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Resumen

Objetivo: Analizar el efecto de los secretomas de tumores sélidos organotrépicos hacia el hueso en células de linaje
osteogénico, de tipo osteoblastico y osteocitico, en la expresion de genes relacionados con el metabolismo dseo.
Material y método: Caracterizamos los cambios en expresion génica por PCR cuantitativa a tiempo real del eje
OPG/RANKL, asi como de otros genes relacionados con la diferenciacion osteoblastica como son Runx2 y osteocalcina,
inducidos por los medios condicionados de células tumorales prostaticas, mama y melanoma en pre-osteoblastos
MC3T3-E1 y osteocitos MLO-Y4 murinos o en osteoblastos humanos, segtin correspondiese por especie.

Resultados: La estimulacion de las células osteociticas con medios condicionados de células de melanoma o adenocar-
cinoma prostatico indujo un incremento en la expresion génica de OPG y también de RANKL, viéndose incrementado la
ratio OPG/RANKL. Unicamente el secretoma de las células de adenocarcinoma prostatico alteré la expresiéon de Runx2
en osteocitos. Los medios condicionados de células de cancer de mama modificaron inicamente la expresiéon de RANKL
en células osteoblasticas, viéndose disminuido la ratio OPG/RANKL.

Conclusién: Los factores solubles tumorales tienen como diana celular a las células osteociticas, favoreciendo la induc-
cion de un nicho pre-metastasico dseo por modificacion de la ratio OPG/RANKL en el entorno 6seo, y, con ello, la pro-
gresion de tumores organotrépicos 6seos como son el melanoma y adenocarcinomas prostatico.

Palabras clave: tumores organotrépicos 6seos, factores solubles tumorales, nicho pre-metastasico dseo, metastasis

dseas, osteocitos y osteoblastos.

INTRODUCCION

La aparicién de la enfermedad metastasica constituye
una grave amenaza en la tasa de supervivencia de pa-
cientes que desarrollan un tumor. Se ha observado, que
ciertos tipos de tumores presentan una elevada tenden-
cia a colonizar 6rganos especificos. Desde la hipotesis
formulada por Paget (“seed-and-soil”)?}, pocos estudios
han descifrado los mecanismos reguladores del organo-
tropismo metastasico. Estudios iniciales, se centraron
en la funcion de las propiedades intrinsecas de la célula
tumoral, como la expresién de genes y vias de regulacién
de la colonizacion, en direccién al organotropismo?*.
El hueso es un érgano frecuentemente infiltrado por la
diseminacion metastasica de tumores s6lidos®®, siendo la
aparicion de la enfermedad metastasica una grave ame-
naza en la tasa de supervivencia de pacientes que desarro-
llan un tumor. E1 65-80% con cancer de prdstata o mama
metastasico presenta complicaciones esqueléticas®. El es-
tudio de las metastasis dseas se ha centrado principal-
mente en la interaccion de la célula tumoral con el hueso,
una vez ha sido establecida la metastasis, ignorando los

estadios subclinicos del proceso que ocurre previamente.
El establecimiento de células tumorales en el microam-
biente 6seo altera el balance del proceso de remodelado
6seo entre la formacion 6sea, inducida por osteoblastos, y
la resorcion, mediada por osteoclastos. Como consecuen-
cia, las vias de supervivencia y proliferacion de células tu-
morales estan favorecidas, induciéndose la formacion de
“un ciclo vicioso de las metastasis dseas””.

Los tumores provocan dos tipos diferentes (aunque no
excluyentes) de lesiones esqueléticas. La forma mas comun,
representada por el cancer de mama es la lesion osteolitica
asociada a una alteracién del remodelado éseo con incre-
mento en la actividad osteoclastica y la consiguiente osteo-
lisis®%. Por otro lado, existe un segundo tipo de lesiones
denominadas osteobldsticas caracterizadas por un elevado
remodelado 6seo con un incremento en la actividad de los
osteoblastos con aumento del osteoide y de la tasa de mi-
neralizacion. Estas areas de hueso formado de novo en las
zonas de metastasis se denominan lesiones osteoesclero-
ticas, que suelen ser débiles e inestables, con tendencia a
la rotura. Este tipo de lesiones es caracteristico del cancer
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de proéstata. No obstante, actualmente se reconoce la exis-
tencia de un componente resortivo mediado por los osteo-
clastos como paso previo para el establecimiento de
lesiones osteoblasticas'#!3,

Recientes estudios han descrito cambios pro-metas-
tasicos en 6rganos donde mas tarde apareceran metas-
tasis. Tales cambios inducen la formacién de nichos
pre-metastasicos que favorecen la implantacién de cé-
lulas tumorales en 6rganos diana'**5.

La complejidad celular del hueso (osteocitos, osteoblas-
tos, osteoclastos, células de recubrimiento 6seo, células
endoteliales y tejido hematopoyético), asi como las fun-
ciones que realizan en el mismo regulando el metabolismo
y remodelado 6seo, plantea la posibilidad de que la forma-
cién del nicho pre-metastasico dseo sea consecuencia de
una red compleja de modificaciones y alteraciones com-
binadas o secuenciales de todas estas células?®.

A pesar de la existencia de algunas observaciones ana-
lizando el efecto de los factores secretados por células tu-
morales que afectan a la viabilidad de células dseas?’, se
desconoce la existencia de mecanismos comunes o cam-
bios acontecidos en las células ¢seas inducidos por los tu-
mores so6lidos con un alto organotropismo hacia el hueso
como organo diana metastasico.

En este estudio, hemos analizado los cambios en el per-
fil transcripcional de citoquinas relacionadas con el meta-
bolismo dseo en células osteoblasticas y osteociticas,
inducidos por factores solubles tumorales de células de
tumor de mama, préstata y melanoma. Nuestras observa-
ciones muestran que estos factores modifican significati-
vamente el perfil transcripcional de los osteocitos. Estos
resultados sugieren un papel relevante de los osteocitos
como la célula inductora inicial en la formacién del nicho
pre-metastasico 6seo.

MATERIAL Y METODO

Cultivos celulares

Las lineas celulares pre-osteoblastica murina MC3T3-E1
(ATCC: CRL-2593) y osteocitica murina MLO-Y4 (gene-
rosamente donada por Lynda Bonewald) se cultivaron
en DMEM con 10% de suero fetal bovino (SFB) o a-MEM
con 2,5% de suero fetal de carnero (SCF) y 2,5% SFB,
respectivamente. Todas las células fueron cultivadas en
medios que contenian penicilina (100 unidades/mL) y
estreptomicina (100 pg/mL) en el incubador humidifi-
cado a 37°Cy 5% CO, atmosférico.

La linea continua osteoblastica humana hFOB 1.19
(ATCC® CRL-11372TM) se cultivé en una mezcla 1:1 de
Ham’s F12 y DMEM con 2,5 mM de L-glutamina, 0,3
mg/mL de G418 y 10% SFB en el incubador humidifi-
cado a 34°Cy 5% CO, atmosférico.

Utilizamos las lineas de adenocarcinoma prostatica de
raton TRAMPC-1 (ATCC® CRL-2730 TM), melanoma mu-
rina B16 (ATCC® CRL-6323) y cancer de mama humana
(ATCC® MDA-MB-231 HTB-26) para la obtencion del se-
cretoma tumoral. Estas células se cultivaron en medio de
cultivo DMEM suplementado con penicilina (100 U/ml),
estreptomicina (100 pg/ml), glutamina al 1% y SFB al 10%.
Cuando el cultivo alcanzé confluencia se lavaron con una
solucion fosfatada (PBS). A continuacién, se obtuvieron los
secretomas tumorales y medios condicionados 6seos uti-
lizados para la estimulacién de células tumorales previa-
mente activadas con factores solubles 6seos.

Para la obtencién de los medios condicionados tanto
de células tumorales como células 6seas, las lineas celu-
lares se cultivaron hasta confluencia con medio de cultivo

a-MEM suplementado con penicilina y estreptomicina al
0% de SFB, tras 24 horas de incubacion, se recogieron los
mediosy se eliminaron los restos celulares y células muer-
tas por centrifugacion (5.000 rpm, 10 minutos).

Con el fin de evitar cualquier tipo de reactividad biolégica
cruzada de las citocinas de una especie en células de otra es-
pecie'®y reproducir de la manera mas fiel posible la comuni-
cacion de células tumorales con células 6seas, nuestros
modelos experimentales in vitro se disefiaron atendiendo
principalmente al criterio de especie. De esta forma, se eva-
luaron los efectos del secretoma tumoral de la linea humana
de cancer de mama sobre la linea osteoblastica humana. Ac-
tualmente no existe una linea continua osteocitica bien ca-
racterizada. Los efectos de los secretomas de lineas tumorales
de préstata y melanoma de ratdn se estudiaron sobre las li-
neas murinas 6seas (osteoblastica, MC3T3, y osteociticas,
MLOY4). En la figural se encuentra representado el proto-
colo empleado en la obtenciéon de medios condicionados y
su estimulacion en las distintas estirpes celulares al 25%.

Ensayo de viabilidad celular

El nimero de células viables 6seas MC3T3, MLOY4 y
hFOBs estimuladas o no con secretoma tumoral al 25%
fue evaluado por el ensayo de exclusion por azul de trypan
como previamente ha sido descrito®.

Estudios de expresion génica por PCR a tiempo real
El ARN total se extrajo de cultivos celulares por el método
de Trizol. La sintesis de cADN se realiz6 utilizando la trans-
criptasa reversa del virus de mieloblastosis aviar (Promega)
y cebadores aleatorios hexaméricos (random hexamer pri-
mers). La PCR en tiempo real se llevé a cabo en el sistema
ABIPRISM 7500 (Applied Biosystems) utilizando Sybr pre-
mix ex Taq (Takara, Otsu, Japan) y cebadores especificos de
cada gen (Tabla 1). Todos los resultados fueron expresados
en namero de copias de ARNm calculadas para cada mues-
tra utilizando el valor del ciclo umbral (cycle threshold, Ct).
La expresion génica relativa se representa como: 2-AACt,
donde AACt = ACtgen diana - ACt18S/GAPDH. El cambio del
numero de veces con respecto al tratamiento se define
como la expresiéon comparada con el control, calculandose
como 2-AACt, donde AACt = ACtratamiento - ACcontrol. La
especificidad del amplicon fue confirmada como la presen-
cia de una unica amplificacion tras el andlisis de la curva de
fusién (melting curve). Los resultados mostrados corres-
ponden a la media realizada de al menos 3 experimentos
independientes por triplicado.

Analisis estadisticos

Los datos se expresaron como media * error estandar.
Las diferencias entre las condiciones experimentales y
los controles fueron analizadas utilizando el test esta-
distico U Mann Whitney donde lo valores de p<0,05 fue-
ron considerados significativos.

RESULTADOS

La comunicaciéon mediante factores solubles entre
melanocitos tumorogénicos y células dseas regula la
expresion de genes de remodelado 6seo en osteocitos
Con objeto de estudiar la comunicacion existente entre
las células tumorales y las células 6seas en la formacion
de nichos pre-metastasicos 6seos, se estimularon células
6seas de raton o humano con los secretomas de distintas
células tumorales con organotropismo a tejido 6seo, que
habian sido previamente estimuladas o no con secreto-
mas de osteocitos u osteoblastos (Figura 1).
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Figura 1. Representacion grafica del protocolo de trabajo empleado para la obtencion de medios condicionados
(MC) pre-tratados o no. Los MC no pre-tratados de MLO-Y4, MC3T3-E1, osteoblastos humanos, B16, TRAMP-C1 o
MDA-231 se obtuvieron tras 24 h de cultivo en a-MEM al 0% de SFB y se usaron para estimular las diferentes lineas
celulares. Los MC pre-tratados se obtuvieron tras cultivar 24 h las B16 o MDA-231 con MC de MLO-Y4, MC3T3-E1 u
osteoblastos humanos seguido de un lavado con PBS y 24 h de cultivo con a-MEM al 0% de SFB. Finalmente, se obtuvo

un lisado celular que se analizé por PCR
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En primer lugar, corroboramos que los medios condi-
cionados tumorales de las TRAMPC-1 o B16, es decir se-
cretoma tumoral, no afectan a la viabilidad de las células
oOsteoblasticas, MC3T3, y osteocitica, MLOY4 tras 24 h de
estimulacién (Figura 2). Sin embargo, la estimulacién de
osteocitos MLO-Y4 con secretomas obtenidos de medios
condicionados de células de melanoma B16 indujo sobre-
expresion del gen OPG con un aumento neto en la relacién
OPG/RANK-L, sin afectar significativamente a la expresién
génica de RANK-L, ni al factor de transcripciéon Runx2 (Fi-
gura 3A-D). Por el contrario, los secretomas de células de
melanoma B16, que previamente habian sido expuestas a
medios condicionados de células MLO-Y4, ocasionaron un
aumento en la expresion de RANK-L y un descenso en la
relacion OPG/RANK-L. No se observaron modificaciones
en la expresiéon de OPG o de Runx2 respecto a los medios
condicionados sin pre-estimulacién (Figura 3A-D). Estos
datos sugieren que las células tumorogénicas de mela-
noma, que han sido expuestas a secretoma de osteocitos,
secretan factores solubles que ocasionan una respuesta de
aumento de genes de remodelado dseo, particularmente
incrementando la expresion del factor osteoclastogénico
RANK-L en osteocitos.

Curiosamente, estos efectos no se reprodujeron en
células osteoblasticas MC3T3-E1, en las que los medios
condicionados de células B16 no ocasionaron sobrees-
timulaciones génicas (Figura 3E-H).

La comunicacién mediante factores solubles entre
células tumorogénicas de mama y células 6seas regula
la expresion de genes de remodelado en osteblastos
A continuacion, analizamos los efectos de células de otro
tipo de tumor que metastatiza a hueso, como es el de
mama®, sobre la expresién génica de células 6seas. En
este caso, analizamos los efectos del secretoma de la
linea tumoral humana de cancer de mama MDA-MB-231
sobre osteoblastos humanos (Figura 1). Observamos
que los medios condicionados de células MDA-MB-231
causaron un incremento en la expresiéon de RANK-L y
una disminucion de la relacién OPG/RANK-L, sin afectar
a la expresion de OPG o de Runx2 en osteoblastos hu-
manos (Figura 3A-D). Los efectos sobre la expresion gé-
nica de osteoblastos fueron similares utilizando los
secretomas de MDA-MB-231, tanto pre-tratados como
no pre-tratados con medios condicionados de osteoblas-
tos humanos (Figura 4A-C).
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Tabla 1. Primers utilizados en los dnalisis de PCR a tiempo real

Gene Sense (5°-37)
RANK-L TGTACTTTCGAGCGCAGATG
OPG CAGAGCGAAACACAGTTTG
Osteocalcin GCAATAAGGTAGTGAACAGACTCC
Runx2 CCTGAACTCTGCACCAAGTCCT

Antisense (5°-3")
AGGCTTGTTTCATCCTCCTG
CACACAGGGTGACATCTATTC

CCATAGATGCGTTTGTAGGCGG

TCATCTGGCTCAGATAGGAGGG

Figura 2. Los factores solubles secretados por melanocitos tumorogénicos de ratén (B16) o células tumorales pros-
taticas de raton (TRAMPC-1) no afectan a la viabilidad de células 6seas murinas pre-osteoblasticas (MC3T3-E1) u
osteociticas (MLO-Y4) Los datos estan representados como la media + SEM de 2 experimentos por triplicado
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La comunicacion mediante factores solubles entre células
tumorogénicas de prostata y células dseas regula la expre-
sion de genes de remodelado y osteogénicos en osteocitos
Seguidamente, quisimos comprobar si las células de
tumor de prostata, potencialmente capacitadas para me-
tastatizar a hueso?%?!, también establecian comunicacion
con células 6seas mediante factores solubles (Figura 1).
En este caso, observamos que los secretomas de células
de adenocarcinoma de prodstata de raton TRAMP-C1 in-
dujeron sobreexpresion de los genes OPG y RANK-L, cau-
sando un aumento en la relacion OPG/RANK-L, ademas
de sobreexpresar el factor de transcripcion osteogénico
Runx2 en osteocitos MLO-Y4 (Figura 5A-D). Dada la so-
breexpresién génica de Runx2 en estas células, quisimos
comprobar si la proteina osteocalcina, una proteina aso-
ciada a formacidon 6sea y regulada por Runx222, también
sufria cambios en estas condiciones. De modo similar a
Runx2, la expresion de osteocalcina aumento tras estimu-
lacion con el secretoma de las células TRAMP-C1 en osteo-
citos MLO-Y4 (Figura 5E).

De manera similar a los datos observados con los se-
cretomas de células de melanoma B16, los medios con-
dicionados de células TRAMP-C1 no afectaron a la
expresion génica de los marcadores previamente men-
cionados en osteoblastos MC3T3-E1 (Figura 5F-]).

Discusion

La formacién de un microambiente que favorezca la im-
plantacion de células tumorales circulantes fue descrita
por Kapplan. Sus resultados demostraron la formacién de
un nicho pre-metastasico, en el cual se observaron una
serie de cambios moleculares y celulares en el pulmén
previo al establecimiento del melanoma metastasico'>%.
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Medios condicionados

Posteriormente, otros investigadores describieron una
serie de eventos secuenciales que podria implicar la for-
macion de un nicho pre-metastasico en el higado, sugi-
riendo la implicacién de exosomas derivados de lesiones
pancredticas malignas como desencadenantes del pro-
ceso'*. En este sentido, poco ha sido descrito sobre la for-
macioén del nicho pre-metastasico 6seo y se desconoce las
respuestas de las distintas subpoblaciones 6seas a la es-
timulacion por secretomas de distintos tumores con alta
frecuencia metastasica a hueso. En el presente articulo,
mostramos por primera vez como el secretoma de tumo-
res solidos, con alto potencial organotrépico en la forma-
cién de metastasis 6seas, modifica la expresion génica de
genes relacionados con el metabolismo dseo en células
de linaje osteogénico, pudiendo ser el proceso desenca-
denante en la induccién de un microambiente favorable
para el asentamiento de células tumorales.
Recientemente, se ha sugerido que las células del tumor
primario producen factores solubles tumorales que dispa-
ran la formacion del nicho pre-metastasico inmaduro?*.
Nuestros resultados confirman que los secretomas tumo-
rales de las células de tumor primario (como melanoma y
de prdstata), o las células tumorales de mama derivadas de
procesos metastasicos no 6seos, modifican principalmente
el equilibrio entre los niveles de expresién de OPG y RANKL.
Este desequilibrio desacoplaria la relacion entre formacion
Osea osteoblastica y la resorcion 6sea osteoclastica, gene-
rando la liberacion de factores de crecimiento y citoquinas
e inicidndose de este modo un “ciclo vicioso previo” de re-
troalimentacion que fomente la formacion de las futuras
zonas metastasicas en hueso?’. En este sentido, nuestros
resultados sugieren al osteocito como la célula mas suscep-
tible a los factores solubles tumorales. En nuestro modelo
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Figura 3. Los factores solubles secretados por melanocitos tumorogénicos (B16) modifican la expresion de genes
de remodelado dseo en osteocitos (MLO-Y4) pero no en pre-osteoblastos (MC3T3-E1). La expresion de OPG (A,E),
RANK-L (B,F), ratio OPG/RANK-L (C,G) y Runx2 (D,H) se evalué mediante PCR a tiempo real tras estimular 24 h MLO-
Y4 y MC3T3-E1 con medio condicionado de B16 pre-tratadas o no. Los datos estan representados como la media *
SEM de tres experimentos independientes por triplicado. *p<0,05 vs. control, **p<0,01 vs. control
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Figura 4. Los factores solubles secretados por células tumorales de cincer de mama (MDA-MB-231) modifican la
expresion de genes de remodelado 6seo en osteoblastos humanos (hFOB 1.19). La expresion de OPG (A), RANK-L
(B), ratio OPG/RANK-L (C) y Runx2 (D) se evalué mediante PCR a tiempo real tras estimular 24 h los osteoblastos
humanos con medio condicionado de MDA pre-tratadas o no. Los datos estan representados como la media + SEM
de tres experimentos independientes por triplicado. *p<0,05 vs. control
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Figura 5. Los factores solubles secretados por células tumorales prostaticas (TRAMP-C1) modifican la expresion de
genes de remodelado 6seo en osteocitos (MLO-Y4) pero no en pre-osteoblastos (MC3T3-E1). La expresion de OPG
(A,F), RANK-L (B,G), ratio OPG/RANK-L (C,H), Runx2 (D,I) y osteocalcina (E,]J) se evalué mediante PCR a tiempo real
tras estimular 24 h MLO-Y4 y MC3T3-E1 con medio condicionado de TRAMP-C1. Los datos estan representados como
la media * SEM de tres experimentos independientes por triplicado. *p<0,05 vs. control
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experimental in vitro, en el que tratamos tanto células os-
teociticas como células osteoblasticas de ratén con medios
condicionados de células murinas de tumor primario de
melanomay de proéstata, observamos cambios significativos
en la expresion génica de la linea osteocitica sin observar
cambios significativos en la linea osteoblastica. Estas obser-
vaciones nos hacen concluir que, aunque ambos tipos de
tumor generaran en un futuro distintos tipos de metastasis,
siendo las derivadas de melanoma con un caracter mas os-
teolitico?® y las de adenocarcinoma prostatico preferente-
mente osteoblastico, las etapas iniciales, en las cuales se
producen alteraciones en la fisiologia de las células éseas,
son comunes. Estas observaciones sugieren que las modi-
ficaciones que se originen en el nicho pre-metastasico no
predisponen al tipo concreto de lesiones esqueléticas que
se desarrollaran en la enfermedad metastasica.

De manera destacada, sugerimos al osteocito como prin-
cipal célula diana de los factores solubles tumorales. Dado
que no existe ningtin modelo de célula osteocitica humana
de linaje continuo, no pudimos corroborar los resultados
obtenidos por el secretoma de melanomay cancer de pros-
tata en comparacion con el secretoma de cancer de mama
en estas células. El estudio de los cambios inducidos por el
secretoma de células de cancer de mama sobre células
oOseas se limito a los efectos en la linea continua osteoblas-
tica humana hFOBs. Los resultados obtenidos sugieren que
las células del cancer de mama son capaces de afectar a los
osteoblastos mediante factores solubles y que modulan
principalmente la expresion génica de RANK-L sin necesi-
dad de mantener comunicacién cruzada con estas células,
confirmando la alteracion del eje OPG/RANKL, al igual que
los cambios inducidos por los otros secretomas tumorales
estudiados. Dado que los osteocitos son las células mayori-
tarias en hueso, con una vida media de 25 afios, con caracter
multifuncional y papel de director-coordinador del entorno
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6se0?%?’, su modulacidn, ya sea farmacoldgica o como diana
terapéutica, podria ser clave para evitar la formacion del
nicho pre-metastasico y con ello la metastasis 6sea. Se ha
propuesto que son los osteocitos, y no el resto de células del
linaje osteogénico, la principal fuente que requieren los os-
teoclastos para su formacién y activacion en el remodelado
del hueso trabecular?®?’, pudiendo ser también las tGnicas
responsables de iniciar el ciclo vicioso del proceso metas-
tasico 6seo. Pocos estudios han establecido un papel claro
del osteocito y su relacion con el cancer. En este sentido, Del-
gado-Calle y cols. demostraron que los osteocitos podrian
ser reguladores de la proliferacion de las células de cancer
de tipo mieloma por interaccion directa con ellas a través
de sus prolongaciones citoplasmaticas, las cuales son capa-
ces de alcanzar las superficies peridsticas y endocorticales,
asi como la superficie de médula 6sea. Esta interaccion di-
recta resultaria en la activacién de la via de sefializacion de
Notch en las células de mieloma. Esta via media la comuni-
cacion célula a célula, y participa en el control y activacion
de programas de proliferacion celular y muerte. Su inhibi-
cién farmacolégica, utilizando un inhibidor de dicha via,
evitd la proliferacién del mieloma inducida por osteocitos°.
Ademas de regular y coordinar al resto de estirpes celulares
en el entorno éseo, los osteocitos podrian secretar factores
que alcancen a células lejanas, como, por ejemplo, células
de tumor primario, y las modifiquen. Esta comunicacion se
ha sugerido en el caso del adenocarcinoma prostatico,
donde células osteociticas y osteoblasticas regulaban sus
propiedades osteomiméticas?'. Ademas, esta comunicacion
podria modular vias de sefializacion claves en las células
prostaticas tumorales, como los mediadores intracelulares
calcio, AMP ciclico y ERK 23!, pudiendo potenciar la pro-
gresion tumoral del cAncer de préstata al hueso. Todos estos
resultados, junto con los resultados mostrados en el pre-
sente articulo, sugieren que en la comunicacion cruzada
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Figura 6. Los secretomas tumorales modifican el entorno d6seo, siendo los osteocitos las células mas sensibles a
estos cambios. Los factores solubles secretados por los tumores de prostata y melanoma son los que afectan prin-
cipalmente al osteocito, incrementando la expresion génica de diferentes factores relacionados con el remodelado
0seo. A su vez, los osteocitos secretan factores que modifican e inducen un mayor fenotipo osteomimético en las

propias células tumorales
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entre el tumor primario y células 6seas la composicion de
los factores implicados en el secretoma puede ir variando.
Durante la evolucién del tumor, los factores solubles tu-
morales podrian alcanzar el entorno dseo e inducir cam-
bios en sus células. Estas células también podrian enviar
factores solubles al tumor primario, que generaran cam-
bios en las células tumorales induciéndolas un mayor fe-
notipo osteomimético. El secretoma de estas células
tumorales osteomiméticas (en las figuras presentadas
como medios condicionados pre-tratados), al alcanzar de
nuevo el entorno dseo, podria afectar en el mismo sentido
o inducir distintas variaciones del microambiente cam-
biante hacia la formacién del nicho. En este sentido, en el
analisis proteémico del secretoma de dos lineas continuas
tumorales prostaticas con origen distinto, DU145 (proce-
dentes de metastasis cerebrales) y PC-3 (procedentes de
metastasis 6seas) se encontraron 211 proteinas de secre-
cion diferencialmente expresadas, lo que supuso un 37,6%
del total de proteinas analizadas, indicando que las protei-
nas de secrecion fueron considerablemente diferentes entre
ambas lineas celulares®. En base a estas investigaciones y
a nuestros resultados proponemos que los secretomas tu-
morales modifican el entorno 6seo, siendo mas sensible la
linea osteocitica (Figura 6). Los resultados mostrados abren
un amplio campo de estudio en el conocimiento de la co-
municacién entre las células tumorales primarias y las cé-
lulas del futuro érgano metastasico, en este caso, el
microambiente dseo. No obstante, se deberia profundizar
en su conocimiento, debido a las limitaciones del presente
estudio. Como se ha comentado previamente se han evitado
efectos inespecificos como resultado de emplear cultivos
celulares de especies distintas, y se ha empleado un modelo
celular in vitro basado en lineas celulares ampliamente uti-
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lizadas como referente para el estudio del metabolismo y la
fisiologia 6sea, en el caso de las MC3T3, MLOY-4 y hFOBs;
asi como en el estudio del cincer, en el caso de las células
tumorales prostaticas, de melanoma o mama. Con respecto
a la linea tumoral de mama ( MDA-MB-231 HTB-26), una
de las limitaciones que tiene su uso en modelos in vitro es
su origen metastasico®® pudiéndose ver alterado su com-
portamiento como tumor primario y con ello la comunica-
ci6n organotréfica metastasica. Por este motivo, se han
estudiado las otras dos lineas tumorales con organotro-
pismo metastésico dseo cuyo origen proviene de tumores
primarios. Sin embargo, seria recomendable confirmar los
resultados obtenidos en el presente trabajo en un modelo
de experimentacion in vivo donde se pueda estudiar y con-
firmar los cambios acontecidos en el microambiente 6seo
previo al establecimiento de la metastasis, cuantificando en
el suero/plasma las citoquinas éseas alteradas y determi-
nando la temporalidad de la comunicacién del hueso y el
tumor primario asi como el nivel de cambio en el tejido
6seo. El conocimiento mas detallado de los cambios mole-
culares que implican la formacién del nicho pre-metasta-
sico 6seo, asi como de los factores del secretoma que lo
inducen, podria aportar nuevas dianas terapéuticas o pro-
tocolos de actuacidn, mejorando asi su pronostico. Estas
actuaciones disminuirian los eventos esqueléticos metas-
tasicos que desarrollan los pacientes con tumores sélidos
como el de préstata o el de mama, incrementando asi su
calidad de vida.
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