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RESUMEN

Resumen de la tesis de Adriana Jeanette Ramirez Sosa presentada como requisito parcial para
la obtencion de la Licenciatura en Biologia. Ensenada, Baja California, México. Junio de 2018.

Modificacion genética de células de melanoma B16-F1 con expresion de PTHrP para evaluar
su efecto en osteocitos
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Los cAnceres de mama y de préstata son los tipos de cdncer con mayor tasa de incidencia y
mortalidad, y >80% de los pacientes en etapas avanzadas desarrollard metdstasis a huesos. Esta
afinidad para los huesos se debe a las interacciones entre las células cancerosas y 6scas y la
remodelacion osea que favorece la progresion del cancer. Aunque los osteocitos representan
>90% de las células del hueso y son los principales coordinadores de la remodelacién ésea, su
papel en la metastasis Osea no ha sido estudiado. Las células cancerosas en los huesos
producen PTHrP, protefna relacionada con la hormona paratiroidea. Esta proteina regula la
actividad de los osteocitos, por lo que las células cancerosas podrian afectar los osteocitos y |a
remodelacién ésca. El abjetivo de este proyecto fue modificar células de melanoma, B16-F1,
para producir PTHrP con el fin de estudiar el efecto de la PTHrP de las células cancerosas en los
osteocitos. Sub-clonamos la secuencia de la PTHrP en el vector plJM1 y usamos un sistema
lentiviral para transducir células B16-F1. Por RT-gPCR, confirmamos que las nuevas células,
B16-PTHrP, sobreexpresan la PTHrP. Cuando cultivamos las células sin antibiéticos, se mantuvo
la expresion de PTHrP, indicando que la transduccidon es estable. Con un ensayo MITT,
confirmamos que la expresion de PTHrP no cambio la proliferacion de las células cancerosas. Al
ser inoculadas en el corazén de ratones, las células B16-PTHrP produjeron metdastasis dseas.
Aunque no se pudo detectar la expresion y secrecion de la proteina por HPLC, ni por funcién
biolégica en hemicalvarias de ratén, la disminucién de la tasa Rankl/Opg en co-cultivo de
células B16-PTHrP con células de médula 6sea, nos demuestra que hay expresion de [a PTHrP
en las células B16-F1 modificadas y quc causa cfectos de formacidon o destruccion dsea, seguin
el tiempo de tratamiento con PTHrP.
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1. INTRODUCCION

1.1 Cancer
El cancer es una enfermedad causada por cambios en el genoma provocados por factores

fisicos, quimicos o bioldgicos. Estos cambios generan una gran cantidad de desarreglos celulares,
que se destacan principalmente por un crecimiento y divisién descontrolado (NIH, 2015).
Hanahan y Weinberg (2000) han propuesto que las células cancerosas se caracterizan por tener
sefiales de crecimiento auténomas, evasién de apoptosis, insensibilidad a sefiales inhibitorias del
crecimiento, angiogénesis, potencial replicativo ilimitado, evasion del sistema inmune,

adaptacion del metabolismo energético e invasion y metdstasis.

El cAncer de mama y de préstata son los tipos de cancer con mayor tasa de incidencia y
mortalidad entre mujeres y hombres, en todo el mundo (Ferlay et al. 2013). La mayoria de estos

pacientes (>90%) mueren por la diseminacidn del cancer a otros tejidos o metastasis.

1.2 Metastasis
La metastasis se refiere al esparcimiento de células cancerosas de un tumor primario a

otras partes del cuerpo (Seyfried y Huysentruyt, 2013). Este proceso involucra una serie de
pasos, la cual inicia con el desprendimiento de las células cancerosas del tumor primario,
intravasacion dentro del sistema circulatorio sanguineo o linfatico, para diseminarse a otros
tejidos o nodos linfaticos, evasidn del sistema inmune, extravasacion de los capilares sanguineos
o linfaticos, e invasién y proliferacién en érganos distantes (Seyfried y Huysentruyt, 2013; NIH,
2017). A su vez las células metastdsicas son capaces de establecer un microambiente que facilita

la angiogénesis y proliferacién, resultando en tumores malignos secundarios.



Los sitios con mayor frecuencia de metastasis por células de cdncer de mama y prostata

son pulmén, higado, cerebro y huesos (NIH, 2017).

1.3 Metastasis 6sea y ciclo vicioso de la metastasis dsea
La mayoria (>80%) de los pacientes con cancer de mama o prostata en etapas avanzadas,

tienen metastasis 6sea. Las lesiones causadas en la metastasis dsea pueden ser de dos tipos:
osteoblastica u osteolitica. La primera es causada por un exceso de la actividad de los
osteoblastos, lo que conlleva a la formacién de hueso anormal. Por otro lado, las lesiones
osteoliticas son la consecuencia del incremento en la actividad de los osteoclastos, lo que genera
destruccién ésea. Los dos tipos de metdstasis dsea provocan una serie de complicaciones en el
esqueleto, como dolor de huesos, fracturas, hipercalcemia y sindromes de compresion de
medula espinal y nervios. Por lo tanto, implica una disminucidon en calidad de vida en los

pacientes con este padecimiento (Kingsley, 2007).

La metdstasis es un proceso de varios pasos, cuando las células tumorales metastatizan
a hueso, desencadenan una serie de desajustes que promueven la proliferacién de células
cancerosas en la medula ésea. Primero, las células tumorales liberan productos tales como la
proteina relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP), la interleucina 1 (IL-1) o la
interleucina 11 (IL-11) que activan la expresion de RANKL (ligando de receptor activador para el
factor nuclear kB) en los osteoblastos (Thomas, et al., 1999). RANKL serd reconocido por su
receptor RANK (receptor activador del factor nuclear kB) en las células precursoras de
osteoclastos, lo que induce la diferenciacién en osteoclastos y la resorcién del hueso. La
ostedlisis, ocasionada por los osteoclastos, activa la liberacién de calcio extracelular (Ca%) y

factores de crecimiento provenientes de la matriz dsea, tales como el factor de crecimiento



transformante beta (TGF-B) y el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF1) (Guise, 2002;
Mundy, 2002). Los factores de crecimiento se unen a sus receptores en las células tumorales,
aumentando la proliferacién y/o incrementando la produccién de los factores pro-osteoliticos,
iniciando con lo que se denomina “ciclo vicioso” (Mundy, 2002) (Fig. 1). El ciclo vicioso se refiere
al proceso de interacciones entre las células tumorales y las células éseas, por el cual se favorece

el crecimiento y sobrevivencia tumoral en el microambiente dseo (Mundy, 2002; Fournier, et al.,

2006).
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Figura 1. Ciclo vicioso de la metastasis dsea osteolitica. Factores secretados por las células
cancerosas, como la PTHrP, IL-1 e IL-11, incrementan la expresion de RANKL en los osteoblastos,
induciendo indirectamente la maduracidn de los osteoclastos. La resorcién dsea, ocasionada por

los osteoclastos, libera componentes de la matriz dsea mineralizada, tales como Ca®*, TGF-B e



IGF, que favorecen el crecimiento y la sobrevivencia de las células cancerosas en el

microambiente éseo (modificado de Mundy, 2002).

Estudios cientificos han sugerido diversos factores que contribuyen al ciclo vicioso entre
las células cancerosas y el hueso. A pesar de este conocimiento, no existe tratamiento que logre
curar la metastasis 6sea. Por lo tanto es necesario continuar investigando los mecanismos

moleculares para el desarrollo de agentes terapéuticos.

Considerando la importancia de las interacciones entre las células cancerosas y dseas,
una gran cantidad de estudios han sido desarrollados para conocer el rol de los osteoclastos y
osteoblastos, que representan solamente el 10% de las células del hueso. Los osteocitos que
representan el 90% de las células del hueso, son los principales coordinadores y ejecutores de la
remodelacidn ésea, han recibido muy poca atencion en el campo de la metastasis 6sea. Por esta
razén, se propone estudiar las interacciones entre las células cancerosas y los osteocitos.
Tomando en cuenta el papel del receptor PTH/PTHrP en los osteocitos y la secrecion de la PTHrP
por las células cancerosas en el hueso, el objetivo del trabajo es determinar cudl es el rol que

desempena la PTHrP secretada por las células de cancer en los osteocitos y el hueso.
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2. ANTECEDENTES

2.1 PTHrPy hueso

La proteina relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP, también conocida como
PTHLH), fue descubierta en los afios 80s como un factor secretado por células cancerosas que
causan hipercalcemia por malignidad (Philbrick, et al., 1996). La PTHrP generalmente estd
compuesta de 141 aminodcidos, sin embargo, se ha demostrado que debido a splicing alternativo
de ARNm también se puede encontrar de 139 y 173 aminodacidos (Brandt, et al. 1994). La PTHrP
y la hormona paratiroidea (PTH) comparten diversas caracteristicas bioldgicas, debido a la gran
homologia en la secuencia N-terminal, razén por la cual hay unién y activacion del mismo

receptor (PTHR1) (Philbrick, et al., 1996).

Después de su identificacidn y clonacién molecular, la comunidad cientifica puso mayor
atencién en el rol fisioldgico de la PTHrP. Se ha identificado que esta proteina es responsable de
la formacidon normal del hueso endocondral y de controlar la proliferacién del cartilago en las
placas de crecimiento (Mundy y Edwards, 2008). La PTHrP también tiene un rol muy importante
en el desarrollo pre y postnatal, ya que estd involucrada en el transporte de calcio maternal al
feto, mediante la membrana placental (Gensure, et al. 2005). Asi mismo, ademas de tener un
papel critico en la morfogénesis de la glandula mamaria, se han detectado niveles elevados de la
PTHrP durante la lactancia, los cuales se han identificado que contribuye a la movilizaciéon de
calcio de los huesos y de regular el transporte de calcio del torrente sanguineo a laleche materna

(Gensure, et al. 2005).

En la década de los 90s, se descubrié que la PTHrP estd involucrada en la formacién de

hueso y distintos autores pusieron gran interés en la busqueda del papel fisioldgico de la
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proteina dentro del ambiente éseo (Martin, 2005). Mediante la delecién del gen de PTHrP, se
determind en ratones heterocigotos (Pthrp*°) que la PTHrP, derivada de osteoblastos, es esencial
para el mantenimiento de la masa del hueso trabecular en animales postnatales (Miao, et al.,
2004). En el mismo estudio se evidencio que la ablacién de la PTHrP disminuye el nimero de
osteoclastos, ya que los niveles de RANKL, molécula de membrana de osteoblastos, decrecen y

no hay activacion de su receptor (Miao, et al., 2004; Martin, 2005).

2.2 Papel de la PTHrP en los osteocitos
Los osteocitos son formados a partir de osteoblastos que fueron “enterrados” durante

el proceso de depositacion de hueso y permanecen regularmente distribuidos dentro de la
matriz dsea mineralizada (Manolagas, 2000). Los osteocitos comprenden aproximadamente el
90% de las células dseas dentro de la matriz o en la superficie del hueso. Estdn individualmente
encapsulados en lagunas y exhiben procesos dendriticos citoplasmaticos que se proyectan a lo
largo de canaliculos dentro de la matriz mineralizada (Bonewald, 2011). Las prolongaciones
provenientes de osteocitos vecinos se tocan entre ellas dentro de los canaliculos y establecen
comunicaciones intercelulares. A la red descrita anteriormente se le denomina sistema lacuno-
canalicular, y se ha demostrado que es sensitiva a estimulos mecdnicos, caracteristica muy
importante para la regulacién de la remodelacién ésea (Bozal, 2013). A su vez, también existen
conexiones directas e indirectas entre los osteocitos y los osteoblastos, los osteoclastos vy las
células de revestimiento dseo (Bellido, 2014). Ademas de la regulacién de la actividad de los
osteoclastos y osteoblastos, resultados anteriores indican que los osteocitos pueden localmente
tener una actividad de resorcion o formacion de hueso, durante condiciones de demanda de

calcio, como lo es la lactancia (Qing, et al. 2012).
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Durante la lactancia, se ha observado que existe un engrandecimiento significativo de
las lagunas osteocitarias, tanto en el hueso cortical como trabecular, en comparacidn con ratones
virgenes o después de la lactancia, demostrando que los osteocitos son capaces de remover y
reemplazar su matriz perilacular (Qing, et al. 2012). Por otro lado, dentro de este estudio se
determind que en los ratones lactantes existe un incremento en los niveles de expresion de
genes utilizados por los osteoclastos para la resorcidn désea, tales como la TRAP y la catepsina K,
y estos niveles regresan a niveles similares a los de ratones virgenes, una vez que dejan de lactar.
Estas observaciones sugieren que los osteocitos contribuyen en la remocién de mineral de sus
lagunas y canaliculos durante la lactancia (Qing, et al. 2012). Esta remodelacidn se infiere que es
mediada por el receptor de PTH/PTHrP debido a que a los animales lactantes carentes de este
gen en osteocitos no son capaces de remodelar su matriz perilacular (Qing, et al., 2012). Por lo
tanto, se propone que el receptor de PTH/PTHrP juega un papel muy importante en la viabilidad

y funcidén de los osteocitos (Bonewald, 2011).

Por otro lado, distintos investigadores determinaron que la expresidn, en osteocitos, de
una forma constitutivamente activada del receptor de la PTH/PTHrP (caPTHR1), en ratones
transgénicos, es suficiente para incrementar la remodelacién dsea, ya que aumentan las
cantidades de osteoclastos y osteoblastos y su actividad (O’Brien, et al., 2008). La caPTHR1 en
osteocitos causa la elevacidon de los niveles de RANKL y M-CSF y la sobreactivacidon de
osteoclastos incrementando la resorcidon dsea. Igualmente la activacién del PTHR1 en los
osteocitos aumenta el nimero de osteoblastos y la formacidn de hueso. Este fendmeno fue

asociado con la regulacion negativa de produccién de esclerostina, un inhibidor de los
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osteoblastos. Estos descubrimientos revelan que los osteocitos son los blancos y mediadores de

los dos efectos mas importantes de la PTH o la PTHrP en el hueso (O’Brien, et al., 2008).

Estos descubrimientos pueden tener implicaciones para ciertas condiciones como la
hipercalcemia de malignidad o la metastasis dsea, donde existen niveles altos de expresidn de

PTHrP que pueden causar remodelacién osteocitica.

2.3 PTHrP y metastasis dsea
El hueso es uno de los sitios mds recurrentes de metastasis en los pacientes con cancer

de mama o de prostata. Evidencia histomorfométrica sugiere que las células metastasicas de
cancer mama tienen la capacidad de inducir la resorcidn ésea mediante la estimulacion de
osteoclastos (Taube, et al.,, 1994). Como se ha mencionado anteriormente, la PTHrP es una
proteina clave en la metastasis 6sea debido a que esta involucrada en la ostedlisis osteoclastica.
Experimentos han demostrado que el tratamiento con anticuerpos neutralizantes de la PTHrP,
en ratones desnudos inoculados con células de cancer de mama, tiene la capacidad de inhibir las
lesiones osteoliticas, disminuyéndolas en numero y tamafo, en comparacidn a los controles. Lo
que sugiere que la expresién de PTHrP por células de mama cancerosas, es importante para el

desarrollo y progresion de la metastasis dsea (Guise, et al., 1996).
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3. JUSTIFICACION

La PTHrP, producida por células cancerosas, tiene un papel fundamental en la metdstasis
dsea, ya que induce la expresidon de genes involucrados en la destruccién de hueso. Con esta
induccién de la resorcidn ésea, se liberan los factores de crecimiento del hueso lo que promueve

la proliferacidn de las células cancerosas en este tejido.

Se conoce que durante la lactancia, la glandula mamaria eleva su produccion de la PTHrP
gue va a inducir, indirectamente, a los osteoclastos a través la activacion de osteoblastos. Por
otra parte, recientemente se ha demostrado que la PTHrP también activa a los osteocitos, los
cuales van aresorber directamente la matriz ésea a dentro de las canaliculas, gracias la expresion
de genes especificos de osteoclastos (Fig.2). Por lo tanto, podriamos pensar que la PTHrP podria

activar a los osteocitos durante la metastasis dsea.

La linea celular B16-F1 derivada de un melanoma de ratones C57BL/6 no producen PTHrP

y se conoce que al ser inoculadas en ratones C57BL/6, las células B16-F1 forman metdastasis dsea
pero no inducen osteolisis. Por estas caracteristicas, B16-F1 es una linea celular cancerosa

Optima para conocer el efecto de la PTHrP de la metdstasis dsea en los osteocitos.
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Figura 2. Ciclo vicioso de la metastasis 6sea y el papel de los osteocitos. Factores pro-
osteoclasticos como PTHrP son liberados por las células cancerosas e incrementan la expresion
de RANKL y la resorcidn dsea. La PTHrP también puede activar a los osteocitos, aumentando la
expresion de RANKL y la remodelacién de su red perilacunar. Ambos procesos aumentan la
liberacion de Ca2+ y de factores de crecimiento como TGFp e IGF, favoreciendo el crecimiento

de células cancerosas en el hueso (modificado de Mundy, 2002).
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4. HIPOTESIS

La expresidn de la PTHrP en células cancerosas en la metastasis dsea induce a la resorcion

dsea mediada por osteocitos.

5. OBIJETIVOS

5.1 Objetivo general
Establecer una linea celular B16-F1 con expresion de la PTHrP, para estudiar el efecto de

esta proteina en la resorcidn por osteocitos.

5.2 Objetivos especificos
1. Desarrollar un vector lentiviral bicistrénico para expresion de PTHrP o eGFP con la

proteina fluorescente DsRed?2.
2. Modificar células B16-F1 por transduccién lentiviral para que produzcan PTHrP o eGFP.

3. Caracterizar la expresion de PTHrP en las células B16-F1.
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6. METODOLOGIA

6.1 Desarrollo de vector lentiviral bicistronico

6.1.1 Subclonacién de IRES-DsRed2 en el vector de expresion lentiviral pLUM1

Para obtener una poblacién de células B16-F1 que expresen la PTHrP y conocer el
porcentaje de células PTHrP+, utilizamos un vector lentiviral bicistrénico. Este vector se usara
para transducir células B16-F1 que producirdan un ARNm bicistrénico para la traduccion vy
produccién de nuestra proteina de interés (PTHrP o eGFP) y la proteina fluorescente DsRed2.
Para generar el vector bicistrénico, se obtuvo la secuencia correspondiente del sitio de clonacién
multiple (MCS), el sitio de unién interna para el ribosoma (IRES) y la secuencia codificante de
DsRed2 proveniente del plasmido pIRES-DsRed2 (Clontech). Se hizo amplificacion de las
secuencias por medio de PCR usando la polimerasa de ADN de alta fidelidad Q5 (NEB), y
oligonucledtidos para agregar en los extremos 5’ y 3’ del producto de PCR, secuencias idénticas
a las extremidades del vector lentiviral pLUM1-eGFP (una donacion del Dr. David Sabatini,
plasmido Addgene No. 19319) (Sancak et al. 2008), linearizado con las enzimas de restriccién

Nhel y EcoRI (NEB).

El producto de PCR se subcloné en pLJM1 usando el Gibson Assembly Cloning kit (NEB).
La reaccidn de subclonacion se prepard en un volumen final de 5 L, con una proporcién de 1:10
partes del vector por inserto. Después se incubaron las muestras a 50°C por 15 minutos. Se
procedid a hacer la transformacién de células competentes de E.coli (NEB-5a), incluidas en el
kit, con los productos de ligacidn, por medio de choque térmico. Se hizo cultivo en placa con

medio LB-agar mas carbenicilina (100 pg/mL) durante toda la noche a 37°C.
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Se calculd la eficiencia de transformacion usando bacterias transformadas con el
pldsmido pUC19. Para la transformaciéon de bacterias con el producto de subclonacion se
seleccionaron colonias para realizar cultivos liquidos en 7 mL de medio LB con carbenicilina
durante toda la noche con agitacién constante de 250rpm a 37°C. Posteriormente se realizé una
PCR de colonia (Tabla I) para verificar la presencia del nuevo plasmido pLJM1-IRES-DsRed2, en
un volumen final de 10 pL. El producto de amplificacién se separd por electroforesis en gel de

agarosa al 2%.

La purificacion del plasmido fue por medio del kit GenElute Plasmid Miniprep (Sigma),
siguiendo las instrucciones del proveedor. Las muestras fueron eluidas en 30 pL de buffer de

elucién y se cuantifico la concentracion del plasmido por Nanodrop (Thermo Scientific).

6.1.2 Subclonacion de PTHrP o eGFP en el plasmido pLUM1-IRES-DsRed2
El pldsmido pLJM1-IRES-DsRed2 fue linearizado con las enzimas de restriccion EcoRl y

Nhel (NEB). Una vez linearizado el vector bicistronico lentiviral pLIM1-IRES-DsRed2, se procedid
a formar los plasmidos con la expresidn de las proteinas de interés. La obtencién de la secuencia
codificante de la PTHrP de ratén fue a partir de un pldsmido pLIM1-PTHrP. Mientras que la
secuencia codificante de eGFP se extrajo del vector comercial pLIM1-eGFP. Ambas secuencias
fueron amplificadas individualmente por medio de PCR utilizando la polimerasa de ADN de alta
fidelidad y oligonucleétidos (Tabla I) para agregar secuencias idénticas a las extremidades del
pldasmido linearizado pLIM1-IRES-DsRed2. Posteriormente se hizo una subclonacion con el
Gibson Assembly Cloning kit y transformado, como se especificé anteriormente. Para verificar la

presencia de las nuevas construcciones en las colonias bacterianas seleccionadas, se realizé un
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PCR (Tabla 1) y electroforesis en gel de agarosa. La purificacion de los plasmidos y cuantificacién

de ADN fue como se describid antes.

Secuencia (5' = 3') Nt
Subclonacion de MCS-IRES-DsRed?2
TTAGTGAACCGTCAGATCCGCTAGCGCTACCG

Oligonucledtido forward GACTCA 38
CCATTTGTCTCGAGGTCGAGCTACAGGAACAG

oligonucleotido reverse GTGGTGGC 40

PCR de colonia para pLUM1-IRES-DsRed2

oligonucleétido forward CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG 21

oligonucleétido reverse GGGTGCTTCACGTACACCTT 20

Subclonacion de PTHrP y eGFP

oligonucleétido forward TTAGTGAACCGTCAGATCCG 20
TACCGTCGACTGCAGAATTCTATTTGTCTCGAG

oligonucleétido reverse GTCGAGAATTC 44

PCR de colonia para pLUM1-eGFP-IRES-DsRed2

oligonucleétido forward CACATGAAGCAGCACGACTT 20

oligonucleétido reverse AGGAACTGCTTCCTTCACGA 20

PCR de colonia para pLUM1-PTHrP-IRES-DsRed2

oligonucleétido forward CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG 21

oligonucledtido reverse CAGCCGAAATCAGAGCTACC 20

Tabla I. Oligonucledtidos utilizados en las reacciones de PCR para la formacién del vector
lentiviral bicistronico. Secuencias y numero de nucleétidos (Nt) de los oligonucleétidos utilizados

para cada reaccién de PCR.

6.2 Cultivo celular
Para el desarrollo del proyecto se utilizaron distintas lineas celulares, 293T (ATCC),

provenientes de rifion embrionario humano. Esta linea celular es cominmente utilizada para el
empaquetamiento de sistemas lentivirales debido a que son facilmente transfectadas. Se
mantuvieron con medio DMEM (Corning) complementado con 10% de suero fetal bovino (SFB;

Biowest) y 1% de antibiotico-antimicético (Ab-Am) (Corning). La linea celular B16-F1 (parentales
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y transducidas), aisladas a partir de melanoma de ratén C57BL/6. Fueron cultivadas con medio
RPMI (Corning) suplementado con 5% de SFB y 1% de Ab-Am. Por ultimo, células MC3T3-E1
(ATCC), fibroblastos originados de calvaria de ratdon C57BL/6 recién nacido. Una de las
caracteristicas de esta linea celular es que son un buen modelo para estudiar la diferenciacién
osteoblastica in vitro. Las células se mantuvieron con medio a-MEM (Cellgro) adicionado con
10% SFB y 1% Ab-Am. Todas las lineas celulares fueron incubadas en una atmdsfera humedecida
con CO; al 5% a 37°C. Al alcanzar la confluencia éptima (80-100%) se subcultivaron las células,
lavando la capa celular con PBS 1x, después se agregd una solucidn de tripsina (0.05%)-EDTA
(0.53mM) (Corning), se mantuvieron a 37°C hasta que las células se hayan desadherido,
posteriormente se neutralizé la reaccion con el medio de cultivo correspondiente, para distribuir

en cajas de cultivo nuevas. Los pases celulares o cambios de medio se realizaron cada 2-3 dias.

6.3 Validacion de expresidn de vectores bicistronicos

6.3.1 Transfeccion
Para validar los vectores bicistronicos obtenidos, pLIM1-eGFP-IRES-DsRed2 y pLIM1-

PTHrP-IRES-DsRed?2, se realizd una transfeccion en células 293T. A partir de un cultivo celular de
293T en placa de 10 cm, se prepard una suspensidn de células a la concentraciéon de 50,000
células/mL, en medio DMEM, sembrando 500uL de solucién por pozo en una placa de 24 pozos.
Los plasmidos utilizados en la transfeccidn fueron pLIM1-eGFP-IRES-DsRed2, pLIM1-PTHrP-IRES-
DsRed2 y pLUIM1-eGFP y pLUM1-DsRed2 como controles, con concentracion de 500 ng cada uno,
utilizando el reactivo FUGENE HD (Promega), en una proporcion 7:2 (7uL de FUGENE HD por 1ug
de ADN) de acuerdo al protocolo del proveedor. Después se incubaron las mezclas durante 15

minutos a temperatura ambiente y se colocaron en el pozo correspondiente. Las células
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permanecieron 48 horas en incubacién. Posteriormente fueron analizadas mediante el Attune
Acoustic Focusing Cytometer (Applied Biosystem), detectando aquellas que tuvieran

fluorescencia.

6.3.2 Transduccién con particulas lentivirales
El proceso de transduccion de las células B16-F1 se llevd a cabo mediante un sistema de

transduccion lentiviral de tercera generacion, es decir, son necesarios cuatro plasmidos distintos
para la produccién de particulas lentivirales defectivas en replicacion. Entre los cuatro plasmidos,
tenemos un vector de transferencia con el inserto de interés, en este caso se utilizaron pLJM1-
PTHrP-IRES-DsRed2, pLIM1-eGFP-IRES-DsRed2, pLIM1-eGFP o pLIM1-DsRed2; dos vectores de

empaquetamiento y un vector de cubierta.

En el dia 1 se sembraron en placas de 24 pozos, 90,000 células 293T en 500 uL de DMEM
por pozo, se incubaron por 24 horas. Al dia siguiente las células fueron transfectadas con 750 ng
de ADN de pLJM1-PTHrP-IRES-DsRed2, pLIM1-eGFP-IRES-DsRed2, pLIM1-eGFP o pLIM1-DsRed2,
los dos vectores de empaquetamiento, pLP1 y pLP2 y el vector de cubierta, pMDG2; con el
reactivo de transfeccién FUGENE HD (Promega) en proporcidn 7:2. Se consideré como control
negativo a células 293T sin transfeccidon. En el dia 3, se sembraron 12,000 células B16-F1 en 500
pL de medio RPMI por pozo en una placa de 12 pozos. Al dia 4, cuarenta y ocho horas después
de la transfeccion, se realizé la colecta del sobrenadante lentiviral de cada reaccién, que se
mantuvo a 4° C. Veinticuatro horas después se realizd6 una segunda colecta de sobrenadante
lentiviral, se mezclé con la primera colecta y posteriormente se agregd polybrene a una
concentracion de 8 ug/mL. Después fue removido el medio de cultivo de las células B16-F1 para

sustituirlo con la mezcla de particulas lentivirales con polybrene. Al dia 8, se evalud la
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fluorescencia de las células por citometria de flujo. Posteriormente se tripsinizaron las células
transducidas y se colocaron en una placa de 6 pozos. En el dia 10, se inici6 el tratamiento con
puromicina (2 pg/ml) para la seleccién de células resistentes al antibidtico. Después de 7 dias de
seleccion, se analizé nuevamente la expresidon de proteinas fluorescentes, por citometria de
flujo. Las células fueron cultivadas hasta conseguir el nUmero deseado de viales para continuar
con los siguientes experimentos de caracterizacion. El proceso de transduccidon se realizé dos
veces independientes, generando células B16-PTHrP #1, #2 y #3, B16-eGFP-IRES-DsRed2, B16-

eGFP y B16-DsRed2.

6.4 Anadlisis de expresion de genes por RT-qPCR
Para determinar la expresion del ARN mensajero de PTHrP, Rpl32, Rankl y Opg, se

realizaron extracciones de ARN de las células con el kit GenElute Mammalian Total RNA Miniprep
(Sigma) o con TRIzol (Invitrogen), siguiendo el protocolo de los proveedores. Las extracciones de
ARN con el kit GenElute Mammalian Total RNA Miniprep fueron eluidos con 30 uL de solucién de
eluciéon, mientras que las muestras con TRIzol se eluyeron con 20 L de agua libre de ARNasas.
Posteriormente se evalud la concentracion de ARN por Nanodrop (Thermo Scientific), y la
integridad por medio de electroforesis. Después, se obtuvo el ADNc con el kit de transcripcion
inversa SuperScript Il (Thermo Scientific) o SuperScript Il (Thermo Scientific), usando 50-250ng
de ARN total y un oligo(dT) anclado [(dT)20VN]. Finalmente, la PCR cuantitativa en tiempo real se
realizd en un volumen total de reaccidén de 10 pL utilizando el mix de PCR QuantiTECT SYBR
GREEN 2x (Qiagen) y oligonucleotidos a una concentracion de 400nM (Tabla Il). Las muestras

fueron sometidas a 40 ciclos de amplificacion (Tabla Ill) en el termociclador en tiempo real 7500
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(Applied Biosystems). Los niveles de expresién de los genes de interés fueron normalizados con

el gen constitutivo Rp/32. Cada muestra se estudid por triplicado.

Gen Sentido Antisentido

Rpl32 CAGGGTGCGGAGAAGGTTCAAGGG CTTAGAGGACACGTTGTGAGCAATC

Pthrp CAGCCGAAATCAGAGCTACC CAGCCGAAATCAGAGCTACC

Rankl AGCCGAGACTACGGCAAGTA GCGCTCGAAAGTACAGGAAC

Opg CCAAGCATGCTGAGTGAGAA CAGCTGTGAGGAGAGGAAGG
Tabla II. Oligonucleétidos utilizados en las reacciones de RT-qPCR. Secuencias de los

oligonucledtidos utilizados para cada reaccién de RT-qPCR.

Temperatura Tiempo (seg)

95°C

95°C

58°C

72°C

95°C

55°C

55°C

12°C

2:00

0:15

0:30 +~ 40ciclos

0:30

1:00

1:00 80 ciclos

0:10

Tabla lll. Programa de RT-qPCR
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6.5 Estabilidad de expresién de la PTHrP
La estabilidad de expresion de la PTHrP en las células B16-PTHrP se estudid cultivando

las células en presencia o ausencia de puromicina durante 15 dias, tiempo estimado de
sobrevivencia de los ratones C57BL/6 post-inoculacidn intracardiaca de células cancerosas.
Después de 15 dias, preparamos ARN total de las células para comparar los niveles de expresién

de PTHrP por medio de RT-gPCR como se describid antes.

6.6 Ensayo de proliferacién celular
Para comparar la proliferacion entre las distintas células, se realizd un ensayo

colorimétrico de Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (Sigma). Este
ensayo se basa en la reduccién metabdlica del MTT, por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa, a un compuesto purpura (formazan). La duracién del experimento fue de 7 dias.
En el dia 0, las células se sembraron en 4 placas de 96 pozos utilizando 500 o 1000 células en 150
puL de medio por pozo, por cuadriplicado. Para evaluar la cantidad de células vivas, se agregd en
cada pozo 20 pL del compuesto MTT (5 mg/mL). Tras 4 horas de incubacidn, se adicioné 100 pL
de solucion de lisis. Posteriormente se incubaron nuevamente las células por 16-20 horas a 37°C

y se leyd la absorbancia a 570 nm con el espectrofotémetro de placa Epoch (Biotek).

6.7 Preparacién de medios condicionados
Los medios condicionados se prepararon a partir de las células B16-PTHrP #2,y #3, B16-

eGFP y B16-F1 parentales, con confluencia de 80-90%, se retird el medio de cultivo y se hicieron
dos lavados con PBS (1x). El medio de cultivo se sustituyé por medio RPMI libre de suero fetal

bovino, suplementado con 0.1% de albumina de suero bovino (BSA) y 1% de Ab-Am. Después de
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48 horas de incubacion, se colectaron los medios en tubos y se mantuvieron en hielo. Los medios
condicionados fueron centrifugados a 1000g por 5 minutos a 4°C, para quitar células muertas y
los debris celulares. Se transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo y se evalué el volumen final
de medio condicionado antes de adicionar HEPES (1/50) (Invitrogen) y Ab-Am (1%). Se realizaron

alicuotas que fueron almacenadas a -20°C para su uso posterior.

6.8 Deteccidon de la expresion de PTHrP a nivel proteico por HPLC
Para detectar la presencia de la PTHrP en las muestras de medio condicionado, se realizd

una cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) con el cromatdgrafo de liquidos (Agilent
Technologies). Para conseguir muestras con mayor concentracion de proteinas, los medios
condicionados fueron liofilizados. Posteriormente fueron rehidratadas con 600 puL de TFA (0.1%)
y se inyectaron 200 plL en la columna de HPLC (Vydac C18), que fue equilibrada con 0.1%
TFA/acetonitrilo. La columna fue eluida con un gradiente de acetonitrilo en 0.1% TFA: 5 min O-
12% (v/v), 10 min 12-27% (v/v), 30 min 27-39% (v/v), 35 min 39-60% (v/v), que fueron detectados

con una longitud de onda de 210 nm.

6.9 Seleccidon de clones de células B16-F1 con expresién de PTHrP
Para comprobar el nivel de expresidn de PTHrP en las células B16-F1 modificadas, se

realizé una seleccion de clonas de la siguiente manera: se hizo una dilucion de 13.332 células/mL
de B16-PTHrP #2 y B16-PTHrP #3, y se sembraron 24 pozos con 100 o 150 pL en una placa de 96
pozos. Después de 5 dias, se identificaron y siguieron cultivando hasta confluencia aquellos pozos
que tenian presencia de solo una colonia de células. Se hizo extraccion de ARN con TRIzol de 19

clones para PTHrP #2 y 16 clones para PTHrP #3. La expresién de PTHrP se cuantificd por SYBR
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green RT-gPCR, utilizando a RPL32 como gen housekeeping y se compard con células 4T1, B16-
F1 vy el cultivo sin seleccion de PTHrP #2 o #3. A partir del nivel de expresidon de PTHrP, se
clasificaron los clones en grupos con nivel de expresidn de PTHrP intermediario (PTHrP™), alto

(PTHrP") o0 muy alto (PTHrP'").

6.10 Efecto de las células B16-PTHrP en la expresidn de genes en células tipo

osteoblastos
A partir de la cuantificacion de ARNm de las clonas evaluadas, se seleccionaron aquellas

gue tuvieran una expresién intermedia, alta y muy alta de PTHrP #2 en comparacion a las células
4T1. Fueron cultivados hasta confluencia, al igual que las células B16-eGFP, MC3T3-E1 y células
extraidas de médula dsea de raton C57BL/6. Se hizo una dilucién de 400,000 células/mL de cada
tipo celular y se sembraron 500 pL en el pozo correspondiente, en una placa de 24 pozos. Las
células fueron sembradas de tal manera que se cultivaron las células MC3T3-E1 o las células de
medula 6sea en ausencia o presencia de células B16-eGFP, B16-PTHrP™, B16-PTHrP" o B16-
PTHrP'" (Fig.3). Después de 24 horas de incubacién en una atmdsfera humedecida con CO; al 5%
a 37°C se retird el medio de cultivo de los pozos y se realizé una extraccion de ARN mediante el
kit GenElute Mammalian Total RNA Miniprep. Se evalué la integridad y calidad del ARN extraido
y posteriormente se hizo una retrotranscripcion con el kit SuperScrip Il. Se cuantificd la expresion
de RANKL y OPG mediante RT-gPCR, usando el gen de referencia RPL32 y se determind la relaciéon

RANKL/OPG para reconocer algtn efecto de PTHrP en el hueso.
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Figura 3. Distribucion de co-cultivos de células cancerosas con células tipo osteoblasto y de

médula ésea.

6.11 Experimentacion animal

6.11.1 Manejo y cuidado de ratones
Se utilizaron ratones C57BL/6 obtenidos a partir de las cruzas puestas en el laboratorio

del Departamento de Innovacién Biomédica. Fueron mantenidos en jaulas con alimento y agua
ad libitum con ciclos de luz/oscuridad controlados (12 horas luz, 12 horas oscuridad). El manejo

de los ratones se realizd de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999

6.11.2 Diseccion de calvarias
Las calvarias fueron disectadas de una camada de 10 ratones C57BL/6 de 4-5 dias de

edad, bajo condiciones de esterilidad, siguiendo el protocolo de Mohammad y colaboradores

(2008) con algunas modificaciones.
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Los ratones se sumergieron en etanol al 95% durante 2 segundos con la ayuda de pinzas
de diseccion, posteriormente fueron decapitados con tijeras. Se colocé la cabeza en una caja
Petri con PBS 1X, para eliminar restos de sangre. Después se deposité la cabeza en otra caja Petri
para extraer las calvarias. Se retird el cuero cabelludo con la ayuda de microtijeras, asegurando
de remover el maximo del cuero cabelludo. Se identificaron las suturas craneales y se hizo un
primer corte penetrando en un extremo de la sutura lambdoide con microtijeras hacia al otro
extremo. Después a parir de un cada uno de los extremos de la sutura lambdoide se realizaron
cortes rectos hacia la sutura coronal, cerca del nivel de los ojos. A partir de estos cortes, hacer
otros cortes rectos, en un angulo de 45°, hacia el centro de la fontanela anterior. Se extrajo la
calvaria con pinzas de punta fina curva y se realizd un corte recto con bisturi, atravesando la
sutura sagital desde la fontanela posterior hasta la fontanela anterior. Las hemicalvarias se

mantuvieron en una caja Petri con PBS 1X hasta su cultivo.

6.11.3 Cultivo de calvarias
Para observar el efecto de la PTHrP producido por células cancerosas en el hueso, las

hemicalvarias fueron cultivadas en presencia de medio condicionado.

Las hemicalvarias se transfirieron a pozos de una placa de 24 con 1 mL de medio RPMI
con 5% de SFB y fueron preincubadas durante 24 horas a 37°C en una atmédsfera humidificada
de 5% CO,. Al fin del tiempo de preincubacién el medio fue sustituido por el medio condicionado
correspondiente. Se utilizaron 4 hemicalvarias por condicion: medio basal, B16-eGFP, B16-PTHrP
#2 y #3. La incubacion de las hemicalvarias en presencia del medio condicionado se realizd

durante 10 dias, haciendo cambio de medio cada 2-3 dias.
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6.11.3.1 Caracterizacion histoldgica
El area dsea de las hemicalvarias se determind mediante una tincién con hematoxilina y

eosina de secciones de tejidos desmineralizados. Los huesos se colocaron en casetes histolégicos
sobre una cama de gasa. Fueron fijadas en formalina 10% durante 24 horas y posteriormente
colocados en PBS 1X durante 24 horas. Las hemicalvarias fijadas fueron descalcificadas en una

solucién de EDTA 0.34 M (pH 7.2) en un cuarto frio por 48 horas.

Las muestras fueron deshidratadas en un procesador automatico histoquinette LEICA TP
1040, en una serie de soluciones de etanol, xileno y parafina fundida (Tabla IV). Al terminar, las
hemicalvarias se incluyeron en parafina fundida en un molde de aluminio utilizando un incluidor
LEICA WG 1160. Se realizaron cortes de 6 mm con el micrétomo LEICA RM2245, a distintos
niveles del tejido y se colocaron en bafio de temperatura a 40°C, para después montarlas en
portaobjetos. Se dejaron secar a temperatura ambiente y se incubaron a 60°C durante la noche,

para mejorar la adhesidon de los cortes.

REACTIVO TEMPERATURA TIEMPO
Etanol 80% Ambiente 1 hora
Etanol 95% Ambiente 2 horas
Etanol 95% Ambiente 2 horas
Etanol 100% Ambiente 2 horas
Etanol 100% Ambiente 2 horas
Etanol 100% Ambiente 1 hora
Xileno Ambiente 1 hora
Xileno Ambiente 2 horas
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Parafina 58 °C 2 horas
Parafina 58 °C 2 horas
Parafina 58 °C 2 horas

Tabla IV. Protocolo de procesamiento de hemicalvarias.

Posteriormente los cortes fueron desparafinados en xileno y rehidratados siguiendo el
protocolo de la tabla V. Luego se tifieron con hematoxilina y eosina (0.6% eosina Y + 2% orange
G + 1% floxina) (Tabla VI) y por ultimo, fueron cubiertas en resina sintética y cubreobjetos.

Fueron observadas las muestras en un microscopio (nombre) y se tomaron fotografias que

fueron analizadas por medio del software ImageJ (NIH).

REACTIVO TIEMPO
Xileno | 2 minutos
Xileno Il 2 minutos

Etanol 100% 1 minuto

Etanol 100% 1 minuto

Etanol 95% 1 minuto

Etanol 95% 1 minuto

Etanol 80% 1 minuto

Agua 5 minutos

Tabla V. Protocolo de desparafinacidn y rehidratacién de cortes histolégicos de calvarias.
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REACTIVO

TIEMPO/ INDICACION

Hematoxilina
Agua
Etanol acido 1%
Agua
Carbonato de Litio
Agua
Etanol 96%

Eosina/Orange G/ Floxina

30 segundos

Dejar correr hasta que desaparezca el color

10 sumergidas

Dejar correr, hacer 6 intercambios de agua

2 minutos

Dejar correr, hacer 5 intercambios de agua

1 minuto

Sumergir por 2 minutos

Etanol 96% 1 minuto
Etanol 96% 1 minuto
Etanol 100% 1 minuto
Etanol 100% 1 minuto
Xileno | 5 minutos
Xileno Il 10 minutos

Tabla VI. Protocolo para tincién de cortes de hueso con hematoxilina y eosina.

6.11.4 Inoculacién intracardiaca
Para desarrollar un modelo de metastasis piloto se seleccionaron 10 ratones C57BL/6

hembra de ocho semanas de edad, de las cuales 5 fueron inoculadas con células B16-F1 y 5 con
células B16-PTHrP-IRES-DsRed2 (B16-PTHrP #3) en el ventriculo izquierdo del corazodn. La

concentracidn de células que fueron inoculadas fue de 10° células/100 ul PBS.
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Las células fueron cultivadas previamente en cajas de 15 cm de didmetro con 25 mL de
medio RPMI con 5% SFB e incubadas a 37°C en una atmdsfera humidificada de 5% CO,. El medio
de cultivo fue sustituido por medio fresco un dia antes de la inoculacion. En el dia de la
inoculacion las células fueron preparadas de la siguiente manera: dos lavados con 10 mL de PBS
1X, tripsinizacién con 4 ml de solucidn, después la reaccion se paré con 6 mL de medio y se
transfirid la suspension celular a un tubo de 50 mL frio, se completd el volumen a 50 mL con PBS
1X frio. Posteriormente se centrifugd a 200 g por 10 min a 4°C, se retird el sobrenadante y se
resuspendio el pellet celular con 50 mL de PBS 1X frio y se volvid a centrifugar a 200 g por 10
min a 4°C, este paso se repitié dos veces. Se calculé el nimero de células en suspensién con un
hematocitémetro.

Los ratones fueron anestesiados via intraperitoneal y depilados del area toracica
previamente a la inoculacidn. Se insertd la jeringa en el ventriculo izquierdo y se administraron
10° células/ 100 ul PBS, al retirar la jeringa se presiond suavemente el area tordcica para prevenir
y detener hemorragias. Después de la inoculacidn, los ratones se mantuvieron en un tapete de
temperatura para evitar hipotermia, asi como rehidratacién ocular con ungiiento oftdlmico e
inyeccion intraperitoneal de PBS 1X para disminuir el efecto de la anestesia. Una vez los ratones

despertaran, se colocaron en sus jaulas de mantenimiento.

Los ratones fueron pesados un dia antes y cada dos dias después de la inoculacién. Los
huesos recolectados después de la eutanasia, fueron fijados en formalina al 10% o en etanol al

70% por 48 horas, y se almacenaron en etanol al 70% para su posterior analisis.
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7. RESULTADOS

7.1 Preparacion de un vector bicistronico para expresion de PTHrP o eGFP con
DsRed2

Para generar un vector bicistrénico con expresion de PTHrP en un sistema lentiviral,
primero se realizd una subclonacion de la secuencia MCS-IRES-DsRed2, del vector pIRES2-
DsRed2, en el vector lentiviral pLIM1. Se seleccionaron 8 clones transformantes, a partir del
cultivo en placa y se confirmd la presencia del inserto por PCR de colonia, que se demuestra en
el gel de electroforesis (Fig. 4). El clon #4 fue seleccionado para purificacidn, obteniéndose una

concentracion de ADN de 516 ng/ pL (A260/A280: 1.87) del nuevo plasmido pLIM1-IRES-DsRed?2.

colonia # 1 2 3 4 5 colonia # 6 7 8
1000pb —» 1000pb -
500pb - 500pb -
367pb > 367pb —»

Figura 4. Subclonacion del fragmento IRES-DsRed2 en el vector lentiviral pLUM1. Colonias

transformadas con pLUIM1-IRES-DsRed2.

La segunda parte fue insertar las secuencias de eGFP o PTHrP en el nuevo plasmido
pLIM1-IRES-DsRed2. Se hizo una digestion enzimatica del plasmido purificado, con las
endonucleasas Nhel y EcoRlI. Para confirmar que las dos enzimas cortaron el plasmido, se hicieron
también reacciones de digestién con solo Nhel o solo EcoRl. Mediante electroforesis, se

corrobord que en las 3 reacciones se detectd solamente una banda correspondiente al peso
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molecular indicando que hubo linearizacién del plasmido y que las dos enzimas funcionaron bien
(Fig. 5A). El pldsmido linearizado con Nhel y EcoRlI fue purificado a partir de un gel de agarosay

se obtuvo una concentracion de ADN de 373 ng/ uL (A260/A280: 1.85).

La secuencia codificante de eGFP se obtuvo por PCR a partir del plasmido pLIM1-eGFP,
mientras que la secuencia de PTHrP de ratdn a partir de un plasmido pLIM1-PTHrP. Se hizo un
analisis de los productos de PCR por electroforesis y se detectaron bandas a los pesos
moleculares esperados, indicando que se amplificaron correctamente las secuencias de eGFP y
PTHrP (Fig. 5B). Las concentracién de ADN de eGFP fue de 429.0 ng/ uL (A260/A280: 1.88),
mientras que para PTHrP de 611.6 ng/ uL (A260/A280: 1.84). Se prosiguié a realizar la
subclonacién de eGFP o PTHrP en el plasmido pLJM1-IRES-DsRed2, linearizado. Se confirmd por
PCR de colonia la presencia de eGFP o PTHrP, en los clones seleccionados (Fig. 5Cy D). Se purificé
un clon de cada pldsmido pLIM1-eGFP-IRES-DsRed2 y pLIM1-PTHrP-IRES-DsRed2, y se obtuvo
una concentraciéon de ADN de 425 ng/ uL (A260/A280: 1.87) y 374 ng/ uL (A260/A280: 1.87),

respectivamente.
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eGFP PTHrP

< 10000pb

8690pb -

1000pb—> M

750pb

500pb & < 1000pb

[ J< 530pb
C D
eGFP-IRES-DsRed2 PTHrP-IRES-DsRed2
colonia# 1 2 3 4 5 colonia## 1 2 3 4

1000pb &

500pb -

Figura 5. Subclonacion de las secuencias de GFP o PTHrP en el plasmido pLUM-IRES-DsRed2. (A)
Plasmido pLJM1-IRES-DsRed2 linearizado con las endonucleasas Nhel y/o EcoRl. (B)
Amplificacién por PCR de los insertos eGFP (750 pb) y PTHrP (530 pb). Amplificacion de colonias

transformadas con los vectores: (C) eGFP-IRES-DsRed2 (750 pb) y (D) PTHrP-IRES-DsRed2 (440

pb).

Para confirmar que los vectores bicistronicos eran capaces de producir la proteina
fluorescente DsRed2 y la proteina de interés se transfectaron las células 293T, primero, con el
plasmido pLIM1-eGFP-IRES-DsRed2 o con los plasmidos pLIM1-eGFP o pLJIM1-DsRed2, como

controles. Se analizé por citometria de flujo la fluorescencia de la proteina verde y roja en las
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células transfectadas con pLIM1-eGFP-IRES-DsRed2. Obteniendo 64.7% de células eGFP*, 31.1%

de células DsRed2" y 29.8% de células doble-positivas (eGFP*DsRed2*) (Fig. 6). Cuando

transfectamos el plasmido pLJIM1-PTHrP-IRES-DsRed2 en células 293T, detectamos 19.6% de

células DsRed2* (Fig. 6). Por lo anterior, podemos concluir que el sistema bicistrénico funciona

parcialmente. Aunque hay células GFP* que son DsRed2’, todas las células DsRed2* son GFP*y

por lo tanto podria suceder lo mismo con las células transfectadas con pLIM1-PTHrP-IRES-

DsRed2, es decir, las células DsRed2* deberan tener expresion de PTHrP.

Sin transfeccion

<0.1% <0.1%

pLJM1-eGFP pLIM1-DsRed2

12% | |0.1% 6.3%

pLIM1-eGFP-IRES-DsRed2

eGFP
10t
103 ;
<0.1% L07%
10°  10° 10°  10° 102 100 10*  10°  10° 107
DsRed2
Sin transfeccion pLJM1-DsRed2 pLJM1-PTHrP-IRES-DsRed2
L 3
84 8 8 -
74 73
<0.2%
SSC

© 4N W & O O

12 100 10t 10°  10®

DsRed2

v

Figura 6. Expresion de eGFP y DsRed2 en células 293T transfectadas. Citometrias de flujo de

células transfectadas con los plasmidos pLIM1-eGFP-IRES-DsRed2 (Panel superior) y pLIM1-

PTHrP-IRES-DsRed2 (Panel inferior). SSC: side scatter, morfologia celular.
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7.2 Preparacion de células B16-F1 con expresion de GFP o PTHrP

7.2.1 Transduccidn lentiviral para expresion de PTHrP o GFP en células B16-F1
Para obtener células B16-F1 con expresion constitutiva y estable de PTHrP, usamos un

sistema de transduccién lentiviral. Se obtuvieron particulas lentivirales a partir de células 293T
transfectadas con plasmidos de un sistema lentiviral para la expresion de PTHrP o de eGFP, como
proteina control, en tdndem con la DsRed2. Tres dias después de la transduccién se analizaron
las células por citometria de flujo. Las células que recibieron las particulas lentivirales con eGFP-
IRES-DsRed?2 tuvieron expresion de eGFP (54.6% eGFP*) y expresion baja de DsRed2 (<0.6%% de
DsRed2) (Fig. 7). No se detectd la expresion de DsRed2 con las células que recibieron las
particulas lentivirales con PTHrP-IRES-DsRed?2 (<0.1% DsRed2*). Este resultado sugiere que hubo
baja eficiencia de transduccidon con las células B16-F1 o baja expresién de las proteinas
fluorescentes o de interés. Por lo que cultivamos las células B16-F1, con o sin transduccién, en
presencia de puromicina para seleccionar aquellas que recibieron las particulas lentivirales.
Después de 7 dias de cultivo, todas las células sin transduccién murieron y parte de las células

con transduccion sobrevivieron.

Se realizd una segunda citometria de flujo en la cual se mostré que para las células B16-
eGFP-IRES-DsRed?2, el porcentaje de expresion de eGFP fue de 67.9% y para DsRed2 fue de 3.8%,
mientras que para las células B16-PTHrP-IRES-DsRed?2 fue de <0.1% para DsRed2. Se realizaron 2
experimentos de transduccién adicionales y se obtuvieron resultados similares. Aunque pudimos
detectar la expresion de GFP, no se detectd la expresion de DsRed2 o se detectd en un porcentaje
muy bajo de la poblacién. Después de la seleccién con puromicina, todos los cultivos mostraron
un aumento del porcentaje de células con expresion GFP, para el caso de la transduccion con

eGFP-IRES-DsRed?2 (Fig. 7).
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Considerando que no se detectd la expresidon de DsRed2 con los sistemas eGFP-IRES-
DsRed2 y PTHrP-IRES-DsRed2, se sugiere que no funciond el sistema de expresién bicistrénica en
el contexto de los experimentos de transduccién lentiviral. Sin embargo, la deteccién de células
GFP* después de la transduccidn con el sistema pLIM1-eGFP-IRES-DsRed2 o el sistema pLIM1-
eGFP y la deteccidn de células DsRed2+ después de la transduccidn con el sistema pLIM1-DsRed2
nos indica que el proceso de transduccién lentiviral fue exitoso. Dicho lo anterior, se hizo la
hipdtesis de que las células transducidas con PTHrP-IRES-DsRed2, probablemente si expresan la
PTHrP, por lo que se decidié hacer una RT-qPCR para detectar la presencia a nivel de ARNm de

PTHrP.
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Figura 7. Expresion de GFP y DsRed2 en células B16-F1 transducidas, antes y después del proceso de seleccion con puromicina.

3 dias después de la transduccion

Sin transduccidn eGFP ~ DsRed2 eGFP-IRES-DsRed2 PTHrP-IRES-DsRed2
1 [<01% <0.1%|  |52.4% 0.1%| 10.2% 1.2%| , 54.2% 0.4%  |<0.1%  <0.1%

108 10°
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10 10
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12 10° 4 405 108 102 100 10t 10® 108
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102 100 10 10°  10°

DsRed2

Después de selecciéon con puromicina
Sin transduccion eGFP DsRed2 eGFP-IRES-DsRed2 PTHrP-IRES-DsRed2
| §<0.1‘% <0.1% | 0.3% ‘ 54_9% 3.0% 0.2% <0.1%

eGFP | "1 -

T . e
10° i e = 10* 10* 10¢ K - =
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' & y y / 10?0 + Ll Y I b, BLAEREES b it | P ;
102 10° 104 10° 105 1P 10° 10* 10° 10° ' e A ot 45 g
DsRed2

Citometrias de flujo de células transducidas con eGFP, DsRed2 (controles), eGFP-IRES-DsRed2 o PTHrP-IRES-DsRed2 antes (panel
superior) y después de ser seleccionadas con puromicina (panel inferior). Las citometrias de flujo de las células transducidas con PTHrP-

IRES-DsRed2 son representativas para los tres experimentos independientes con este sistema.
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7.2.2 Cuantificacidn de la expresion de ARNm de la PTHrP por RT-gPCR
Para confirmar la expresion de la PTHrP en las células transducidas con PTHrP-IRES-

DsRed2, se cuantific6 el ARNm mediante RT-gPCR en las 3 poblaciones de células B16-F1
transducidas con PTHrP-IRES-DsRed, denominadas B16-PTHrP #1, #2 y #3. En este experimento
fueron incluidas las 3 poblaciones de células B16-F1 transducidas con PTHrP-IRES-DsRed (B16-
PTHrP #1, #2 y #3), asi como las células transducidas con eGFP (B16-eGFP), y las células B16-F1
parentales (WT) como controles negativos. Usamos células 4T1, como control positivo de
expresion de la PTHrP. Primero se hizo extraccion de todos los ARN de todas las muestras y se
cuantificd con Nanodrop, las concentraciones de ARN fue de los 112 a 560 ng/ pL. La integridad
del ARN total extraido parecié ser de buena calidad, ya que no mostré ningln barrido entre las
bandas de las subunidades ribosomales (Fig. 8A). Después de la retrotranscripcién, se evalué la
expresion de la PTHrP y de Rpl32, el gen de housekeeping, por PCR en tiempo real con SYBR
Green. Aquellas células que fueron modificadas para expresion de la PTHrP mostraron
ciertamente un nivel de expresidn superior al del control positivo (4T1) (Fig. 8B). Por otro lado,
las células controles negativos (WT y B16-eGFP) no mostraron ninguna expresién de la PTHrP, tal
como se esperaba (Fig. 8B). Extrafiamente la expresion relativa del ARNm de PTHrP en la muestra
B16-PTHrP #1, fue mucho mas alta en comparacién al resto de las muestras (3364 veces mas que

en las células 4T1).
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Figura 8. Cuantificacion de la expresion de la PTHrP por RT-qPCR. (A) Gel de agarosa con
muestras de ARN de células B16-F1 (WT), B16-F1 modificadas y 4T1 (control positivo). (B)
Expresion relativa de PTHrP en relacidon a RPL32 en comparacion a las células 4T1. Promedios +

DS.

7.2.3 Estabilidad de la expresién de PTHrP en células B16-F1
Para comprobar que las células B16-PTHrP #1, #2 y #3 mantendrian el nivel de expresidn

de la PTHrP una vez que dejaran de ser cultivadas con puromicina, se realizaron dos grupos de
cultivo: células en medio con o sin puromicina, durante 15 dias. Transcurrido el tiempo de cultivo,
se extrajo el ARN de todas las muestras y se cuantifico, todas se mantuvieron entre los 440y 720
ng/ uL. La integridad del ARN total extraido fue de buena calidad, ya que no mostrd ningun
barrido entre las bandas de las subunidades ribosomales (Fig. 9A). Se obtuvo el ADNcy se evalué
la expresion de la PTHrP por RT-qPCR con SYBR Green con el gen de housekeeping, Rpl32. Al
calcular la expresion relativa de PTHrP en las células B16-PTHrP sin puromicina se observa que
no es significativamente menor en comparacion a las de las células con puromicina (Fig. 9B). Por
lo anterior se infiere que la expresién de PTHrP en las células B16-F1 es estable y que una vez

sean inoculadas a ratones, estas no perderdn la expresion de la proteina.
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Por otro lado, se observa que la expresion de PTHrP en las células B16-PTHrP #1 es mucho
mas alta que en las células B16-PTHrP #2 y #3 0 4T1, llegando a niveles supra-fisiolégicos (Fig. 8B
y 9B). Si comparamos los niveles de expresién no normalizados de PTHrP y Rpl32, se observa que
las células B16-PTHrP #1 tienen niveles altos de PTHrP, en conjunto con niveles bajos de Rpl32
(Anexo 1A). Sin embargo, no hay diferencias de los niveles de expresién no normalizados de
Rpl32 entre las células B16-eGFP, B16-PTHrP #2 y #3 o de PTHrP entre las células B16-PTHrP #2
y #3 (Anexo 1B). Por lo que concluimos que el nivel muy alto de expresién normalizada de PTHrP
en las células B16-PTHrP #1 se debe a la conjuncidon de niveles altos de PTHrP y bajos de Rpl32.
Debido a esto se decidid eliminar las células B16-PTHrP #1 y usar las células B16-PTHrP #2 y #3

para el resto de los experimentos.

7.2.4 Estabilidad de la expresién de eGFP en células B16-F1
Para comprobar que las células transducidas con eGFP-IRES-DsRed2 mantendrian el nivel

de expresién de la GFP, se repitid el mismo experimento para la estabilidad de PTHrP, obteniendo
dos grupos de cultivo: con y sin puromicina. En este caso, la estabilidad de expresion de GFP se
cuantificod por citometria de flujo. Al comparar los niveles de expresién de eGFP en los cultivos
con o sin puromicina, se observé que son muy similares, ya que muy pocas células perdieron la
expresion de eGFP después de cultivarlas sin puromicina (Fig. 9C). Las células con eGFP-IRES-
DsRed2 mantienen un nivel de expresion de la proteina de interés después de 15 dias de cultivo

con o sin puromicina, por lo que también se podrian inocular en ratones.
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Figura 9. Estabilidad de expresion de la PTHrP o GFP en células B16-F1. (A) Gel de agarosa con
muestras de ARN de células B16-F1 modificadas, cultivadas con presencia o ausencia de
puromicina. (B) Expresion relativa de PTHrP en relacidon a RPL32. Promedios +DS; ***p<0.001
usando ANOVA de dos-vias con el posttest de Bonferroni. (C) Citometria de flujo para deteccién

de la expresiéon de GFP en células B16-F1, transducidas con eGFP-IRES-DsRed2, en medio de

cultivo con o sin puromicina.

7.3 La expresion de PTHrP en células B16-F1 no interfiere en la proliferacion

Para evaluar si la transduccién o la produccién de eGFP o PTHrP afecta a la proliferacion de las
células B16-F1 se utiliz6 el ensayo de viabilidad MTT. Se sembraron 500 o 1,000 células por pozo
en placa de 96 pozos y se analizé la cantidad de células vivas con MTT durante 7 dias de cultivo.
Las células con expresién de PTHrP (B16-PTHrP #2 y #3) se comportan similarmente, en cuanto

a su crecimiento, en comparacioén a las B16-F1 y B16-eGFP (control de transduccidn), para ambas
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condiciones (500 y 1000 cél/pozo) (Fig. 10). Por lo tanto, se determind que la proliferacién de las
células B16-F1 no se ve afectada por la expresion de eGFP o PTHrP, o por la transduccién. Lo
anterior indica que en un mismo ambiente, in vitro, las células deberian proliferar de la misma

manera y que la expresion de la PTHrP no es impedimento para ello.

DOs70nm 500 células/pozo
2.5-
-8 B16-F1 (WT)
2.0 p=0.59 8 B16-eGFP
¥ B16-PTHrP #2
159 -+~ B16-PTHIP #3
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0.5-
0.0 T T T 1

Tiempo (dias)

DOs70nm 1000 células/pozo
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- B16-F1 (WT)

2.0- 8 B16-eGFP
- B16-PTHrP #2
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Figura 10. Proliferacidon celular de células B16-F1. Se compard la proliferacién de las células B16-
F1 (WT), B16-eGFP, B16-PTHrP #2 y #3 (sembrando 500 o 1000 células por pozo), durante 7 dias,

en 3 experimentos independientes. La grafica representa los promedios + EE de densidad dptica
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de los 3 experimentos. Se hizo un andlisis estadistico usando un ANOVA de dos-vias con el

posttest de Bonferroni.

7.4 Experimento piloto de metastasis dsea por inoculacion intracardiaca de células

cancerosas con expresion de PTHrP en ratones C57BL/6
Para desarrollar un modelo de metdstasis piloto se seleccionaron 10 ratones hembras

C57BL/6 para ser inoculadas de manera intracardiaca con las células B16-F1 modificadas para
expresion de PTHrP y probar su capacidad de causar metdstasis. Sin embargo, una de las hembras
fallecié al momento de la inoculacién con células B16-F1 (WT), quedando al final 5 ratones para
el grupo B16-PTHrP #3 y 4 ratones para B16-F1 (WT) (n=4). Se midié el peso de los ratones dos
dias antes y cada dos dias después de la inoculacién (Fig. 11A). Para el caso de los ratones
inoculados con B16-F1, el peso se mantuvo similar al de antes de la inoculacién hasta la
eutanasia. Para los ratones del grupo B16-PTHrP #3, no hubo variacién significativa del peso
durante los primeros 8 dias del experimento. Sin embargo, estos ratones perdieron 15% de su
peso entre el dia 8 y el dia 11, 21.8+1.5gr vs 18.5+0.4gr (p = 0.0032), respectivamente. Al dia 14,
post-inoculacion, los ratones presentaron dificultad para respirar y paralisis de patas traseras por
lo que se procedid a sacrificarlos. Se colectaron las extremidades posteriores y la columna
vertebral de los ratones y se evalud la presencia de tumores o metastasis que fueron facilmente
identificados por la presencia de puntos negros debido a la produccidon de melanina en las células
B16-F1. Se observd la presencia de metastasis en la columna vertebral y las patas de todos los
ratones inoculados con células WT o B16-PTHrP #3 (Tabla VIl y Fig 11B). Se detecté también

metdstasis en tejidos blandos en algunos ratones (Tabla VII). Por lo tanto, se determind que la
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inoculacién intracardiaca en ratones C57BL/6, de células B16-F1 parentales y con expresion de

PTHrP, induce metastasis a huesos.

B16-F1 B16-PTHrP #3

Peso (gr)
25= p = 0.0032

20+
sSSP

10+

5-

o.J
1 ] 1 1 1
0 5 10 15

Dias
-~ B16-F1 (WT) =0 B16-PTHrP #3
(n=4) (n=5)

Figura 11. Experimento piloto de metastasis por inoculacion de células B16-F1 modificadas en
ratones C57BL/6. Ratones C57BL/6 hembras de ocho semanas de edad fueron inoculadas con
células B16-F1 (WT) (n=4) o B16-PTHrP #3 (n=5) en el ventriculo cardiaco izquierdo para inducir
metastasis 0sea. (A) Seguimiento del peso de los ratones antes y después de la inoculacion. Los
resultados se presentan como el promedio +EE. Se utilizé el andlisis estadistico ANOVA de dos-
vias con el posttest de Bonferroni. (B) Huesos representativos con metastasis. Las flechas indican

metastasis; C, Columna vertebral; F, fémur; T, tibia.
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Metastasis B16-F1 (WT) B16-PTHrP #3

Columna vertebral 4/4 (100%) 5/5 (100%)

Patas 4/4 (100%) 5/5 (100%)
Costillas 0/4 (0%) 1/5 (20%)
Pulmén 1/4 (25%) 0/5 (0%)
Glandula suprarrenal 0/4 (0%) 3/5 (60%)
Ovarios 2/4 (50%) 4/5 (80%)

Térax 2/4 (50%) 2/5 (40%)
Intestino grueso 1/4 (25%) 0/5 (0%)

Tabla VII. Relacién del nimero de ratones que presentaron metastasis en distintos tejidos.

7.5 Deteccion por HPLC de la secrecién de la PTHrP en células B16-F1 transducidas
Para detectar la produccidn y secrecién de la proteina PTHrP en las células modificadas

con PTHrP-IRES-DsRed2, se utilizé la técnica de HPLC, debido a que no existen anticuerpos
disponibles para realizar un ensayo ELISA o Western Blot. Se produjo medio condicionado a partir
de las células B16-PTHrP #2 y #3 y B16-eGFP y B16-F1 parentales como controles. Se realizd una
primera mediciéon por HPLC de los medios condicionados y no se detecté ninguna diferencia
entre las muestras (Anexo 2). Debido a esto, se decidio liofilizar los medios condicionados con la
finalidad de concentrar las muestras. Se evaluaron nuevamente las muestras por HPLC vy al

comparar los cuatro cromatogramas podemos observar que lucen practicamente similares y no
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hay ningun pico distintivo entre los controles y las muestras con PTHrP, que sugiera la deteccién
de la proteina de interés (Fig. 12). Lo que nos indica que la concentracidn de la muestra no fue
suficiente para detectar PTHrP, segun lo reportado por Soifer et coll. (1992). Por lo anterior, no
se pudo identificar por HPLC la produccién y secrecién de la PTHrP en las células B16-F1

modificadas.
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Figura 12. Cromatogramas de medios condicionados a partir de cuatro lineas celulares por
HPLC. Para detectar la presencia de la proteina PTHrP en las muestras de medio condicionado
liofilizado, se realizé una cromatografia liquida de alta presion (HPLC). Los resultados se

muestran como gréficas representativas del medio control y del condicionado con GFP o PTHrP.
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7.6 Efecto de medios condicionados en un modelo de cultivo ex vivo de calvaria de

raton
Para comprobar que la secrecién de PTHrP por las células B16-PTHrP se realizd un ensayo

con hemicalvarias extraidas de ratones C57BL/6, ya que un tratamiento continuo con PTHrP
deberia inducir la resorcion désea. Las hemicalvarias se cultivaron por 10 dias en un medio
condicionado de células B16-F1 con expresidn de la PTHrP o de la eGFP. Transcurrido el tiempo
del tratamiento los huesos fueron procesados histolégicamente y tefiidos con H&E. Se realizé un
analisis histomorfométrico, para medir el ancho y drea de hueso de las calvarias. Se obtuvo que
no hay diferencia significativa de area o ancho de hueso con los tratamientos (Fig. 13). Por lo
anterior, se concluye que no hay efecto de los medios condicionados con células que expresan

PTHrP, en comparacién con el control, en un ensayo de cultivo de calvaria.
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Figura 13. Analisis del efecto de los medios condicionados con células B16-eGFP o B16-PTHrP
en hueso de ratdn. Secciones de hemicalvarias de ratones C57BL/6 tefiidas con H&E. Peri,
periostio. Aumento 40x (panel izquierdo). Promedios de area o ancho de hueso de hemicalvarias
de ratones C57BL/6, tratadas con medios condicionados con B16-eGFP o B16-PTHrP (#2 o #3)
(panel derecho). Se demuestra que no hay diferencias significativas usando ANOVA de una-via

con el posttest de Bonferroni.
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7.7 Seleccion de clones con expresiéon de PTHrP derivados de células B16-F1

modificadas
Debido a que no se detecté la PTHrP por HPLC o por su funcidn biolégica en calvaria y

gue no funciond el sistema bicistrénico, se decidid evaluar el porcentaje de células PTHrP".
Sabemos que las células B16-PTHrP #2 y #3 son poblaciones heterogéneas en las cuales puede
haber niveles de expresion de PTHrP muy diferente entre los clones. Por lo que decidimos evaluar
la expresién de ARNm de PTHRP en clones seleccionados a partir de las células B16-PTHrP #2 y
#3. Se sembré una célula por pozo en placas de 96 pozos y se confirmd por microscopia la
presencia de los clones derivados de una célula. Se cultivaron hasta confluencia 19 clones para
PTHrP #2 y 16 para PTHrP #3 y se extrajo el ARN total. Se determind la expresion de ARNm de
PTHrP por PCR en tiempo real. Se observd que mas de 93% de los clones, para ambas
poblaciones, son PTHrP* y que tienen niveles de expresion de PTHrP muy variable desde x0.27
hasta x130.7 en comparacién con las células 4T1 (Fig. 14 y Tabla VIII). En base a esto se
identificaron y clasificaron los clones PTHrP* de acuerdo a su expresién, como: baja (PTHrP"),
intermedia (PTHrP™), alta (PTHrP") y muy alta (PTHrP'") (Tabla VIII). Con lo anterior se puede
asegurar que las células cultivadas y utilizadas en los siguientes experimentos, tienen en su

totalidad expresién de PTHrP.
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Figura 14. Nivel de expresion de PTHrP en clones derivados de células B16-F1 modificadas. (A)
Expresion relativa de PTHrP en relacion a RPL32 en comparacion a las células 4T1 para los 19

clones seleccionados de PTHrP #2. (B) Relacion comparativa de los 16 clones de PTHrP #3 y las

células 4T1.
B16-F1 PTHrP #2 B16-F1 PTHrP #3
PTHrpP- 5.2% 6.3%
PTHrp* 94.8% 93.8%
PTHrP' 21.1% 50.0%
PTHrpint 15.8% 18.8%
PTHrPM 36.8% 18.8%
PTHrpvh 21.1% 6.3%
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Tabla VIII. Relacion porcentual de expresion de PTHrP en clones derivados de B16-PTHrP #2 y
B16-PTHrP #3. Para el caso de PTHrP #2 se utilizaron 19 clones y para PTHrP #3 16 clones. PTHrP-
, expresién negativa de PTHrP; PTHrP*, expresion positiva de PTHrP; PTHrP', expresidn baja de
PTHrP; PTHrP™, expresidn intermedia de PTHrP; PTHrP", expresién alta de PTHrP; PTHrP'",

expresién muy alta de PTHrP.

7.7.1 Efecto directo de la PTHrP producida por células cancerosas en la expresion de

genes en células tipo osteoblastos
Para comprobar la produccidn de PTHrP funcional por las células B16-PTHrP™, -PTHrP"

y PTHrP"", decidimos cultivar células de tipo osteoblastos, MC3T3-E1 (fibroblastos de calvaria de
ratdn) o células de medula dsea de ratdén durante 24 horas en presencia o ausencia de células
B16-F1 transducidas para tener expresion de eGFP o PTHrP. Se extrajeron los ARNm para medir
la expresién de los genes Rankl y Opg que regulan la resorcion dsea. Se observé que las células
MC3T3-E1y las células de médula dsea producen los ARNm de Rankly Opg (Fig. 15A y 15B). Las
células de médula dsea tienen una expresién mas alta de Rankly Opg que las células MC3T3-E1.
Las células B16-eGFP y B16-PTHrP presentan niveles muy bajos de nuestros genes de interés (Fig.
15A y 15B). Por lo que podemos suponer que solamente las células de tipo osteoblastos
produjeron Rankly Opg, durante los ensayos de co-cultivo. Cuando las células MC3T3-E1 fueron
co-cultivadas con células B16-PTHrP™ durante 24 horas, hubo un aumento significativo de la tasa
Rankl/Opg (+49%, p < 0.05) (Fig. 15C). No hubo diferencia significativa de la tasa Rankl/Opg en
co-cultivos con células B16-eGFP, B16-PTHrP" o B16-PTHrP'". Sin embargo, la tasa Rankl/Opg
disminuy6 significativamente durante los co-cultivos con células B16-PTHrP" o B16-PTHrpP",

comparando con las células B16-PTHrP™, -53% y -54% (p < 0.05), respectivamente (Fig. 15C).
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Como las células MC3T3-E1 son una linea de fibroblastos de calvaria de ratén, no son
osteoblastos, per se. Por lo que co-cultivamos las células B16-F1 con células extraidas de la
médula ésea de ratdn que tienen expresidon mas alta de Rankly Opg. El co-cultivo de células de
médula dsea con células B16-eGFP indujo una disminucion significativa de la tasa Rankl/Opg (-
37%, p < 0.0005). Sin embargo, el co-cultivo con las células B16-PTHrP™, -PTHrP" y -PTHrphi
disminuyd atin mas la tasa Rankl/Opg, -92%, -86% y -89% (p < 0.0001), respectivamente (Fig.
15D). Aunque esperabamos un aumento de la tasa Rankl/Opg por la presencia de PTHrP, se
detectd una disminucién, lo que podria ser debido a los efectos anabdlicos o catabdlicos de la
PTHrP. Al menos, este resultados demuestra que las células con PTHrP (B16-PTHrP™, -PTHrP" y
-PTHrP'") tienen un efecto en la tasa Rankl/Opg comparado con las células B16-eGFP, lo que nos

indica que si producen PTHrP.
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Figura 15. Efecto de la PTHrP producida por células cancerosas en la expresion de genes en
células tipo osteoblastos. (A) Expresion relativa de Rank/ en relacion a RPL32 (B) Expresion
relativa de Opg en relacién a RPL32. (C) Expresion relativa de la tasa Rankl/Opg en relacién a
RPL32 de las células MC3TE-E1 en co-cultivo. (D) Expresion relativa de la tasa Rankl/Opg en
relacidon a RPL32 de las células de médula ésea en co-cultivo. Los resultados se presentan como

el promedio £EE. Se utilizé el andlisis estadistico de ANOVA de una-via con el posttest de Tukey.
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8. DISCUSION

Los cdnceres de mama y de prdstata son los tipos de cancer con mayor tasa de incidencia
y mortalidad (Ferlay et al. 2013), y >80% de los pacientes en etapas avanzadas desarrollara
metadstasis a huesos. La llegada de las células de cancer al hueso desencadena un ciclo vicioso
donde las células tumorales liberan factores que favorecen la activacion de los osteoclastos, los
cuales resorberdn la matriz ésea y liberaran factores que favorecen la progresidon del cancer
(Guise, 2002; Mundy, 2002). Aunque los osteocitos (>90% de las células del hueso) son los
principales coordinadores de la remodelacion dsea, su papel en la metastasis ésea ha sido poco
estudiado. Entre los factores liberados por las células cancerosas en los huesos es la PTHrP. Esta
proteina regula la actividad de los osteocitos, por lo que las células cancerosas podrian afectar
los osteocitos y la remodelacion dsea. Por lo anterior, la finalidad de este proyecto fue modificar

células cancerosas B16-F1 para producir PTHrP y estudiar su efecto en los osteocitos.

Para la produccién de PTHrP en de las células B16-F1, usamos el método de transduccién
con particulas lentivirales. Para detectar la produccidn de la PTHrP, principalmente se utilizan
métodos que necesitan radiactividad, como el radioinmunoensayo. Por lo que se decidié en este
estudio utilizar un vector bicistrénico (IRES), el cual nos permitiria tener expresion simultanea de
dos proteinas a partir de un ARNm. De un lado del vector IRES se utilizd un gen de expresion
fluorescente (DsRed2), que nos pudiera indicar indirectamente la presencia de las proteinas de
interés, en este casos fueron PTHrP y eGFP. Por lo tanto, se generaron dos plasmidos: pLIM-

PTHrP-IRES-DsRed2 y pLJM1-eGFP-IRES-DsRed2. Para validar la
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expresion de las proteinas de interés, se realizé una transfecciéon en células 293T, que son
altamente transfectables. Al momento de medir los niveles de expresidon de las proteinas
fluorescentes, eGFP y DsRed2, se detectd, en las células transfectadas con el pldsmido control
(pLJM-eGFP-IRES-DsRed2), la presencia de células DsRed2*. En las cuales se observa que todas
son eGFP* y que ademas tienen alta expresion de eGFP. Sin embargo, también se detectd una
poblacién de células con niveles bajos de eGFP que son DsRed2". Lo anterior se puede explicar
debido a que se ha demostrado que el nivel de expresidén del segundo gen dependiente de IRES,
es menor que el primero, al ser transfectado el vector bicistrénico (Mizuguchi, et al. 2000).
Ademas de que el nivel de brillantez de la DsRed2 es menor al de la eGFP (Day, et al. 2009), por
lo tanto se necesitarian niveles mas altos de DsRed2 para lograr detectar el mismo porcentaje
que el de la eGFP. Los dos factores anteriores, nos indican que en la transfeccién, aunque
detectemos niveles bajos de la DsRed2, nuestras células presentan mayor deteccién de nuestra

proteina de interés.

Conociendo que el vector bicistrénico funciona, se realizo la transduccion lentiviral, con
la finalidad de obtener células B16-F1 con expresidén constitutiva de nuestras proteinas de
interés. En nuestros resultados se puede observar que los porcentajes del nivel de expresion de
las proteinas fluorescentes son muy bajos o no detectables, especialmente el de la DsRed2, para
todos los grupos de células transducidas. Sin embargo, al comparar con la transfeccién del
sistema eGFP-IRES-DsRed2, se observa que el nivel de eGFP se detecté mas bajo, con la
transduccion. Como ya se habia mencionado, las células DsRed2* tienen alta expresién de eGFP,
al disminuir el nivel de deteccién de eGFP, la DsRed2 disminuye de igual manera, en la

transduccion. Por otro lado, en la transduccidn con las construcciones, pLIM1-DsRed2, pLIM1-
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eGFP, ademas del pLJIM1-eGFP-IRES-DsRed2, demuestran deteccidn de células DsRed2* o eGFP*,
respectivamente. Indicando que el proceso de transduccidn lentiviral funcioné aunque el sistema
bicistronico no. Hipdtesis que se confirmé al detectar que si hay expresién del ARNm de la PTHrP,
por RT-qPCR, en los tres experimentos independientes de transduccidn con el sistema PTHrP-
IRES-DsRed2, a pesar de no haber podido detectar la presencia de DsRed2 por citometria de flujo.
Para asegurarnos de que la integracion de la secuencias de interés en el genoma eran estables,
se midio el nivel de expresion del ARNm de la PTHrP en las células B16-F1 transducidas, en cultivo
con presencia o ausencia de puromicina. Al comparar los resultados observamos que no hay
diferencias significativas en el nivel de expresién de la PTHrP entre las celulas. Lo que nos indica
que la expresion de la PTHrP es estable en las células B16-F1, y que no pierden expresién durante

los 15 dias del ensayo, tiempo estimado para causar metdstasis in vivo.

Como parte de la caracterizacién de las células transducidas, se evalud la tasa de
proliferacién, comparando células B16-F1 sin transducir con B16-eGFP y B16-PTHrP #2 y #3. Los
resultados demostraron que la expresion de la PTHrP no altera la proliferacién de las células B16-
PTHrP en comparacion a las células parentales o con expresién de eGFP. Por lo tanto,
consideramos que el procedimiento de transduccion ni la expresidon de PTHrP en las células B16-
F1 afectan el crecimiento de las células. Estos resultados fueron los esperados, ya que de manera
autdcrina, la probabilidad de interferir en la proliferacidon es baja, debido a que el receptor de la
PTHrP (PTH1R) no estd presente en células de piel o melanoma, mas bien PTH1R se localiza
principalmente en células de rifidn y hueso (Tian, et al. 1993). Al conocer que las células B16-F1
parental y las B16-PTHrP #2 y #3 proliferan similarmente, se decidié probar en un experimento

piloto con ratones C57BL/6 la capacidad de causar metdstasis. Se midié el peso de los ratones y
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se detectd que se mantuvo estable en los ratones inoculados con células parentales, mientras
que para los ratones inoculados con células B16-PTHrP #3 el peso se mantuvo durante una
semanay después perdieron un 15% de su peso hasta 3 dias antes de la eutanasia. Por otro lado,
se detectd la presencia de metastasis en huesos y en algunos tejidos blandos como ovarios o
gldndula suprarrenal, en todos los ratones inoculados. Estos resultados son consistentes a lo
reportado por Hibbert, et al. (2013), ya que es comun que las células B16-F1 metastaticen a
fémur y visceras principalmente. Por lo tanto, el modelo de metdstasis por inoculacién
intracardiaca de células B16-F1 con expresion de PTHrP funciond, sin embargd, la expresién de
la PTHrP produce cambios mayores en peso y metdstasis a mds sitios (ovarios y glandula
suprarrenal), lo que la convierte probablemente en un tipo celular mas agresivo que las células

B16-F1 parentales.

Hasta el momento se pudo detectar la presencia del ARNm de la PTHrP de manera
estable y que las células causan metastasis, sin embargo, fue necesario comprobar que se estaba
produciendo la proteina, para la finalidad de este proyecto. Como se mencioné anteriormente,
no hay anticuerpos disponibles para realizar los métodos convencionales como Western Blot o
ELISA, y los Unicos anticuerpos disponibles hasta el momento requieren de radiacidn, requisito
que no se puede cumplir en las instalaciones del laboratorio del Departamento de Innovacién
Biomédica (CICESE). Por lo anterior, se decidié evaluar por HPLC la secrecion de la PTHrP en
medios condicionados con las células B16-F1 transducidas. No se detectd la presencia de algun
pico distintivo, al comparar los medios condicionados controles o con las células B16-PTHrP #2 o
#3, en el cual se pudiera sugerir la presencia de la proteina de PTHrP. Estos resultados podrian

deberse a que las concentraciones de PTHrP no fueron suficientes para detectar la proteina de
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interés, ya que segun lo reportado por Soifer et coll. (1992), se necesité mds de un litro. Debido
a que no pudimos detectar la proteina de PTHrP por este método, decidimos probar el efecto de
la secrecidn de esta proteina. Esperando que se causara un efecto catabdlico, es decir, resorcién
dsea. Se evalud mediante el cultivo de medios condicionados de células B16-eGFP, B16-PTHrP
#2 y #3, con hemicalvarias de ratones C57BL/6. No pudimos detectar alglin efecto en las
hemicalvarias con medios condicionados. Creemos que no pudimos detectar la PTHrP en los
medios condicionados, debido a que existen proteasas que pudieron inhibir a la proteina (Wu,
et al. 1991). Por lo tanto, a pesar de que no pudimos detectar la proteina de la PTHrP por estos
métodos, consideramos dos opciones: suplementar los medios condicionados con inhibidores de
proteasas o cultivar las células transducidas con PTHrP en contacto directo con células de hueso
y medir el efecto causado. Debido a que los inhibidores de proteasas podrian interferir en
algunas funciones de las células o causar toxicidad, decidimos continuar con la segunda opcién

de co-cultivo.

Para asegurarnos de que las células B16-PTHrP presentes en el co-cultivo, eran PTHrP*,
se hizo una seleccidn de clones derivados a partir de una sola célula, y se evalué el porcentaje de
células PTHrP* presentes en las muestras heterogéneas de B16-PTHrP #2 y #3. Se midié el nivel
de expresion del ARNm de la PTHrP en los clones. Obtuvimos niveles de expresién muy distintos
entre los clones, sin embargo, mas del 93% fueron PTHrP* en ambas poblaciones. Conociendo
los niveles de expresidon de PTHrP en las células, se clasificaron en baja (PTHrP"), intermedia
(PTHrP™), alta (PTHrP") y muy alta (PTHrP'"). De esta manera, realizamos el siguiente ensayo
funcional, co-cultivo de células con distintos niveles de expresion de PTHrP con células tipo

osteoblastos (MC3T3-E1y células de médula dsea), en el cual se midié la tasa de Rankl/Opg, para
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conocer si la PTHrP causaba algun efecto en los genes que regulan la resorcion ésea. Al medir los
niveles de Rankl u Opg en las células sin co-cultivo (MC3T3-E1, médula ésea, B16-eGFP y B16-
PTHrP), se detectdé que solo en las células tipo osteoblastos, MC3T3-E1 y médula dsea, hay
expresion de Rankl y Opg, aunque las células de médula ésea presentan niveles mayores de
ARNm de ambos genes. Por lo anterior, determinamos que en los co-cultivos las células tipo
osteoblastos son las que produjeron Rankl y Opg. En los co-cultivos con las células MC3T3-E1,
observamos que hay una disminucién de la tasa de Rankl//Opg con las células B16-PTHrP" vy -
PTHrP'", mientras que al ser co-cultivadas con las B16-PTHrP™ hay un aumento significativo. Por
otro lado, al co-cultivar las células extraidas de médula ésea de ratén con las B16-PTHrP™, -
PTHrP"'y -PTHrP'", se detecté una tasa de Rankl/Opg mucho menor que al control sin co-cultivar
y al co-cultivo con B16-eGFP. Por lo que podemos concluir que las células con PTHrP tienen un
efecto en la tasa Rankl/Opg, al comparar con los controles, lo que nos indica que si se esta
produciendo la proteina de PTHrP. Aunque en un principio esperabamos un aumento en la tasa
Rankl/Opg, correspondiente a un efecto catabolico, sabemos que la PTHrP tiene la dualidad de
actuar de manera anabdlica o catabdlica, segun el tiempo de exposicidn de la proteina. Es decir,
que la PTHrP en tratamiento corto produce efectos de formacion dsea, anabdlicos. Mientras que
de forma continua el tratamiento produce resorcion dsea, efecto catdbolico (Frolik, et al. 2003;
Horwits, et al. 2003; Ma, et al. 2001; Greenfield, 2012). Ya que nuestro co-cultivo se llevd a cabo
durante de 24 horas, podemos inferir que los resultados obtenidos, se deben principalmente a
la accidn anabdlica de la proteina de la PTHrP. Por lo tanto, si buscamos un efecto de destruccién
de hueso, podriamos aumentar el tiempo del tratamiento y observar si hay un aumento en la

tasa de Rankl/Opg.
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Al finalizar los experimentos destinados a este proyecto, se continud con la inoculacién
intracardiaca de las células B16-PTHrP en ratones C57BL/6 para probar su efecto en los huesos.
La duracién del tratamiento fue de 15 dias. Al obtener las radiografias de los huesos, se observé
ostedlisis en las patas de los ratones (Drescher & Fournier, comentario personal) (Anexo 3). Lo
gue nos indica que la expresion de la PTHrP en las células de melanoma B16-F1, funciona de

acuerdo a lo que esperamos.
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9. CONCLUSIONES

Logramos generar células de melanoma (B16-F1) que expresan establemente el ARNm
de PTHrP o eGFP (proteina control). La expresidon de la PTHrP en las células B16-F1 no tuvo efecto
en la proliferacién celular pero si se pudo detectar la presencia de metdstasis con la inoculacion

de las células generadas en ratones C57BL/6.

Aunque no pudimos detectar la secreciéon de la proteina por HPLC ni por funcién
bioldgica en hemicalvarias de ratdn. El contacto directo de los clones de B16-PTHrP con expresidn
intermedia, alta o muy alta con células de tipo osteoblasto genera una disminucidn en la tasa
Rankl/Opg, debida al efecto anabdlico de la PTHrP, por exposicion en un tiempo corto. Sin
embargo, al inocular los mismos tipos de células en ratones C57BL/6, se produce destruccidn
dsea. Lo que nos comprueba que si hay expresion de la proteina de la PTHrP y que en periodo

continuo y prolongado produce efectos catabdlicos.
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11. ANEXOS
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Anexo 1. Ensayo de estabilidad de expresion de PTHrP en células B16-F1 transducidas. (A)
Expresion del gen housekeeping Rp/32 y de PTHrP sin normalizar en células B16-F1 (WT), B16-
eGFP, B16-PTHrP #1, #2 o #3, cultivadas en presencia o ausencia de puromicina por 15 dias. (B)
Expresion de Rpl32 o PTHrP en las células control o con expresion de PTHrP cultivadas con

puromicina. Promedios +DS.
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Medio RPMI B16-F1 eGFP
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Anexo 2. Cromatogramas de HPLC de medio base y condicionados con células B16-F1
transducidas. Resultados representativos de los cromatogramas de HPLC del medio base (RPMI),

y de los medios condicionados con B16-eGFP, B16-PTHrP #2 o #3 sin liofilizar.
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B16-eGFP B16-PTHrP"

Anexo 3. Analisis radiografico de huesos de ratén C57BL/6 inoculados con células B16-eGFP
(izquierda) o B16-PTHrP" (derecha). Radiografias representativas de las extremidades

posteriores de ratones inoculados con células B16-eGFP (control) o B16-PTHrP". Las flechas

indican zonas con ostedlisis.
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