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Resumen

Fundamento: El objetivo de este estudio radica en la determinacion de la validez del factor de crecimien-
to transformante B (TGF-f) como diana terapéutica en modelos de metastasis Oseas derivadas de distin-
tos tipos histopatologicos del cancer de pulmon.

Material y métodos: Ratones inmunodeprimidos de 4 semanas de edad inoculados con lineas de cidncer
de pulmoén y de mama fueron tratados con péptido inhibidor de la citoquina, péptido control o placebo.
Se tomaron semanalmente medidas de bioluminiscencia y microrradiografias para determinar el efecto
del tratamiento sobre la carga tumoral presente en los huesos largos y las lesiones metastasicas en los
mismos.

Resultados: El tratamiento con el péptido especifico frente a TGF-f tiene un efecto protector en el hueso
en los animales inoculados con la linea de cincer de mama, a diferencia de lo ocurrido en los grupos de
péptido control y placebo. Sin embargo, el tratamiento anti-TGF-f carece de efectos terapéuticos signifi-
cativos sobre las metastasis 6seas que se desarrollan en los animales inoculados con las lineas de cancer
de pulmoén empleadas.

Conclusiones: El caracter de TGF-f como posible diana terapéutica en metastasis en hueso es altamente
dependiente del tipo y subtipos histopatologicos de tumor.

Palabras clave: TGF-§, hueso, metdstasis, modelos animales.
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Divergent effects of TGF-f3 inhibition in bone metastases in
breast and lung cancer

Summary

Background: The objective of this study lies in the determination of the validity of transforming growth
factor B (TGF-f) as a therapeutic target in models of metastasis deriving from different histological types
of lung cancer.

Material and methods: 4-week-old immunodeficient mice inoculated with lung and breast cancer lines
were treated with cytokine inhibitor peptide, control peptide or placebo. Weekly bioluminescence and
microradiographic measurements were taken to determine the effects of the treatment on tumor burden
and metastatic lesions in the long bones.

Results: Treatment with the specific peptide against TGF-§ has a protector effect in the bone of animals
inoculated with the breast cancer lines, unlike what happens in the control peptide and placebo groups.
However, the anti-TGF-f treatment lacks the significant therapeutic effects on the bone metastases which
develop in lung cancer bearing animals.

Conclusions: The role of TGF-f as a potential therapeutic target in bone metastasis is highly dependent
on the histopathological type and subtype of tumor.

Key words: TGF-f, bone, metastasis, animal models.

Introduccién
El esqueleto constituye uno de los 6rganos diana
preferentes de las células tumorales. Las neopla-
sias de mama, prostata, pulmén y mieloma origi-
nan metastasis 6seas con alta frecuencia'. El pro-
nostico de supervivencia desde el diagnostico de
la metdstasis Osea varia dependiendo del tipo de
tumor. En los pacientes de cancer de pulmén con
este tipo de metdstasis, la mediana de superviven-
cia se mide frecuentemente en meses, siendo la
menor de todos los tipos de tumor con tropismo
6se0’. Ademads, en muchas ocasiones este fenéme-
no se detecta en el momento del diagndstico de la
enfermedad, lo que contribuye a que esta neopla-
sia sea la primera causa de muerte por cancer’.
La alta frecuencia de metastasis Oseas puede
explicarse por la fenestracion del endotelio del
compartimento medular, que podria facilitar el
asentamiento de las células metastasicas®. También
el hueso constituye un entorno propicio para el
desarrollo de las células, ya que es un medio rico
en factores de crecimiento, como el factor de cre-
cimiento transformante 3 (TGF-f)°. La ruta de
sefalizacion intracelular de esta citoquina implica
la fosforilacion de proteinas Smads, que en ultima
instancia permiten la expresion de genes diana en
el nucleo. El TGF-B presenta funciones opuestas
en carcinogénesis. Por un lado, la senalizacion a
través de su receptor desencadena una respuesta
antiproliferativa en condiciones de estrés oncogé-
nico. Esto tiene lugar a través de la induccion de
la expresion de genes supresores de tumor como
inhibidores de las quinasas dependientes de cicli-
na (CDKD o la represion de oncogenes como c-
Myc y miembros de la familia ID°. Por otro lado,

existen neoplasias que retienen intacta esta via
evadiendo esta respuesta citostatica y favorecien-
do simultaneamente la progresion tumoral. Entre
otros mecanismos, destaca su contribucion a la
evasion de la inmunidad mediada por linfocitos T
CD87 y a la angiogénesis por induccion del factor
de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) y
MMPs (metaloproteasas de matriz) en tumor y
endotelio®. La célula tumoral también puede utili-
zar la senalizacion del TGF-f§ para la progresion
metastasica en el microentorno éseo, puesto que
esta citoquina favorece la expresion de proteina
relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP)
o IL11°". Estos factores inducen la expresion de
RANKL (ligando del receptor activador para el fac-
tor nuclear k B) en la membrana de los osteoblas-
tos. El reconocimiento de este ligando por el
receptor correspondiente en los precursores
mononucleares conlleva la activacion de éstos y
formacion de osteoclastos maduros. La accion de
estas cé€lulas promueve la liberacion de la matriz
osea de citoquinas que ceban la colonizacion
metastasica. Se genera asi un proceso de retroali-
mentacion positiva o “ciclo vicioso” que magnifica
los efectos osteoliticos.

La inhibicion genética o farmacolégica de la
via de senalizacion del TGF-f ha demostrado un
beneficio terapéutico en modelos preclinicos. La
expresion de la forma dominante negativa del
receptor TGFBR2 en células tumorales de mama o
el uso del inhibidor SD-208 de TGFRI en animales
inoculados con células de melanoma con tropis-
mo 6seo han demostrado una reduccion de las
lesiones metastdsicas en el hueso que ocasionan
estas lineas celulares''?. En la misma linea, nues-
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tro grupo demostré este efecto en un modelo de
metastasis 6seas derivadas de una linea de carci-
noma pulmonar de células grandes®.

El objetivo principal de este estudio es valorar
la contribucién del TGF-f a la metastasis en hueso
en modelos derivados de otros tipos histopatol6-
gicos del cancer de pulmén como adenocarcino-
ma o carcinoide. Como control se empled un
modelo de metastasis 6sea derivado de cancer de
mama.

Material y métodos

Cultivo celular

Se utilizaron las lineas tumorales A549, H727 y
MDA-MB-231, procedentes de adenocarcinoma pul-
monar, carcinoide de pulmoén y cincer de mama,
respectivamente. Las lineas A549 y H727 fueron
transfectadas con el vector retroviral SFG-NES-TGL
(donado gentilmente por Dr. Ponomarev), que con-
tiene el gen reportero de la luciferasa. Las células se
cultivaron a 37°C y 5% CO, bajo condiciones de
esterilidad en medio RPMI (A549 y H727) o DMEM
(MDA-MB-231) suplementados con 10% de FBS,
100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina (Invitrogen®).

Animales e inoculacion intracardiaca (I.C.)

Se realiz6 la inyeccion de las células tumorales en
el ventriculo izquierdo de 24 ratones inmunode-
primidos de 4 semanas de edad (Laboratorios
Harlan) de acuerdo a descripciones previas'*>. Las
células se resuspendieron en PBS a una concen-
tracion de 2 x 10° células/ml. Los animales se
anestesiaron previamente a la inoculacion con
ketamina (65 mg/kg) y xilacina (2,5 mg/kg) por
via intraperitoneal. Se inyectaron 2 x 10° células
(100 pD usando una aguja de calibre 29G.

Todos los protocolos de trabajo con animales
de laboratorio fueron aprobados por el Comité de
Etica para la Experimentacion Animal de la
Universidad de Navarra (CEEA).

Régimen terapéutico

Se utilizaron los péptidos control p41l o los anti-
TGF-f pl7 o pl44 (donados gentilmente por
Digna Biotech segun disponibilidad) para valorar
esta citoquina como diana terapéutica. Ambos
presentan similar actividad in vivo™'°. Cinco dias
después de la inoculaciéon de las lineas tumorales,
los animales se dividieron en 3 grupos de 8 rato-
nes cada uno para recibir una dosis diaria por via
intraperitoneal de 3,75 mg/kg de pl44, péptido
control (p41) o vehiculo (suero fisiologico). Los
ratones inoculados con la linea MDA-MB-231 se
dividieron igualmente y fueron tratados a partir
del dia 7 en jornadas alternas con 2,5 mg/kg de
p17 (actividad similar a p144), péptido control p41
o vehiculo.

La dosis de p17 fue elegida en base a su acti-
vidad en estudios previos*7, mientras que la de
pl44 fue superior para asegurar que los resultados
observados in vivo con las lineas celulares de can-
cer de pulmén no fueran atribuibles a una baja
concentracion del péptido. El tiempo trascurrido

desde la inoculacién intracardiaca hasta el inicio
de tratamiento se estableci6 en experimentos pre-
vios, en los que se determiné el tiempo necesario
para que las células se detecteran en hueso,
mediante bioluminiscencia o aislamiento de las
células metastasicas.

Se determiné semanalmente el efecto sobre la
carga tumoral mediante bioluminiscencia y/u osteo-
lisis por andlisis radiol6gico en busca de posibles
diferencias.

La duracion de cada experimento dependio del
desarrollo de las metastasis por cada linea celular.

Bioluminiscencia

Se administr6 D-luciferina (PROMEGA) a una con-
centracion de 150 mg/kg por via intraperitoneal a los
animales previamente anestesiados. Transcurridos 5
minutos se tomaron diferentes imagenes en camara
CCD de bioluminiscencia con el programa Living
Image (IVIS® system, Xenogen). Para cuantificar la
senal bioluminométrica se utilizé el mismo programa
delimitando las extremidades inferiores. A los datos
obtenidos se les sustrajo el valor luminométrico de
un ratén no inyectado con células (controD). Los
valores obtenidos se dividieron por el valor lumino-
métrico de cada extremidad obtenido antes del ini-
cio del tratamiento. La senal lumninométrica obteni-
da aparece superpuesta en el roedor.

Las células transfectadas con el vector SFG-NES-
TGL, A549 y H727, presentan senal detectable. No
se obtuvieron datos luminométricos de la carga
tumoral de los animales inoculados con la linea
MDA-MB-231 puesto que el vector con el gen de
luciferasa con el que se transfecté no generd senal,
probablemente por metilacion del promotor®.

Analisis radiografico

Las radiografias se realizaron bajo anestesia usando
un modelo de rayos X de Faxitron® (MX-20). Se uti-
lizaron peliculas sensibles a esta radiacion (MIN-R,
Kodak®) a 20 kV durante 20 segundos a un aumen-
to 2x. Las radiografias se digitalizaron a una resolu-
cion de 1200 ppi (Epson® Expression 1680 Pro). El
area de las lesiones osteoliticas fue evaluado con el
programa de andlisis de imagen computarizada
AnalySIS® (GmbH). La cuantificacion relativa de las
areas metdstasica se expresa como el porcentaje de
la suma de las areas lesionadas presentes en fémur
y tibia con respecto al total de la superficie de estos
huesos largos en las peliculas.

Microtomografia computarizada (pCT)

Las articulaciones de fémures y tibias representati-
vos de cada grupo de experimentacion fueron
analizadas en un dispositivo de microCT (micro
CAT TI, Siemens® Preclinical Solutions) a 75,0 kVp
y 250 uA. Cada escaneo se realiz6 a 10 pm de
resolucion. Las imdgenes bidimensionales se
reconstruyeron usando un procedimiento estindar
de deconvolucion con un filtro Shepp-Logan. Para
la reconstruccion de las imagenes se utilizé el pro-
grama COBRA®_Exxim. Las imagenes se almace-
naron en tramas tridimensionales con un tamano
de voxel de 19*19*23 pm.
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Figura 1. (Izquierda) Analisis radiografico a dia 21 del area metas-
tasica en los huesos largos de animales inoculados con la linea
de cancer de mama MDA-MB-231. Las lesiones osteoliticas (fle-
chas) se evaluaron después del tratamiento con placebo (PBS),
pl7 (péptido anti-TGF-f) o p4l (péptido control). *p<0,05.
(Derecha) Radiografias representativas de huesos largos de los
animales de cada grupo

Figura 3. A. Analisis radiografico del area
metastasica en los huesos largos de anima-
les inoculados con la linea de carcinoide
pulmonar H727. B. Andlisis histomorfomé-
trico: rayos X (RX) y microtomografia com-
putarizada (uCT)
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Figura 2. A. Analisis de bioluminiscencia de los ratones inocula-
dos con la linea H727 y tratados con placebo, pl144 (péptido
anti-TGF-B) o p4l. Obsérvese la moderada disminucion de la
carga tumoral 22 dias después de la inoculacién en los anima-
les tratados con p144 (*p<0,05; n.s., no significativo en la sema-
na posterior). B. Imagenes de bioluminiscencia representativas
de cada grupo durante el curso del experimento
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en los animales tratados con pl7 en
comparacién con los tratados con pép-
tido control o placebo a las 3 semanas
desde el inicio del experimento (Figura
1. En los animales inoculados con la
linea H727, las imagenes de bioluminis-
cencia a dia 22 mostraron un ligero
efecto de pl44 sobre la carga tumoral
en las extremidades inferiores de los
animales tratados con este péptido (*p<
0,05, Figura 2A). Este efecto perdio
caracter significativo en los siguientes
dias de experimentacion (Figura 2B).
De forma similar, el andlisis radiografi-
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Analisis estadistico

El programa informatico SPSS 15.0 fue utilizado
para determinar el valor estadistico de los resulta-
dos. Se utiliz6 un nivel de significacion a=0,05.
Los valores p inferiores a este limite se considera-
ron significativos (*). Se realiz6 ANOVA de un fac-
tor para estudiar el drea metastasica de las radio-
graffas con comparaciones multiples Tukey y la
prueba de Kruskal-Wallis seguido de comparacio-
nes multiples con Mann-Whithney para biolumi-
niscencia. Los valores p obtenidos se ajustaron
con el método de Bonferroni.

Resultados

El analisis radiol6gico de fémures y tibias en los
animales inoculados con la linea MDA-MB-231
demostré una drastica reduccion de las metastasis

co de los huesos largos revel6 una leve disminu-
cion de las lesiones metastdsicas en estos ratones
que no alcanzé significacion (Figuras 3A y 3B).
Por el contrario, en los animales inoculados con la
linea A549 el pl44 no mostré efecto protector
alguno sobre la carga tumoral determinada por
bioluminiscencia (Figuras 4A y 4B) o sobre el des-
arrollo de las lesiones osteoliticas (Figuras 5A y
5B). Estos resultados indican que la actividad pro-
metastasica de TGF-f es altamente dependiente
de cada linea celular.

Discusion

La metdstasis implica la adquisicion de nuevas
funciones por parte de la célula en el tumor pri-
mario. Estas incluyen motilidad e invasion, intra-
vasacion, supervivencia en circulacion, adhesiéon a
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Figura 4. A. Analisis de bioluminiscencia de los ratones inocula-
dos con la linea A549 y tratados con placebo, p144 o p4l. (n.s.,
no significativo). B. Imagenes de bioluminiscencia representati-

vas de cada grupo durante el curso del experimento

Figura 5. A. Analisis radiografico del area
metastasica en los huesos largos de anima-
les inoculados con la linea de adenocarcino-
ma de pulmoén A549. B. Andlisis histomorfo-
métrico: RX y pCT
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endotelio, extravasacion y crecimiento o coloniza-
cion de o6rganos diana'™. Para ello es necesario un
programa genético y/o epigenético —hoy por hoy
poco conocido— influenciado por la presion selec-
tiva establecida en el propio tumor y su microam-
biente. Por tanto, resulta critica la identificacion de
estas dianas implicadas en metastasis. El conoci-
miento de los efectores de este proceso podria
permitir el desarrollo de nuevas terapias antime-
tastdsicas que repercutan en una mejora de la cali-
dad de vida del paciente oncolégico. Este hecho
justifica el desarrollo de modelos de metéstasis
que reproduzcan la realidad clinica. El modelo
basado en la inoculacion intracardiaca recapitula
las dltimas etapas de la metdstasis: extravasacion,
anidaciéon (“homing”) y colonizacion de los orga-
nos diana. Con esta técnica se obtuvo una alta y
rapida incidencia de metastasis con resultados
reproducibles. Esta aproximacion se ha utilizado
anteriormente con lineas tumorales de melanoma,
prostata y mama'"?. La principal limitacion es la
exclusion de los eventos iniciales de la cascada
metastasica como la invasion, motilidad e intrava-
sacion desde el parénquima pulmonar. Los mode-
los que recapitulan estas etapas iniciales de la
metdstasis como los de inyeccion ortotépica han
resultado exitosos para el cincer de mama. En
ellos se realiza una extirpacion del tumor primario
tras su crecimiento para facilitar la aparicion pos-
terior de metastasis a distancia®. Sin embargo, esta
aproximacion resulta inviable en cancer de pul-
mon, ya que la muerte de los animales sobrevie-
ne con frecuencia antes del desarrollo de metdsta-
sis debido al crecimiento riapido del tumor.
Ademas, la frecuencia de metdstasis 6seas en los
modelos ortotopicos es baja.

Pese a la importancia del TGF-f§ en microentor-
no Oseo y metastasis, su potencial terapéutico
debe ser considerado con precaucion. En primer
lugar, la inhibicién sistémica de esta via puede
generar efectos colaterales, ya que la senalizacion
por esta via es de vital importancia en los proce-
sos homeostaticos en los tejidos. En segundo

lugar, los resultados obtenidos demuestran que el
efecto de esta via depende del contexto celular.
Las células tumorales de mama evaden las senales
de inhibicién del TGF-f conservando intactos a
los miembros de la ruta favoreciendo la funcién
prometastdsica de la citoquina. La mayor abun-
dancia de inhibidores transcripcionales de los
genes involucrados en la respuesta citostdtica en
estas células puede explicar este fenomeno?. Esto
puede explicar la mejora terapéutica obtenida en
el modelo de metastasis 0sea de la linea celular
MDA-MB-231. Al igual que ocurre en cancer de
mama, la oncogénesis pulmonar puede implicar la
pérdida de los efectos supresores de tumor de
TGF-*. Por tanto, esta citoquina puede ser de
interés terapéutico para el tratamiento de metasta-
sis 6seas del cancer de pulmoén. En concordancia
con estos resultados, el uso de un péptido inhibi-
dor de TGF-f en un modelo de carcinoma de
células grandes demostré una reduccion de las
metastasis 6seas®. Sin embargo, los resultados
mostrados en este trabajo demuestran que este
efecto sobre los modelos de adenocarcinoma y
carcinoide de pulmén es poco o nada significati-
vo. Estos experimentos sustancian por tanto el
contexto célula dependiente en la via de TGF-f.
Ademais, es posible que otras citoquinas presentes
en abundancia en el hueso puedan constituir ele-
mentos claves para la progresion del “ciclo vicio-
so” 'y consiguiente colonizaciéon metastdsica del
hueso, como IGF-1*. Futuros estudios pueden
determinar la idoneidad de otras dianas para el
desarrollo de terapias antimetastdsicas.
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