblasticas y células T activadas (Boyce, 2012).

Para estimular la diferenciacidn de los osteoclastos, RANKL que es expresado en la superficie de
los osteoblastos interacciona con su receptor RANK presente sobre la superficie de progenitores
hematopoyéticos de monocitos. Posterior a la interaccion de RANKL con RANK, la parte citoplasmatica de
RANK interacciona con proteinas adaptadoras conocidas como TRAF (Factor asociado al receptor del factor
de necrosis tumoral), estas proteinas inician una cascada de sefializacidn, a través de la activacién de las
vias NF-kB, JNK y Src. La via NF-kB, esta implicada en la liberacién del factor de transcripcion NF-kB de los
complejos IKK en el citoplasma y su subsecuente traslocacion al nucleo, mientras que la activacion de la
via JNK induce a la formacién y activacién del complejo AP-1, conformando por c-Fos y c-Jun. En conjunto,

AP-1y NF-kB inducen la expresion del factor de transcripcion NFATc1 el cual se trasloca al nicleo mediante



la activacion de la via de Src, a través de esta via se aumentan los niveles intracelulares de calcio induciendo
la activacidon de calcineurina, que cataliza la eliminacién de un grupo fosfato de NFATc1, promoviendo de
esta forma su traslocacién al nucleo, para inducir la expresion de diversos genes implicados en la
osteoclastogénesis (Boyce & Xing, 2008; Boyce, 2012., Darnay, et al, 1998; Dougall, 2011; Lemaire, et al,
2004; Ross, 2008).

La importancia que tiene RANKL en la osteoclastogénesis se ha demostrado a través de diferentes
estudios. Se ha reportado que ratones knockout para RANKL presentan osteopetrosis severa y la carencia
de la erupcion dental incisiva y molar (Kong, et al, 1999). Por otro lado, ensayos realizados utilizando
ratones Knockit que expresan RANKL quimérico (murino/humano) y denosumab, un anticuerpo
monoclonal humano que inhibe a RANKL, han mostrado una reduccién en la resorcidon dsea y un aumento

tanto en la densidad mineral 6sea como en la masa dsea (Kostenuik, et al, 2009).

1.2.1.2 OPG

Los osteoblastos ademas de RANKL también expresan Osteoprotegerina, la cual es una proteina
soluble con alta similitud estructural con RANK por lo cual OPG inhibe la diferenciacién, actividad y
sobrevivencia de los osteoclastos al actuar como un receptor seifiuelo de RANKL, impidiendo la unién de
este con RANK (Boyce & Xing, 2008; Boyce, 2012., Roodman, 1999; Ross, 2008). El papel que OPG tiene en
la osteoclastogénesis fue mostrado en ratones transgénicos que sobreexpresaban OPG los cuales
mostraron un incremento en la masa ésea como consecuencia de una marcada reduccién en el nimero
de los osteoclastos trabeculares, a pesar de que el niUmero de precursores de osteoclastos se mantuvieron

normales (Simone, et al, 1997).

1.2.2 Participacion de la via de seiializacion de TGF-B en la regulacién de la remodelacion 6sea
1.2.2.1 TGF-B

El Factor de crecimiento transformante (TGF-B) es una de las citocinas mas abundantes en la matriz
dseay es un potente inhibidor del crecimiento de células epiteliales, hematopoyéticas y células inmunes,
por lo cual desempefia un papel importante en el desarrollo y mantenimiento del esqueleto, asi como en
la homeostasis del tejido normal. El TGF-B puede tener efectos tanto positivos como negativos sobre la
formacién dsea, dependiendo el contexto y concentracién, dado que esta implicado en el control de la
proliferacién, migracion, diferenciacidn, apoptosis y sobrevivencia de muchos tipos celulares. En el
proceso de remodelacion dsea, el TGF-B es liberado en un complejo dimérico latente conformado por el

TGF-B y su propéptido denominado LAP (proteina asociada a latencia), asimismo existe una proteina
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adicional denominada LTBP-1 (proteina unida a TGF- {3 latente) la cual promueve la unién del complejo de
TGF- B con la matriz extracelular. El TGF- B puede ser activado por la hidrolisis de LTBP-1 y la disociacion
de LAP durante la resorcidn ésea, lo cual conlleva a la activacion de la cascada de seializacidn para reclutar
transitoriamente MSCs (células madre mesenquimales) a la superficie del hueso recientemente
reabsorbido para la diferenciacién de osteoblastos y la formacion de hueso nuevo. Adicionalmente el TGF-
B también participa en la diferenciacidn de osteoclastos. (Annes, et al, 2004., Dallas, et al, 2002., Connolly,

etal, 2012., Crane & Cao, 2015., Gorter &Dijke, 2013., Saharinen, et al, 1999).

1.2.2.2 Via de seializacion del TGF-

En humanos, se han descrito tres isoformas del TGF-B: TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3. La sefializacion
de las tres isoformas es comparable pero sus niveles de expresion difieren. La via de sefializacion del TGF-
B inicia con la unién del ligando al receptor. TGF-B se une como dimero a los receptores serina treonina
cinasas del tipo | y tipo Il, conocidos como ALKS5 (también conocido como TBR-I) y TBRII respectivamente,
resultando en un complejo oligomerico. Una vez formado el complejo, el receptor constitutivamente
activo del tipo Il fosforila y activa a el receptor tipo | ALK5 e inicia la cascada de seiializacidn intracelular.
El receptor tipo | fosforila a los mediadores intracelulares Smad 2 y 3. Las proteinas Smads fosforiladas y
activadas, se asocian con la Co-Smad, Smad4, formando asi un complejo heterodimérico y se translocan al
nucleo. Una vez en el nucleo, el complejo de Smad es capaz de unirse a la cromatina y modular su
estructura, ademas, el complejo Smad se asocia con factores de transcripcidn para regular la transcripcion
de genes regulados por TGF-B. El TGF- B también es capaz de inducir la trascripcidon de proteinas Smads
inhibidoras como Smad 7; estas proteinas Smad forman un asa de retroalimentacién negativa inhibiendo
la cascada de sefializacién del TGF- B (Chiechi, et al, 2013., Gorter &Dijke, 2013; Janssens, et al, 2005.,
Massague, 1998.,Massague, 2000., Shi & Massague, 2003).

1.2.2.3 TGF-B en el hueso

En condiciones normales, durante la remodelacidn désea, el TGF-f es un mediador clave en el
acoplamiento de resorcion y formacion ésea. Durante la formacidn ésea los osteoblastos secretan TGF-f,
el cual es incrustado dentro de la matriz dsea mineralizada, en donde es almacenado en forma latente.
Posterior a la resorcion 6sea, el TGF-B es liberado y se activa por la liberacidn de este a partir del complejo
latente, la liberacion es llevada a cabo por catepsinas secretadas por los osteoclastos. El TGF- activo

cumple un papel importante tanto en la proliferacion de precursores de osteoblastos como en la
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regulacién en la funcidn directa e indirecta de los osteoclastos (Buijs, et a/,2011; Chiechi, et al, 2013.,
Saharinen, et al, 1999).

La importancia del TGF-B sobre los osteoblastos, se debe a que la liberacién del TGF- durante la
resorcidon dsea induce el reclutamiento de células madre mesenquimales y osteoprogenitoras. Ademas, se
ha reportado que TGF-B favorece las primeras etapas de diferenciacion de las células a osteoblastos
maduros, aumentando los niveles de coldgeno tipo | e induciendo la expresidn de Runx. Por otro lado,
durante las etapas posteriores de la diferenciacidon de osteoblastos, TGF- B suprime la expresion de Runx2
para inhibir las ultimas etapas de la maduracién de osteoblastos (Barnes, et a/,1999., Bostrom & Asnis,
1998., Janssens, et al, 2005., Tashjian, et al, 1985).

El TGF-B activo también regula la diferenciacién y actividad de los osteoclastos. El TGF-B inhibe la
diferenciacién temprana de osteoclastos, asi como su sobrevivencia, actividad y por ende la resorcion
dsea, a través de la expresidn y secrecidn de OPG por parte de los osteoblastos y mediante la supresidn
de la expresion de RANKL. Por otro lado, TGF-B es capaz de estimular la resorcidn ésea llevada a cabo por
los osteoclastos maduros, esto se debe posiblemente a la regulacion positiva de prostaglandinas, las cuales
son potentes estimuladores de la diferenciacion de osteoclastos (Centrella, et al,1994., Dallas, et al, 2002.,
Quinn, et al, 2001., Taipale & Keski-Oja, 1997., Takai, et al, 1998., Thirunavukkarasu, et al, 2001., Udagawa,
et al, 2000).

1.2.3 Runx2: Factor de trascripcion involucrado en formacién dsea y osteoblastos

Runx2 también conocido como Cbfa, es una proteina perteneciente a la familia de los factores de
transcripcidén Runx. Los genes Runx tienen la habilidad de regular la expresién génica en multiples puntos
en el linaje osteogénico. Runx2 es denominado como el factor de transcripcién maestro debido a que es
un regulador critico de la diferenciacién de osteoblastos y también un regulador de la formacién dsea (Lian
& Stein, 2003). Runx2 se expresa en las células mesenquimales pluripotentes antes de la expresion del
fenotipo de los osteoblastos; Kobayashi y colaboradores demostraron que las células progenitoras
mesenquimales derivadas de calvaria de ratones deficientes de Cbfal (Runx2) no adquirian fenotipos
osteoblasticos, sin embargo, habia mayor diferenciacién de condrocitos y adipocitos en ausencia de la
diferenciacion de osteoblastos (Kobayashi et al, 2000). La importancia de Runx2 durante la formacién ésea
fue demostrada por Komori y colaboradores, en un trabajo realizado con ratones Runx2 Knockout, la
examinacion del esqueleto de los ratones knockout mostro una carencia completa de osificacion,
demostrando con esto el requerimiento absoluto de la expresion de Runx2 en el proceso de formacidn

Osea (Komori et al, 1997).



1.2.4 Proteinas expresadas en la remodelacidn dsea
1.2.4.1 Colageno tipo |

El colageno es el componente proteico mas abundante de la matriz extracelular ésea; el colageno
del tipo | es el que mas predomina, aproximadamente comprende el 90% de la parte organica, sin
embargo, también pueden estar presentes el colageno tipo lll, V, Xl y XIIl. El colageno tipo | se forma en el
hueso a partir de la combinacién de dos cadenas al y una a2; las cadenas a forman una hélice; las hélices
de colageno se asocian para formar fibrillas que a su vez se unen para formar filamentos o redes, para
estabilizar la estructura del colageno tipo | (Allori, et al, 2008; Ebeling, 2001). La red de coldgeno tipo | es
la base en donde los cristales de [(Ca)10(PO4)s(OH),] hidroxiapatita (HA) son depositados dentro de los
espacios de cada subunidad de coldgeno. El mecanismo de la formacidon mineral no esta totalmente
elucidado, sin embargo, un mecanismo propuesto es la unién de una proteina al colageno, posiblemente
una de las proteinas de la matriz extracelular conocidas por modular la formacién mineral, como la

sialoproteina dsea (BSP) (Baht, et al, 2008; Buckwalter, et al, 1995).

1.2.4.2 Fosfatasa alcalina

Fosfatasa alcalina es una glicoproteina unida a membrana que esta presenté en cuatro isoformas
que son codificadas por cuatro genes humanos. Tres isoenzimas son expresadas en una distribuciéon
especifica de tejido, se expresan en alta concentracidn en el epitelio intestinal y en la placenta. La cuarta
isoenzima de fosfatasa alcalina no especifica de tejido (TNAP), es una enzima ubicua expresada en el
higado, rifidn y hueso. La ALP presente en hueso es expresada por los osteoblastos y se encuentra
inicialmente anclada a la superficie exterior de la membrana de estos. La funcién metabdlica exacta de
ALP es desconocida, no obstante, esta es una enzima involucrada en la biomineralizacién; ALP cataliza la
hidrélisis de enlaces éster de pirofosfatos, que son inhibidores potentes del crecimiento de cristales de
hidroxiapatita, ademas, durante la hidrdlisis se libera una alta concentracién de fosfato inorganico a la
matriz para llevarse a cabo el proceso de mineralizacién en los huesos. Durante la formacion dsea los
niveles de ALP en la circulacidn se elevan, esto como resultado de la funcidon celular de los osteoblastos en
la remodelacién ésea, por lo que ALP se considera un marcador de la diferenciacion de osteoblastos,
ademas que en los niveles de ALP son medidos como un marcador de la formacion dsea (Demers, 2001.,

Houston, et al, 2004., Kim, et al, 2004., Robison, 1923., Schar, et al, 1997).



1.3 Patologias dseas

Existen diversas condiciones patoldgicas originadas a partir del desajuste en la tasa de
remodelacién dsea. Las alteraciones asociadas a las diversas patologias pueden estimular o inhibir Ia
resorcién y formacion dsea, provocando la pérdida o ganancia excesiva de hueso a nivel sistémico o local
(Boyce, 2012). Dentro de las patologias que afectan la remodelacion ésea se encuentran la osteopetrosis,
la enfermedad de paget, la osteoporosis y metdstasis ésea. En este trabajo nos referimos especificamente

a estas dos ultimas.

1.3.1 Osteoporosis

La osteoporosis es una enfermedad del esqueleto que se distingue por la baja masa dsea y
deterioro en la microarquitectura del tejido 6seo ocasionado que el hueso se vuelva menos resistente al
estrés mecdnico, incrementando la fragilidad ésea y susceptibilidad a fracturas. El termino osteoporosis
significa “hueso poroso”, este término fue introducido por primera vez en Francia y Alemania en el dltimo
siglo, sin embargo, fue redefinido debido a que el hueso es mineralizado normalmente, pero reducido en
cantidad. La osteoporosis es una enfermedad que histéricamente ha sido dificil de definir, un enfoque
considerando la densidad mineral ésea no abarca todos los factores de riesgo para la fractura, mientras
qgue una definicion basada en la fractura no permitiria la identificacién de la poblacién de riesgo. En 1994
la organizacién mundial de la salud definié a la osteoporosis en términos de la densidad mineral ésea y
fracturas previas, pero, dicha definicién no considera los cambios en la microestructura que pueden
debilitar al hueso independientemente de algin efecto sobre la densidad mineral ésea. Aunque la
osteoporosis se relaciona como una enfermedad que afecta a las mujeres, esta también afecta a los
hombres alrededor de un cuarto de la tasa en mujeres (Adler, 2013., Harvey, et al, 2008). Se ha reportado
que, a nivel mundial, la osteoporosis causa mas de 8.9 millones de fracturas al afio, estimdndose que afecta
a 200 millones de mujeres mayores de 60 afios. Aproximadamente 75 millones de personas se ven
afectadas por la osteoporosis en Europa, Estados Unidos y Japdn (IOF, 2016). En 2008 se reportd que
alrededor de 10 millones de americanos mayores de 50 afios de edad tienen osteoporosis y 1.5 millones
presentan fracturas cada afio, mientras que otros 35 millones de americanos presentan riesgo de la

enfermedad (Harvey, et al, 2008).



1.3.2 Metastasis o0sea: enfermedad relacionada con el cancer de mama
1.3.2.1 Cancer

El cancer es una enfermedad que se origina a partir del desajuste en la homeostasis de diversos
procesos celulares involucrados en el mantenimiento del tejido, incluyendo la reparacion de células. El
desajuste es originado como consecuencia de alteraciones en el genoma provocados por factores fisicos y
quimicos que promueven el desarrollo de un tumor. (Pardee & Stein, 2011; Pelengaris & Khan, 2013;
Weinberg, 2013).

El cdncer se caracteriza por poseer sefial de crecimiento autdnoma, evasion de apoptosis,
insensibilidad a sefiales inhibitorias del crecimiento, evasién a la destruccidon inmune, proliferacién celular,
invasion y metdastasis, angiogénesis y reprogramacion del metabolismo energético (Hanahan & Weinberg,
2000).

El cancer es una enfermedad, que afecta a gran parte de la poblacién mundial. En 2012, se
reportaron 14.1 millones de nuevos casos de cancer, 8.2 millones de muertes y 32.6 millones de personas
viviendo con la enfermedad (Globocan, 2012).

La tasa global de incidencia de cancer estandarizada por edad es casi 25% mayor en los hombres
que en las mujeres, con tasas de 205 y 165 por 100,000, respectivamente (Globocan, 2012). En cuanto a
la mortalidad, las tasas son 15% mayores en las regiones mas desarrolladas que en las regiones menos
desarrolladas respecto a hombres, y 8% mayor en las mujeres (Globocan, 2012).

A nivel nacional, el cdncer también afecta significativamente a la poblacién, siendo la tercera causa
de mortalidad. En 2013, el INEGI reporto un total de 611829 muertes, de las cuales, 73426 (12% del total)

muertes fueron a causa de tumores malignos.

1.3.2.2 Cancer de mama

El cdncer de mama es un tumor maligno que comienza en las células de la mama y que puede
invadir el tejido que lo rodea y dispersarse a areas distantes del cuerpo lo cual es conocido como
metadstasis (American Cancer Society, 2014). Dentro de los canceres que afectan a la poblacion, el cancer
de mama es uno de los que mas predomina. El cdncer de mama es el segundo cancer mas comun a nivel
mundial, y por mucho, es el cancer mas frecuente en las mujeres. En el 2012, Globocan reporto un
estimado de 1.67 millones de nuevos casos diagnosticados (25% de todos los canceres). El cdncer de mama
se ubica como la quinta causa de muerte por cancer en general (522,000 muertes), pero es la causa mas

frecuente de muerte en las mujeres en las regiones menos desarrolladas (324,000 muertes, el 14,3% del
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total), y la segunda causa de muerte en las regiones mas desarrolladas (198,000 muertes, 15,4%)
(Globocan, 2012).

En México, de acuerdo al INEGI, el cdncer de mama es la principal causa de muerte en mujeres,
respecto a los canceres en general. En 2013, se reportaron 5426 muertes debido a cancer de mama (15%

de todos los canceres) (INEGI, 2013).

1.3.2.3 Metastasis

La metdstasis es el proceso por el cual las células que conforman tumores malignos, se dispersan
e invaden sitios distantes del cuerpo, donde subsecuentemente forman nuevas colonias que pueden
desarrollar tumores secundarios. Este proceso es complejo, y se lleva a cabo a través de diversos pasos
que involucran diferentes vias de sefalizacion (Holen, 2012., Pecorino, 2012). Entre los lugares mas
frecuentes a los que metastatizan las células de cancer de mama se encuentran: pulmones, higado y los

huesos (Saunders & Jassal, 2009).

1.3.2.4 Proceso de la metdastasis

Los diversos pasos que estan involucrados en el proceso de metdastasis son (Figura 1): Invasion,
intravasacion, transporte, extravasacion, colonizaciéon metastasica y angiogénesis.

Las células del tumor primario, al proliferar comienzan a formar nuevos vasos sanguineos a partir
de los ya existentes, con la finalidad de cubrir sus necesidades metabdlicas, proceso denominado
angiogénesis. El proceso de metastasis inicia con la invasidn, dado que las células del tumor primario se
desprenden e invaden a los vasos sanguineos cercanos. Los vasos sanguineos proporcionan una via,
mediante la cual las células tumorales entran en el sistema circulatorio del cuerpo, acontecimiento
denominado como Intravasacidn. Las células tumorales también pueden entrar indirectamente en la
circulacidn sanguinea a través del sistema linfatico (Holen, 2012., Pecorino, 2012).

La forma de transporte de las células tumorales que entran en los vasos sanguineos, es a través
de la corriente sanguinea de forma “unidireccional”. Las células tumorales pueden viajar solas o formar
grupos con plaquetas, llamados émbolos. Los émbolos pueden proteger a las células tumorales de las
fuerzas presentes en el torrente sanguineo. El transporte de las células tumorales a través de la circulacién
se torna dificil debido a la presencia de distintos factores que pueden provocar que perezcan. Las células
tumorales que logran sobrevivir durante el transporte, hasta llegar al sitio objetivo, salen a partir del
sistema vascular o linfatico y se adhieren a drganos especificos, a este evento se le cdmo extravasacion.

Una vez en el nuevo sitio, las células tumorales se establecen, inician y mantienen el crecimiento, que
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implica el desarrollo de angiogénesis como proceso esencial para proporcionar nutrientes y oxigeno, de

esta forma se da lugar a la colonizacion metastasica (Holen, 2012., Pecorino, 2012).
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Figura 1.Pasos de la metastasis.

1.3.2.5 Metastasis 6sea

Las células provenientes de ciertos tipos de tumores sélidos metastatizan en hueso e inducen
lesiones osteoliticas y/u osteoblasticas (Weilbaecher, et al, 2011). En el caso de cancer de mama,
aproximadamente, mas del 70% de los pacientes en un estadio avanzado pueden generar metdstasis dsea.
Cuando las células tumorales de la mama entran a los huesos, tiende a desequilibrar la remodelacidn ésea,
causando una excesiva resorcién o incremento en la formacién (Fournier, et al, 2014). En la colonizacion
metastdsica dsea, estdn implicados una serie de pasos y factores del microambiente. Previo a la
metadstasis, los tumores primarios pueden dar pie a la formacién de un nicho pre-metastasico. El nicho
pre-metastdasico hace referencia al acondicionamiento del sitio de metastasis. El tumor primario libera
factores que migran directamente de células progenitoras hematopoyéticas a partir de la medula dsea a
sitios especificos para el crecimiento metastasico, preparando el “suelo” para la subsecuente colonizacion
de células tumorales. En la metdstasis dsea, se prepara a la medula, mediante la produccion de factores
circulantes, que se dirigen a las células en el microambiente del hueso. Las células tumorales y/o
fibroblastos senescentes secretan osteopontina (OPN), que facilita el reclutamiento de células de médula

Oseay la migracion de células tumorales (Holen, 2012., Weilbaecher, et al, 2011). Algunas células de cancer

en el hueso producen proteina relacionada con la hormona paratiroidea (PTHRP; también conocida como
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PTHLH) la cual, de acuerdo a los resultados obtenidos en un estudio realizado con ratones, tiene la
capacidad de promover la resorcion ésea (Guise, et al, 1996).

Durante la colonizacién metastasica, los osteoblastos y células estromales de la médula ésea
atraen y regulan a células madre hematopoyéticas (HSCs), para proporcionar un nicho adecuado a las
células tumorales a través de interacciones proteicas que incluyen integrinas, como a4B1-VCAM-1
(molécula de adhesiéon celular vascular-1); quimiocinas, como CXCL12-CXCR4 (facilitan la adhesién de
células tumorales); BMPs, Notch, nestina y OPN. La adhesidén requerida para la colonizacion es
proporcionada cuando las integrinas de la superficie celular del tumor interactian con proteinas de la
matriz extracelular (ECM) expresadas en el microambiente éseo (Weilbaecher, et al, 2011). De igual forma,
la interaccion entre una proteina denominada anexina Il con su receptor favorece la adhesidn celular y la
metastasis (Shiozawa, et al, 2008).

La invasién al hueso conlleva una desestabilizacion en el proceso de remodelacién dsea. Se
involucran diversas vias de sefializacion y la sobre expresion de factores como: PTHRP, que da lugar a una
mayor resorcion ésea comparada con la que normalmente deberia existir; metaloproteinasas de la matriz
(MMPs) implicadas en la cascada metastasica en general, mas especificamente en la invasion al hueso; la
via de TGF-B que modula factores pro-metastdsicos y osteoliticos; la via de Jagged1-Notch que promueve
ostedlisis tumoral; los factores de transcripcion GLI2, RUNX2 y el factor de crecimiento 1la inducible por
hipoxia (HIF1a), implicados en la promocion de ostedlisis tumoral y el crecimiento tumoral (Weilbaecher,

etal, 2011).

1.3.2.6 Participacion del microambiente 6seo en el establecimiento de la metastasis

En 1889, Stephen Paget propuso la teoria de “la semilla y el suelo” en la que plantea que la
diseminacién de las células tumorales no es un proceso aleatorio, mas bien, es que ciertas células
tumorales (la semilla) se ven favorecidas con la actividad metastasica y tienen una afinidad especial por el
medio de ciertos drganos especificos (el suelo) que les proporcionan una ventaja. Paget llego a la
conclusién de que las metastasis se desarrollan cuando existe compatibilidad entre las células tumorales
y el tejido diana de la misma forma que existe una compatibilidad entre “la semilla y la tierra fértil”, por lo
tanto, sugirié que el sitio de la metastasis depende de la afinidad del tumor por el microambiente (Ribatti,
et al, 2006; Vicent, et al, 2006). En 1997 Mundy y Guise introdujeron el concepto de “ciclo vicioso” para
explicar cdmo es que las células tumorales modifican el microambiente éseo para lograr su supervivencia

y crecimiento, ademds, como es que a su vez el microambiente éseo les proporciona a las células
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tumorales factores de crecimiento para promover el crecimiento de estas (Guise, 2002., Mundy, 1997,
Mundy, 2002).

Las células tumorales interaccionan con el microambiente del hueso a través de moléculas de la
superficie celular. Las interacciones, pueden incluir factores locales y sistémicos, citocinas y sus receptores.
Las células tumorales tienen la habilidad de producir una variedad de factores que regulan el volumen del
hueso, y modifican la expresién de moléculas de células del estroma circundantes. (Pecorino, 2012.,
Weilbaecher, et al, 2011., Gnant, 2012., Holen, 2012). Entre las moléculas derivadas de las células
tumorales se encuentran los factores moduladores de la actividad osteocldstica. Una de las moléculas que
se asocia con la metastasis dsea es la proteina relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP), la cual
estimula la produccién de RANKL, desencadenando la resorcidn ésea y por consecuencia la liberacién de
factores embebidos en la matriz ésea (Guise, et al, 2006., Mundy, 2002., Yoneda, et al, 2005). Dentro de
los factores liberados, el TGF-B tiene un papel importante porque tiene un mecanismo complejo de accion,
debido a que puede actuar tanto en el tumor, como en células del estroma. EI TGF- promueve la invasion,
angiogénesis, desarrollo y progresién de la metdastasis 6sea por la induccidn de la produccién de PTHrP, IL-
11 e IL-8 (Holen, 2012). Se ha reportado que TGF-B incrementa la expresion de PTHrP en células de cancer
de mama, estimulando la metastasis dsea osteolitica (Kakdnen, et al, 2002., Yin, et al, 1998). Por otra
parte, hay estudios in vivo que demuestran que al inhibir la osteoclastogenesis o la funcion de los
osteoclastos se reduce el crecimiento tumoral en el hueso (Fournier, et al, 2010., Morony, et al, 2001.,
Zhang, et al, 2001).

Existen otros factores que influyen en la metastasis ésea como COX-2, IL-6 y FGF (Holen, 2012).
Los factores reguladores de la actividad osteobldstica también son moléculas derivadas de las células
tumorales. Entre estos se encuentran, el potente vasoconstrictor entotelial-1(ET-1), la via de sefializacién
de Wnt, las proteinas morfogenéticas éseas (BMPs) y el sistema IGF. Otros factores importantes son los
pro- angiogénicos como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), también estan implicados los moduladores de la matriz extracelular tales

como las metaloproteinasas de matriz (MMPs), Catepsina Ky uPA/uPAR (Holen, 2012).

1.3.2.7 TGF-B y la metastasis 6sea

TGF-B tiene la capacidad de promover y agravar la metdstasis 6sea a través de la promocién de
genes especificos. Hay estudios que demuestran que la via de sefializacién de TGF-B-Smad regula
directamente la expresién de factores proosteoliticos, como interleucina 11 (I1L11), factores de crecimiento

de tejido conectivo (CTGF) (Kang, et al, 2003), metaloproteinasa-1 de matriz (MMP-1), CXCR4 (Dunn, et al,
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2009., Kang & Massagué, 2004) y PTHrP (Kdkonen, et al, 2002). PTHrP desempefia un papel importante en
el desarrollo de las lesiones osteoliticas y se considera que es responsable de la hipercalcemia humoral de
malignidad. TGF-f induce la expresién de PTHrP que a su vez estimula la produccidn de RANKL y la baja
regulaciéon de OPG (Osteoprotegerina) lo cual induce la diferenciacién de osteoclastos y la activacion y
promocién de metdstasis dseas (Buijs, et al, 2011; Chiechi, et al, 2013). IL11 estimula la expresion de
factores osteoclastogénicos como RANKL y el factor estimulador de colonias de macréfagos granulocitos
(GM-CSF) en los osteoblastos, asimismo estimula la resorcidon ésea (Buijs, et al, 2011). CXCR4, es un
receptor de quimiocinas que se une al factor-1 derivado del estroma (SDF-1) producido por los
osteoblastos y su expresion promueve el establecimiento de las células cancerosas al hueso. CTGF estimula
la proliferacién de osteoblastos, asi como la angiogénesis, y MMP-1 promueve la metdstasis 6sea (Guise,

2009., Lu, et al, 2009).

1.3.2.8 Inhibicion de TGF-B en hueso y metastasis dsea

En presencia de metdastasis 6sea los niveles locales de TGF-B se ven alterados, debido a una
excesiva liberacién de TGF-B en el microambiente dseo durante la resorcidon ésea, por lo que se le
considera el mediador central del denominado ciclo vicioso del crecimiento tumoral en hueso. El papel
gue desempefia TGF-B en la progresidn del cancer y la metdstasis 6sea, lo convierte en un potente blanco
terapéutico para tratar el cdncer y la metastasis ésea. Se han estado investigado una serie de inhibidores
de TGF-B, de entre los cuales se encuentran: trampas de ligando que incluyen anticuerpos monoclonales
neutralizantes de TGF-B y proteinas receptor sefiuelo solubles; inhibidores de la cinasa del receptor de
TGF-B y oligonucleétidos antisentido. Especificamente para metastasis ésea se han estado realizando una
serie de investigaciones sobre posibles inhibidores de TGF-B; en 2007 Ehata y colaboradores reportaron el
efecto de Ki26894, un inhibidor de la cinasa del receptor tipo | de TGF-B (TBR-I) en metastasis dsea. Para
el estudio utilizaron una variante de la linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-231, una linea
celular considerada altamente metastasica, la cual fue tratada con TGF-B3 y Ki26894. En este estudio se
evalud el efecto de Ki26894 sobre la sefializacién de TGF-B3, ademas fue medido el efecto de Ki26894
sobre la proliferacion celular y se examiné la movilidad e invasion de MDA-231-D inducida por TGF-B3. Los
resultados reportados fueron que Ki26894 bloquea la sefializaciéon de TGF-B en la linea celular MDA-231-
D, la cual fue detectada por la supresidon de la fosforilacion de Smad2, asi mismo, Ki26894 disminuyo la
movilidad e invasion de la linea celular empleada. También se realizdé un estudio in vivo, en donde se

obtuvo que Ki26894 disminuye la metastasis dsea de las células de cancer de mama (Ehata, et al, 2007).
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Mediante un estudio efectuado por Biswas y colaboradores, se determiné la eficacia de 1D11, un
anticuerpo anti-TGF- para prevenir la metastasis dsea de cancer de mama. En el estudio se emplearon
células de cancer de mama humano MDA-MB-231 y células de tumor mamario murino 4T1, dichas células
fueron inyectadas via intracardiaca en ratones. A través de ensayos in vitro, in vivo y ex vivo, obtuvieron
que el tratamiento con el anticuerpo logro reducir el tumor a lo largo del hueso, se redujeron las lesiones
osteoliticas y el drea de lesién osteolitica, se incrementd el volumen éseo y la formacién de la matriz
mineralizada (Biswas, et al, 2011).

También se han reportado moléculas bioldgicamente activas que inactivan a TGF- o su
sefializacion, como Halofuginona (Hfg). Juarez y colaboradores en 2012 publicaron un estudio acerca del
efecto de Halofuginona en el establecimiento y progresién de la metdstasis 6sea de melanoma. Para el
estudio evaluaron el efecto de Halofuginona con presencia o sin presencia de TGF-B. Los resultados que
obtuvieron a partir del modelo in vitro fue que Hfg inhibe la sefalizacidon de TGF-B al inhibir la fosforilacién
de las proteinas Smad, también inhibe la proliferacién de células de melanoma y reduce la expresion de
los genes regulados por TGF-f que incrementan la metdstasis ésea, tales como PTHrP, CTGF, CXCR4 e
ILL11. Para el estudio in vivo, emplearon ratones desnudos los cuales fueron inoculados con células de
melanoma 1205Lu y tratados con Halofuginona. Se observd que el tratamiento diario sistemdtico de Hfg
inhibe significativamente la formacién de lesiones osteoliticas y metdastasis dseas después de la inoculacién

intracardiaca con células 1205Lu (Chiechi, et al, 2013., Juarez, et al, 2012).

1.3.2.9 Regulacion de TGF-$ por Betaglicano

Existen correceptores de factores de crecimiento, los cuales son moléculas capaces de unirse al
factor, pero que carecen de cualquier actividad de sefializacién catalitica sobre si mismas. TGF-f tiene un
receptor tipo Il (TBRIII), también conocido como Betaglicano (BG). BG funge como un correceptor que
modula la accién de diversos miembros de la superfamilia de TGF-B, tales como Inhibina A y bFGF.

El Betaglicano es un proteoglicano de membrana, que estd presente en células epiteliales, sin
embargo, se encuentra ausente en células endoteliales, mioblastos y linajes hematopoyéticos. BG estd
formado por un ectodominio, una regién transmembranal, una region citoplasmdtica corta, cadenas de
sulfato condroitin y heparan y tiene dos secuencias conservadas de Ser-Gly a las cuales se les denominan
glicosaminoglicanos (GAG). Puede darse el caso de que se presente una mutacion en la que la serina es
cambiada por una alanina, no obstante, a pesar de esta mutacidn, el receptor puede unirse a TGF-p e

inhibina.
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Cuando BG estd presente, modula la interaccién de TGF-f3 con los receptores del tipo | y Il de TGF-
B, cabe mencionar que BG tiene la habilidad de unirse con alta afinidad a todas las isoformas de TGF-§,
aunque la afinidad por TGF-2 es la mas alta. El complejo formado por BG + TGF-B + receptor de TGF-B
del tipo Il resulta en el potenciamiento de la sefializacién de TGF-B, efecto conocido como “presentacion
de TGF-B “. BG también puede asociarse con los receptores del tipo Il de activina y BMP. Respecto a la
funcién de las cadenas de glicosaminoglicanos (GAG), atiin no se conoce bien.

La regidn extracelular de betaglicano contiene dos dominios de unién a ligandos independientes

que dividen la region en aproximadamente mitades iguales. El dominio E (para Endoglina-similar) y el
dominio U (para Uromodulina-similar). Cuando los dominios se expresan como receptores de membrana
truncados, o proteinas recombinantes solubles, son capaces de unirse a TGF-B de manera similar al
receptor del tipo salvaje.
La forma soluble de betaglicano ocurre naturalmente y es encontrada en suero y matrices extracelulares.
El betaglicano de membrana es el precursor del betaglicano soluble (BGs), este ultimo es generado debido
a una escision proteolitica de la region extracelular del BG de membrana, proceso cominmente llamado
“desprendimiento del ectodominio”.

Mientras que el BG de membrana potencia la union de TGF-B al receptor de TGF-B tipo II,
incrementando la actividad del factor, la forma soluble secuestra el ligando, actuando como un agente

neutralizante de TGF-B, convirtiéndolo en un potente antagonista de TGF- (Lopez-Casillas, et al, 2008).

1.4 Modelos utilizados para evaluar mecanismos de remodelacion désea, patologias y
tratamientos
Para elucidar los eventos de remodelacion ésea tanto en condiciones normales como en distintas
patologias; para el estudio de la diseminacién y sobrevivencia de las células cancerosas en el hueso, asi
como la evaluacidn de tratamientos, se han empleado y desarrollado modelos para recrear las diversas

condiciones

1.4.1 Modelo in vitro

Los modelos in vitro han sido fundamentales para el estudio de procesos biolégicos cuya finalidad
ha sido mimetizar el microambiente in vivo para extrapolar los resultados de un experimento a un contexto
bioldgico. Este modelo se caracteriza por el uso de cultivos y co-cultivos celulares, en el cual, las
condiciones fisico-quimicas y fisioldgicas del ambiente se controlan de forma artificial, con la finalidad de

simular el ambiente in vivo (Chong, 2015). Este tipo de modelos se han implementado para el estudio
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especifico de procesos involucrados en la remodelacidn, reparacidon y metdstasis dsea. Se han empleado
cultivos primarios de osteoblastos para inducir su diferenciacidn, asi mismo, co-cultivos de osteoblastos
con macréfagos de medula dsea (Hikita, et al, 2015), co-cultivos de coldgeno mineralizado con osteoclastos
(Krishnan, et al, 2013), cultivos de osteoclastos sobre superficies biocompatibles (Deguchi, et al, 2016),
entre otros cultivos utilizando las distintas células dseas, con la finalidad de elucidar mecanismos de
diferenciacidn, formacion y resorcidn ésea. Por otra parte, se han utilizado co-cultivos de células de cancer
con células estromales de la medula ésea (Arrigoni, et al, 2014., Wang, et al, 2005), o con fibroblastos de
hueso, co-cultivos de células endoteliales y del estroma, modelos de hueso vascularizado (Chong, 2015),
para el estudio de metdstasis dsea. Las ventajas que poseen estos modelos son: el bajo costo, la facilidad
de manejo y la accesibilidad para la experimentacién. Sin embargo, este modelo posee la desventaja de
gue la representacion del microambiente del hueso es muy simplificada, con frecuencia es imposible
visualizar la localizacién de proteinas y procesos en matriz calcificada, lo que limita el esclarecimiento de

procesos y las posibles aplicaciones clinicas (Chong, 2015., Deguchi, et al, 2016).

1.4.2 Modelo in vivo

Los modelos in vivo son cruciales para el estudio y comprensién de la remodelacién ésea,
patologias dseas y metastasis dsea, asi como para la evaluacion de tratamientos. Los modelos in vivo mas
empleados son los ratones, porque poseen similitudes fisioldgicas y genéticas con los seres humanos
(Chong, 2015., Simmons, et al, 2015). La ovariectomia empleada para estudiar la pérdida dsea relacionada
con la deficiencia de estrogenos (Bouxsein, et al, 2005) es un ejemplo de modelo in vivo para estudiar
mecanismos dseos. Por otro lado, para el estudio de metdstasis ésea se emplean modelos xenoinjertos,
los cuales consisten en implantar células tumorales en ratones inmunodeficientes, también se utiliza
inoculacion intracardiaca, intravenosa e intratibial de células tumorales en ratones, ademas del uso de
ratones transgénicos (Holen & Lawson, 2014). Los modelos in vivo tienen la ventaja de proveer un
ambiente que incluye las condiciones fisico-quimicas y fisioldgicas aproximadas a las reales que no pueden
ser replicadas in vitro, aunque se ven limitados por cuestiones éticas y de costos lo cual restringe el nimero
de experimentos para obtener datos estadisticamente fiables (Chong, 2015., Curtin, et al, 2012., Gomes &

Fernandes, 2011).
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1.5 Modelos ex vivo

Recientemente el modelo ex-vivo ha sido empleado para la investigacion de hueso y el estudio
eficaz a nivel celular y molecular de las interacciones importantes en la morfogénesis y metdstasis del
cancer. Este modelo se distingue por ser un tipo de cultivo constituido de tejidos biolégicos de un
organismo, manteniendo la organizacidn tridimensional y en el caso del hueso conservando la diversidad
celular, dichos tejidos son colocados en un medio con condiciones definidas que simulen de forma muy
similar el microambiente natural. Algunos ejemplos de modelos ex vivo son: cultivos de la cabeza femoral
de ratén para estudiar el metabolismo de cartilago y hueso, cultivos del metatarso de ratén para entender
el desarrollo 6seo y modelos de cultivo de una porcidon de mandibula de rata para estudiar reparacion ésea
(Marino, et al, 2016). La principal ventaja de estos modelos, es el poder realizar experimentos en los que
es factible representar de forma similar y controlada los eventos fisioldgicos y fisico-quimicos que tienen
lugar de forma natural en los organismos, permitiendo la investigacién de mecanismos de crecimiento vy,
recambio 6seo, carga mecanica e inclusive la interaccién con otros tipos celulares. Ademas de superar las
limitaciones éticas. A pesar de ser un modelo prometedor, se tiene la limitacion de que aun no hay un
modelo ex-vivo adecuado para simular las condiciones del microambiente éseo en condiciones normales,

patoldgicas y en respuesta a las interacciones cancer-hueso (Curtin, et al, 2012., Marino, et al, 2016).
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2. Antecedentes

Sakai y colaboradores (2000) utilizaron un modelo ex vivo para investigar resorcidon dsea; el
objetivo de su trabajo fue investigar si la liberacidon de activina a partir del hueso estaba acoplada con la
resorcidon dsea. Para la investigacion utilizaron calvarias de ratones y las cultivaron en presencia de varios
estimuladores de resorcion Osea, tales como la hormona paratiroidea (PTH), interleucina-1B,
prostaglandina E,; el tiempo de cultivo fue de 72 horas. La actividad de activina fue medida a través de un
bioensayo donde obtuvieron que la activina era acumulada en proporcién del tiempo y al incremento
dependiente de la dosis en el calcio liberado a partir del hueso en el medio. Estos resultados sugieren que
la liberacién de activina a partir del hueso esta fuertemente acoplada a la resorcién ésea.

Garret (2003) realizd un ensayo de cultivos de calvaria de raton para evaluar el efecto en la
formacidn dsea de diferentes agentes con actividad anabdlica. El ensayo lo dividié en tres partes: el
aislamiento de calvaria a partir de ratones de 4 dias de edad; el cultivo de la calvaria en presencia de
diferentes factores y componentes durante un periodo de 4 y 7 dias; por ultimo, la evaluacién de la
formacién de hueso nuevo mediante analisis histoldgico. A partir de los cultivos realizados, se encontré
que BMP2, Insulina, IGF-1, FGFa, FGFn, LIF y endotelina-1 (ET-1) estimulan la formacidn de hueso nuevo a
los 4 dias, sin embargo, se obtuvieron mejores resultados en el dia 7.

Mohammad y colaboradores (2008) modificaron la técnica de cultivos de calvaria de ratén
propuesta por Garrett en 2003. Para el ensayo se emplearon calvarias a partir de ratones con 4 dias de
edad y se evalud el efecto en la formacién ésea de BMP2, Insulina y ET-1 a diferentes concentraciones, en
un periodo de cultivo de 7 dias, al finalizar los cultivos los tejidos fueron procesados mediante histologia y
realizaron el analisis histomorfométrico correspondiente. El ensayo a los 7 dias resulto en la formacién de
hueso nuevo y un incremento significativamente menor en el nimero de osteoblastos. En el dia 4,
observaron mayor niumero de proliferacién de osteoblastos y menor formacion ésea.

Nordstand y colaboradores (2009) establecieron y validaron un modelo ex vivo, para estudiar y
comprender las interacciones entre el hueso y las células de cancer de prdstata. Para desarrollar el modelo
utilizaron calvarias provenientes de ratones CsA de 4-7 dias de edad, las lineas celulares de cancer de
prostata humano PC-3 y LNCaP y 1,25-dihidroxivitamina Ds, un factor inductor de ostedlisis. Los resultados
obtenidos fueron los obtenidos de acuerdo al fenotipo de cada linea celular; las células PC-3 y D3
incrementaron la expresion de genes involucrados en la diferenciacion, actividad y funcion de los
osteoclastos (Rankl, CathK, Trap y MMP-9) y disminuyeron la expresion de genes asociados con la
diferenciacion de osteoblastos y la mineralizacidén dsea (Alp, Ocl y Dkk-1); las células LNCaP activaron genes

en la clavaria asociados con la diferenciacion de osteoblastos y mineralizacién
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Curtin y colaboradores (2012) desarrollaron y establecieron un modelo ex vivo tridimensional de
metastasis, utilizando co-cultivos de calvarias provenientes de ratones CD-1 de 5-7 dias de edad y cuatro
lineas celulares: dos de cancer de mama humano (MCF-7 y MDA-MB-231) y dos de cancer de préstata
humano (PC-3 y LnCap). Los cultivos se pusieron en un sistema de tubo rotatorio a 37°C durante 8 dias Los
resultados mostraron que en los cultivos de calvarias con células de cancer bajo condiciones de hipoxia,
las células presentan afinidad y especificidad por el endostio del hueso, donde se observé su colonizacion
y proliferacion concurrente con la diferenciacién de células progenitoras de osteoclastos y resorcion ésea.
Por otro lado, en el modelo de formacidn dsea, las células de cancer de mama siguieron mostrando
induccién de resorcion dsea, mientras que las células de cancer de prdstata promovieron la formacién
osea.

En los afios recientes, se han comenzado a emplear modelos ex-vivo para estudiar tratamientos y

moléculas involucradas en metastasis sea. Rana y colaboradores (2013) emplearon co-cultivos ex-vivo de

osteoblastos provenientes de calvaria de ratdn de la cepa C57BL/6J y células mononucleares de medula
dsea de un ratén adulto, para probar si el tratamiento con doxorrubicina podria afectar la formacién de
osteoclastos mediada por osteoblastos. Los cultivos fueron realizados en Unicamente medio y en presencia
de doxorrubicina, 1D11 (un anticuerpo que bloquea las tres isoformas de TGF-B), o combinacién de ambos
Los resultados mostraron un incremento estadisticamente significativo en el nimero de osteoclastos
mediados por osteoblastos después del tratamiento con doxorrubicina, y el tratamiento con 1D11 restaura
el nimero de osteoclastos aun nivel normal. Con el resultado concluyen que doxorrubicina posiblemente
estimula a TGF-B, que a su vez modula la proporcién RANL/OPG, de tal forma que favorece la formacién
de osteoclastos, tanto directa como indirectamente.

Siclari y colaboradores (2014) utilizaron un co-cultivo ex-vivo de explantes de calvaria ésea
provenientes de ratones C57BL/6 de 11 dias de edad y células de cancer de mama humano MDA-MB-231
para evaluar el efecto de adrenomedulina (AM) en la metastasis dsea; también realizaron cultivos de
calvaria en presencia y ausencia de AM y analizaron la formacion de hueso nuevo. El periodo de cultivo
empleado fue de 6 dias. Se observé que AM incrementa la respuesta osteolitica en el hueso por las células

de cédncer de mama, y que moléculas antagonistas de esta molécula disminuyen la expresién de

marcadores de la actividad osteoclastica.



20

3. Justificacion

El hueso es un tejido conectivo dinamico, que tiene diversas funciones; debido a sus funciones el
hueso estd expuesto continuamente a diversos estimulos por lo que esta en constante remodelacién. El
ciclo de remodelacidn ésea esta conformado por dos procesos: resorcidon y formacién ésea. Para mantener
la integridad del hueso los procesos de remodelacién deben estar regulados y acoplados. Un desajuste en
la remodelacién dsea provoca un desbalance en la tasa de resorcidon o formacidn ésea, induciendo la
aparicion de diversas patologias dseas. También, existen enfermedades como el cdncer de mama, el cual
afecta el ciclo de remodelacién ésea en aproximadamente el 70% de los pacientes en etapa avanzada,
debido a la metdstasis ésea provocada por las células tumorales. La capacidad de invasion, migracién y
supervivencia de las células tumorales se ve influenciada por el microambiente del sitio metastasico, tal
es el caso del microambiente dseo, en donde se origina una sobreexpresion de TGF-B con capacidad de
promover la metastasis 6sea, aunque dicho efecto puede ser mitigado por la expresiéon de BGs.

Es de suma importancia esclarecer los mecanismos implicados en remodelacién dsea para poder
comprender las diversas patologias dseas y ofrecer posibles tratamientos para enfermedades como la
osteoporosis; por otro lado, en la investigacidn sobre cancer es primordial indagar minuciosamente en el
proceso de la metastasis y su relacion con el microambiente metastdsico, sin embargd, los modelos tanto
in vitro como in vivo que actualmente se emplean para el estudio de la biologia dsea presentan diversas
limitaciones, como la representacidn simplificada del microambiente y los costos, respectivamente

Existe una gran necesidad por el desarrollo de nuevos modelos experimentales que faciliten el
estudio de mecanismos desregulados en las enfermedades dseas y que permitan realizar experimentos a
bajo costo, a tiempos mas cortos, reducir el nimero de animales, el sufrimiento causado por los
procedimientos experimentales, asi como evaluar lineas celulares tanto de ratdn como humanas.

En este proyecto se desarrollaron dos modelos ex vivo con la finalidad de crear un ambiente
artificial compaginado con tejido bioldgico. El primer modelo de formacién ésea que permite evaluar
mecanismos implicados en este proceso, ademas de ser apto para estudiar enfermedades éseas, asimismo
ayuda a evaluar agentes anabdlicos o moléculas estimuladoras de formacidon ésea con potencial
terapéutico para ser empleadas en enfermedades de resorcion dsea. Un segundo modelo de
microambiente tumoral 6seo, donde se recrearon las condiciones del microambiente metastasico lo mas
parecidas a las condiciones naturales para que en el futuro permita realizar experimentos de evaluacién
de mecanismos de resorcidon, metdstasis 6sea y posibilite la evaluacion de agentes inhibidores de ambos

procesos.
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4. Hipotesis

La implementacion y estandarizacion de dos modelo ex-vivo; un modelo utilizando cultivos de

calvarias, posibilitara recrear eventos de formacion dsea para estudiar enfermedades dseas, asi como la

evaluacion de moléculas con potencial terapéutico. En un modelo ex vivo utilizando co-cultivos de calvaria

y células cancerosas, permitira recrear las condiciones del microambiente dseo necesarias para el

crecimiento de las células dseas y cancerigenas, facilitando el estudio de los mecanismos de resorcién y

metastasis 6sea, asi como la busqueda y evaluacion de agentes inhibidores de estos procesos.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Desarrollar modelos de cultivo ex vivo para el estudio de la formacion ésea vy la interaccion de las

células cancerosas con el hueso.

5.2. Objetivos especificos

1.
2.

Realizar la extraccidn y el cultivo de calvaria de ratén en condiciones éptimas.

Estandarizar el modelo de formacidn dsea evaluando la induccion de formacién de hueso nuevo.
Estandarizar el modelo del microambiente tumoral éseo mediante la interaccién de las células
cancerosas con el hueso.

Caracterizar ambos modelos ex vivo por histologia y evaluar la expresidon de genes involucrados
en remodelacion ésea.

Evaluar el efecto de betaglicano soluble recombinante en ambos modelos ex vivo como inhibidor

de la via del TGF-B.
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Capitulo 2

6. Materiales y Métodos

6.1 . Diseccion de calvaria

Los ratones fueron obtenidos a partir de ratones hembra BALB/c AnNhsd (Harlan-Envigo) o FVB
CIEA (UPEAL-Cinvestav) prefadas, las cuales se obtuvieron a partir de cruzas puestas en el laboratorio del
Departamento de Innovacion Biomédica. Los ratones usualmente nacen en el dia 21-22 de gestaciony las
camadas obtenidas oscilan entre 5-9 ratones. Por lo anterior, se esperd alrededor de un mes a partir de
poner la cruza para obtener a los ratones. El manejo de los ratones se realizé conforme a la norma
mexicana NOM-062-Z00-1999.

Para los ensayos realizados, las calvarias fueron disectadas a partir de ratones BALB/c de 4-5 dias
de edad y ratones FVB de 5 dias de edad. Los ratones se mantuvieron bajo condiciones de cuidado
apropiadas con alimento y agua ad libitum. La diseccién de calvaria de ratén se realizé bajo condiciones
estériles y conforme al protocolo descrito por Mohammad y colaboradores (2008) con las siguientes
modificaciones.

Los ratones se sumergieron en etanol al 95% durante 2 segundos y después se sacrificaron por
decapitacién con ayuda de tijeras estériles. La cabeza se colocé en una caja Petri preparada previamente
con PBS 1X, con la finalidad de mantenerla hidratada. La cabeza se transfirid a otra caja Petri, para realizar
la extraccidon de la calvaria. El pliegue del cuero cabelludo fue retirado con ayuda de las pinzas,
subsecuentemente, en un extremo de una de las suturas lambdoides se penetro con las microtijeras y se
inicid con un corte recto a través de las suturas lambdoides, después, a partir de cada uno de los extremos
de las suturas lambdoides se realizaron cortes rectos en direccion a la sutura coronal, aproximadamente
hasta el nivel de los ojos, en un angulo de 45° se realizaron otros cortes rectos para conectar el final del
corte con el centro de la fontanela anterior, se procedié a extraer la calvaria con las pinzas de punta fina
curva, una vez extraida se realizd un corte recto con el bisturi desde la fontanela anterior hasta la
fontanela posterior a través de la sutura sagital (Figura 2). Al obtener las hemicalvarias estas se colocaron

en una caja Petri preparada previamente con PBS 1x.
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Figura 2. Anatomia de la calvaria. a) Identificacion de las suturas. b) Diagrama de los cortes (Modificada de
Mohammad, et al, 2008).

6.2 Cultivo de calvaria

Se realizaron tres tipos de cultivos; para el modelo de formacion dsea se designd un tipo de cultivo
de calvaria, mientras que para el modelo de microambiente tumoral éseo se designaron dos tipos de
cultivo, un co-cultivo de calvaria en presencia de células de cancer y un cultivo de clavaria en presencia de

medio condicionado.

6.2.1 Pre-incubacidn de hemicalvarias

Las hemicalvarias se trasfirieron a pozos individuales de una placa de 24, y se adiciono 1 ml de
medio Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) con 4.5 g/L de glucosa y L-glutamina, sin piruvato,
suplementado con 0.1 % de albimina de suero bovino (BSA) y 1% de antibidtico (Figura 3). Las calvarias se
preincubaron durante 24 horas a 37°C en una atmdsfera humidificada con 5% de CO.. Al finalizar el tiempo
de preincubacion el medio que contenian los pozos con las calvarias fue retirado y se adiciono el medio

correspondiente a la condicién a evaluar.
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Figura 3. Cultivo de calvaria.
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6.3 Modelo de remodelacion 6sea
6.3.1 Cultivo de calvaria con insulina

Para el modelo de remodelacién ésea se utilizaron 3 ratones de la cepa Balb/c de 5 dias de edad y
6 ratones de la cepa FVB de 5 dias de edad. Las hemicalvarias obtenidas de cada cepa de ratones fueron
divididas en dos grupos, el grupo controly el grupo tratado con insulina. A cada pozo con cada hemicalvaria
correspondiente al grupo control se le adiciono medio medio Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) con
4.5 g/L de glucosa y L-glutamina, sin piruvato, suplementado con 0.1 % de albumina de suero bovino (BSA),
y 1% de antibidtico, mientras que a cada hemicalvaria perteneciente al grupo cultivado con insulina se le
adiciono medio DMEM con 4.5 g/L de glucosa y L-glutamina, sin piruvato, suplementado con 0.1 % de
albumina de suero bovino (BSA), 1% de antibidtico e insulina a una concentraciéon de 50 pg/ml. La
incubacion de las calvarias se realizé durante 7 dias a 37°C en una atmosfera humidificada con 5% de CO..

El medio se cambié cada 3 dias.

6.4 Modelo de microambiente tumoral 6seo
6.4.1 Cultivo celular

Se utilizaron dos lineas celulares humanas de cdncer de mama para validar el modelo del
microambiente tumoral éseo: MDA-MB-231 triple negativo (ER, PRy HER negativo) y MCF-7 doble positivo
(ERy PR positivo). Las células de ambas lineas celulares se cultivaron en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s
(DMEM) con 4.5 g/L de glucosa y L-glutamina, sin piruvato, suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS) y 1% de antibidtico e incubadas a 37°C con 5% de CO.. El medio de cultivo de las lineas celulares se

cambid cada 2-3 dias.

6.4.2 Co-Cultivos: Interaccion directa entre las células de cancer y el hueso

Los co-cultivos realizados fueron: con calvarias provenientes de 6 ratones de la cepa Balb/c de 4
dias de edad y la linea celular MDA-MB-231; calvarias de 6 ratones de 5 dias de edad de la cepa FVB y la
linea celular MDA-MB-231; calvarias de 6 ratones de la cepa Balb/c de 5 dias de edad y la linea celular
MCEF-7.

Al concluir el periodo de preincubacién de los cultivos de las calvarias, el medio fue retirado de los
cultivos y se adiciono medio DMEM suplementado con 2 % de FBS y 1% de antibidtico en los cultivos
control mientras que para los co-cultivos, se adicionaron 500,00 células re suspendidas en medio DMEM
suplementado con 2 % de FBS y 1% de antibidtico en cada una de las hemicalvarias contenidas en los pozos

individuales de la placa de 24 pozos no tratada para cultivo (Corning) (Figura 4). La incubacién de los co-
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cultivos se realizé durante 7 dias a 37°C en una atmosfera humidificada con 5% de CO,.En el dia 1 de
incubacién las calvarias se transfirieron a un nuevo pozo individual de una placa de 24 pozos y se les
adiciono 1 ml de medio DMEM suplementado con 2 % de FBS y 1% de antibidtico y se continud con la

incubacion. El medio se cambio cada 3 dias.
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Figura 4. Co-cultivo.

6.4.3 Cultivo de calvaria en presencia de medio condicionado: Efecto indirecto de las células
de cancer en el hueso

El medio condicionado se prepard, a partir de los cultivos celulares de las lineas celulares MDA-
MB-231 y MCF-7 con confluencia éptima (~80-100%), se retir6 el medio de cultivo normal, seguido de un
par de lavados con PBS 1x y la adicidon de medio de cultivo DMEM libre de suero fetal bovino mas 1% de
antibidtico. Las células se incubaron durante 48 horas con el medio libre de suero, al culmino de este
tiempo el medio fue retirado y colocado en un tubo falcén. El medio condicionado obtenido se centrifugd
a 1000 RPM durante 10 minutos a 4°C, posterior a esto se transfirié a un nuevo tubo y se centrifugo a 2500
rpm durante 15 minutos, finalmente se filtré y almaceno a -20°C para su uso posterior.

Se realizaron cultivos con hemicalvarias provenientes de 6 ratones Balb/cy 6 ratones FVB de 5 dias
de edad, en presencia de medio condicionado de la linea celular MDA-MB-231; cultivos de hemicalvarias
de 6 ratones Balb/c de 4 dias de edad, en presencia de medio condicionado de la linea celular MCF-7.

Después de la pre-incubacidn se retird el medio que contenia cada pozo con cada hemicalvaria 'y
se le adiciono 1 ml de medio condicionado a cada pozo. La incubacién de las hemicalvarias se realizé

durante 7 dias a 37°C en una atmosfera humidificada con 5% de CO,. El medio se cambid cada 3 dias.
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6.5 Validacidn de los modelos por histologia

Después del cultivo, las hemicalvarias se envolvieron en papel china y se colocaron dentro de
cassettes histoldgicos y fueron fijadas en formalina tamponada neutra al 10% en un cuarto frio durante 24
horas. Posterior a la fijacion, los cassettes con las calvarias fueron colocados en PBS 1X en agitacion
durante 30 minutos. Las calvarias dentro de los cassettes fueron desmineralizadas en EDTA 10% en un
cuarto frio durante 48 horas.

Para el andlisis de las hemicalvarias murinas, se utilizaron técnicas de histologia por medio del uso
de las tinciones de hematoxilina-eosina para visualizar las dreas de formacidn o resorcion ésea segun sea
fuera el caso. El protocolo a seguir para la tincién de hematoxilina-eosina, consiste en una deshidratacién
del tejido a través de una serie de alcoholes al 96 y 100%, procesamiento a través de xileno al 100% y
colocarlo en parafina fundida en un procesador automatico de tejidos. Los tejidos fueron embebidos en
parafina en un molde de metal previo a ser seccionados. Se realizaron cortes de 4 mm con un micrétomo
a diferentes niveles a través del tejido y se montaron en los portaobjetos. Para mejorar la adhesion de los
cortes de los tejidos a los portaobjetos, se introdujeron en una estufa y se dejaron durante 20 minutos.
Los cortes de los tejidos se rehidrataron en xileno al 100%, una serie de alcoholes 100, 95, 80, 70%, y agua.
Las secciones de los tejidos se tifieron con hematoxilina, se lavaron con agua del grifo, se les coloco
solucién saturada de carbonato de litio, se lavaron de nuevo con agua del grifo, se les coloco alcohol al
96%, se tifieron con eosina y finalmente fueron deshidratados en una serie de alcoholes del 96 y 100% y
se colocaron en xileno. Las secciones fueron montadas con medio de montaje y bajo un cubreobjetos. Una
vez montadas las muestras se observaron en un microscopio Nikon eclipse E200 y se tomaron fotografias
con una camara digital Infinity 1 e Infinity Analyze un software de imdgenes. El andlisis histomorfométrico

se realizé6 mediante el software Imagel.

6.6 Validacion de los modelos por PCR cuantitativa en tiempo real

Al culminar con la estandarizacion de condiciones, los modelos se validaron mediante 1) la
evaluacion de la expresion de los genes Colla, Runx2 y ALP, para el modelo de formacién 6sea, 2) la
expresion de los genes RANKL-OPG, en ambos modelos y 3) evaluando el efecto del betaglicano soluble
en la expresién de los genes de Colla, Runx2, ALP y RANKL-OPG, mediante PCR cuantitativa en tiempo
real. El betaglicano se utilizé6 como proteina recombinante (la cudl fue producida y donada para nuestros
experimentos por el Dr. Lopez-Casillas del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM). El betaglicano se
empleé como inhibidor de TGF- y fue adicionado a los cultivos de calvaria solos y en combinacion con

células cancerosas.
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6.6.1 Extraccion del ARN

Al finalizar el periodo del cultivo o co-cultivo, el medio de cultivo fue removido a partir de cada
pozoy las hemicalvarias fueron removidas y colocadas en tubos de 1.5 ml. A cada hemicalvaria se le coloco
100 pL de trizol 0 119 uL de buffer de lisis proveniente del kit GenElute Mammalian Total RNA Miniprep
(sigma) con 1.19 uL de mercaptoetanol. Para la homogeneizacién de los tejidos se empled el sistema
FastPrep-245Gy perlas de 1 mm de zirconia/silica (BioSpec). Las hemicalvarias se pasaron a tubos de rosca
de 2 ml junto con el trizol o buffer de lisis y a cada tubo se le adicionaron 70 mg de perlas. El programa
para homogeneizar los tejidos consistio en 3 ciclos de 30 segundos cada uno a una velocidad de 6.0, con
una pausa de 5 minutos entre cada ciclo, durante los 5 minutos las muestras fueron colocadas en hielo. La
extraccién de ARN se realizd con el kit GenElute Mammalian Total RNA Miniprep (sigma) y con base al
protocolo del kit o con base al protocolo de trizol usando el kit. Para el protocolo de trizol, después
homogeneizar el tejido las muestras fueron homogeneizadas a 12,000g durante 10 minutos a 4°C, para
remover materiales insolubles, se les adiciono 20l de cloroformo a cada tubo con una hemicalvaria y se
mezcld vigorosamente por 15 segundos para posteriormente incubar durante 3 minutos y continuar con
una centrifugacién a 12,000g durante 15 minutos a 4°C, la fase clara obtenida a partir de la centrifugacién
se transfirid al tubo 1 con columna que viene en el kit y se continuo con el protocolo del Kit. El protocolo
para extraccion mediante kit se realizé6 conforme a las instrucciones del fabricante, utilizando el
tratamiento con DNasa sobre la columna para eliminar la contaminaciéon de ADN gendmico. El ARN de
cada una de las muestras se eluyd a partir de la columna usando 20ul y 30 ul de buffer de elucién y se
almaceno a -80°C. La concentracién del ARN y la lectura de absorbancia a 260/280 nm fueron cuantificadas
mediante espectrofotometria con Nanodrop LITE (Thermo Scientific). La lectura de absorbancia se
considerd entre 1.8 y 2.1, debido a que de acuerdo al kit de extraccidon es el rango que indica una pureza
aceptable de las muestras. La integridad y el tamafio de la distribucién del ARN total purificado se evaluo

mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%.

6.6.2 Retrotranscripcion del ARN

A partir del ARN extraido se realizd PCR transcriptasa inversa para formar ADNc. Se realizaron dos
mix para la reaccién, el mix 1 de la reaccidn consiste de 1 pl de dNTP’s 10mM (Promega), 1ul de Oligo dT
(Thermo scientific), 500 ng/ul de ARN y de ser el caso se complementé con H-0 libre de nucleasas (Thermo
scientific Ambion) para tener un volumen de 13.7 pl por reaccién, el mix 1 se colocd en el termociclador a
65°C durante 5 minutos para permitir el primer alineamiento, posteriormente al mix 1 se le coloco el mix

2 que consto de 4l de buffer 5x (Invitrogen), 2ul de DTT 0.1M (Invitrogen) y 0.3 de enzima Super Script ||
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Reverse Transcriptase (Invitrogen), la reaccién fue incubada a 42°C durante 1h para completar la

transcripcién. Los ADNc fueron almacenados a -20°C.

6.6.3 Evaluacion de la expresion de genes involucrados en remodelacion 6sea mediante

El ADNc se utilizd para realizar PCR cuantitativa en tiempo real y evaluar la expresidon de genes
asociados a la remodelacién 6sea y comparar la expresién entre las diferentes muestras sometidas a las
diversas condiciones. El mix de la RTPCR contenia 1.7 pl de H,O libre de nucleasas, 0.4 ul de oligo en
direccion 5 (forward primer) (sentido), 0.4 ul de primer reverse (antisentido) y 5ul de Hot-START-IT SYBER
Green 2x (Affymetrix). Se utilizaron placas de 96 pozos (Axygen) para realizar la PCR en tiempo real. Para
la distribucién en la placa se colocaron primero 2.5 pl de cDNA 'y después 7.5 ul del mix, posterior a colocar
el cDNA y el mix correspondiente, la placa se cubrié y se centrifugo a 4°C durante 5 minutos a 1000 g, al
término de la centrifugacion la placa se colocé dentro del termociclador (Applied Biosystems) y se
programaron un total de 40 ciclos en el software 7500 v2.0.6. Los genes a evaluar fueron Colla, Runx2,
Fosfatasa alcalina (Alpl), Osteoprotegerina (Opg) y Rankl; las secuencias de los genes a evaluar se

obtuvieron del trabajo reportado por McGee-Lawrence y colaboradores (2013) (Tabla 1).

Tabla 1. Secuencias de primers usados en las reacciones de RT-PCR.

Nombre del gen Secuencia Forward Secuencia Reverse
Fosfatasa alcalina CACAGATTCCCAAAGCACCT GGGATGGAGGAGAGAAGGTC
Osteoprotegerina/Opg CCAAGAGCCCAGTGTTTCTT CCAAGCCAGCCATTGTTAAT
Rankl GCTGGGACCTGCAAATAAGT TTGCACAGAAAACATTACACCTG
Runx2 GGCACAGACAGAAGCTTGATGA GAATGCGCCCTAAATCACTGA
Collal GCTTCACCTACAGCACCCTTGT TGACTGTCTTGCCCCAAGTTC

6.7 Evaluacion del efecto de betaglicano soluble en los modelos ex vivo

Una vez validados los modelos de formacion y microambiente tumoral dseo mediante histologia y
evaluacidn de la expresion de genes involucrados en remodelacidn ésea, se utilizaron ambos modelos ex
vivo para evaluar el efecto que tiene betaglicano soluble (BGs) un inhibidor de TGF-B, en el hueso de la

calvaria y en hueso de calvaria cultivado en presencia de células de cancer.
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6.7.1 Evaluacion del efecto de betaglicano soluble en hueso de calvaria murina

Para evaluar el efecto de BGs en los cultivos solos de calvarias, se utilizaron hemicalvarias
provenientes de 8 ratones de la cepa Balb/c de 4 dias de edad, las cuales fueron disectadas conforme al
protocolo. Se evaluaron dos concentraciones de BGs: 5pg/ml y 10pg/ml; las hemicalvarias obtenidas a
partir de la diseccidn de los ratones se dividieron en 3 grupos: el grupo del control negativo, el grupo de
cultivo con 5ug/ml de BGs y el grupo de cultivo con 10ug/ml de BGs. La pre-incubacion de los tejidos se
realizé de acuerdo al protocolo establecido. Después del periodo de pre-incubacién, a los pozos que
contenian las hemicalvarias del grupo control se les adiciono medio DMEM con 4.5 g/L de glucosa y L-
glutamina, sin piruvato, suplementado con 0.1 % de albimina de suero bovino (BSA), y 1% de antibidtico;
a los pozos que contenian las hemicalvarias a evaluar con BGs se les adiciono medio DMEM con 4.5 g/L de
glucosa y L-glutamina, sin piruvato, suplementado con 0.1 % de albdimina de suero bovino (BSA), 1% de
antibidtico y la concentracion correspondiente de BGs. La incubacidn de las calvarias se realizé durante 7
dias a 37°C en una atmosfera humidificada con 5% de CO,. El medio se cambid cada 3 dias. Al culminar el
periodo de incubacidn las hemicalvarias fueron procesadas para histologia y para extraccion de ARN de

acuerdo a los protocolos establecidos.

6.7.2 Evaluacion del efecto de betaglicano soluble en co-cultivos de hueso de calvaria y células
MDA-MB-231

Se empled el modelo de microambiente tumoral éseo de interaccidn directa para evaluar el efecto
de BGs. Se utilizaron hemicalvarias provenientes de 10 ratones de la cepa Balb/c de 4 dias de edad, los
cuales fueron eutanizados y disectados conforme a los protocolos establecidos, las hemicalvarias
obtenidas fueron divididas en 4 grupos: el grupo del control negativo, el grupo del control positivo que en
este caso fue medio condicionado proveniente de la linea celular MDA-MB-231, el grupo de co-cultivo en
ausencia de BGs y el grupo de co-cultivo en presencia de BGs. La pre-incubacién de los tejidos se realizo
de acuerdo al protocolo establecido. Después de la pre-incubacién de las calvarias, el medio fue retirado
de los pozos y se adiciono el medio correspondiente a cada pozo, como se describe en el cultivo de las
hemicalvarias conforme al protocolo establecido para cultivos en presencia de medio condicionado y co-
cultivos, la Unica variante fue para el grupo de co-cultivo en presencia de BGs, para este se adicionaron
5ug/ml de BGs al medio de cultivo empleado. Las condiciones de incubacién y procesamiento de las

hemicalvarias post incubacion, se realizaron conforme a los protocolos establecidos.
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6.8 Estadistica
Los datos fueron analizados utilizando la prueba estadistica U de Mann-Whitney, prueba
estadistica no pareada t test y la prueba estadistica de Kruskal Wallis con post test Dunns, el analisis se

realizd con GraphPad Prism 5, se consideré un valor de p<0.05 como significativo.
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Capitulo 3

7 Resultados

7.1 Histologia y analisis histomorfométrico del modelo de formacion ésea
7.1.1 Efecto de la insulina en calvarias de ratones Balb/c y FVB

Para evaluar el efecto de la insulina en la formacion de hueso nuevo se utilizaron hemicalvarias
provenientes de ratones Balb/c, ademas con el objetivo de determinar si el uso de una cepa diferente de
ratones podria afectar el efecto de la insulina en la formacidn de hueso nuevo, se realizé un experimento
con ratones de la cepa FVB. La estructura observada en las secciones tefiidas con H&E muestran la
integridad de la estructura de los tejidos tanto control como los cultivados en presencia de insulina,
exhibiendo la presencia de osteocitos dentro del hueso de los tejidos de ambos grupos y ambas cepas; en
color naranja se observa el hueso, indicando un aumento de hueso en los tejidos tratados con insulina
comparados con los tejidos control (Figura 5). El analisis histomorfométrico realizado tanto para el grosor
y area dsea de las hemicalvarias del grupo control y el grupo tratado con insulina, indican un aumento
significativo para ambos parametros en los tejidos tratados con insulina comparados con el control (Figura
6). Los resultados obtenidos a partir de la histologia indican que la insulina a una concentracion de 50
pg/ml induce la formacién ésea en calvaria de ratones Balb/c y FVB, bajo las condiciones estandarizadas y
empleadas en este experimento, también indican que el uso de diferentes cepas no influye en el efecto

de la insulina en formacion dsea.
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Figura 5. Secciones de Hemicalvarias de ratones Balb/c y FVB tefiidas con H&E. a) Hueso de calvaria control
proveniente de ratones Balb/c. b) Calvaria de ratones Balb/c cultivada en presencia de 50 ug/ml insulina. c) Hueso
de calvaria control de ratones FVB. d) Calvaria de ratones FVB cultivada en presencia de 50 pg/ml insulina. Per,
periostio; End, Endostio; OS, osteocito Aumento 40x.
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Figura 6. Andlisis histomorfométrico del a) grosor de las hemicalvarias de ratones Balb/c, b) 4rea dsea de las
hemicalvarias de ratones Balb/c, c) grosor de las hemicalvarias de ratones FVB y d) drea dsea de las hemicalvarias de
ratones FVB, cultivadas en ausencia y presencia de insulina. Los cambios estadisticamente significativos obtenidos
con la prueba estadistica Mann Whitney U, se muestran en asteriscos (*p<0.05).

7.2 Expresion de genes involucrados en remodelacion dsea
Para validar el modelo de formacién dsea se evalud la expresidon de Runx2, Alpl y Collal, que son
genes involucrados en la formacidn ésea, también se evalud la expresion de Rankl y Opg, genes criticos en

el proceso de remodelacién dsea El andlisis se realizé mediante PCR cuantitativa en tiempo real.

7.2.1 Extraccidn, cuantificacion e integridad del ARN

La extraccion de ARN se realizd con el método descrito en la metodologia del kit GenElute
Mammalian Total RNA Miniprep. En las tablas 2 y 3 se muestra el rendimiento del ARN total obtenido de
las hemiclavarias provenientes de ratones FVB, tanto del grupo control como del grupo cultivado en
presencia de insulina; de igual forma se presentan las relaciones de absorbancia 260/280 de cada muestra,

indicando una pureza aceptable.
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Tabla 2. Cuantificaciéon del ARN proveniente de las hemicalvarias de ratones FVB cultivadas en ausencia y
presencia de insulina. Elucién en un volumen de 20 pl utilizado para PCR cuantitativa.

Muestra Cantidad de ARN total (ng/ul) Relacién A260/A280
Control | 43.8 1.89
Control Il 50.7 1.97
Insulina | 39.1 1.89
Insulina Il 20.1 1.79
Insulina Il 40.8 1.91

Tabla 3. Cuantificacion del ARN proveniente de las hemicalvarias de ratones FVB cultivadas en ausencia y
presencia de insulina. Elucién en un volumen de 30 pl utilizado para su andlisis en gel.

Muestra Cantidad de ARN (ng/ul) Relacién A260/A280
Control | 24.3 1.98
Control Il 21.3 1.98
Insulina | 16.7 1.96
Insulina Il 8.0 1.76
Insulina lll 19.6 2.01

La integridad del ARN se analizé tomando 20 ul de cada muestra a partir de la elucidn del volumen
de 30 pul. EI ARN se analizé mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%. En la Figura 7 se muestra
el resultado del gel, se observan de manera definida las bandas de los ARN’s ribosomales 28s y 18s, esto
indica que el ARN obtenido esta integro, sin embargo, en la muestra que corresponde a la hemicalvaria
con insulina Il no se observa banda alguna, esto puede deberse a la baja concentracion de ARN colocada

para realizar la electroforesis.
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Figura 7. Integridad del ARN total en gel de agarosa al 2%, extraido de las hemicalvarias cultivadas en ausencia y
presencia de insulina.
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7.2.2 Expresion del ARNm del sistema RANKL/OPG de calvarias provenientes de ratones FVB
en el modelo de formacidn dsea

Los resultados obtenidos muestran un decremento altamente significativo (p<0.001) en la

expresion de la proporcion de RANKL/OPG del 81% en las hemicalvarias cultivadas en presencia de insulina

comparadas con las hemicalvarias cultivadas en ausencia de insulina (Figura 8).

Efecto de lainsulina en la expresién
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Figura 8. Expresion del ARNm de la proporcion RANKL/OPG de las hemicalvarias de ratones FVB cultivados en
ausencia y presencia de insulina. Prueba estadistica Mann-Whitney U, los cambios significativos se muestran con
asteriscos (*** p<0.001).

7.2.3 Expresion del ARNm de Colla, Runx2 y Alpl en calvarias provenientes de ratones FVB

cultivadas en ausencia y presencia de insulina

La expresion relativa del ARNm de Colla, Runx2 y Alpl, con respecto a la expresion del gen
constitutivo RPL32 se muestra en la Figura 9.

Con base a los resultados obtenidos existe un decremento en la expresion relativa de coldgeno
tipo 1 del 26% en las hemicalvarias cultivadas con insulina comparadas con las hemicalvarias cultivadas en
ausencia de insulina, aunque esta disminucién no es significativa (Figura 9a).

Runx2 presenta un incremento en su expresion del 21% comparado con el control, por lo cual este
aumento no es significativo (Figura 9b).

El nivel de expresidn relativa del ARNm de Alpl de las hemicalvarias cultivadas en presencia de
insulina, incrementa significativamente en un 100% comparada con la expresién de las hemicalvarias

cultivadas en ausencia de insulina (Figura 9c).
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Figura 9. Expresion relativa del ARNm de a) Colla, b) Runx2 y c) Alpl de las hemicalvarias provenientes de ratones
FVB cultivadas en ausencia y presencia de insulina. Prueba estadistica Mann-Whitney U, los cambios significativos se
muestran en asteriscos (*p<0.05).

7.3 Histologia y analisis histomorfométrico del modelo de microambiente tumoral 6seo
7.3.1 Modelo de interaccion directa entre las células de cancer y el hueso
7.3.1.1 Efecto de las células MDA-MB-231 en calvarias provenientes de ratones Balb/c y FVB
Con la finalidad de determinar el efecto de la linea celular MDA-MB-231 en el hueso de calvaria
murina y evaluar si existe una diferencia del efecto si se emplean cepas distintas de ratones, se realizaron
co-cultivos utilizando esta linea celular y ratones de la cepa Balb/c y FVB. Los resultados obtenidos
mediante la técnica de tincién H&E realizada para las secciones de las hemicalvarias, cultivadas en ausencia
y presencia de células de cancer de mama MDA-MB-231, muestran que las hemicalvarias cultivadas en
presencia de las células presentan resorcidn dsea, ademas, en el caso de las hemicalvarias de ratones
Balb/c se observa la presencia de células de cancer, mientras que las calvarias cultivadas Unicamente con
medio mantuvieron su arquitectura sin dafio alguno (Figura 11). La cuantificacién del area 6sea de las
secciones de hemicalvarias cultivadas tanto en presencia como en ausencia de las células MDA.MN-231 se
realizd6 mediante analisis histomorfométrico, los resultados obtenidos muestran un decremento

significativo en area de las hemicalvarias cultivadas con células de cancer MDA-MB-231 comparadas con
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las calvarias control, lo cual indica que la cantidad de células colocadas en los cultivos son suficientes para
generar un efecto en el hueso ademds que dicho efecto no cambia al emplear cepas de ratones diferentes

(Figura 12).
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Figura 10. Secciones de hemicalvarias de ratones Balb/c y FVB tefiidas con H&E a) Hueso de calvaria control de
ratones Balb/c. b) Co-cultivo de hemicalvarias de ratones Balb/c con células MDA-MB-231. c) Hueso de calvaria
control de ratones FVB. d) Co-cultivo de hemicalvarias de ratones FVB con células MDA-MB-231. Per, periostio; End,
endostio; OS, osteocito; AR, areas de resorcion; CT, células tumorales. Aumento 40x.
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Figura 11. Andlisis histomorfométrico del area de las hemicalvarias de ratones Balb/c y FVB cultivadas en ausencia y
presencia de células MDA-MB-231. Prueba estadistica no pareada t test, los cambios estadisticamente significativos

se muestran en asteriscos (*p<005).

7.3.1.2 Efecto de las células MCF-7 en calvarias provenientes de ratones Balb/c

Para estandarizar el modelo de interacciéon directa de células de cancer-hueso, pero con otra linea
celular se empleé la linea MCF-7. Los resultados obtenidos a partir de histologia, se observa que a nivel
estructural las hemicalvarias puestas en co-cultivo con células MCF-7 se encuentran dafiadas, presentando
resorcién dsea, mientras que las hemicalvarias cultivadas Unicamente con medio presentan su estructura
integra (Figura 13). Los resultados del analisis histomorfométrico del area de tejido dseo indican un
decremento significativo en el area dsea de las hemicalvarias puestas en co-cultivo con células de cancer
MCF-7 comparadas con las calvarias control (Figura 14), estos resultados muestras un efecto en la

resorcidn dsea por parte de las células MCF-7 en el hueso de calvaria de ratones Balb/c.
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Figura 12. Secciones de hemicalvarias de ratones Balb/c tefiidas con H&E a) Hueso de calvaria control. b) Co-cultivo
de calvaria con células MCF-7. Per, periostio; End, endostio; LV, laguna vacia; AR, areas de resorciéon. Aumento 40x.
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Figura 13. Andlisis histomorfométrico del drea de las hemicalvarias de ratones Balb/c cultivadas en ausencia y
presencia de células MCF-7. Prueba estadistica Unpaired t test, los cambios estadisticamente significativos se
muestran en asteriscos (*p<0.05).

7.3.2 Modelo del efecto indirecto (factores secretados) de las células de cancer en el hueso
7.3.2.1 Efecto del medio condicionado proveniente de las células MDA-MB-231 en calvarias de
ratones Balb/c y FVB

Para evaluar el efecto de los factores secretados de las células de cdncer MDA-MB-231 en el medio
condicionado sobre el hueso de calvaria murina y determinar que el efecto del emdio condicionado no se
ve alterado al emplear una cepa de ratén distinta, se utilizaron cultivos de hemicalvarias de ratones Balb/c
y FVB. Con base a los resultados histoldgicos, a nivel estructural se presenta resorcion dsea en las
hemicalvarias cultivadas en presencia de medio condicionado, mientras que en las hemicalvarias del grupo
control se mantuvo integra la estructura dsea, en el caso de ambas cepas (Figura 15). El analisis
histomorfométrico realizado para el drea 6sea de las hemicalvarias, indica que la medida del area es
consistente con lo observado estructuralmente, los resultados muestran una disminucion significativa en
el drea 6sea de los tejidos cultivados en presencia de medio condicionado comparada con el area de las
hemicalvarias del grupo control, de igual manera los resultados indican que el uso de diferentes cepas no
cambia el efecto del medio condicionado proveniente de la linea celularMDA-MB-231 sobre le hueso de

calvaria murina (Figura 16).
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Figura 14. Secciones de hemicalvarias de ratones Balb/c y FVB tefiidas con H&E a) Hueso de calvaria control de
ratones Balb/c. b) Hueso de calvaria de ratones Balb/c cultivado en presencia de medio condicionado de la linea
celular MDA-MB-231. c) Hueso de calvaria control de ratones FVB. d) Hueso de calvaria de ratones FVB cultivado en
presencia de medio condicionado de la linea celular MDA-MB-231 Per, periostio; End, endostio; OS, osteocito; AR,
areas de resorcion. Aumento 40x.
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Figura 15. Andlisis histomorfométrico del area de las hemicalvarias de ratones Balb/c y FVB cultivadas en ausencia y
presencia de medio condicionado proveniente de la linea celular MDA-MB-231. Prueba estadistica Mann-Whitney U,
los cambios estadisticamente significativos se muestran en asteriscos (*p<0.05).
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7.3.2.2 Efecto del medio condicionado proveniente de las células MCF-7 en calvarias de ratones
Balb/c

Para caracterizar el efecto de los factores secretados en el medio condicionado de la linea celular
MCF-7 se realizaron cultivos con hueso de calvaria de ratones Balb/c. Los resultados obtenidos a partir del
proceso histoldgico muestran que las estructuras dseas de las hemicalvarias cultivadas en presencia del
medio condicionado proveniente de la linea celular MCF-7 presentan zonas de resorcidn dsea, viéndose
afectada su estructura comparada con la estructura de las hemicalvarias cultivadas en medio normal que
se mantuvo ilesa (Figura 17). Se realizé el andlisis histomorfométrico para determinar el drea ésea de las
hemicalvarias cultivadas tanto en ausencia como en presencia del medio condicionado proveniente de la
linea celular MCF-7; los resultados muestran una disminucién en el area ésea de las hemicalvarias
cultivadas en presencia de medio condicionado comparada con el area de las hemicalvarias control (Figura
18), por lo que se puede decir que las células MCF-7 promueven la destruccion ésea del hueso de la calvaria

murina mediante los factores que secretan en el medio.
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Figura 16. Secciones de hemicalvarias de ratones Balb/c tefiidas con H&E a) Hueso de calvaria control. b) Hueso de
calvaria cultivado en presencia de medio condicionado de la linea celular MCF-7. Per, periostio; End, endostio; OS,
osteocito; AR, areas de resorcion. Aumento 40x.
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Figura 17. Analisis histomorfométrico del drea dsea de las hemicalvarias de ratones Balb/c cultivadas en ausencia y
presencia de medio condicionado proveniente de la linea celular MCF-7. Prueba estadistica Mann-Whitney U, los
cambios estadisticamente significativos se muestran en asteriscos (*p<0.05).

7.4 Expresion del sistema RANKL/OPG en el modelo de microambiente tumoral 6seo
7.4.1 Efecto directo de las células MDA-MB-231 en la expresion del sistema Rankl/Opg en
calvarias

7.4.1.1 Extraccion, cuantificacion e integridad del ARN de calvarias de ratones Balb/c y FVB

La extraccion de ARN tanto para las hemicalvarias del grupo control como las cultivadas en
presencia de las células MDA-MB-231 se realizé conforme a el método descrito en la metodologia. La
concentracién del ARN total y pureza de cada muestra se analizaron mediante espectrofotometria con
Nanodrop LITE (Thermo Scientific), los valores obtenidos de las concentraciones fueron de 68.3-179.1
ng/ul para los ARN provenientes de las hemicalvarias de ratones Balb/c y 31.6-50.7 ng/ul para los ARN de
las hemicalvarias de ratones FVB y los valores de absorbancia de la relacién 260/280 de cada muestra
indicaron una pureza aceptable.

La integridad del ARN se evalué mediante electroforesis en un gel de agarosa. En las Figuras 18 y
20 se muestran los geles de agarosa que permiten observar de forma definida las bandas de los ARN

ribosomales 28s y 18s, indicando la integridad del ARN obtenido
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Figura 18. Integridad del ARN total en gel de agarosa al 2%, extraido de las hemicalvarias de ratones Balb/c que
fueron cultivadas en ausencia y presencia de células MDA-MB-231.

Figura 19.Integridad del ARN total en gel de agarosa al 2%, extraido de las hemicalvarias de ratones FVB que fueron
cultivadas en ausencia y presencia de células MDA-MB-231.

7.4.1.2 Expresion de la proporcion RANKL/OPG en calvarias de ratones Balb/c y FVB cultivadas
con células MDA-MB-231

Los resultados del andlisis de la expresidn de la proporcion RANKL/OPG muestra un incremento

altamente significativo (p<0.01) en la expresion de la proporcién Rankl/Opg del 110,387% y 361% en las

hemicalvarias de ratones Balb/c y FVB respectivamente, puestas en co-cultivo con células MDA-MB-231

comparadas con las hemicalvarias cultivadas Unicamente con medio (Figura 21).
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Figura 20. Expresion del ARNm de la proporcion RANKL/OPG de las hemicalvarias de ratones Balb/c y FVB cultivadas
en ausencia y presencia de células MDA-MB-231. Prueba estadistica Mann-Whitney U, los cambios significativos se
muestran con asteriscos (** p<0.01).

7.4.2 Efecto directo de las células MCF-7 en la expresion del sistema RANKL/OPG en calvarias

7.4.2.1 Extraccion, cuantificacion e integridad del ARN

La extraccion de ARN se llevd a cabo mediante la metodologia descrita anteriormente. Los valores
de los rendimientos de ARN total obtenido de cada muestra fueron 41.8-161.5 ng/ul y los valores de las
absorbancias de la relacién 260/280 indicaron una pureza aceptable.

La integridad del ARN se analizé6 mediante electroforesis en un gel de agarosa. En la Figura 22 se
muestra el resultado del gel, se observan de manera definida las bandas de los ARN ribosomales 28sy 18s,

indicando su integridad.
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Figura 21. Integridad del ARN total en gel de agarosa al 2%, extraido de las hemicalvarias de ratones Balb/c que
fueron cultivadas en ausencia y presencia de células MCF-7.

7.4.2.2 Expresion de la proporcion RANKL/OPG en calvarias de ratones Balb/c cultivadas con
células MCF-7

De acuerdo al andlisis realizado se observa un aumento altamente significativo (p<0.01) en la

expresion de la proporcion RANKL/OPG del 120% en las hemicalvarias que se co-cultivaron con células

MCF-7 comparadas con las hemicalvarias control (Figura 23).
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Figura 22. Expresién del ARNm de la proporcion RANKL/OPG de las hemicalvarias de ratones Balb/c cultivadas en
ausencia y presencia de células MCF-7. Prueba estadistica Mann-Whitney U, los cambios significativos se muestran
con asteriscos (** p<0.01).
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7.4.3 Efecto indirecto (factores secretados) de las células MDA-MB-231 en la expresion del
sistema Rankl/Opg en calvarias
7.4.3.1 Extraccidn, cuantificacion e integridad del ARN de hemicalvarias de ratones Balb/c y
FVB
La extraccion de ARN se realizd conforme a la metodologia descrita para el kit GenElute
Mammalian Total RNA Miniprep. Los valores de las concentraciones obtenidos fueron 18.3-108.6 ng/ul y
29.6-50.7 ng/ul, para las hemiclavarias de ratones Balb/c y FVB respectivamente, por otro lado, los valores
de la relacién de absorbancia 260/280 se encentraron arriba de 1.8, indicando una pureza aceptable de
las muestras.
Para evaluar la integridad del ARN se realizé electroforesis en geles de agarosa. Los geles presentan
de forma definida las bandas de los ARN ribosomales 28s y 18s, indicando la integridad del ARN obtenido
(Figura 24 y 25).

Figura 23. Integridad del ARN total en gel de agarosa al 2%, extraido de las hemicalvarias de ratones Balb/c que
fueron cultivadas en ausencia y presencia del medio condicionado proveniente de la linea celular MDA-MB-231.

Controlll  MCI  MCE MCI

Figura 24. Integridad del ARN total en gel de agarosa al 2%, extraido de las hemicalvarias de ratones FVB que fueron
cultivadas en ausencia y presencia del medio condicionado proveniente de la linea celular MDA-MB-231.
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7.4.3.2 Expresion de la proporcion RANKL/OPG en calvarias de ratones Balb/c y FVB cultivadas
con medio condicionado de las células MDA-MB-231

De acuerdo a los resultados obtenidos, existe un incremento altamente significativo (p<0.01) en la

expresion de la proporcion de RANKL/OPG del 888,448% y 812% en las hemicalvarias de ratones Balb/cy

FVB respectivamente cultivadas con medio condicionado comparada con la expresién de la proporcion

RANKL/OPG de las hemicalvarias control (Figura 26). Los resultados indican que al hacer una proporcion

mayor existe una mayor diferenciacién de osteoclastos.
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Figura 25. Expresion del ARNm de la proporcién RANKL/OPG de las hemicalvarias de ratones Balb/c cultivadas en
ausencia y presencia del medio condicionado proveniente de la linea celular MDA-MB-231. Prueba estadistica Mann-
Whitney U, los cambios significativos se muestran con asteriscos (** p<0.01).
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7.4.4 Efecto indirecto (factores secretados) de las células MCF-7 en la expresion del sistema
Rankl/Opg en calvaria murina

7.4.4.1 Extraccidn, cuantificacion e integridad del ARN

La extraccion de ARN se llevd a cabo conforme a la metodologia descrita anteriormente. El
rendimiento del ARN total obtenido y la pureza se midieron mediante espectrofotometria con Nanodrop
LITE (Thermo Scientific), , las concentraciones de ARN fueron 19.0-80.2 ng/ul. Los valores de la absorbancia
de la relacién 260/280 indicaron una pureza aceptable de las muestras.

La integridad se evalué por electroforesis en un gel de agarosa al 2%. En la Figura 27 se muestra el
gel obtenido en donde se observan de manera definida las bandas de los ARN ribosomales 28s y 18s,

indicando la integridad del ARN.

Controll Controlll Controlll mcC| Mci McC
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Figura 26. Integridad del ARN total en gel de agarosa al 2%, extraido de las hemicalvarias de ratones Balb/c que
fueron cultivadas en ausencia y presencia del medio condicionado proveniente de la linea celular MCF-7.

7.4.4.2 Expresion de Rankl y Opg en calvarias de ratones Balb/c cultivadas con medio
condicionado de las células MCF-7

Los datos obtenidos muestran un aumento altamente significativo (p<0.001) del 17,798% en la

proporcion RANKL/OPG de las hemicalvarias cultivadas con medio proveniente de las células MCF-7

comparadas con las hemicalvarias cultivadas con medio normal (Figura 28).
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Figura 27. Expresion del ARNm de la proporcién RANKL/OPG de las hemicalvarias de ratones Balb/c cultivadas en
ausencia y presencia del medio condicionado proveniente de la linea celular MCF-7. Prueba estadistica Mann-
Whitney U, los cambios significativos se muestran con asteriscos (***p<0.001).

7.5 Efecto de betaglicano soluble en cultivos de calvarias de ratones Balb/c.
7.5.1 Histologia y analisis histomorfométrico de calvarias cultivadas en presencia de BGs

Para evaluar el efecto de BGs, una vez validado el modelo de formacidn dsea, se emplearon
hemicalvarias de ratones Balb/c cultivadas en presencia de BGs. Los resultados obtenidos a partir de las
estructuras de las calvarias tefiidas con H&E muestran que todas las hemicalvarias tanto las del grupo
control como las tratadas con las diferentes concentraciones de BGs, mantuvieron su arquitectura ademas
de presentar osteocitos dentro del hueso sin ninguna alteracion; en una coloracidn naranja se observa el
hueso, indicando una mayor cantidad de hueso en la hemicalvaria cultivada en presencia de 5 pug/ml BGs
comparada con el control, no obstante se observa mayor cantidad de hueso en la hemicalvaria cultivada
en presencia de 10 ug/ml BGs comparada con el control y con la hemicalvaria cultivada en presencia de 5
pg/ml (Figura 29). El andlisis histomorfométrico del grosor y dreas dseas, muestran que las hemicalvarias
cultivadas con 5 pg/ml de BGs presentan mayor grosor y area del hueso respecto a el grosor y area de las
calvarias controly que las hemicalvarias cultivadas con una concentracion de 10 pg/ml de BGs incrementan
de forma altamente significativa tanto en el grosor como en el drea de hueso comparado con el grosor y
area de las calvarias control, ademads de tener un mayor grosor y area que las hemicalvarias cultivadas con
5 pg/ml de BGs (Figura 30). Los resultados sugieren que BGs induce la formacién de hueso nuevo en

hemicalvarias murinas.
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Figura 28. Secciones de hemicalvarias de ratones Balb/c tefiidas con H&E a) Hueso de calvaria control. b) Seccién de
hueso de calvaria cultivada con 5 pug/ml de BGs. c)Seccién de hueso de calvaria cultivada con 10 pg/ml de BGs. Per,
periostio; End, endostio; OS, osteocito. Aumento 40x
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Figura 29. Analisis histomorfométrico del a) grosor y b) area de las hemicalvarias de ratones Balb/c cultivadas en
ausencia y presencia de BGs a concentraciones de 5ug/ml y 10ug/ml. Prueba estadistica Kruskal-Wallis post test
Dunns. Los cambios estadisticamente significativos se muestran en asteriscos (**p<0.01).
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7.5.2 Expresion de genes involucrados en remodelacion 6sea en calvarias cultivadas en
presencia de BGs
7.5.2.1 Extraccion, cuantificacion e integridad del ARN
Para evaluar el efecto de BGs en la expresidn de genes primero se realizd la extracciéon de ARN de
acuerdo a la metodologia descrita para el kit GenElute Mammalian Total RNA Miniprep. La concentracion
de ARN total y la pureza se analizaron mediante espectrofotometria con Nanodrop LITE (Thermo); los
valores de las concentraciones de ARN total oscilaron entre 40.2-79.4 ng/ul; respecto a los valores de la
absorbancia 260/280 se encontraron arriba de 1.8 por lo que se considerd una pureza aceptable del ARN.
La integridad del ARN se evalué con electroforesis en un gel. En la Figura 38 se muestra el gel donde

se observan las bandas de los ARN ribosomales 28s y 18s, indicando la integridad del ARN extraido.

Controll  Control Il 5 pg/misBG 5 pug/mlsBG 5pg/misBG 10 pg/mlsBG 10 pg/misBG 5 pg/ml sBG
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Figura 30. Integridad del ARN total en gel de agarosa al 2%, extraido de las hemicalvarias de ratones Balb/c que
fueron cultivadas en ausencia y presencia de BGs.

7.5.2.2 Expresion de la proporcion RANKL/OPG en calvarias de ratones Balb/c cultivadas en
presencia de BGs

Los datos obtenidos no muestran un aumento o reduccidn significativa en la proporcién

RANKL/OPG de las hemicalvarias cultivadas con 5 pug/mly 10 pg/ml de BGs respecto a las hemicalvarias

cultivadas Unicamente con medio (Figura 32).
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Figura 31. Expresidén del ARNm de la proporcién RANKL/OPG de las hemicalvarias de ratones Balb/c cultivadas en
ausencia y presencia de BGs. Prueba estadistica Kruskal-Wallis post test Dunns.

7.5.2.3 Expresion de Colla, Runx2 y Alpl en calvarias cultivadas con BGs

Para complementar el andlisis del efecto de BGs en cultivos de clavaria de ratones Balb/c, se evalué
la expresién de Colla, Runx2 y Alpl, los cuales fueron normalizados con la expresidn del gen constitutivo
RPL32. Los resultados obtenidos de la expresién relativa de colageno tipo 1 muestran un ligero
decremento no significativo en la expresiéon de ARNm en las hemicalvarias cultivadas con 5ug/ml de BGs
respecto a la expresion de las hemicalvarias control; por otro lado, la expresién relativa de coldgeno 1 en
las hemicalvarias cultivadas con 10ug/ml de BGs disminuye significativamente (p<0.05) en un 25%
respecto a la expresién de las calvarias control (Figura 33a).

La expresion relativa de Runx2 muestra una ligera reduccién del 25% en los tejidos cultivados con
5ug/ml de BGs comprados con el control, mientras que se observa un minimo incremento en la expresion
del 5% en los tejidos cultivados con 10ug/ml de BGs comparados con el control, no obstante, la reduccion
e incremento para ambos casos no son significativos (Figura 33b).

Con base a los resultados se presenta una ligera pero no significativa reduccidn en la expresion de
Alpl del 14% en los cultivos 5ug/ml de BGs respecto a la expresion de las hemicalvarias control, y en los
cultivos con 10ug/ml de BGs se presenta un ligero, pero no significativo aumento en su expresion del 6%

con respecto a las hemicalvarias control (Figura 33c).
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Figura 32. Expresion relativa del RNAm de a) Colla, b) Runx2 y c) Alpl de las hemicalvarias provenientes de ratones
FVB cultivadas en ausencia y presencia de BGs. Prueba estadistica Kruskal-Wallis post test Dunns. Los cambios
significativos se muestran en asteriscos (*p<0.05).

7.6 Efecto de betaglicano soluble en co-cultivos de calvarias provenientes de ratones Balb/c
con células MDA-MB-231
7.6.1 Histologia y analisis histomorfométrico de calvarias cultivadas con células MDA-MB-231
en presencia y ausencia de BGs

Para evaluar el efecto de BGs en el hueso de clavaria murina cultivada con células de cancer, se
utilizaron hemicalvarias de ratones Balb/c y la linea celular MDA-MB-231. Los resultados obtenidos
permiten observar que las estructuras dseas de las hemicalvarias cultivadas Gnicamente con medio y que
fueron tefiidas mediante la técnica H&E se mantuvieron intactas, mientras que las estructuras de las
hemicalvarias cultivadas con medio condicionado y en presencia de células MDA-MB-231 se encuentran
dafiadas al presentar resorcidn dsea, estos resultados eran los esperados para estas condiciones; por otro
lado las estructuras de las hemicalvarias cultivadas con células de cancer MDA-MB-231 en presencia de
5ug/ml de BGs presentan un menor grado de dafio dseo al mostrar una reduccién de la resorcidn ésea
comparadas con las de las estructuras de hemicalvarias cultivadas con medio condicionado y en co-cultivo

con células sin BGs (Figura 34). El analisis histomorfométrico para las hemicalvarias cultivadas en presencia
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de medio condicionado indica una reduccidn significativa del drea 6sea comparadas con las hemicalvarias
control. Respecto al drea de las hemicalvarias cultivadas en presencia de células MDA-MB-231 se observa
un decremento del drea dsea comparada con el drea ésea de las hemicalvarias control, aunque este no es
significativo. En cuanto a el drea dsea de las hemicalvarias puestas en co-cultivo con células MDA-MB-231
en presencia de BGs, existe un incremento no significativo del area dsea comparada con el area de las
hemicalvarias en co-cultivo sin la presencia de BGs. Asimismo, las hemicalvarias en co-cultivo en presencia
de BGs presentan un ligero pero no significativo decremento del area ésea comparada con el drea de las

hemicalvarias control (Figura 35).
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Figura 33. Secciones de calvarias de ratones Balb/c tefiidas con H&E a) Hueso de calvaria control. b) Hueso de calvaria
cultivada con medio condicionado proveniente de células MDA-MB-231. c) Hueso de calvaria cultivada con células
MDA-MB-231. d) Hueso de calvaria cultivada con células MDA-MB-231 en presencia de BGs. Per, periostio; End,
endostio; OS, osteocito; AR, areas de resorcion; CT, células tumorales. Aumento 40x.
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Figura 34. Andlisis histomorfométrico del drea de las hemicalvarias de ratones Balb/c cultivadas en ausencia y
presencia de medio condicionado, células MDA-MB-231 y células MDA-MB-231 mas BGs. Prueba estadistica Kruskal-
Wallis post test Dunns, los cambios estadisticamente significativos se muestran en asteriscos (*p<0.05).

7.6.2 Evaluacion de la expresion de RANKL y OPG

7.6.2.1 Extraccion, cuantificacion e integridad del ARN

Para evaluar la expresion de los genes de RANKL y OPG se realizé la extraccion de ARN de las
hemicalvarias de acuerdo a la metodologia descrita. Las concentraciones de ARN total extraido se midieron
a través del Nanodrop LITE (Thermo Scientific), los valores de las concentraciones fueron 27.7-97.1 ng/ul,
tambien se analizd la pureza y los valores de la absorbancia de la relaciéon 260/280 se encontraron por
arriba de 1.8, indicando una pureza aceptable del ARN extraido.

Mediante electroforesis en un gel de agarosa se evalué la integridad de ARN total extraido. Las
bandas mostradas en el gel corresponden a los ARN ribosomales 28s y 18s, estas bandas indican la
integridad del ARN total (Figura 36). Las bandas de los controles aparecen mas abajo que las de las otras

muestras, es se debe a que las muestras de los controles se corrieron en otro gel.
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Figura 35. Integridad del ARN total en gel de agarosa al 2%, extraido de las hemicalvarias de ratones Balb/c que
fueron cultivadas en ausencia y presencia de medio condicionado, células MDA-MB-231 y células MDA-MB-231 mds
BGs.

7.6.2.2 Expresion de la proporcion RANKL/OPG en calvarias de ratones Balb/c cultivadas con
células MDA-MB-231 en presencia de BGs

Los datos obtenidos a partir de la PCR cuantitativa en tiempo real indican un aumento altamente
significativo (p<0.01) en la expresién de la proporcion RANKL/OPG del 330% en las hemicalvarias cultivadas
con medio condicionado proveniente de las células MDA-MB-231 y del 350% en las hemicalvarias
cultivadas con células MDA-MB-231, comparadas con la proporciéon de RANKL/OPG de las hemicalvarias
control. El incremento en la proporcion de RANKL/OPG para las hemicalvarias cultivadas en presencia de
medio condicionado y las puestas en co-cultivo, eran resultados esperados. Los resultados de las
hemicalvarias en co-cultivo con células MDA-MB-231 mas BGs, indican un incremento, aunque no
significativo en la proporcién RANKL/OPG del 220% 2 respecto a la proporcidn de las hemicalvarias control.
Por otro lado, la expresion de la proporcion de RANKL/OPG de los co-cultivos con BGs indica un
decremento no significativo del 128% comparada con la proporcién de los co-cultivos en ausencia de BGs

(Figura 37). Los resultados indican que BGs compensa la resorcidon dsea causada por las células de cancer.
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Efecto de BGs en la expresion de ARNm de Rankl/Opg en la calvaria
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Figura 36. Expresidon del ARNm de la proporcién RANKL/OPG de las hemicalvarias de ratones Balb/c cultivadas en
ausencia y presencia de medio condicionado, células mDA-MB-231 y células MDA-MB231 mas BGs. Prueba
estadistica Kruskal-Wallis post test Dunns, los cambios significativos se muestran en asteriscos (p<0.01).
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Capitulo 4

8 Discusion
8.1 Modelo de formacion 6sea en calvaria murina

Las diversas patologias dseas representan un problema de salud publica principalmente aquellas
donde existe pérdida dsea. Actualmente se cuenta con farmacos que inhiben la resorcién ésea, sin
embargo, continla existiendo la necesidad de agentes anabdlicos que ayuden a estudiar y comprender los

mecanismos involucrados en formacion ésea, y que puedan incrementar la formacion dsea (Mundy, et al,

1999). Los modelos in vivo empleados para evaluar posibles moléculas terapéuticas y los mecanismos
implicados en remodelacién dsea se ven limitados en cuestiones éticas y de costos lo que restringe el
numero de experimentos a realizar durante un estudio, por lo cual el presente trabajo se enfocé en
desarrollar un modelo ex vivo de formacion désea permitiendo trabajar en condiciones definidas y
controladas, pero simulando el microambiente in vivo.

El andlisis histolégico e histomorfométrico para el modelo ex vivo de formacién ésea muestra un
incremento significativo en el grosor del hueso y dreas éseas en las hemicalvarias provenientes de ratones
Balb/c cultivadas en presencia de insulina comparadas con las hemicalvarias controles cultivadas
Unicamente con medio (Figura 5). Existe mayor cantidad de hueso en la hemicalvaria cultivada con insulina
comparada con la hemicalvaria control y con esto se demostrd que la insulina a una concentracién de 50
pg/ml con un periodo de incubacién de 7 dias induce la formacidon de hueso nuevo en calvarias
provenientes de ratones Balb/c, estos datos concuerdan con lo reportado por Garrett (2003), Mohammad
y colaboradores (2008). De manera similar, al evaluar el efecto de la insulina en el hueso de calvarias
provenientes de ratones FVB, se observd un incremento significativo tanto en el grosor del hueso como
en el drea d6sea de las hemicalvarias cultivadas en presencia de insulina comparadas con las hemicalvarias
control (Figura 5), mostrando mayor cantidad de hueso en la hemicalvaria cultivada con insulina
comparada con la hemicalvaria control, demostrando con estos datos que el efecto de la insulina es
independiente de la cepas.

El andlisis de la expresidon de la proporcién de RANKL/OPG indica una disminucion significativa en
las hemicalvarias provenientes de ratones FVB cultivadas en presencia de insulina comparadas con el
control. En un estudio para evaluar el efecto de la insulina sobre la expresién de RANKL y OPG, se utilizaron
células de osteosarcoma y monocitos humanos, a partir de los datos obtenidos se reportd que la insulina
disminuye la expresion del ARNm de RANKL y aumenta la expresion del ARNm de OPG, ademds que no se

observé la formacién de osteoclastos en los monocitos, por lo que sus datos sugieren que la insulina
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modula la diferenciacidon de osteoclastos mediante la alteracidn de la expresién de RANKL y OPG en los
osteoblastos (Wang & Zhong, 2013). Los resultados obtenidos de la disminucidn de la expresidn de la
proporcién RANKL/OPG de las hemicalvarias cultivadas en presencia de insulina, concuerdan con lo
reportado en el estudio mencionado. Con base a lo anterior es posible decir que en las hemicalvarias
cultivadas en presencia de insulina hay menor diferenciacién de osteoclastos lo que implica que haya una
menor tasa de resorcion dsea comparada con la tasa de formaciéon dsea y por consecuencia haya un
incremento en la formacidon de hueso, los cual es congruente con los resultados obtenidos de
histomorfométria, confirmando que las condiciones empleadas para estimular formaciéon dsea son
factibles.

Por otra parte, existen un estudio donde se menciona que tanto los precursores de osteoblastos
como los osteoblastos maduros expresan diferentes isoformas del receptor de insulina, sugiriendo que la
insulina tiene un papel critico en la diferenciacién de osteoblastos a partir de las celulas del estromales de
la medula dsea (Klein, 2014). Entonces, para complementar los resultados obtenidos a partir de
histomorfométria y el andlisis de expresidn de la proporcién de RANKL/OPG, se analizo la expresion de
Colageno tipo 1, el cual esta involucrado en las primeras etapas de diferenciacion de osteoblastos y Runx2,
un regulador critico de la diferenciacidon de osteoblastos y formacion dsea (Lian & Stein, 2003). Tambien
se evaluo la expresion de fosfatasa alcalina (Alp), una enzima involucrada en la biomineralizacion por lo
que es un marcador de la diferenciacién de los osteoblastos (Kim, et al, 2004., Robison, 1923). Los
resultados obtenidos mostraron que en las hemicalvarias de ratones FVB el tratamiento con insulina no
tuvo efecto significativo en la expresion relativa de coldgeno tipo 1y Runx2, con respecto a las expresiones
para ambos genes en las hemicalvarias control; no obstante hay un incremento significativo en la
expresion de Alp en las hemicalvarias cultivadas en presencia de insulina comparada con la expresién en
las hemicalvarias control, indicando que posiblemente en el dia 7 las hemicalvarias se encuentran en
transicion de maduracién osteobldstica y biomineralizacidn ésea, produciendo un incremento en la
formacién dsea. Los resultados obtenidos a partir de la expresidn relativa de estos genes involucrados en
formacién dsea son consistentes con los resultados a los obtenidos en el andlisis histomorfométrico y en
la expresion de la proporcion de RANKL/OPG. Lo anterior, demuestra que se lograron establecer las
condiciones necesarias para inducir la formacién de hueso nuevo en calvaria murina mediante el uso de
insulina, con lo cual queda estandarizado y validado el modelo, permitiendo su uso para estudiar
mecaismos implicados en formacidn dsea y sirviendo la insulina como control para evaluar otros agentes

anabdlicos.
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8.2 Modelo de resorcion ésea y microambiente tumoral

La habilidad de las células cancerosas para metastizar y sobrevivir depende de su interaccion con
el microambiente del hueso (Pecorino, 2012., Weilbaecher, et al, 2011., Gnant, 2012., Holen, 2012).
Ademas del modelo de formacién de hueso desarrollado, a la par se estandarizo un modelo ex vivo para
recrear las condiciones del microambiente metastasico lo mas similares posibles in vivo, y de esta manera
contar con un modelo experimental que nos permita evaluar diferentes mecanismos y tratamientos que

modulen al hueso en un ambiente controlado que supere las limitaciones que tienen los modelos in vivo.

8.2.1 Efecto directo de las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 en calvaria murina

Los resultados obtenidos en el co-cultivo de células cancerigenas en contacto directo con el hueso,
muestran que las condiciones son las adecuadas para inducir resorcién dsea en el hueso de calvaria
murina, recreando las condiciones in vivo. El analisis histolégico de las secciones de hemicalvarias
cultivadas con células de la linea MDA-MB-231 mostradas en la Figura 11, evidencian la presencia de
resorcion dsea, mientras que las hemicalvarias cultivadas en medio solo no presentan resorcion. Los
resultados obtenidos a partir del andlisis histomorfométrico son consistentes con los resultados obtenidos
por Curtin y colaboradores (2012), en donde evaluaron el efecto de de MDA-MB-231 y MCF en hueso de
calvaria de ratones CD-1 de 5-7 dias de edad, observando a nivel estructural la presencia de resorcion
Osea.

En cuanto a la expresion de ARNm de la proporcion RANKL/OPG las hemicalvarias provenientes de
ratones Balb/c cultivadas con la linea celular MDA-MB-231 presentan un incremento significativo
comparadas con las hemicalvarias cultivadas Unicamente con medio, los datos obtenidos son similares a
los reportados en un estudio en donde se utilizd esta linea celular en co-cultivo con células del estroma de
medula 6sea, induciendo la expresidn de RANKL mientras que la expresiéon de OPG fue inhibida,
incrementado la formacién osteoclastica de las células del estroma en presencia de células de cancer (Park,
et al, 2003). Los resultados obtenidos de la expresién de la proporcion RANKL/OPG sugieren que la
interaccion directa de las células MDA-MB-231 con el hueso de calvaria murina estimulan la expresién de
RANKL y a su vez la resorcién ésea, ademads estos datos corroboran los resultados obtenidos a partir del
analisis histomorfométrico y lo observado en la Figura 11, demostrando asi, que el modelo establecido en
el presente trabajo puede ser empleado para investigar mecanismos de metastasis dsea osteolitica y
evaluar posibles inhibidores de este proceso.

Del mismo modo, las hemicalvarias provenientes de ratones FVB cultivadas con células MDA-MB-

231 presentaron resorcion dsea comparadas con sus respectivos controles (Figura 11), ademas la
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expresion del ARNm de la proporcion RANKL/OPG de las hemicalvarias provenientes de ratones FVB
cultivadas con la linea celular MDA-MB-231 se ve incrementada significativamente en comparacion con la
expresion de las hemicalvarias control, indicando la estimulacién de resorcidn ésea. Demostrando asi que
el efecto de la linea celular MDA-MB-231 en interaccién con él hueso de calvaria murina es independiente
de la cepa de ratdn utilizada. Asimismo, los resultados obtenidos en este estudio al evaluar ambas cepas
de ratén y con base a el trabajo reportado por Curtin y colaboradores (2012) corroboran que las
condiciones establecidas para este modelo permiten reproducir los resultados, confirmando que el
modelo establecido puede ser empleado para fines de investigacién.

Por otro lado, se evaluaron co-cultivos con hemicalvarias de ratones Balb/c cultivadas con células
MCF-7. De manera similar que con la linea MDA-MB-231, los resultados mostraron que el contacto con
MCF-7 produce resorcidén ésea. Respecto a la expresién del ARNm de la proporcién RANKL/OPG, las
hemicalvarias cultivadas con células MCF-7 presentaron un aumento significativo, indicando un aumento
en la resorcién dsea, lo cual es consistente con los datos obtenidos a partir del andlisis histomorfométrico.
Estos datos concuerdan con estudios previos reportados, en donde la linea celular MCF-7 en co-cultivo
con monocitos induce la expresion de RANKL y con esto la osteoclastogénesis y resorcion ésea (Nicolin, et
al, 2008), tomando juntos estos resultados demuestran que tanto las células MCF-7 al igual que las células
MDA-MB-231 en interaccién directa con el hueso de calvaria murina son capaces de inducir la expresion

de RANKL y en consecuencia la resorcidén 6sea, demostrando con esto la eficiencia del modelo establecido.

8.2.2 Efecto indirecto (factores liberados) de las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 en
calvaria murina

El efecto indirecto de las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 se evalud cultivando el medio
condicionado de estas células en presencia de calvaria murino de ratones Balb/c y FVB. El medio
condicionado de estas lineas celulares estimulé la resorcidn dsea en las hemicalvarias de ratones de ambas
cepas. De igual manera, la expresién de la proporcién RANKL/OPG mostré un incremento significativo
comparada con la expresion de las hemicalvarias control en ambas cepas y no presenté diferencias entre
el medio condicionado entre las dos lineas celulares utilizadas. Indicando asi que existe un incremento en
la tasa de resorcidn dsea en las hemicalvarias cultivadas en presencia de medio condicionado y que no se
requiere de la interaccion directa con el hueso para estimular la resorcion dsea. Lo anterior sugiere que
las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 secretan factores al medio con la capacidad de estimular la

resorcidén dsea. Estos datos son consistentes con los datos de histomorfométria y con lo reportado en la
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literatura acerca de la estimulacién de resorcidn ésea mediante el uso de medio condicionado proveniente

de las lineas celulares MDA-MB-231 (Curtin y colaboradores, 2012).

8.3 Efecto de BGs en calvaria murina

El TGF-B es un factor critico en el proceso de remodelacion dsea, debido a que desempefia un
papel importante en el acoplamiento de la resorcién ésea y formacion dsea, influyendo en la expresién y
funcién tanto de osteoblastos como de osteoclastos (Buijs, et al, 2011; Chiechi, et al, 2013., Saharinen, et
al, 1999). El TGF-B promueve la proliferacién de células osteoprogenitoras y favorece las primeras etapas
de diferenciacidn a osteoblastos, sin embargo, también inhibe las etapas posteriores a la diferenciacion
osteoblastica mediante la represidn de la expresién de Runx2 (Barnes, et a/,1999., Bostrom & Asnis, 1998.,
Janssens, et al, 2005); por otro lado TGF- también regula el proceso de remodelacidon dsea mediante la
via de RANKL/OPG y mediante la secrecion de prostaglandinas (Dallas, et al, 2002., Quinn, et al, 2001). Una
desregulacion en la expresién y funcion de TGF-B conlleva a diversas patologias, por ejemplo, en la
osteoporosis en donde se ha reportado la presencia de un incremento en la expresién de TGF-B
(Erlebacher & Derynck, 1996); por lo cual, para validar el modelo de formacidn ésea, en el presente trabajo
se evalué el efecto de betaglicano soluble (BGs), el cual es el receptor Il del TGF-B y un potente antagonista
de la sefializaciéon (Lépez-Casillas, et al, 2008).

El tratamiento de hemicalvarias de ratones Balb/c con BGs 10 pug/ml resulté en un incremento
significativo en el grosor y area dsea, mientras que no se observaron diferencias con la dosis de BGs
5ug/ml. La expresién del ARNm de la proporcién RANKL/OPG en las hemicalvarias tratados con 5ug/ml 6
con 10pg/ml de BGs comparadas con hemicalvarias control no muestran ninguna diferencia significativa.
Los datos concuerdan con lo reportado por Mohammad y colaboradores (2009) en donde el tratamiento
de calvaria con SD208, un inhibidor del receptor tipo | del TGF-B, no mostro cambios en la expresion de la
proporcién RANKL/OPG, pero promovio la diferenciacion osteoblastica y formacion 6sea. De modo similar,
se evalud la expresidon de colageno tipo |, Runx2 y Alp. La expresion de colageno tipo | disminuyé con el
tratamiento de BGs 10 pg/ml, mientras que no hubo cambios en el ARNm de Runx2 y Alp. Los resultados
obtenidos sugieren que la inhibicion de TGF-B tiene efecto en otras vias de sefalizacidon que regulan la
diferenciacidn y funcion tanto de osteoblastos y osteoclastos, por ejemplo, la via de ephrin B2 y EphB4,
los cuales estan implicados en el acoplamiento de la actividad de osteoclastos y osteoblastos, BMP y de
Whnt, vias de sefializacion involucradas en remodelacion ésea, en donde se ha reportado que BGs tiene un
efecto (Collen, 2007). El efecto de BGs en hueso no ha sido reportado, por lo que se abre la posibilidad de

estudiar con mas detalle los efectos y mecanismos de BGs en el proceso de formacidn ésea mediante el
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uso del modelo ex vivo establecido en el presente trabajo. Un abordaje experimental para estudiar el
efecto de BGs, podria ser el realizar un ensayo cultivando clavaria murina con BGs a distintas
concentraciones y a distintos tiempos de incubaciéon, de igual forma elevaluar la expresidon de genes

regulados en las distintas vias involucradas en formacién ésea.

8.4 Efecto de BGs en co-cultivo de calvaria murina y células MDA-MB-231

El TGF-B es el regulador central del ciclo vicioso de la metdstasis dsea, convirtiéndolo en un
potente blanco terapéutico (Chiechi, et al, 2013., Ehata, et al, 2007). Para validar el modelo de co-cultivo
de calvaria y células cancerosas evaluamos el efecto del betaglicano soluble, un agente neutralizante de
TGF-B. (Lépez-Casillas, et al, 2008). Estudios anteriores han reportado que betaglicano soluble suprime la
tumorigenicidad, progresién, angiogénesis y crecimiento tumoral de células de cancer de mama
(Bandyopadhyay, et al, 2002., Dong, et al, 2007., Sun & Chen, 1997).

Las hemicalvarias cultivadas con células MDA-MB-231 y BGs 5ug/ml comparadas con las
hemicalvarias control mostraron un incremento no significativo en la expresion de la proporciéon
RANKL/OPG. Las hemicalvarias cultivadas con medio condicionado y GUnicamente con células MDA-MB-231
mostraron una diminucidn no significativa, siendo congruente con los resultados obtenidos del andlisis
histomorfométrico. Estos datos y los obtenidos en el modelo de formacién dsea, sugieren que betaglicano
soluble compensa la excesiva resorcion dsea causada por la presencia de células de cdncer mediante la
induccion de la diferenciacion de osteoblastos y estimulacion de formacién dsea, ademas que
posiblemente betaglicano disminuye la invasidn de las células de cancer de mama en el hueso de la calvaria
murina. No obstante, para corroborar esto se deben realizar mas analisis, hacer una curva dosis respuesta
BGs y realizar la evaluacion de los distintos mecanismos implicados en el proceso de metdstasis dsea.

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo confirman que los modelos ex vivo
desarrollados para evaluar la formacion dsea, resorcion dsea y microambiente tumoral son factibles y
confiables para el estudio de mecanismos implicados en metdstasis 6sea, y evaluacién de posibles

moléculas terapéuticas.
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Capitulo 5

9 Conclusiones

Se lograron establecer y estandarizar las condiciones adecuadas de los cultivos de calvarias y las
condiciones del procesamiento de los tejidos para los modelos ex vivo, el de remodelacidn ésea vy el
modelo del microambiente tumoral dseo.

La insulina a una concentracién de 50 pg/ml promueve la formacién ésea de hueso nuevo de
acuerdo a la estructura analizada por histomorfométria y disminuye la expresién del ARNm de la
proporcién de RANKL/OPG, con base a el anélisis realizado mediante PCR cuantitativa en tiempo real.

Las células de cancer de mama humano de las lineas MDA-MB-231 y MCF-7 en co-cultivos con la
calvaria de ratén promueven la resorciéon dsea con base a el analisis histomorfométrico e inducen un
incremento en la expresién del ARNm de la proporcion RANKL/OPG.

El medio condicionado proveniente de las lineas celulares de cancer de mama, MDA-MB-231 y
MCF-7 induce la destruccion dsea mediante la estimulacién en la diferenciacién y maduracién de
osteoclastos.

El uso de diferentes cepas de ratones no influye en el efecto en el hueso de la calvaria de lainsulina,
medio condicionado y de células de cancer.

Betaglicano soluble induce la formacién de hueso nuevo de acuerdo a la estructura analizada por
histomorfométria. Betaglicano soluble al estimular la formacion ésea no afecta la expresion del ARNm de
la proporcion RANKL/OPG por lo que es posible que al inhibir a TGF-B, active otras vias de sefializacion
alternas y promueva la funcidn de otros factores proosteoblasticos.

Betaglicano soluble compensa la excesiva resorcidén ésea en hueso de calvaria provocada por las
células de cancer de mama MDA-MB-231, disminuyendo las dreas de resorcién dsea.

La estandarizacion de modelos ex vivo para el estudio de remodelacidn dsea y metdstasis dsea
proporcionara a nuestro grupo un modelo rdpido y econédmico para la evaluacidn de procesos de
remodelacidn dsea y evaluar la interaccidn de células cancerosas con el hueso, asi como la posibilidad de

evaluar agentes terapéuticos antiresortivos.
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