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Resumen

El hueso es un 6rgano dindmico sometido a constante remodelacion, proceso que depende de la actividad coordinada
de osteoblastos, osteoclastos y osteocitos. El hueso también es un sitio comin de metéstasis de tumores sélidos, como
ocurre en el cancer de préstata, cuya metastasis dsea se asocia con un prondstico grave. Ademas, se ha propuesto que
antes del establecimiento de metastasis, los tumores inducen cambios en drganos distantes, promoviendo la formacién
de nichos premetastasicos que favorecen la implantacion tumoral. MINDIN, una proteina de matriz extracelular ha sido
identificada como un biomarcador potencial del cancer de préstata y se encuentra altamente expresada en pacientes con
metastasis 6seas. Esta proteina puede modificar tanto a las células tumorales como al entorno dseo, y se ha sugerido que
pueda favorecer el crecimiento tumoral y la diseminacion metastasica. MINDIN también puede actuar como un ligando
para integrinas, una familia de receptores transmembrana clave en la regulacion de adhesion, sefializacion y migracion de
células tumorales. Basandonos en estas observaciones, hipotetizamos que MINDIN puede promover la formacion del nicho
premetastasico seo mediante la modificacion de expresion de integrinas especificas en células tumorales y dseas. Se empled
un modelo murino tumoral para estudiar la influencia de MINDIN en la expresion de integrinas y su posible implicacion
en la formacion del nicho premetastasico 6seo, asi como experimentacion en modelos in vitro donde se emplearon lineas
celulares osteoblasticas (MC3T3-E1), osteociticas (MLO-Y4) y tumorales prostaticas (TRAMP-C1). En el modelo experimental
animal previamente desarrollado por nuestro grupo donde se establecié tumor primario con ausencia de metastasis dseas
establecidas, se observo un aumento de la expresion génica de la integrina $6 tanto en las préstatas como en las tibias de
ratones con presencia de tumor, efecto que se revirtio con el silenciamiento de MINDIN. Estos datos fueron confirmados
en nuestro modelo experimental in vitro, donde las células TRAMP-C1 estimuladas con MINDIN mostraron un aumento
en la expresion de la integrina 6, mientras que el silenciamiento de MINDIN redujo significativamente su expresion. En
células osteoblasticas (MC3T3-E1), MINDIN también indujo sobreexpresion de la integrina 6. En contraste, en las células
:na:ﬁg{ﬁ_ﬂ;[ci\;;nas_ osteociticas (MLO-Y4), MINDIN no indujo sobrexpresién de /36, sino que increment6 la expresién de la integrina o2. Estos
Céncer de prostata.  resultados sugieren una posible especificidad celular en la interaccion entre MINDIN e integrinas, donde MINDIN podria
Metastasis 6seas. favorecer la creacion de nichos premetastasicos en hueso mediante la sobreexpresion de la integrina f36.
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INTRODUCCION

El hueso es un 6rgano metabdlicamente activo que se
remodela continuamente a lo largo de nuestra vida.
El proceso de remodelado 6seo, en el que se acoplan
resorcién y formacién de hueso, sirve para ajustar la
arquitectura 6sea a las necesidades mecanicas del hue-
so. Ademas, el hueso es el principal érgano de alma-
cenamiento de calcio, fésforo y magnesio. Las concen-
traciones plasmaticas de estos minerales dependen del
balance entre la formacion y la resorcion 6sea, regula-
da por hormonas como la parathormona (PTH), la cal-
citoninay la 1,25-dihidroxi vitamina D (1). Este proceso
se encuentra mediado por osteoblastos y osteoclastos
que llevan a cabo formacién y resorcién ésea de ma-
nera coordinada, respectivamente. Ademas, un tercer
tipo de células 6seas, los osteocitos, actian como sen-
sores de estimulacién mecanica y son capaces de co-
municarse con osteoblastos y osteoclastos modulando
su actividad (2,3).

Aunque no todos los tumores sélidos metastatizan al
hueso, este representa un érgano diana habitual en la
diseminacién metastasica de canceres como el de prés-
tata, mama, pulmén, rifidén y tiroides, siendo la apari-
cién de la enfermedad metastasica una grave amenaza
en la tasa de supervivencia de pacientes que desarro-
[lan este tipo de tumores (4,5). La metastasis a hueso
es una complicacion frecuente en fases avanzadas de
pacientes con cancer de préstata, uno de los tumores
con mayor mortalidad y morbilidad en paises desarro-
[lados (6). Los tumores provocan dos tipos diferentes
(aunque no excluyentes) de lesiones esqueléticas. La
forma mas comun, representada por ejemplo por el
cancer de mama, es la lesién osteolitica, asociada a al-
teraciéon del remodelado 6seo ocasionada por el incre-
mento en la actividad osteoclastica y la consiguiente
ostedlisis (7-10). Por otro lado, existe un segundo tipo
de lesiones denominadas osteoblasticas, caracteristi-
cas por ejemplo del cancer de prostata, caracterizadas
por un incremento en la actividad de los osteoblastos,
aumento de osteoide y de la tasa de mineralizacion
(11,12). No obstante, actualmente se reconoce la exis-
tencia de un componente resortivo mediado por los
osteoclastos como paso previo para el establecimiento
de lesiones osteoblasticas (11,12).

Recientes estudios han descrito cambios prometasta-
sicos en 6rganos donde mas tarde apareceran metas-
tasis (13). Tales cambios inducen la formacién de ni-
chos premetastasicos que favorecen la implantaciéon
de células tumorales en ciertos érganos diana (13).
La complejidad celular del hueso, asi como su conti-
nua regulacién del metabolismo y remodelado 6seo,
plantean la posibilidad de que la formacion del nicho
premetastasico 6seo sea consecuencia de una red com-
pleja de modificaciones combinadas o secuenciales de
las funciones celulares 6seas (14). Evitar las distintas
etapas necesarias para que la célula tumoral abando-
ne el tumor primario, migre y se establezca en el mi-
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croambiente 6seo es una de las principales estrategias
para prevenir la diseminacion de las metastasis 6seas
(14). La invasién de células de tumor primario a nichos
esqueléticos se asocia con la activacion de células 6seas
que liberan factores de crecimiento y citoquinas, que
a su vez promueven el crecimiento del tumor en las
metastasis (4). Como resultado se genera el denomi-
nado “ciclo vicioso” de las metastasis 6seas, que varia
la fisiologia del hueso y altera el remodelado éseo (4).

MINDIN, también conocida como espondina-2, es una
proteina secretada de la matriz extracelular pertene-
ciente a la clase de moléculas que contienen repeti-
ciones de trombospondina de tipo 1. Se ha sugerido
recientemente que MINDIN actua como biomarca-
dor de diagnostico especifico del cancer de proéstata
(15,16), encontrandose una mayor concentracién de
esta proteina en suero de pacientes con cancer de
prostata y metastasis 6seas (17). También se ha ob-
servado que MINDIN es una proteina altamente ex-
presada en otros tumores, como el cancer de pulmén
(18), higado (19,20), colorrectal (CRC) (21), gastrico
(22), carcinoma renal de células claras (23), ovario
(24), mama (25), pancreatico (26) y adenocarcinoma
de Barrett (27). Aunque la sobreexpresion de MINDIN
esta significativamente asociada con la progresiéon de
los tumores colorrectales, de préstata y de ovario, uti-
lizdndose como predictor de un mal pronéstico de su-
pervivencia, el papel de MINDIN en otros tumores es
controvertido debido a la falta de estudios e informa-
cion (19,20,22,24-32). Cabe destacar que MINDIN es
capaz de inducir en las células tumorales prostaticas
proliferaciéon, migracion y la adquisicién de caracte-
risticas moleculares propias del hueso, proceso cono-
cido como osteomimetismo (33,34). Ademas, MINDIN
es capaz de modificar la expresion de marcadores os-
teoblasticos y osteoclasticos del entorno 6seo, obser-
vandose un incremento de la expresion génica de la
fosfatasa acida resistente al tartrato (TRAP) y osterix,
asi como un incremento de la expresién proteica de
TRAP. Estos cambios han sugerido que MINDIN podria
favorecer la progresion tumoral y la formacién de
metastasis 6seas (33,34).

Las integrinas son receptores transmembrana hetero-
diméricos formados por subunidades alfa y beta que
funcionan como moléculas de anclaje y sefalizacion
celular (35). Existen 18 subunidades alfa y 8 subunida-
des beta, dando lugar a al menos 24 heterodimeros
conocidos de integrinas distintos con diferentes fun-
cionesy actividades de unién a ligandos. Las integrinas
actian como moléculas de anclaje mediando la adhe-
sion del citoesqueleto celular a la matriz extracelular
(MEC). También actian como moléculas de sefaliza-
cion bidireccional al mediar en la sefializacion desde el
exterior al interior de la célulay viceversa, controlando
asi una serie de funciones celulares vitales como la ad-
hesion, la polaridad, la diferenciacion, la migracion y
la division celular (36-38). En estados patoldgicos, la
sefalizacion defectuosa de las integrinas puede alte-
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rar estas funciones y dar lugar a divisién, migracién y
adhesion celular anémala, caracteristicas propias del
cancer y la metastasis (39-43). Se ha observado que
durante los procesos tumorales se produce una des-
regulacion de la expresion de integrinas, en algunos
casos mostrando sobreexpresién (1, 33, $6) y en otra
disminucién (a2, a3, a4, o5, o7) (39-44) (Tabla 1). Estu-
dios previos han demostrado que la proteina MINDIN
puede interactuar con las integrinas en neutréfilos y
que dicha interaccion MINDIN-integrina es fundamen-
tal para el reclutamiento de células inflamatorias en
algunos modelos in vivo (45,46). Sin embargo, se des-
conoce si MINDIN puede alterar el perfil de expresiéon
de integrinas en células tumorales y 6seas para promo-
ver procesos de progresiéon tumoral y metastasis dseas
(45,46).

Tabla I.

Subunidad de Expresion

integrina o/p desregulada Referencias

Expresion disminuida en
a2 adenocarcinoma prostatico y 47-50
aumentada en metastasis 6seas

Expresion disminuida en

o3, a4, a5, al h e 47,48
adenocarcinomas prostaticos
o6 §obreexpresada en metastasis 48,51,52
oseas
1 Expresion incrementada en 5354
B adenocarcinoma de prostata !

Expresada en adenocarcinoma de
B3 prostata y lesiones metastasicas; 53,54
ausente en células normales

Expresada en adenocarcinoma
prostatico y lesiones metastasicas
6seas; ausente en células
normales

6 55,56

Basandonos en todas estas observaciones, hipotetiza-
mos que MINDIN puede modificar el perfil de expre-
sion de integrinas en células 6seas y tumorales de pros-
tata para potencialmente favorecer el desarrollo de las
metastasis en hueso. Para ello, en el presente trabajo
estudiamos los efectos de la proteina protumoral MIN-
DIN sobre el perfil de expresion génica en células 6seas
(osteoblastos y osteocitos) y células tumorales de proés-
tata de aquellas integrinas que son clave en el desarro-
llo de metastasis en hueso.

MATERIALES Y METODOS

MODELO ANIMAL

Se utilizaron ratones macho C57BL/6 de tres meses de
edad (Charles River, Wilmington, MA) mantenidos en
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jaulas bajo condiciones estandar: temperatura am-
biente de 20 + 0,5 °C, humedad relativa del 55 + 5 %
y un ciclo de luz/oscuridad de 12 h/12 h. Los animales
permanecieron sin restriccién de movimiento y recibie-
ron una dieta estandar de pellets (Teklad Global 18 %
Protein Rodent Diet, Envigo, Madison, WI) y agua de
grifo ad libitum.

La intervencién quirdrgica se realizé en condiciones
asépticas con los ratones anestesiados mediante inhala-
cién de isoflurano y administracion de xilacina (10 mg/
kg) y ketamina (25 mg/kg). A través de una incisién en
la linea media abdominal inferior, se inyectaron 50 pl
en el l16bulo prostatico posterior derecho de vehiculo
(PBS), 5 x 10° células TRAMP-C1 transfectadas con siR-
NAs scrambled o 5 x 10° células TRAMP-C1 transfecta-
das con tres siRNAs dirigidos contra MINDIN (s97640,
s97638, s87252; Life Technologies, Paisley, Reino Uni-
do). Se considerd una inyeccion técnicamente correc-
ta cuando la ampolla quedaba localizada dentro del
I6bulo prostatico. Tras la intervencién, la cavidad ab-
dominal, el musculo y la piel se cerraron con grapas
quirurgicas.

Un mes después, se extrajeron los tumores primarios
de préstata y las tibias, que se almacenaron en Trizol
(Thermo Scientific) para la posterior extraccion de ARN
y su analisis mediante PCR cuantitativa en tiempo real.
Todos los procedimientos fueron aprobados por el Co-
mité Institucional de Uso y Cuidado de Animales de la
Universidad San Pablo CEU.

CULTIVOS CELULARES

Para los ensayos del presente trabajo se cultivaron a
37°Ccon 5 % de CO, y 95 % de humedad y con medios
suplementados con 1 % de estreptomicina/penicilina
las siguientes lineas celulares: células mesenquimales
preosteoblasticas de raton (MC3T3-E1 subclon 4, ATTC,
CRL-2593). Estas células fueron cultivadas con medio
alfa MEM sin acido ascérbico (“minimum essential me-
dium”, Thermofisher, A1049001) suplementado con
10 % FBS (suro fetal bovino) y 1 % L-glutamina. Células
osteociticas murinas MLO-Y4 (generosamente cedidas
por Lynda Bonewald), cultivadas con medio alfa MEM
(Thermofisher, 22571038) suplementado con 2,5 % FBS
y 2,5 % de suero de ternero (“calf serum” [CS], Thermo-
fisher, 16010159). Utilizamos la linea de adenocarcino-
ma prostatica de raton TRAMP-C1 (ATCC® CRL-2730 TM)
cultivadas con medio DMEM (“Dulbecco’s Modified Ea-
gle Medium”, Thermofisher, 11965092) suplementado
con 10 % FBSy 1 % L-glutamina.

Las células se sembraron en placas de cultivo de 6 po-
cillos y a las 24 horas se estimularon con MINDIN (5 ng/
mL) durante 6 o 24 horas. Tras la estimulacién, cada
muestra se recogié en Trizol para la posterior extrac-
cién de ARN total y analisis por PCR cuantitativa en
tiempo real.
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SILENCIAMIENTO CELULAR

Las células TRAMP-C1 se silenciaron con una mezcla de
tres siRNA (cada uno a 20 nM)

dirigidos a diferentes secuencias codificantes de MIN-
DIN de ratén (s97640; s97638; s87252) (Life Technolo-
gies, Paisley, Reino Unido) utilizando lipofectamina
RNAiMax (Life Technologies) y siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. Se utilizé un silenciador “scram-
bled” no dirigido a ninguna secuencia concreta del ge-
noma (siRNA-A de control, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX) como control negativo para verificar la es-
pecificidad de los cambios dependientes de los siRNAs
de MINDIN en los diferentes parametros evaluados.
La eficacia del silenciamiento de MINDIN, se evalud
mediante PCR en tiempo real: a las 24 horas fue 0,05 =
0,0060 vs. 1 +0,03; p <0,0001; alas 48 horas 0,15+ 0,1 vs.
1£0,07; p < 0,001y finalmente, tras 15 dias fue 0,4
0,13vs. 1+0,01; p <0,001.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
EN TIEMPO REAL (PCR)

El ARN total se aisl6 mediante un procedimiento es-
tandar (Trizol, Life Technologies), y 2 pg de ARN de
cada muestra se retrotranscribieron con un kit de re-
trotranscripcién de alta capacidad de c¢cDNA (“High
capacity RNA to ¢DNA Kit”, Thermofisher, 4387406)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

El estudio de expresion por PCR en tiempo real se reali-
z6 en base a la emision de fluorescencia del fluorocro-
mo SYBR Green premix ex Taq (Takara, Otsu, Japén),
utilizando un sistema ABI PRISM 7500 (Applied Biosys-
tems). El nimero de copias de ARNm se calculé para
cada muestra utilizando el valor del ciclo umbral (Ct).
Los genes 78S o B-ACTINA (usado como control consti-
tutivo de expresion) se amplificaron en paralelo como
genes control, permitiendo el calculé del niamero de
pasos de amplificacién requeridos para alcanzar una
intensidad arbitraria Ct. La expresién relativa de los
genes se definié como la expresion relativa en com-
paracion con el control calculada como 222%, donde
AACt = ACt tratamiento - ACt control y ACt = Ct gen
problema - Ct gen control (18S5/ B-ACTINA). La expre-
sion génica de muestras de animales se representé
como puntos de datos individuales calculando 2%,
como se ha descrito previamente (57). La especificidad
de cada amplicon se confirmé como la presencia de un
Unico pico en la curva de disociacién para cada reac-
cion de gPCR.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se encuentran expresados como medias +
error estandar. Se analizé la distribucién de los datos
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y dado que no se ajustaban a una distribucién normal,
las diferencias entre los grupos experimentales se eva-
luaron mediante analisis de la varianza no paramétri-
co (Kruskal-Wallis). La determinacion de las posibles
diferencias entre los grupos experimentales se realizo
mediante las pruebas de Dunn o de Mann Whitney.
Para realizar los andlisis estadisticos, asi como para
detectar outliers, se utiliz6 el programa GraphPad
Prism. En la exclusion de los outliers se siguio6 siguien-
do los criterios estandar basados en la desviacion tipi-
ca atendiendo al analisis del programa. Se considero
p < 0,05 como valor estadisticamente significativo.

RESULTADOS

LA EXPRESION DE MINDIN EN TUMORES
PRIMARIOS DE PROSTATA MODIFICA LA
EXPRESION GENICA DE LAS INTEGRINAS EN
PROSTATAS Y TIBIAS DE RATONES

En este trabajo, caracterizamos los patrones de expre-
sion génica de integrinas que podrian favorecer la me-
tastasis de células tumorales de prostata en el microam-
biente 6seo. Utilizamos un modelo de ratén C57BL/6,
que recapitula la progresion del cancer de prostata, de
hiperplasia a neoplasia intraepitelial prostatica para
potencialmente metastatizar a ganglios linfaticos,
pulmones y hueso. En este modelo, previamente desa-
rrollado, 1 mes tras la inyecciéon ortotépica de células
de cancer de préstata TRAMP-C1 se produjo la sobre-
expresion del marcador tumoral PSCA (1966 + 834 vs.
1+0,4; p=0,024) y de MINDIN (714,25 + 348,32 vs. 1 £
0,3; p <0,0001) (34), en el grupo tumoral en compara-
cién con el control, indicando el establecimiento del
tumor primario en esta temporalidad. Los tumores de
prostata generados por células TRAMP-C1 silenciadas
con MINDIN mostraron una disminucién drastica de la
expresion de MINDIN (28,57 + 16,6 vs. 714,25 + 348,32;
p = 0,0012) sin afectar a la expresion del marcador de
carga tumoral PSCA (1136,3 = 315,3 vs. 1966 + 834;
p < 0,43), en comparacién con el grupo tumoral que
expresa MINDIN (33,34). En este modelo, al no obser-
varse cambios en la expresién de PSCA ni de MINDIN
en las tibias, podemos decir que no se ha producido
metastasis de tumor al hueso al tiempo estudiado (33).

No obstante, si habiamos observado previamente cam-
bios en los huesos del modelo reflejados en un incre-
mento en la expresion génica del marcador de resor-
cién 6sea TRAPy modificacion de la microarquitectura
6sea; cambios que se revirtieron cuando MINDIN fue
silenciada en el tumor primario (33).

Dado que se han descrito alteraciones en los niveles
de integrinas en la progresién tumoral, siendo posi-
bles moléculas a través de las cuales MINDIN podrian
estar ejerciendo sus acciones realizamos un estudio de
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perfil de integrinas. En este modelo observamos que,
de las distintas integrinas clave en metastasis Oseas
estudiadas (Figs. 1A-E y 2A-E), el establecimiento de
tumores prostaticos con sobreexpresiéon de MINDIN
indujo Unicamente incremento de la expresiéon génica
de la integrina 36 en los tumores primarios de prostata
(Fig. 1E) y también en las tibias de ratones (Fig. 2E). Los
cambios observados se revirtieron cuando MINDIN fue
silenciada en el tumor primario de proéstata (Figs. 1Ey
2E). Estos resultados indican que MINDIN es capaz de
modular la expresion de la integrina 6 tanto en el tu-
mor primario como en el hueso, donde alin no parece
haberse establecido el tumor. Esto podria sugerir que
la modificacion del perfil de integrinas podria conside-
rarse como un cambio que promueva la formacién del
nicho premetastasico éseo.

MINDIN INDUCE MODIFICACIONES DE LA
EXPRESION GENICA DE LAS INTEGRINAS EN
CELULAS TUMORALES PROSTATICAS

Se ha descrito que MINDIN aumenta la adhesion de
diferentes tipos de células a la matriz extracelular,
incluidos neutroéfilos, macréfagos, linfocitos o células
tumorales prostaticas (46,58). Asi pues, dado que las
integrinas son proteinas transmembrana clave en la
adhesion de las células a la matriz y teniendo en cuen-
ta la modificacion de expresiéon génica observada de
integrina 6 en el tumor primario, nos preguntamos
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si la secreciéon de MINDIN por los tumores de préstata
podria modificar la expresién de las integrinas para in-
crementar la adhesién de las células de adenocarcino-
ma prostatico a las superficies éseas. Para ello, usamos
células tumorales prostaticas TRAMP-C1 estimuladas
con MINDIN. Se observé un incremento en la expre-
sion de la integrina f36 tras la estimulacion con MINDIN
durante 6 o 24 horas (Figs. 3 A-B). Ademas, se observo
que, el silenciamiento de MINDIN, durante 24 horas,
en las células tumorales TRAMP-C1, ocasionaba una
disminucion significativa de la integrina 6 (Fig. 3C). A
pesar de que se observa un incremento en los niveles
de expresion de la integrina a2 tras 24 horas de esti-
mulacion con MINDIN, dicho incremento no alcanzé
significancia estadistica (p = 0,117).

MINDIN INDUCE MODIFICACIONES DE LA
EXPRESION GENICA DE LAS INTEGRINAS EN
CELULAS OSTEOBLASTICAS Y OSTEOCITICAS

Con objeto de averiguar si MINDIN podia también
modificar el perfil de expresion de integrinas en cé-
lulas 6seas, analizamos los efectos de MINDIN en di-
ferentes células éseas, incluyendo las células osteo-
blasticas MC3T3-E1y las células osteociticas MLO-Y4.
En las células osteobasticas MC3T3 se observoé un au-
mento de la expresion génica de la integrina 6 tan-
to a 6 como a 24 horas de estimulacion con MINDIN
(Figs. 4A-B).
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Figura 2. MINDIN
induce la sobreexpresion
de la integrina 36 en
tibias de ratones con
tumor de prostata.
Expresion de ARNm de
las integrinas (A) o2, (B)
a6, (C) B1, (D) B3y (E)
B6 en tibias de ratones
evaluadas mediante PCR
en tiempo real. Los datos
se representan como la
media + SEM (n = 3-7
por grupo). *p < 0,05;
**p < 0,01. Las muestras
utilizadas son muestras
de un modelo animal
desarrollado y publicado
previamente (33,34).

Se us6 como control
enddgeno el gen 78S
(33,34).

Figura 3. MINDIN
induce la sobreexpresion
de la integrina 6

en células tumorales
prostaticas. Expresion de
ARNm de las integrinas
o2, ab, B1, B3y p6

en células tumorales
prostaticas TRAMP-C1
estimuladas con MINDIN
(A)6h,(B)240(C)

con MINDIN silenciada
evaluadas mediante
PCR en tiempo real. Los
datos se representan
como la media + SEM
de tres experimentos
independientes por
triplicado. *p < 0,05
frente al control;

**p < 0,01 frente al
control. Se usé como
control enddgeno el gen
de la B-ACTINA.
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Sin embargo, en las células MLOY4 no se observd un
incremento de la integrina 6 (p = 0,1) tras 6 horas de
estimulacion con MINDIN, si no que se produjo un incre-
mento de la integrina o2. Estos datos sugieren que de-
pendiendo de del tipo celular diana, MINDIN podria mo-
dificar la expresion de diferentes integrinas (Figs. 4B-C).

En su conjunto los datos del presente trabajo indican
que MINDIN es capaz de modificar el perfil de trans-
cripcion, tanto en células éseas como tumorales, de
algunas integrinas relacionadas con la progresion tu-
moral y el establecimiento de metastasis.

DISCUSION

Las metastasis 6seas son dolorosas, dificiles de curar
y con un bajo pronéstico de supervivencia. Los tumo-
res primarios crean nichos premetastasicos favorables
a las células tumorales en érganos secundarios que
derivan posteriormente en el desarrollo de metas-
tasis (59). Ademas, en la fase inicial de la formacion
del nicho premetastasico, las células tumorales pri-
marias producen diversos factores solubles para des-
encadenar la formacion de un nicho premetastasico
inmaduro (59). Por lo tanto, es clave identificar los
factores que regulan las interacciones tumor-hueso
e incrementar nuestro conocimiento en los meca-
nismos que los regulan para desarrollar nuevos en-
foques terapéuticos. En este trabajo identificamos a

53

MINDIN, proteina de matriz extracelular secretada
por tumores de prostata, como un factor que puede
inducir y modular la expresién génica de integrinas
en el tumor primario y en el hueso. Estos cambios de
expresion de integrinas podrian incrementar la adhe-
sion de las células tumorales al hueso y favorecer el
desarrollo de metastasis 0seas, por lo que podrian ser
posibles dianas terapéuticas frente a la progresion
del cancer de prostata.

La desregulacién de la expresion génica de MINDIN se
ha documentado en varios tumores humanos, como
el cancer de prostata (15,16), el cancer gastrico (60) y
el cancer de ovario (61). Se ha descrito que la expre-
sion de MINDIN es mayor en muestras de pacientes
con cancer de préstata mas agresivo y peor pronds-
tico, y aun mayor en aquellos con metastasis 6seas
(16,17). La evaluacion de MINDIN mediante inmuno-
tincion de tumores con diferentes puntuaciones de
Gleason revelé que los niveles de MINDIN eran mas
altos en los individuos con cancer de préstata con
metastasis 6sea, seguidos de los individuos sin metas-
tasis 6sea, hiperplasia y control (16,17). También se
ha demostrado que MINDIN es un ligando para las
integrinas, siendo las interacciones MINDIN-integrina
criticas para el reclutamiento de neutréfilos, macré-
fagos y linfocitos T en modelos inflamatorios in vivo
(46,58). Ademas, se ha observado que MINDIN regula
la expresion de Rho GTPasa tras interactuar con las
integrinas a4p1 y o581, contribuyendo al desarrollo
tumoral del carcinoma de colon y el carcinoma hepa-
tocelular (58).
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En ratones macho C57BL/6 de un modelo animal pre-
viamente publicado (33,34), observamos que los tu-
mores inducidos por las células tumorales prostaticas
TRAMP-C1 provocan cambios en la expresion génica
de las integrinas, produciendo un incremento de la ex-
presion de la integrina 6 dependiente de MINDIN en
los tumores primarios de prostata. Aunque no se ob-
serven cambios de MINDIN ni de PSCA en hueso, es de-
cir que no hubo presencia detectable de metastasis en
el hueso, si se observé un incremento de la expresion
de la integrina 36 en las tibias de los ratones tumorales
frente al control, cambios que se podrian relacionar
con modificaciones de la expresién génica de TRAPy
de la microarquitectura ésea que se ha observado pre-
viamente (33), estos resultados sugieren que el cambio
de expresién de integrinas se podria asociar a la for-
macién de nichos premetastasicos 6seos. Sin embargo,
se requieren mas estudios para confirmar que este in-
cremento es dependiente de MINDIN.

Datos previos de nuestro grupo revelaron que MINDIN
podria ser un factor clave que promueve el aumento
de la adhesién de células de adenocarcinoma de prés-
tata a superficies 6seas (34). Ademas, se ha demostra-
do que MINDIN induce la activacién de la via de la qui-
nasa ERK (34) en células de adenocarcinoma prostati-
co. Para que se produzca un aumento en la adhesién
suele ser necesario un incremento en la expresion de
proteinas de unién a matriz, como las integrinas (62).
También se ha documentado que la proteina MINDIN
es capaz de interactuar con distintas integrinas en cé-
lulas del sistema inmune y tumorales (60,63). Por lo
tanto, es posible que MINDIN se una a integrinas espe-
cificas en células de cancer de préstata para mejorar su
adhesion a la matriz extracelular ésea. A este respecto,
se ha observado una relacién entre las integrinas y las
quinasas Fak y Src con la adhesién celular (64). Datos
previos, muestran la acciéon supresora de los inhibido-
res de las quinasas Fak y Src sobre la capacidad de las
células 6seas para promover la adhesion de las células
TRAMP-C1, lo que sugiere una interaccion entre estas
quinasas y las integrinas en la adhesion de las células
de cancer de prostata al hueso (33). Sin embargo, se
desconoce qué integrinas podrian ser las implicadas
en la interaccion de las células tumorales con MINDIN
para promover la adhesion celular (33). En este traba-
jo demostramos que la estimulacion de las células tu-
morales prostaticas con MINDIN induce un incremento
de la expresion de la integrina 6, aumento que se ve
revertido cuando se silencia MINDIN en las células tu-
morales, indicando una posible dependencia de la ex-
presion de g6 con MINDIN. Cabe destacar que diversos
estudios han mostrado que la integrina avB6 partici-
pa activamente en la activaciéon de TGF-B (56,65), la
remodelaciéon de la matriz extracelular regulando la
expresion de MMP2 (56) y facilitando la adhesién al
endotelio (66), lo que favoreceria la colonizacion del
entorno 6seo. Sin embargo, nuestros datos no impli-
can necesariamente que MINDIN se una a la integrina
pB6 de manera directa.

L. ALVAREZ-CARRION ET AL.

La progresién a carcinoma invasivo y metastasico impli-
ca profundas alteraciones en la estructura y funcién epi-
telial, asi como la alteracién 6sea para albergar el desa-
rrollo metastasico. Las integrinas son mediadores esen-
ciales de la tumorogénesis, la adhesién y la migracion.
En particular, se ha observado que la alta expresion de
B6 en carcinomas primarios de colon, los carcinomas de
células escamosas, los tumores pancreaticos y de mama
actlla como marcador prondstico de enfermedad agre-
siva e incremento de la mortalidad de estos pacientes
(67-70). Se ha observado que el patrén de expresiéon de
la integrina 6 es muy heterogénea en los tumores pri-
marios de préstata; se encuentra aumentada su expre-
sion en los casos de cancer de prostata metastasico éseo,
mientras que su expresion es indetectable en los casos
de tumores de préstata neuroendocrino (55,56,71,72).

Por otro lado, la unién de MINDIN a las integrinas de
osteoblastos y osteocitos podria desencadenar sefales
en estas células 6seas para facilitar la adhesion de las
células tumorales de prostata. Los efectos de MINDIN
sobre el hueso no solo se restringen a la modificaciéon
de expresiéon de integrinas, sino que abarcan también
acciones de esta proteina sobre la proliferacion, dife-
renciacion de los osteoblastos y estimulaciéon de la via
de sefalizacion p-catenina, asi como la modulacién de
diferentes genes implicados en la formacién y remode-
lacion ésea (por ejemplo, Runx2, osteocalcina, osterix,
OPG, RANK-L) (33). En el presente trabajo observamos
que la estimulacion con MINDIN indujo un incremento
en la expresiéon de la integrina 6 en osteoblastos y la
integrina o2 en osteocitos, asi como una disminucion
de o2 en osteoblastos, sugiriendo que dependiendo
del tipo celular MINDIN podria modificar la expresion
de diferentes integrinas. Aunque no se ha descrito am-
pliamente, la integrina a2f31 es un receptor principal de
colageno tipo |, componente predominante del huesoy
se ha demostrado que células tumorales con alta expre-
sion de a2B1 presentan mayor afinidad por tejido déseo,
debido a su capacidad de adhesion al colageno (73).

Sin embargo, en el modelo animal solo se observa
modificaciones en la integrina 86, a pesar de que las
células mayoritarias en el hueso son los osteocitos. Es-
tos cambios observados en ratones con tumores pros-
taticos inducidos por implantacién directa de células
TRAMP-C1 en el I6bulo prostatico podrian deberse a
que los osteoblastos son células mas activas (particu-
larmente en cuanto a produccion de colageno y for-
macién ésea) y con una maquinaria celular diferente a
los osteocitos lo que puede influir en que tengan una
capacidad diferente para responder frente a proteinas
que puedan transportarse en el suero, como es el caso
de MINDIN y a que al haber usado un modelo preme-
tastasico temprano (un mes de formacion de tumor
primario no metastasico) es probable que las concen-
traciones de MINDIN que hayan podido introducirse
en el interior de la matriz, donde estan los osteocitos,
sean aun muy bajas para observar modificaciones en
las integrinas expresadas por los osteocitos.
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El conocimiento mas detallado de los cambios molecu-
lares que implican la formacién del nicho premetasta-
sico 6seo, asi como de los factores del secretoma que
lo inducen, podria aportar nuevas dianas terapéuticas
o protocolos de actuacién, mejorando asi su pronos-
tico. Los presentes datos muestran que la expresién
de MINDIN en tumores primarios de préstata promue-
ve cambios en la expresion de integrinas asociados a
modificaciones del microambiente 6seo y la expresion
génica de las células tumorales de proéstata. Nuestros
datos podrian sugerir que MINDIN favorece la progre-
sion tumoral y la creacion de nichos premetastasicos
en hueso mediante la sobreexpresion de la integrina
B6 en células tumorales y osteoblasticas Sin embargo,
se requieren mas estudios (inmunohistoquimicos) para
poder dilucidar los cambios que ocurren en los distin-
tos tipos celulares, asi como estudios para dilucidar
como MINDIN podria influir en la sobreexpresion de la
integrina 6y favorecer el desarrollo tumoral.

Aunque nuestro estudio ofrece nuevos conocimientos
sobre el papel de MINDIN en la regulacién de integri-
nas y la posible formacién de nichos premetastasicos
Oseos en cancer de proéstata, presenta algunas limita-
ciones. En primer lugar, los modelos experimentales
utilizados, tanto in vitro (lineas celulares osteoblas-
ticas, osteociticas y tumorales) como in vivo (modelo
murino), pueden no reproducir completamente la
complejidad del microambiente tumoral y 6seo en
humanos. Ademas, el modelo murino empleado no
desarrollé metastasis 6seas establecidas, lo que limita
la evaluacién directa de la progresidon metastasica en
condiciones clinicas reales. Otro aspecto para conside-
rar es que el tamafio de muestra en los experimentos
con animales fue limitado. Cabe destacar que los datos
actuales apuntan a un efecto directo de MINDIN so-
bre la expresién de integrina f36, si bien un estudio de
correlacién individualizado seria un enfoque valioso
para investigaciones posteriores. Por ultimo, aunque
se evidencié la modulacién diferencial de integrinas
por MINDIN en distintos tipos celulares, se requieren
estudios adicionales para confirmar los mecanismos
moleculares involucrados y su relevancia en contextos
humanos. Futuras investigaciones con modelos mas re-
presentativos y mayor tamafo muestral seran necesa-
rias para validar y ampliar estos resultados.
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