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RESUMEN

Es necesario entender el funcionamiento e importancia de uno de los tejidos més
dindmicos del organismo que provee movilidad, proteccién de Organos vitales y
metabolismo de una reserva importante de iones, sin mayor preambulo se trata del
tejido 6seo. Dicho tejido por naturaleza se somete a un proceso de mantenimiento
conocido como remodelado 6seo en el cual principalmente se encuentran
involucradas dos células protagonistas; los osteoclastos, encargados de la
remocion de hueso dafiado y los osteoblastos, los responsables de la formacién de
hueso nuevo en las zonas en las que los osteoclastos removieron tejido.

Para que los osteoblastos realicen su funcién de forma 6ptima, deben tener un
proceso de diferenciacibn adecuado, desde que provienen de las células
mesenquimales hasta su total maduracion, sin embargo, esto depende en mayor
medida de una via de sefializacion involucrada en el desarrollo, diferenciacion y
maduracion de estas células, la via de sefializacion Wnt. Esta via de sefializacién
puede ser interrumpida por una familia de genes llamados SFRP, llevando a un
desarrollo inadecuado de la célula, trayendo como consecuencia patologias en el
tejido 6seo, la principal de ellas es la osteoporosis, enfermedad responsable de un
riesgo alto de fractura de huesos. Sin embargo existen mecanismos epigenéticos
que pueden tener injerencia en el silenciamiento de genes, para con ello regular la
expresion de los mismos. Uno de los mecanismos epigenéticos mas estudiados es
la metilaciébn del DNA, que consiste en la adicion de un grupo metilo a citosinas
situadas en los pares CpG.

En el presente proyecto, se determiné el estado de metilacion de los genes SFRP1,
SFRP2, SFRP4 y SFRP5 en células osteoblasticas con la finalidad de determinar si
la metilacion es uno de los mecanismos epigenéticos encargados de regular dichos
genes durante el desarrollo del osteoblasto.

Al determinar el estado de metilacion en la regién promotora de los genes SFRP1,
SFRP2, SFRP4 y SFRP5 en tres lineas celulares osteoblasticas de humano MG-
63, Saos-2 y hFOB 1.19, las dos primeras provenientes de osteosarcomayy la tercer
linea mencionada, de origen fetal, quedé de manifiesto que los genes SFRP1,
SFRP2 y SFRP5 presentan patrones de metilacion en las tres lineas celulares; caso
contrario del gen SFRP1, que uUnicamente la metilacion se observa en la linea
celular hFOB 1.19. Al analizar los resultados de expresion de estos genes en las
lineas celulares empleadas se demostro que la metilacion tiene un papel importante
en elgen SFRP1, ya que en la linea celular hFOB 1.19 la expresion del gen aumenté
en medida que la metilacion disminuia en el transcurso del tiempo de cultivo y, en
el caso del gen SFRP5 no se expresé en ninguna de las tres lineas celulares, sin
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embargo, eso no significa que fuera regulado en el tejido 6seo, sino que el gen
SFRP5 no tiene incidencia en este tejido, sustentado en literatura previamente
publicada. Los genes SFRP2 y SFRP4 a pesar de presentar un estado de metilacién
en las tres lineas celulares, qued6 demostrado que la metilacion no es un
mecanismo que los regule, ya que los resultados de expresion fueron positivos para
estos dos genes en las tres lineas celulares a pesar de la metilacion observada.
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INTRODUCCION

El tejido 6seo provee funciones de gran importancia para nuestra supervivencia a lo
largo de nuestra vida. Es importante enfatizar que para su buen funcionamiento
debe estar en un constante proceso de mantenimiento, el cual se encuentra
orquestado por dos células importantes: el osteoclasto, que es el responsable de
realizar la remocion del hueso dafiado para que consecuentemente el osteoblasto,
la segunda célula principalmente involucrada, lleve a cabo la creacién de hueso
nuevo en la zona que ha sido removida de dafos, este proceso perfectamente
coordinado lleva por nombre “Remodelado Oseo”. Sin embargo, también puede ser
alterado negativamente trayendo como consecuencia procesos patolégicos como lo
es la osteoporosis, la cual segun datos de la Asociacion Mexicana de Metabolismo
Oseo y Mineral (AMMOM) tiene una recurrencia del 18% en mujeres y 8% en
varones mayores de 50 afios, lo que conlleva a un riesgo elevado de fractura en las
personas de mayor edad en nuestra poblacion (AMMOM, 2016). Una de las
principales razones se debe a un desarrollo errébneo del osteoblasto y por
consiguiente una inadecuada diferenciacion.

La via de sefializacidon Wnt es una de las principales vias involucradas durante el
desarrollo, diferenciacion y maduracion de multiples células, entre ellas el
osteoblasto. Sin embargo, dicha via esta en una constante exposicion a ser
interrumpida por distintos antagonistas, como lo son los SFRP, los cuales tienen la
capacidad de unirse directamente a receptores de Wnt o secuestrar ligandos Wnt y
de esta manera impedir el desarrollo de ésta via.

Uno de los principales procesos epigenéticos que juega un papel importante durante
la transcripcion y expresion génica es la metilacién del DNA, la cual promueve el
silenciamiento del gen en cuestion. En diversas publicaciones se ha reportado que
los genes SFRP se encuentran metilados en diferentes tipos de cancer tales como
de préstata, colon y mama, por mencionar a algunos.

Lo pretendido en este proyecto es estudiar si los genes SFRP presentan patrones
de metilacion en sus regiones promotoras y de esta manera saber si la metilacién
juega un papel importante en la regulacion de estos genes durante el desarrollo del
osteoblasto con la finalidad de conocer el impacto de la expresion o el silenciamiento
de los mismos y asi pueda ser una aportacién que sirva como un referente para el
futuro que ayude a dilucidar un poco mas el proceso patolégico de la osteoporosis,
una de las principales enfermedades del tejido 6seo.
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1. FUNDAMENTOS TEORICOS
1.1 TEJIDO OSEO

1.1.1 GENERALIDADES DEL TEJIDO OSEO
El tejido 6seo es una forma especializada de tejido conjuntivo, como otros tejidos
de esta naturaleza, estd compuesto por células y matriz extracelular. La
caracteristica que distingue al tejido 0seo de otros tejidos conjuntivos es la
mineralizacion de su matriz, que proporciona un tejido muy duro que se caracteriza
por su rigidez y su gran resistencia tanto a la traccion, como a la compresion (Ross,
2007).

El tejido 6seo al ser un tejido con gran dinamismo se encuentra muy bien irrigado,
sufre un recambio notable de sustancias y se remodela en forma continua, todo esto
con la finalidad de desempefar tres funciones de vital importancia para el
organismo:

a) Biomecanica: provee soporte, articulacién y lugar de insercion muscular y
ligamentosa

b) Protectora: a 6rganos vitales,sistema nervioso central y médula 6sea

c) Metabdlica: la mayor reserva de iones tales como calcio y fosfato
(Feng & McDonald, 2011)

Los huesos son los drganos del sistema esquelético y estructuralmente se
componen de tejido 6seo ademas de otros tejidos conjuntivos incluidos el tejido
hematopoyético y el tejido adiposo, junto con vasos sanguineos y nervios. La
capacidad del hueso de desempeniar su funcién esqueletica se debe al tejido 6seo
(Ross, 2007).

Existen dos tipos de hueso:

1) Hueso cortical: el cual provee las funciones mecanica y protectora
2) Hueso trabecular: proporciona fuerza y lleva a cabo la funcion metabolica
(Feng & McDonald, 2011)

La composicion y la estructura de los huesos estan sujetas a influencias
hormonales, metabdlicas y nutricionales multiples. En principio, el hueso es un
material compuesto por dos fases: una fase mineral dura y una fase de matriz
organica, ambas estrechamente relacionadas. Este material es ideal para soportar

cargas mecanicas (Welsch & Sobotta, 2008).
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El hueso, al ser un tejido conjuntivo altamente especializado, consiste
esencialmente en una matriz extracelular mineralizada y células especializadas:
osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. El principal componente organico de la
matriz es el colageno tipo |, el restante, lo componen una serie de proteinas no
estructurales de menor tamafio, entre las que se encuentran osteocalcina,
osteonectina, algunas fosfoproteinas, sialoproteinas, factores de crecimiento y
proteinas séricas. La fase inorganica estad compuesta por minusculos cristales de
un mineral de caracter alcalino, la hidroxiapatita [Caio (PO4)s(OH)z]. Estos cristales
se incrustan entre las fibras de colageno para formar material que reune las
caracteristicas adecuadas de rigidez, flexibilidad y resistencia (Riancho & Gonzélez,
2004).

La composicidon del hueso en términos de porcentajes queda de la siguiente manera:

- 10% composicién celular

- 60% cristales minerales (hidroxiapatita)

- 30% de matriz organica: ésta a su vez se encuentra compuesta
principalmente por coldgeno tipo | (88%), otras proteinas (10%), lipidos y
glicosaminoglicanos (1-2%)

(Feng & McDonald, 2011)

1.1.2 REMODELADO OSEO
El hueso es un tejido de origen conjuntivo enormemente dindmico, que desempefia
primariamente una labor de sostén y de manera secundaria, una labor metabdlica.
Ambas funciones son posibles gracias a un proceso de continuo recambio
esquelético conocido como Remodelado Oseo (RO) (Sociedad Espafiola de
Reumatologia, 2010).

El hueso cuenta con dos tipos diferentes de células: osteoblastos o “células
formadoras de hueso” y osteoclastos o “células resorbedoras” de hueso (Sociedad
Espafiola de Reumatologia, 2010).

El RO se basa principalmente, en la accién concertada de poblaciones celulares
gue llevan a cabo las actividades de resorcién y formacién ésea, es decir, a medida
gue se va removiendo el hueso viejo éste va siendo reemplazando por hueso nuevo,
asegurando la integridad del esqueleto. Esta secuencia de eventos tiene que estar
altamente regulada tanto por factores locales como sistémicos, ya que si existe
alguna desviacion significativa en el balance neutral entre las acciones de resorcion
y formacion, pueden traer como resultado una pérdida severa, o de lo contrario una
posible ganancia Osea, sea cual sea el caso puede acarrear consecuencias
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desastrosas tales como un alto riesgo de fracturas (en el caso de pérdida) o
sindromes de compresion (en el caso de ganancia) (Eriksen, 2010).

El RO es llevado a cabo por una estructura anatomica y funcional conocida como
“Unidad Basica Multicelular” (BMU) y requiere de la accién coordinada de cuatro
principales tipos de células Oseas: células de recubrimiento 0seo, osteocitos,
osteoclastos y osteoblastos. En un estado inactivo, la superficie del hueso es
cubierta por una monocapa de células de recubrimiento 0seo, las cuales pertenecen
al linaje osteoblastico. Los osteocitos son las células 6seas mas abundantes; éstas
también son diferenciadas a partir de osteoblastos y se encuentran incrustadas
dentro del hueso durante el desarrollo esquelético o previamente al proceso de RO.
Los osteocitos pueden funcionar como células mecanosensoras primarias y, por
tanto, ellas probablemente jueguen un rol esencial en la iniciaciéon del RO. Los
osteoclastos son las Unicas células capaces de llevar a cabo la funcion de resorcién
0sea, son células de gran tamafio multinucleadas que se diferencian a partir de
células mononucleares (monocitos y macréfagos), linaje que es estimulado por dos
factores esenciales: el Factor estimulante de Colonias de Monocitos/Macrofagos
(M-CSF) y por el ligando de receptor activador para el factor nuclear kB (NF-kp)
mejor conocido como ligando RANKL. La diferenciacion de los osteoclastos incluye
diversos pasos claves: las células troncales hematopoyéticas dan lugar a la unidad
formadora de colonias de granulocitos/macréfagos, las cuales tienden a
diferenciarse a células de linaje monocitico/macréfago en la médula 6sea. Las
células mononucleares del linaje monocitico/macréfago que se encuentran en
médula 6sea o en circulacion, son generalmente consideradas como precursores
de osteoclastos, los cuales son atraidos a los sitos de resorcién prospectivos y
posteriormente son atrapados en la matriz ésea para diferenciarse a osteoclastos
en respuesta a M-CSF y a RANKL. Los osteoblastos son las células formadoras de
hueso, las cuales se derivan a partir de células troncales mesenquimales (MSCs) a
través de una via de diferenciacion de multiples pasos. Las MSCs dan lugar a los
osteoprogenitores, los cuales se diferencian en preosteoblastos y posteriormente a
osteoblastos maduros (Feng & McDonald, 2011).

El proceso de remodelacion (Figura 1) implica cuatro grandes fases, distintas pero
superpuestas una con otra:
1) Iniciacién/Activacion del RO en un sitio especifico

2) Resorcion 6seay la concurrente concentracion de MSCs y osteoprogenitores
3) Funcionamiento y diferenciacion de osteoblastos (sintesis osteoide)
4) Mineralizacion del osteoide
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Se ha propuesto que cuando los osteocitos, ya sea por deformacion ésea causada
por carga mecénica o por detectar algun dafio en el hueso viejo o dafiado,
transmiten sefales de una naturaleza desconocida para el reclutamiento de
precursores de osteoclastos al sitio 6seo especifico (Feng & McDonald, 2011). En
afos recientes se ha propuesto que el proceso de RO ocurre en una estructura
especializada y altamente vascularizada llamada “Compartimento de Remodelado
Oseo” (BRC) que ademas se caracteriza por la presencia de una cubierta formada
por células de revestimiento 6seo (Eriksen, 2010).

Asi, los precursores de osteoclastos pueden ser reclutados ya sea de la médula
O0sea mediante el cruzamiento de la monocapa de células de revestimiento 6seo, 0
de los capilares que penetran en la BRC. Los precursores de osteoclastos se
adhieren a la matriz 6sea para diferenciarse a osteoclastos en respuesta a las
elevadas concentraciones de M-CSF y RANKL en el interior de BRC. Con la
formacién de osteoclastos, el proceso de RO pasa a la fase 2, en la cual la resorcion
del hueso representa el evento predominante, sin embargo, también comienza el
reclutamiento de MSCs y/o osteoprogenitores en la BRC. De manera similar a los
precursores de osteoclastos, las MSCs y los osteoprogenitores pueden ser
reclutados, ya sea directamente de la médula 6sea o, de los capilares que penetran
en la BRC. A lo largo de la fase 2 continlan la formacién de osteoclastos y la
resorcién 0sea al mismo tiempo que se lleva a cabo el reclutamiento de MSCs y la
diferenciacion de los osteoprogenitores a preosteoblastos y de manera subsecuente
a osteoblastos. El proceso de remodelacion entra en la fase 3 y la funcion de los
osteoblastos (sintesis de osteoide) comienza a superar a la resorcion ésea como
el evento predominante. La fase 3 continta por algun tiempo y el BRC permite que
se excave mas hueso por apertura de zanjas en la superficie y de esta forma,
reemplazar con osteoide sintetizado por los osteoblastos. La formacion y la funcién
de los osteoblastos contintan incluso después del cese de la resorcién Gsea para
garantizar un equilibrio entre la resorcion y la formacién del hueso. La fase 4 implica
la mineralizacion del osteoide y de esta forma concluye el ciclo de RO (Feng &
McDonald, 2011).
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Figura 1.- Modelo de Remodelado Oseo. El proceso de remodelado 6seo consta de cuatro fases distintas:
Fasel) Iniciacion/Activacion del Remodelado Oseo en un sitio especifico. Fase 2) Resorcion ésea y la
concurrente concentracion de MSCs y osteoprogenitores. Fase 3) Funcionamiento y diferenciacion de
osteoblastos (sintesis osteoide). Fase 4) Mineralizacién del osteoide. En un RO normal, no hay cambio neto
en la masa y en la fuerza 6sea después de cada ciclo de remodelado. Sin embargo, en un RO anormal, bajo
condiciones patolégicas, tales como osteoporosis, provoca una evidente disminucion de masa y fuerza 6seas.
(BRC: Compartimento de Remodelado Oseo; CRO: Células de Recubrimiento dseo). Figura modificada de Feng
& McDonald, 2011.

KARINA LIZBET ALBARRAN CASILDO



Patrones de metilacion de los genes SFRP1, SFRP2, SFRP4 y SFRP5 durante el desarrollo del osteoblasto

1.2 EL OSTEOBLASTO

Los osteoblastos durante su crecimiento activo se ubican con una organizacion de
tipo epitelial sobre la superficie de la matriz ésea y poseen una forma cubica o
incluso cilindrica. Son células secretoras activas con nacleo grande claro, un RER
bien desarrollado (basofilia), muchos ribosomas libres y un aparato de Golgi
voluminoso. Los osteoblastos estan conectados a través de nexos (Welsch &
Sobotta, 2008).

En cultivo celular, los osteoblastos son cercanamente parecidos a los fibroblastos
(Figura 2). La unica caracteristica morfologica especifica de los osteoblastos se
encuentra fuera de la célula, en forma de una matriz extracelular mineralizada
(Ducy, Schinke, & Karsenty, 2000).
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Figura 2.- Cultivo celular de Osteoblastos. Osteoblastos humanos de fémur. Figura obtenida de
http://www.sciencellonline.com/human-osteoblasts-femoral.html
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A medida gue se diferencian expresan receptores de vitamina D, de PTH siendo las
Gnicas células 6seas que poseen receptores para esta hormona responsable de
desencadenar la resorcidén 6sea; expresan genes que codifican para proteinas de
la matriz 6sea (colageno tipo I, osteocalcina, osteopontina, osteonectina y otras) y
en la superficie, expresan la coenzima fosfatasa alcalina; ademas de producir
factores de crecimiento paracrinos y autécrinos. Una vez diferenciados, se dirigen
hacia la superficie 6sea, donde recubren regiones de formacion de hueso nuevo,
depositan matriz 6sea mejor conocida como “osteoide” (la cual inicialmente no se
encuentra calcificada), en laminas ordenadas, e inducen su mineralizacion. En el
proceso de mineralizacidn, se depositan cristales de hidroxiapatita sobre las capas
de colageno para producir hueso laminar. La mineralizacion requiere un aporte
adecuado de calcio y fosfato extracelulares, asi como de fosfatasa alcalina, que los
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osteoblastos activos secretan en grandes cantidades. El destino de los osteoblastos
senescentes no esté bien definido. Algunos probablemente se convierten en células
aplanadas de revestimiento (células inactivas), sobre superficies de hueso
trabecular, algunos son sepultados en el hueso cortical como osteocitos y otros
sufren apoptosis (Gardner & Shoback, 2012).

1.2.1 DIFERENCIACION DEL OSTEOBLASTO

Se originan a partir de células progenitoras mesenquimales, derivadas del
mesodermo; su formacién implica la diferenciacion de progenitores en la
proliferacion de preosteoblastos, osteoblastos productores de matriz O0sea, y
eventualmente a osteocitos o en células de recubrimiento 6seo. ElI marcador
temprano osteoblastico, factor 2 de transcripcion relacionado a Runt (Runx2) es
necesario para la diferenciacion de células progenitoras de linaje osteoblastico.
Durante esta secuencia de proliferacion celular Runx2 regula la expresion de los
genes que codifican a osteocalcina, VEGF, RANKL, esclerostina, y DMP1. Osterix
es otro factor de transcripcion esencial para la diferenciacion osteoblastica. Un gran
namero de factores paracrinos, autécrinos y endocrinos se encuentran involucrados
en el desarrollo y maduracién del osteoblasto tales como: las proteinas
morfogenéticas 6seas (BMPs), factores del crecimiento FGF e IGF, factores
angiogénicos (endotelina-1), hormonas (PTH) y agonistas de prostaglandinas, todos
ellos modulan la diferenciacion del osteoblasto. La accion de PTH y BMPs se
encuentra cercanamente asociada con la activacion de la via de sefalizacion Wnt
(Eriksen, 2010).

La diferenciacion total del osteoblasto esta caracterizada por la coexpresion de
fosfatasa alcalina y de colageno tipo 1, ambos muy importantes para la sintesis de
la matriz 6sea y la subsecuente mineralizacion de ésta. Los osteoblastos maduros
también producen reguladores de la mineralizacién de la matriz 6sea tales como:
osteocalcina, osteopontina y osteonectina, RANKL es necesario para la
diferenciacion del osteoclasto ademés de ser receptor para PTH (PTHR1) (Eriksen,
2010).

Al final de su vida util, algunos osteoblastos se transforman en osteocitos los cuales
posteriormente son incrustados en la matriz mineralizada, o bien, se transforman en
células de recubrimiento, encargadas de cubrir la superficie del hueso (Eriksen,
2010). Moléculas especificas expresadas por los osteocitos incluyen a DMP1, FGF
23 y esclerostina, las cuales controlan la formacion del hueso y el metabolismo de
fosfato (Eriksen, 2010).
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Es importante mencionar que de principio a fin el desarrollo del osteoblasto se
encuentra fuertemente regulado tanto de manera positiva como negativa,
desembocando en un adecuado mantenimiento del tejido éseo o en caso contrario,
en algun proceso patoldgico. A lo largo de los ultimos afios se ha reportado que la
desacetilacion de histonas y la metilacion del DNA (mecanismos epigenéticos)
regulan de manera negativa la expresion de diversos genes gue juegan un papel
importante en el proceso de diferenciacion de ésta célula. Sin embargo, también es
bien sabido que la metilacidbn puede regular la expresion de ciertos genes que
pueden alterar el desarrollo adecuado de esta célula tan importante.
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1.3 MECANISMOS EPIGENETICOS

El término epigenética fue acuifiado por C.H Waddington en 1939 y se refiere al
estudio de mecanismos capaces de influir en la expresion génica de una manera
potencialmente estable y heredable sin alterar la secuencia del DNA. Estos
mecanismos incluyen: modificacion post-traduccional de histonas, regulacion post-
transcripcional mediada por miRNA y metilacién de DNA (Passarge, 2010).

Los procesos epigenéticos son considerados mecanismos importantes los cuales a
través del ambiente y algunos otros factores promueven numerosas patologias en
humanos. Es, por lo tanto, razonable suponer que varios trastornos complejos de
inicio tardio multifactoriales, como la osteoporosis, podria tener un fuerte
componente epigenético. El punto focal de todas las patologias esqueléticas es la
desregulacion del RO, mediado por los osteoblastos (formadores de hueso) y los
osteoclastos (resorbedores de hueso). Con el fin de mantener ambos procesos en
equilibrio, la actividad, la diferenciacién y la apoptosis de ambos tipos de células
tienen que ser estrictamente regulados. En particular, la diferenciacion de los
osteoblastos estd acompafiada de profundos cambios en la expresion génica
(Vrtacnik, Marc, & Ostanek, 2014).

Se ha demostrado que la desacetilacion de histonas y la metilacion del DNA regulan
negativamente la expresion de varios genes asociados con las diferentes etapas de
la diferenciacion del osteoblasto (Vrtacnik, Marc, & Ostanek, 2014).

1.3.1 METILACION DEL DNA
Histéricamente, la metilacién del DNA fue descubierta en mamiferos tan pronto
como se identificé al DNA como material genético. En 1948, Rollin Hotchkiss fue el
primero en descubrir la modificaciébn en citosinas en una preparacion de timo de
ternera empleando como técnica la cromatografia en papel. Hotchkiss plante6 como
hipétesis que se trataba de la fraccidbn5-metilcitosina (5mC) porque ésta fue
separada de la citosina de una manera similar a la forma en que la timina (también
conocida como metiluracilo) fue separada de uracilo y por lo tanto, sugirié que esta
modificacion en citosinas existe de manera natural en el DNA. Aunque muchos
investigadores propusieron que la metilacién del DNA puede regular la expresion
génica, esto no fue hasta la década de 1980 que diversos estudios, enfocados a la
inactivacién del cromosoma X, a la impronta gendmica y al cancer, demostraron que
la metilacion del DNA estaba involucrada en la regulacion génica y en la
diferenciacion celular. Ahora esta bien reconocido que la metilacion del DNA, juega
un papel en el silenciamiento de elementos retrovirales y en conjunto con otros
reguladores, es un factor epigenético importante que influye en las actividades de
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los genes tales como la regulacion de la expresion de genes tejido-especificos
(Moore, Le, & Fan, 2012).

La metilacion del DNA implica la adicion de un grupo metil a citosinas situadas en
los pares CpG (citosina/guanina). Tipicamente los grupos de pares CpG
desmetilados se encuentran localizados en genes tejido-especificos y en genes
“‘housekeeping” los cuales se encuentran involucrados en funciones de
mantenimiento de rutina y se expresan en la mayoria de los tejidos (Rodenhiser &
Mann, 2006).

Por tanto, la metilacion del DNA se define como una modificacion covalente y
reversible del carbono 5° de una citosina dando como producto resultante 5-
metilcitosina (5mC) (Figura 4a). De manera general la metilacion est4 asociada con
la represion génica (Vrtacnik, Marc, & Ostanek, 2014).

En los organismos superiores, casi un 10% de las citosinas estd metilado. Esto
ocurre en los dobletes CG, conocidos como islas CpG, que se encuentran en los
extremos 5 de muchos genes. La metilacion del DNA es una modificacion
epigenética importante desde el punto de vista funcional (Passarge, 2010).

Los patrones de metilacion del DNA cumplen funciones importantes ya que si ocurre
alguna alteracion en la metilacion del DNA puede ocasionar fallas en el desarrollo y
con ello generar enfermedades (Passarge, 2010).

En los mamiferos sus células contienen enzimas que mantienen la metilacion del
DNAy la establecen en la nueva cadena luego de la replicacién; estas enzimas son
las DNA metil transferasas (DNMTs) y las proteinas de unién a metil-citosinas
(MeCPs) que se unen a islas CpG (Passarge, 2010).

La metilacion del DNA esta catalizada por una familia de DNA metiltransferasas
(DNMTSs) las cuales transfieren un grupo metil de S-adenosilmetionina (SAM) al
carbono 5 de la citosina para formar 5-metilcitosina. DNMT3a y DNMT3b, también
conocidas como DNMTs de novo, establecen un patron nuevo de metilacién sin
modificar al DNA (Figura 3a). Por otra parte, DNMT1 lleva a cabo sus funciones
durante la replicacion del DNA para realizar una copia del patron de metilacion de
la cadena de origen sobre la cadena hija sintetizada (Figura 3b). Los tres DNMTs
se encuentran ampliamente involucrados en el desarrollo embrionario. En el
momento en el que la diferenciacién celular llega a su término, la expresion de los
DNMTs se ve muy reducida, esto parece sugerir que el patron de metilacion del
DNA en las células postmitéticas es estable (Moore, Le, & Fan, 2012).
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Aunque el cerebro contiene algunos de los mas altos niveles de metilacion del DNA
de cualquier tejido del cuerpo, 5mC so6lo representa el 1% de los &cidos nucleicos
en el genoma humano. El resto de los sitios CpG que se extienden a través del
genoma se encuentran fuertemente metilados con excepcion de las islas CpG
(Moore, Le, & Fan, 2012).

a CH,

g TTGACAGCCGT Dnmt3a TTGACAGCCGT

3’ Dnmt3b 5 3
_—

3" -5’ 3 =5
AACTGTCGGCA AACTGTCGGCA

Figura 3.- Metilacion del DNA. Una familia de DNA metiltransferasas (DNMTSs) cataliza la transferencia de un
grupo metil de S-adenosilmetionina (SAM) al carbono cinco del residuo de citosina para formar 5-metilcitosina
(5mC). a) DNMT3a y DNMT3b son las llamadas DNMTs de novo y transfieren grupos metil (indicado en rojo)
sobre el DNA desnudo. b) DNMT1 también conocida como DNMT de mantenimiento, se encarga de mantener
los patrones de metilacion durante la replicacion. Cuando el DNA se somete a replicaciones semiconservativas,
el DNA original preserva su patron de metilacion (indicado en gris). DNMT1 esta asociado a la reproduccion de
focos y precisamente replica el patron de metilacion del ADN original mediante la adicion de grupos metilo
(indicado en rojo) en la cadena hija recién sintetizada (indicada en azul). Figura obtenida de Moore, Le & Fan,
2012.

1.3.1.1 ISLAS CpG
Las Islas CpG son extensiones de DNA de aproximadamente 1000 pares de bases
gue tienen una densidad superior de CpG a la del resto del genoma, sin embargo,
estas no se encuentran metiladas (Figura 4b). Estos grupos o islas CpG, son dianas
para proteinas que se unen a CpGs no metiladas e inician la transcripcion de genes.
La mayoria de los promotores de los genes, aproximadamente el 70%, se
encuentran localizados entre las islas CpG, en particular, los promotores de los
genes housekeeping. Las islas CpG, especialmente aquellas que estan asociadas
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con promotores, se encuentran fuertemente conservadas en ratas y humanos
(Moore, Le, & Fan, 2012).

Parece que las islas CpG han sido conservadas evolutivamente para promover la
expresion de genes mediante la regulacién de la estructura de la cromatina y su
vinculacién con el factor de transcripcion. El DNA esta regularmente envuelto
alrededor de las proteinas histonas formando al llamado nucleosoma. Cuanto mas
fuertemente se encuentre asociado el DNA con las histonas, menos permisiva sera
la expresion para el gen. Una de las caracteristicas comunes de las islas CpG es
gue contienen menos nucleosomas que otras regiones de DNA (Moore, Le, & Fan,
2012).

Algunos nucleosomas con los que las islas CpG se asocian con frecuencia,
contienen histonas con modificaciones implicadas en la mejora de la expresion
génica. A pesar de que aproximadamente el 50% de las islas CpG contienen sitios
conocidos donde inicia la transcripcion (sitios TSS, por sus siglas en inglés), las
islas CpG se encuentran desprovistas de elementos comunes del promotor tales
como cajas TATA. Ya que muchos sitios de unién a factores de transcripcién son
ricos en GC, las islas CpG tienden a potenciar la union a los sitios de inicio de la
transcripcion. A pesar de su falta de elementos comunes del promotor, las islas CpG
potencian la accesibilidad al DNA y promueven la unién de factores de transcripcion
(Moore, Le, & Fan, 2012).

La metilacién de las islas CpG tiene como resultado un silenciamiento estable de la
expresion del gen. Durante la gametogénesis y el desarrollo embrionario temprano,
las islas CpG se someten a una metilacion diferencial. La habilidad de la metilacion
para regular la expresiéon génica mediante las islas CpG es particularmente
importante para el establecimiento de la impronta. Los genes improntados son
expresados Unicamente de uno de los dos cromosomas heredados paternos y su
expresion estd determinada por la herencia de los padres. Mas alla de los genes
improntados, la metilacion del DNA de las islas CpG regula la expresion génica
durante el desarrollo y la diferenciacion. Ya que las islas CpG estan asociadas con
el control de la expresion génica, se esperaria que las islas CpG mostraran patrones
de metilacién de DNA tejido-especificos. Aunque las islas CpG situadas en regiones
intragénicas y en otras regiones del cuerpo del gen pueden tener patrones de
metilacion tejido-especificos, las islas CpG asociadas a sitios de inicio de la
transcripcion raramente muestran patrones de metilacién tejido-especificos. En
regiones de las islas CpG llamadas “costas”, localizadas a 2kb de las islas CpG,
contienen patrones de metilacion tejido-especifico fuertemente conservados. Asi
como en las islas CpG, la metilacion de las costas CpG se encuentra fuertemente
correlacionada con la reduccion de la expresion del gen (Moore, Le, & Fan, 2012).
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La metilacion de las islas CpG puede perjudicar la unién del factor de transcripcion,
reclutar proteinas que reprimen la union al grupo metil, y de forma estable, silenciar
la expresion del gen (Figura 4b). Sin embargo, las islas CpG, especialmente las que
se encuentran asociadas con los promotores del gen, raramente se encuentran
metiladas (Moore, Le, & Fan, 2012).
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Figura 4.- Principales formas y distribucion de la metilacion del DNA. a) Las tres principales formas en
las que se puede encontrar ala base citosina en DNA de mamiferos. La citosina es metilada covalentemente
por la accién conjunta de las DNA metiltransferasas y de SAM; en el carbono 5 de su estructura dando como
resultando 5- metilcitosina (5mC) la forma mas comin que se puede encontrar en los dinucle6tidos CpG en
células sométicas. 5-hidroximetilcitosina (5hmC) es resultado del proceso de metilacion y una posterior
hidroxilacién la cual es mediada por las enzimas de translocacion ten-eleven (Tet). b) Distribucién de los
dinucledtidos CpG en el genoma de mamiferos. En el genoma de vertebrados, los dinucleétidos CpG,
generalmente se encuentran fuertemente metilados, en donde las islas CpG (CGls) estan asociadas con el
promotor del gen y generalmente no presentan patrones de metilacion. Existen excepciones en donde las CGls
se encuentran hipermetiladas, tal es el caso de la inactivacion del cromosoma X. Ademas, también se pueden
encontrar CGls en los TSSs, de las “orphan CGI” se desconoce su funcién, pero han sido localizadas en el
cuerpo del gen (intragénicas). Las CGls desmetiladas en la posicion 5 de multiples genes, esta correlacionada
positivamente con la actividad transcripcional del gen (sefialado en color rojo, del lado izquierdo), mientras que
en algunos tipos celulares especificos, hay un nimero pequefio de genes que se encuentran hipermetilados en
las CGls localizadas en su region promotora, teniendo como consecuencia la represion del gen (sefialado en
color gris del lado derecho). El cuerpo del gen a menudo, se encuentra metilado, presentando un mayor grado
de metilacion en los exones que en los intrones, y 5hmC que es el producto de la oxidacion ejercida por las
enzimas Tet, se encuentra presente en el cuerpo de los genes expresados (cuadros de color blanco situados
en el cuerpo del gen). (TSS: Sitio de Inicio de la Transcripcion; Circulos blancos: CpGs no metilados; Circulos
negros: CpGs metilados; Cuadrados blancos: CpG hidroximetilados; Casillas en color rojo: exones transcritos y
activos; Casillas en color negro: exones silenciados e inactivos. Los estados transcripcionales de estos genes
estan representados por la flecha roja indicando que se encuentra activo y la cruz de color negro indica que se
encuentra inactivo). Figura modificada de Meng, y otros, 2015.

KARINA LIZBET ALBARRAN CASILDO



Patrones de metilacion de los genes SFRP1, SFRP2, SFRP4 y SFRP5 durante el desarrollo del osteoblasto

1.3.2 MECANISMO BASICO DE LA METILACION DEL DNA
Los patrones de metilacion del DNA estan establecidos y a su vez, son mantenidos
por las enzimas DNMTs que son esenciales para la correcta expresion génica de
dichos patrones (Figura5) (Rodenhiser & Mann, 2006).

Las enzimas que establecen, reconocen y remueven la metilacion del DNA se
encuentran clasificadas en tres clases (Moore, Le, & Fan, 2012):

1) Writers: enzimas encargadas de catalizar la adicion de grupos metil a
residuos de citosinas (Figura5a).

2) Erasers: modifican y remueven el grupo metil (FIGURA 5b).

3) Readers: reconocen y se unen a los grupos metil para influir en udltima
instancia en la expresion del gen (Figura 5c).

“ Adicion de la modificacion

ps : N quimica
a) Writers T h
b2 '/ ; /"/
’ Remocion de la
 modificacién
e A
b) Erasers == —
Reclutamiento ~x __ > Alteracion del DNA
o L 4
c) Readers

Figura 5.- Enzimas que intervienen en la metilacion del DNA. Se clasifican en tres grupos diferentes a)
Writers: son las DNA metiltransferasas y son las encargadas de catalizar la adicion del grupo metil a la citosina.
Este grupo de enzimas se subdivide a la vez en dos grupos: metiltransferasas de novo (DNMT3a y DNMT3b) y
la metiltransferasa de mantenimiento (DNMT1). b) Erasers: Son las encargadas de modificar y eliminar el grupo
metil. Esta accion puede llevarse a cabo por dos vias distintas: desmetilacion activa y desmetilacion pasiva. c)
Readers: A este grupo pertenecen las proteinas MBDs, las UHRF y los “dedos de Zinc”, que tienen gran afinidad
por las regiones metiladas y que reclutan factores de represion para mantener el gen silenciado. Este Gltimo
grupo tiene influencia directa en la expresion del gen.
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1.3.2.1 ESTABLECIMIENTO DE LA METILACION DEL DNA: DNMTs (Writers)

Tres de los miembros de la familia DNMT (DNA metiltransferasas) catalizan
directamente la adicion de grupos metil al DNA: DNMT1, DNMT3a y DNMT3b. A
pesar de que estas tres enzimas comparten una estructura similar (un largo dominio
regulatorio N-terminal y un dominio catalitico C-terminal), tienen funciones y
patrones de expresion unicos. A diferencia de los otros DNMTs, DNMT1 metila
preferentemente, DNA hemimetilado (Moore, Le, & Fan, 2012) y es sobre llamada
como DNMT de mantenimiento debido a que copia el patron de metilacion de la
cadena original de DNA en la cadena hija durante la replicacion, aunque también
posee algo de actividad de DNMT de novo (Vrtacnik, Marc, & Ostanek, 2014).
Durante la replicacion del DNA, DNMT1 se localiza en la horquilla de replicacion en
donde se forma y es nuevamente sintetizado el DNA hemimetilado. DNMT1 se une
al DNA sintetizado y lo metila precisamente como el patron de metilacion anterior a
la replicacion del DNA (Figura 3b). Adicionalmente, DNMT1 también tiene la
habilidad para reparar la metilacion del DNA. Por esta razon DMNT1 es llamada
DMNT de mantenimiento ya que ésta mantiene el patrén original de metilacion de
DNA en el linaje celular (Moore, Le, & Fan, 2012).

DNMT3a y DNMT3b son extremadamente similares en estructura y funcién. A
diferencia de DNMT1, ambas DNMT3a y DNMT3b cuando se sobre expresan son
capaces de metilar, tanto a DNA nativo como a DNA sintético sin presentar
preferencia hacia DNA hemimetilado. Por esta razon, DNMT3a y DNMT3b son las
principales enzimas responsables de la metilacion de novo de CpGs desmetiladas
y para el establecimiento de marcas de metilacion del DNA durante el desarrollo
embrionario y por lo tanto (Vrtacnik, Marc, & Ostanek, 2014), son referidas como
DNMTs de novo. Lo que principalmente distingue a DNMT3a de DNMT3b son sus
patrones de expresion génica. Aunque DNMT3a se expresa relativamente ubicua,
DNMT3b es pobremente expresada por la mayoria de los tejidos diferenciados con
excepcion de la tiroides, los testiculos y médula 6sea (Moore, Le, & Fan, 2012).

El dltimo miembro de la familia DNMT es DNMT3L, una proteina que carece del
dominio catalitico que se encuentra en las otras enzimas DNMT, por lo tanto, no
tiene actividad intrinseca de DNA metiltransferasa. Se expresa principalmente en
el desarrollo temprano y esta limitada en células germinales y en timo, en edad
adulta. Aunque DNMT3L no tiene funcidon catalitica por si misma, esta se asocia
fisicamente con DNMT3a y DNMT3b y estimula su actividad de metiltransferasas
(Moore, Le, & Fan, 2012).

En combinacién, las metiltransferasas de actividad tanto de mantenimiento como de
novo parecen constituir los componentes enzimaticos esenciales del sistema de la
metilacion del ADN en mamiferos (Klose & Bird, 2006).
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1.3.2.2 ESTABLECIMIENTO DE LA METILACION DEL DNA: METILACION DE
NOVO
Se han propuestos diferentes mecanismos. DNMT3a y DNMT3b pueden unirse al
DNA mediante el dominio conservado PWWP, aln no se tiene muy claro como es
que DNMT3ay DNMT3b seleccionan secuencias especificas de DNA. Una hipétesis
sugiere gque a través del RNA de interferencia (RNAI) es el mecanismo mediante el
cual los DNMTs seleccionan secuencias especificas de DNA para ser silenciadas.
Si bien el RNAI esta claramente involucrado en la metilacion del DNA en células de
plantas, las pruebas existentes sobre el papel que juega el RNAI en la metilacién en
células de mamiferos aln son poco consistentes. Otra teoria es que factores de
transcripcion regulan la metilacion de novo del DNA. Los factores de transcripcion
pueden regular la metilaciéon del DNA mediante la unién de secuencias especificas
de DNA a cualquier DNMT reclutado ya sea para la metilacion o para proteger al
DNA de la misma. En algunos casos, independientemente de si el gen es
expresado, la unién de factores de transcripcion puede ayudar a proteger los sitios
CpG de la metilacién de novo. Las islas CpG parecen ser protegidas de la metilacién
principalmente por la unién de factores de transcripcién. Cuando los sitios de unién
del factor de transcripcion son mutados, las islas CpG son incapaces de conservar
su estado desmetilado. Del mismo modo, como la diferenciaciéon induce un
descenso en la regulacién de los factores de transcripcion que se unen a los
promotores de genes especificos, los sitios CpG ahora expuestos pueden ser objeto
de la metilacion del DNA. Estos estudios describen dos mecanismos que
probablemente funcionan en conjunto para establecer la metilacion de novo del
DNA. DNMT3a y DNMT3b pueden ser reclutados a los promotores por factores
especificos de transcripcion de DNMT de novo o bien, simplemente metilar todos
los sitios CpG en todo el genoma que no estan protegidos por la union a un factor
de transcripcién (Moore, Le, & Fan, 2012).

1.3.2.3 PERDIDA DE LOS PATRONES DE METILACION (Erasers)
La desmetilacion del DNA esta caracterizada como pasiva o activa. En la
desmetilacién pasiva se produce una disminucién gradual de los niveles de
metilacion de mantenimiento (ejercida por DNMT1) a lo largo de sucesivas rondas
de replicacién. Se produce de forma natural a lo largo del proceso de envejecimiento
humano. La desmetilacion activa puede ocurrir en ambos procesos celulares, tanto
en divisibn como en no divisibn pero este proceso requiere de reacciones
enzimaticas para procesar a 5mC y de esta manera revertir de nuevo a una citosina
no metilada. Hasta el momento no se ha sabido que este mecanismo en células de
mamiferos pueda romper la fuerte unidon covalente carbono-carbono que une a la
citosina a un grupo metil. En cambio la desmetilacion ocurre a través de una serie
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de reacciones quimicas que modifican ain mas a 5mC, mediante reacciones de
diaminacion y/o oxidacion a un producto que es reconocido por la via de reparacion
por escision de base (BER) para de esta manera, reemplazar la base modificada
con una citosina desnuda. A pesar de que se ha acordado, de manera general, que
la via BER es el paso final en la desmetilacion del DNA, las enzimas especificas y
los intermediarios quimicos que se forman durante la desmetilacion del DNA aun
son debatidos (Moore, Le, & Fan, 2012).

Se han propuesto diferentes mecanismo de desmetilacién activa del DNA (Figura
6). 5mC puede ser quimicamente modificada en dos sitios: el grupo amino y el grupo
metil. La diaminacion del grupo amino a un grupo carbonilo mediante AID/APOBEC
(citidina diaminasa inducida por activacion/complejo enzimatico editor de la
apolipoproteina B mediante RNAm) efectivamente convierte 5mC a una timina,
creando asi un desajuste G/T y a su vez induciendo la via BER para corregir la base
(Moore, Le, & Fan, 2012).

Otro mecanismo de desmetilacion activa de DNA parece ser que se encuentra
mediado por las enzimas de translocacion ten-eleven, (Tet) Tetl, Tet2 y Tet3. Las
enzimas Tet adicionan un grupo hidroxilo a un grupo metil de 5mC para formar
5hmC (5-hidroximetilcitosina) (Figura 4a). Una vez que 5hmC es formado, dos
mecanismos por separado pueden convertir 5ShmC regresando a ser una citosina en
mamiferos. En el primer mecanismo, la oxidacion iterativa por las enzimas Tet
continua para oxidar 5hmC primero a 5-formil-citosina y despues a 5-carboxi-
citosina. En el segundo mecanismo, 5hmC es diaminado por AID/APOBEC para
formar 5-hidroxi-metil-uracilo (Moore, Le, & Fan, 2012).

Al igual que la metilacion, 5hmC puede regular la expresion génica. En apoyo a esta
teoria, la conversion de 5mC a 5hmC perjudica la union de la proteina represora de
union a grupo metil MeCP2. Pero lo que estéa claro en este momento es que in vivo
5hmC se encuentra en tejidos de mamiferos y puede desempefiar un papel
importante en la regulacion de la desmetilacion del DNA y la expresién genica
(Moore, Le, & Fan, 2012).

En todos los mecanismos mencionados de la desmetilacion activa de DNA, la via
BER utiliza a Timina DNA Glicosilasa (TDG) para escindir el residuo modificado
(timina, 5-hidroximetil-uracilo, 5-formil-citosina y 5-carboxi-citosina) y reemplazarlo
con una citosina desnuda. TDG es esencial para la desmetilacion del DNA vy es
requerida para un desarrollo normal (Moore, Le, & Fan, 2012).
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Figura 6.- Vias de desmetilacion activa. 5-metilcitosina (5mC) puede ser modificada quimicamente en dos
sitios: en el grupo amino y en el grupo metilo. El grupo amino de 5mC puede ser diaminada (indicado en verde)
por AID/APOBEC, convirtiendo a 5mC en Timina (Thy). El grupo metilo de 5mC puede ser modificado por la
adicion de un grupo hidroxilo por parte de las enzimas Tet para generar 5-hidroximetil-citosina (5hmC). 5hmC
puede también ser modificada quimicamente en dos sitios: en el grupo amino y en el grupo hidroximetilo.
AID/APOBEC puede diaminar a 5hmC (indicado en verde) para producir 5-hidroximetil-uracilo (5ShmU). En otra
via quimica para la modificacion de 5hmC se ven involucradas las enzimas Tet, oxidando mas a 5hmC (indicado
en rojo) para formar 5-formil-citosina (5fC) y posteriormente, 5-carboxi-citosina (5caC). Eventualmente, los
productos de cada via (Thy, 5hmU, 5fC y 5caC) son reconocidos y escindidos por TDG y/o SMUG1, ambos
componentes de la via BER; para ser reemplazados con una citosina desnuda (indicado en azul). Figura
obtenida de Moore, Le, & Fan, 2012.
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1.3.2.4 IDENTIFICACION DE LA METILACION DEL DNA (Readers):

REGULACION DE LA TRANSCRIPCION

Mientras que la metilacion del DNA puede por si misma reducir la expresion génica
al afectar la union de activadores transcripcionales, una segunda clase de proteinas
con alta afinidad por 5mC inhibe el factor de union de transcripcion. La metilacion
del DNA es reconocida por tres familias de proteinas: las MBD, las UHRF y los
“‘dedos de Zinc”. De estas familias, las proteinas MBD fueron las primeras en ser
identificadas. Estas proteinas contienen un dominio conservado de union a metil-
CpG (MBD) que le confiere una alta afinidad por Unicamente sitios CpG metilados.
Esta familia incluye a MeCP2, la primera proteina de union a grupo metil
identificada, junto con MBD1, MBD2, MBD3 y MBD4. Las MBDs son mayormente
expresadas en cerebro que en cualquier otro tejido, algunas MBDs son importantes
para un normal desarrollo y funcionamiento neuronal. De la familia MBD, MBD3 y
MBD4 son inusuales. Por ejemplo, MBD3 es incapaz de unirse directamente al DNA
debido a una mutacioén en su dominio MBD. Aunque MBD4 se une normalmente al
DNA, preferentemente reconoce a su sitio de unién cuando una guanina se
empareja con una timina, con un uracilo o con un 5-fluorouracilo y se asocia con las
proteinas implicadas en la reparacion del mal emparejamiento del DNA (Moore, Le,
& Fan, 2012).

El resto de los miembros de la familia MBD tienen la habilidad de unirse
directamente al DNA metilado y contienen un dominio de represién transcripcional
(TRD) que permite a las proteinas MBD unirse a una variedad de complejos
represores. Ademas de su papel como represor transcripcional, MeCP2 parece
tener un papel tnico en el mantenimiento de la metilacion del DNA. MeCP2 se une
a DNMT1 a través de su TRD y puede reclutar a DNMT1 al DNA hemimetilado para
llevar a cabo la metilacibn de mantenimiento. A pesar de que las MBDs son las
proteinas de union a metil mejor estudiadas, no significa que sean las Unicas
(Moore, Le, & Fan, 2012).

El grupo de proteinas UHRF incluyen a UHRF1 y a UHRF2, proteinas multidominio
que “tiran” hacia afuera y se unen a citosinas metiladas a través de un dominio SET-
y de dominios de union a DNA asociados a RING. A diferencia de la mayoria de las
proteinas de union a grupo metil, la funcién primaria de las proteinas UHRF no es
unirse al DNA y reprimir la transcripcion. La familia de proteinas UHRF primero se
une a DNMTL1 y luego se dirige a DNA hemimetilado con el fin de mantener la
metilacion del DNA, especialmente durante la replicacion del DNA. UHRF1 parece
interactuar tan estrechamente con DNMT1 que su eliminacion, asi como la
supresion de DNMT1, conducen a la letalidad embrionaria (Moore, Le, & Fan, 2012).
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Las proteinas MBD sirven como un fuerte ligante entre la metilacion del DNA y la
modificacion de histonas. Ambas, las proteinas MBD y UHRF interactian con el
DNA metilado y las histonas para intensificar la represion de genes. MeCP2 recluta
desacetilasas de histonas para remover la modificacion activa de histonas y reprimir
la transcripcion de genes. En general, la metilacion del DNA y la modificacion de
histonas trabajan en conjunto para regular la expresion de genes (Moore, Le, & Fan,
2012).

La dltima familia de proteinas de unién a grupo metil se une a DNA metilado a través
de un domino de dedos de zinc y estd compuesto de Kaiso, ZBTB4, y ZBTB38. A
pesar de que ZBTB4 y ZBTB38 tienen patrones de expresion en distintos tejidos,
ambos son altamente expresados en cerebro y pueden unirse Unicamente a
regiones CpG metiladas. Las proteinas de dominio de dedos de zinc son inusuales.
A pesar de su habilidad para reconocer a metilcitosinas, ambos Kaiso y ZBTB4
tienen preferencia para unirse a secuencias motivo que carecen de metilcitosinas.
A diferencia de otras proteinas de unién a grupo metil, Kaiso, preferentemente se
une a dos sitios CpG metilados o a secuencias de DNA a fines que no contienen
sitio metil-CpG (Moore, Le, & Fan, 2012; Klose & Bird, 2006). Sin embargo, a pesar
de sus diferencias, las proteinas dominio dedos de Zinc, similares a la familia MBD,
reprimen la transcripcion en una manera dependiente de la metilacion del DNA
(Moore, Le, & Fan, 2012).
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1.4 VIA DE SENALIZACION Wnt

La familia Wnt consiste en un nimero de genes altamente conservados que regulan
la expresion génica, el comportamiento, la adhesiéon y la polaridad de la célula. Esta
familia incluye un total de 19 genes en humanos y en ratones, 7 en Drosophila, y 5
en C. elegans.

La produccion y secrecion de ligandos Wnt requiere de la modificacion de lipidos
por la enzima acetil transferasa Porcupina (Prcn) seguida de la union de Wntless
(WIs), el cual sirve como chaperona Wnt facilitando el transporte del lipido Wnt
modificado hacia la membrana plasmatica (Figura 7) (Wang, y otros, 2014).

Los ligandos Wnt son glicoproteinas secretadas lipido-modificadas, ricas en cisteina
de aproximadamente 350-400aa que contienen un péptido sefial N-terminal para su
secrecion, que activan la superficie celular mediante vias de transduccién de
sefales a través de receptores para regular una variedad de actividades celulares
que incluyen la diferenciacion, proliferacion, migracion, polaridad y la expresion
génica en la célula. Las proteinas de sefializacion Wnt son esenciales durante la
embriogénesis y en la homeostasis de tejidos adultos ayudando a su regeneracion
tales como tejido linfoide, colon, piel, foliculos pilosos y hueso (Westendorf, Khaler,
& Schroeder, 2004).

Datos genéticos y bioguimicos han demostrado que las proteinas Frizzled (Fz) son
los principales receptores para los ligandos Wnt. Estas proteinas transmiten las
seflales a través de ambas vias Wnt (B-catenina dependiente y B-catenina
independiente). Los miembros de la familia Frizzled se caracterizan por tener:

- Una secuencia sefal putativa seguida de otra secuencia de 120 aminoéacidos
gue contiene 10 dominios fuertemente conservados ricos en cisteina (CRD),
siendo su sitio de union.

- Una region muy divergente de 40-100 aa predecesora de una forma flexible
de union.

- Siete segmentos transmembranales separados por un pequefio loop
citoplasmico y extracelular (Wang, y otros, 2014).

La activacion de esta via induce diversas sefiales intracelulares que en conjunto se
divide en dos grandes grupos: la via candnica o clasica y la via no candnica, de las
cuales la primera es la mejor conocida (Escobar & Hawkins, 2009).
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Figura 7.- Maquinaria de Secrecion de ligandos Wnt. La modificacion lipidica de las proteinas Wnt se lleva
a cabo en el Reticulo Endoplasmico (RE) por accion de la enzima Porcupina (Porc). El transporte y la secrecion
son dependientes de la proteina transmembranal Evi/Wntless. El Retrémero es necesario para reciclar las
vesiculas endosomales de Evi/Wntless. Figura modificada de Clevers & Nusse, 2012.
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Los Wnts activan al menos tres cascadas de sefalizacion intracelulares distintas
que forman parte de la division de la via de sefalizacion Wnt antes mencionada
(Figura 8):

1) Wnt B-catenina dependiente (via canonica): Promueve el destino, la
proliferacion y supervivencia de la célula mediante el incremento de los
niveles de [B-catenina, ademas, esta involucrada en la alteracion de la
expresion génica a través de los factores de transcripcion Lef/Tcf

2) Wnt dependiente _de calcio (Wnt/Ca?"): Estimula las proteinas G
heterotriméricas, incrementa los niveles intracelulares de Ca?*, disminuye los
niveles de GMP ciclico y activa a la proteina cinasa C (PKC) para inducir el
factor nuclear de linfocito T activado (NF-AT) y otros factores de
transcripcion.

3) Via de polaridad celular Wnt-planar (Wnt-PCP): Activa a las GTPasas
Rho/Rac y a la cinasa Jun N-terminal (JNK) para modular la organizacion
del citoesqueleto y la expresion génica. (Westendorf, Khaler, & Schroeder,

2004)
No Canoénica Canodnica
Wnt/Ca** Wnt/PCP Wnt/B- catenina
Whnt \Wnt Wt
I

IFz Fz Fz

¢ ¢ .\
CamKIl/PKC/CaN DvI Dvl — A%K%’Q}
I GSK3|
T\IFL?(T Rac/Rho B-catenina i>B-catenina

JNK Degradacion

@

Transcripcion de

I—> genes diana

Niicleo

Figura 8.- Vision general de las diferentes vias de sefializacion Wnt. La unién de Wnts a su receptor o0 a
su complejo receptor, puede llevarse a cabo en cualquiera de las vias Wnt: en las vias no candnicas (Wnt/Ca2+;
Wnt-PCP) o en su defecto, por la via candénica. Figura modificada de Piters, Boudin, & Hul, 2008.
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1.4.1 VIiA DE SENALIZACION Wnt B-catenina (CANONICA)

La via de senalizacion Wnt B-catenina es la mejor estudiada de las vias Wnt.
Aunque las sefiales Wnt en interaccion con otras vias de sefalizacion (Notch,
Hedgehog, Rac/K-RAS y mTOR) regulan el crecimiento, la diferenciacion, la funcion
y la muerte celular en ciertos tejidos; ésta es central en el desarrollo y la homeostasis
del tejido 6seo en adultos. La sefializacion Wnt ha sido estudiada primordialmente
en embriones en desarrollo, en los cuales las células responden a Wnt en un
contexto de manera dependiente, sin embargo, los Wnts también tienen funciones
importantes en adultos (Wang, y otros, 2014).

La actividad de la via de sefializacion Wnt canonica depende de la concentracion
citoplasmatica de B-catenina. Implica la induccion de una cascada de sefiales que
da como resultado la translocacion de B-catenina en el nicleo en donde se asocia
con el factor de union estimulador linfoide (Lef) y con el factor de transcripcion
especifico de células T (Tcf's) dando como resultado la expresion de genes diana
(Piters, Boudin, & Hul, 2008).

Durante el estado inactivo “OFF” (Figura 12) de la via candnica, 3-catenina se une
al complejo de destruccion que se encuentra constituido de Axina, Poliposis Coli
Adenomatosa (APC), y de Glucdgeno Sintasa Cinasa 38 (GSK-383), en donde la
fosforilacion es llevada a cabo por GSK-3[ para ser reconocidos por una proteina
gue contiene repeticiones B-transducina (B-TrCP) para posteriormente, ser
degradada en proteosoma. Previo a la fosforilacion por GSK3B,se requiere la
fosforilacion de serina 45 en B-catenina por casein cinasa 1 (CK1), en donde CK1
se une a Axina. Al mismo tiempo la actividad transcripcional de TCF es inhibida por
el correpresor Groucho. Sin embargo, tras la unién del ligando Wnt al receptor de
membrana Frizzled (Fz) y al correceptor lipoproteico de baja densidad LRP (LRP-
5/6), la via de sefalizacion Wnt candnica es activada “ON” (Figura 9). Esta
interaccion hace que Axina y la fosfoproteina Disheveled (DVL) se unan a LRP5/6
fosforilado, inhibiendo la funcién del complejo de destruccién, lo que resulta en un
incremento en el nivel de B-catenina en el citoplasma. Posteriormente 3-catenina es
translocada en el nucleo, junto con el factor de union estimulador linfoide y al factor
de transcripcion de células T (TCF/LEF) desplazando a Groucho, para inducir la
transcripcion de genes diana de la via Wnt tales como c-Myc, c-Jun, CCND1,
PPARD, FOSL1, UTERIN (genes relacionados con el crecimiento y la proliferacion
celular) y ciclina D (Surana, y otros, 2014; Ochoa, Juaréz, Rosales, & Barros, 2012).
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1.4.1.1 REGULACION DE LA VIA CANONICA
Como anteriormente se menciong, la sefalizacion Wnt canonica es inducida a
través de la union de una molécula Wnt a su complejo receptor. Esta via de
sefalizacion puede ser regulada de forma extracelular a través de la membrana
celular, del citoplasma, asi como también en el nucleo, sin embargo, se ha sugerido
que la sefializacion Wnt es regulada por diversas clases de moduladores negativos
llamados “antagonistas” (Piters, Boudin, &Hul, 2008).

Los antagonistas Wnt pueden ser divididos en dos clases basandonos en sus
mecanismos de accién. La primer clase incluye a la familia de SFRPs, Factor
Inhibidor Wnt (WIF) -1 y a Cerberus. Esta clase de antagonistas Wnt, se unen
directamente a proteinas Wnt asi como a receptores Fz siendo capaces de bloquear
todas las vias de sefalizacion Wnt. La segunda clase se encuentra conformada por
los miembros de la familia Dickkopfs (DKKSs) los cuales se unen a los correceptores
Wnt LRP-5/6 e inhiben toda la via Wnt B-catenina (Surana, y otros, 2014).
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Espacio Extracelular

Frizzled
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Figura 9.- Via de sefalizacion Wnt candnica (estado "ON"). Al unirse la glicoproteina secretada Wnt a su
receptor Fz en la membrana celular, comienza la sefializacion iniciando la comunicacion con el complejo de
Axina, que inhibe la fosforilacion y degradacion de B-catenina. En seguida - catenina se acumula en el
citoplasma y posteriormente, se transloca en el nucleo, en donde interactia con TCF/LEF y con otras familias
de factores de transcripcién para regular la expresion de genes diana. Figura modificada de Surana, y otros,
2014.

1.4.2 VIA DE SENALIZACION Wnt B-catenina Y SU PARTICIPACION EN EL
METABOLISMO OSEO Y EN LA DIFERENCIACION DEL OSTEOBLASTO
La via de sefalizacion Wnt canonica en el tejido 0seo, participa en diferentes fases
del desarrollo del hueso, en los procesos de condrogénesis, osteoblastogénesis y
osteoclastogénesis, resaltando especialmente su participacion durante la
diferenciacion del osteoblasto (Wang, y otros, 2014).
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Diversos estudios han puesto de manifiesto que la via de sefalizacion Wnt [3-
catenina regula diferentes estadios de la osteoblastogénesis, incluyendo: la
renovacion de células troncales, la estimulacion de preosteoblastos y la induccién
de la osteoblastogénesis.

Los osteoblastos son las principales dianas celulares de la via Wnt: la 3-catenina es
esencial para determinar si los progenitores mesenquimales se convierten en
osteoblastos (Figura 10), indicando que la via de sefializacion Wnt puede afectar el
papel final ejercido por el osteoblasto. Un mecanismo adicional por el cual Wnt
puede controlar la funcidon del osteoblasto es mediante el bloqueo de la
condrogénesis y la adipogénesis, ya que puede inhibir factores de transcripcion
adipogénica como C/EBPa y PPARYy, tal y como se ha demostrado in vivo con
ratones transgénicos tipo Wnt/Ob, o in vitro, aunque no se ha objetivado firmemente
una conexion directa e inversa entre los mecanismos que interfieren en estas dos
lineas mesenquimales (Figura 11) (Escobar & Hawkins, 2009).

Un mecanismo regulador importante del RO se asume como un mecanismo
feedback negativo a través de la supresion de la formacion ésea debido a la
expresion de esclerostina en el osteocito, de esta manera se inhibe la sefializacion
Wnt en osteoblastos maduros (Figura 11). Una explicacion parcial adicional del
efecto osteogénico de la sefalizacion Wnt es que reduce la apoptosis de los
osteoblastos y osteocitos en el hueso (Piters, Boudin, & Hul, 2008).

En estudios in vitro se ha demostrado que la activacion de la via Wnt favorece la
diferenciacion de los precursores osteoblasticos a través de la induccion de
Runx2/Cbaf y otros factores de transcripcion. Por el contrario, los elementos
inhibidores de esta via, como la proteina soluble frizzled, tienen un efecto negativo
sobre la supervivencia de los osteoblastos. Por otro lado, los estudios con animales
transgénicos han demostrado importantes cambios esqueléticos cuando se altera
la expresion de algunos genes de esta via, como Wnt-10b, B-catenina, la proteina
soluble frizzled o las propias LRP5 y LRP6 (Velasco & Riancho, 2008).

Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que la via de sefializacion Wnt
puede determinar el destino celular de los precursores mesenquimales, al mismo
tiempo que la actividad formadora de hueso del osteoblasto. Por tanto, la via Wnt
candnica controla a los osteoblastos en diferentes niveles: diferenciacion,
proliferacion o apoptosis, y funcion final (Escobar & Hawkins, 2009).

KARINA LIZBET ALBARRAN CASILDO



Patrones de metilacion de los genes SFRP1, SFRP2, SFRP4 y SFRP5 durante el desarrollo del osteoblasto

Wnt

4/./\

Especificacion Proliferacién Supervivencia
de linaje N A
v v XK

célula Preosteoblasto Osteoblasto
pluripotencial
mesenquimal

Produea.on Mineralizacion
de matriz de la matriz

; Osteoblasto
inmaduro ndire

Osteocito’
Figura 10- Wnt en la diferenciacién del Osteoblasto. La Via de sefializacion Wnt tiene efectos en las multiples

etapas de maduracion del linaje osteoblastico. (CRO: Células de Recubrimiento 6seo) Figura modificada de
Hoeppner, Secreto, & Westendorf, 2009.
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Figura 11.- Papel ejercido por la Via Wnt candnica en la diferenciacion del Osteoblasto. La via de
sefializacion Wnt canonica, promueve la diferenciacion del osteoblasto a partir de células troncales
mesenquimales (MSCs), mientras es inhibida la diferenciacién de adipocitos y condrocitos. La sefializacion Wnt
mejora la proliferaciéon y mineralizacién de los osteoblastos y bloquea su apoptosis, mientras que bloquea la
actividad y diferenciacion de los osteoclastos mediante el incremento de OPG/RNKL. La esclerostina, es
expresada en osteocitos y se encarga de suprimir la proliferacién y funcién de los osteoblastos ya que se trata
de un inhibidor de la sefializacion Wnt candnica. Figura modificada de Kubota, Michigami, & Ozono, 2009.
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1.5 FAMILIA DE PROTEINAS SECRETADAS RELACIONADAS CON
FRIZZLED (SFRPs)

Los genes de la familia SFRP codifican para proteinas denominadas Proteinas
Secretadas Relacionadas con Frizzled (SFRP). Estos genes se encuentran
organizados a lo largo del genoma tal y como se indica en la tabla 1, en la que se
condensa la informacion referente a ellos. En humanos, esta familia se compone de
cinco miembros, SFRP1 a SFRP5, y ortélogos de estos genes se han encontrado
en todas las especies de vertebrados.

Las proteinas secretadas relacionadas con Frizzled (SFRPs) comprenden una
familia de 5 proteinas en mamiferos que fueron identificados como los primeros
antagonistas de la via de sefalizacion Wnt [(-catenina durante el proceso de
embriogénesis. Los SFRPs funcionan como receptores solubles “sefiuelo” para
ligandos Wnt, y por lo tanto antagonizan ambas vias de sefalizacién Wnt, tanto (3-
catenina dependiente como no candnica (Haraguchi, y otros, 2016).

El miembro fundador Frzb se identificd inicialmente por su similitud de secuencia
con los receptores Fz e inmediatamente se asoci6é con la sefializacion Wnt por su
habilidad para unirse a Wnt8 y bloquear la sefializacibn en Xenopus. Al mismo
tiempo, los miembros adicionales de esta familia se aislaron de diferentes formas:
por la homologia de su secuencia con los receptores Fz o, independientemente de
la actividad Wnt, a través de su participacion en el proceso de apoptosis o, de su
co-purificacion con el factor de unién a heparina (Bovolenta, Esteve, Ruiz, Cisneros,
& Lopez-Rios, 2008).

Inicialmente las proteinas SFRP fueron identificadas como “Proteinas Secretadas
Relacionadas con Procesos de Apoptosis (SARP)”.

Tabla 1.- Cuadro comparativo entre los genes de la familia SFRP.

Nombre del Gen | Localizacion cromosémica | Tamaio (No. de bases) | No. de exones

— s [T a7s1s ;
| see [T 247

3
SFRP4 7pl4.1 10836 6
SFRP5 10g24.1 5392 3

Fuente de informacién: www.ncbi.nim.nih
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1.5.1 ESTRUCTURA Y FUNCIONES DE LAS PROTEINAS SFRP

Los SFRPs tienen una longitud de aproximadamente 300 aminoacidos, poseen una
secuencia sefial y un dominio rico en cisteina (CRD) como los receptores Fz
constituyendo la terminal N y una region hidrofila de uniébn a heparina, que
constituye la terminal C. Su dominio CRD posee 10 residuos conservados de
cisteina y su secuencia presenta una homologia muy cercana al dominio CRD de la
region extracelular del receptor Fz. Esta homologia es la causante de la
competencia que existe entre los SFRPs con los receptores Fz para unirse a
ligandos Wnt ya que los SFRPs se unen a ellos a través de su CRD impidiendo de
este modo, su union con el receptor Fz antagonizando la via de sefializacion Whnt,
ya sea interactuando directamente con ligandos Wnt para prevenir su asociacion
con su receptor Fz o uniéndose directamente a proteinas receptoras Fz formando
un complejo sin funcionalidad (Figura 12). Sin embargo, a diferencia de los
receptores Fz, los SFRPs carecen de un dominio transmembranal o citosélico
(Surana, y otros, 2014; Wang, y otros, 2014; Hoeppner, Secreto, & Westendorf,
2009). Se piensa que uno de los fines fisiologicos de los SFRPs consiste en formar
un gradiente local morfogénico durante la embriogénesis antagonizando localmente
la via Wnt B-catenina. Por otra parte, elevados niveles séricos de SFRPs han sido
documentados en condiciones patolégicas tales como: obesidad, diabetes y
osteoporosis (Haraguchi, y otros, 2016).

También los SFRPs y moléculas tipo SFRP afectan la progresion del ciclo celular y
provocan un decremento en la proliferacion celular en tumores. Son considerados
como potenciales antagonistas de Wnt y también una nueva clase de supresores
tumorales. Numerosos estudios han reportado una baja regulacién de los miembros
SFRP en varios tipos de cancer, indicando una pérdida de la funcién (Surana, y
otros, 2014).

En la tabla 2, se resume la informacién acerca de algunas funciones reguladas por
las proteinas SFRP.
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. Degradacion en
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Figura 12.- SFRPs mediadores inhibitorios de Wnt. En presencia de SFRPs, la via de sefializacion Wnt
canonica, es inhibida (estado “OFF”), debido a la union directa de SFRPs a Wnts o a receptores Fz; provocando
la fosforilacion de B-catenina seguida de su ubiquitinacion, para finalmente, ser degradada por el proteosoma.
Figura modificada de Surana, y otros, 2014.
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Tabla 2.- Cuadro comparativo de la familia de proteinas SFRP.

PROTEINA | TAMANO | LOCALIZACION FUNCIONES DE LA EXPRESION EN DOMINIOS
(EE)] CELULAR PROTEINA TEJIDOS CONSERVADOS

314 Espacio
extracelular
205 Espacio
extracelular
346 Espacio
extracelular
317 Espacio

extracelular

Modulador de la via de
sefializacion Wnt
Regula negativamente el
crecimiento, la
proliferacion y
diferenciacion celular
Disminuye los niveles
intracelulares de B-
catenina
Regulador negativo en la
diferenciacion y
proliferacién de OB
Regulador negativo en el
RO
En ambientes in vitro e
in vivo tiene efectos
antiproliferativos en
células vasculares
In vivo induce respuesta
angiogénica
Modulador de la via de
sefalizacion Wnt
Regula la diferenciacion
y el crecimiento celular
Participa en la
morfogénesis del hueso
Importante regulador
durante el desarrollo de
la retina
Modulador de la via de
sefializacion Wnt
Regula la diferenciacion
y el crecimiento celular
Regulador de la
morfologia y funcion
uterina
Incrementa el proceso
de apoptosis durante la
ovulacion
Tiene efectos
fosfaturicos
Modulador de la via de
sefalizacion Wnt
Puede estar involucrado
en la determinacion de
la polaridad de los
fotorreceptores y tal vez
en otras células de la
retina
Participa en la
morfogénesis de la
estructura anatémica

Ausente en pulmén,
higado y leucocitos
Los niveles mas altos
se presentan en
corazén y rifon
También se expresa
en testiculos,
cerebro, células de
tejido muscular,
fibroblastos y
queratocitos

Tejido adiposo
Corazodn
Musculo esquelético
Pancreas
Timo
Préstata
Testiculos
Intestino delgado y
colon

Células
mesénquimales
Cardiomiocitos

Expresion de
moderada a alta en
tumores de ovario

Altamente expresado
en el estroma de
endometrio
proliferativo

Altamente expresado
en el epitelio de la
retina y pancreas
Expresion débil en
corazon, higado y
musculo

Fuente de informacion: http://www.ncbi.nlm.nih.gov; http://www.ebi.ac.uk

CRD (Domino rico en
Cisteina) y NTR (Dominio
Relacionado con
Netrina)

CRD (Domino rico en
Cisteina) y NTR (Dominio
Relacionado con
Netrina)

CRD (Domino rico en
Cisteina) y NTR (Dominio
Relacionado con
Netrina)

CRD (Domino rico en
Cisteina) y NTR (Dominio
Relacionado con
Netrina)
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1.5.2 IMPACTO DE LA FAMILIA SFRP EN EL TEJIDO OSEO

A pesar de un perfil amplio de expresion en tejidos, varias lineas de evidencia,
sugieren que la inhibicion de SFRP1 estimula la via de sefializacion Wnt canodnica
promoviendo la acumulacion de hueso. Bodine y colaboradores demostraron que
SFRP1 es un importante regulador de osteoblastos y osteocitos para su
supervivencia en ambientes in vitro e in vivo. Desarrollaron una linea SFRP1-/- de
ratdbn y demostraron que la delecion de SFRP1 no solamente reduce la apoptosis
en osteoblastos y osteocitos, sino que también potencializa la proliferacién y
diferenciacion del osteoblasto, e incrementa la formacion de hueso trabecular
(Wang, y otros, 2014). Por otro lado, ratones deficientes de SFRP1 presentan un
incremento en la densidad mineral 6sea trabecular, en el volumen y aposicion
mineral; pero ningin cambio en la densidad 6sea cortical (Hoeppner, Secreto, &
Westendorf, 2009). La delecién de SFRP1 también previene la pérdida de hueso
asociada con la edad y reduce el porcentaje de grasa en el cuerpo (Hoeppner,
Secreto, & Westendorf, 2009). Ratones transgénicos SFRP1 presentan bloqueo en
la formacion de huesos y disminucion en la masa 6sea trabecular. Segun Guillespie
y colaboradores, SFRP1 también juega un papel en el receptor activador del ligando
NF-KB dependiente de RANKL formador de osteoblastos (Wang, y otros, 2014).

Mientras tanto la administracion de SFRP1 recombinante de humano reduce la
densidad de hueso de fémur proximal y el volumen de hueso trabecular en ratas. La
sobreexpresion de SFRP1 en osteoblastos inmortalizados de origen humano
suprime la sefializacibn Wnt candnica en un 70% y acelera el proceso apoptotico,
implicando a SFRP1 como un regulador negativo para la supervivencia de
osteoblastos y osteocitos (Hoeppner, Secreto, &Westendorf, 2009).

Por otra parte, SFRP2 y SFRP4 son requeridos para el desarrollo de extremidades
y para la formacién de huesos (Wang, y otros, 2014).

1.5.3 REPRESION TRANSCRIPCIONAL POR HIPERMETILACION DE LOS
GENES SFRP
Como se sefialé anteriormente, los SFRPs, antagonistas de Wnt, son comunmente
identificados en estudios de perfiles de transcripcion de osteoblastos; siendo SFRP1
el gen mas regulado a ese nivel, sugiriendo que juega un papel importante durante
la diferenciacion del osteoblasto y en el proceso de la formacion 6sea (Bodine, y
otros, 2005).
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Diversas investigaciones han puesto de manifiesto que los genes SFRP son a
menudo silenciados por mecanismos epigenéticos. Se ha demostrado que durante
las etapas del proceso carcinogeénico, la inactivacion epigenética por medio de la
hipermetilacion de los genes SFRP alrededor del sitio de inicio de la transcripcion,
permite el silenciamiento de estos genes en mesotelioma y en cancer colorectal en
humanos (Figura 13) (Haraguchi, y otros, 2016); por ello se han utilizado agentes
quimicos para revertir el estado de metilacion de los promotores de los genes
silenciados resultando en una consecuente reactivacion.

Intervenciones que revierten las modificaciones epigéneticas han sido consideradas
COmo una propuesta para la reactivacion de genes silenciados epigeneticamente
por hipermetilacion, incluidos los genes SFRP (Surana, y otros, 2014).
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Figura 13.- Hipermetilacién de los genes SFRP. Los promotores de los genes SFRP, cuando se
encuentran hipermetilados consecuentemente son silenciados, dando como resultado una
disminucion en la expresion de estos genes y un incremento en la activaciéon de la via de
sefalizaciéon Wnt. Figura modificada de Surana, y otros, 2014.
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Por todo lo anteriormente sefialado resulta muy importante y atractivo continuar con
las investigaciones pertinentes para conocer mas all4 los mecanismos que pueden
ayudar a regular el comportamiento de estos genes en el tejido 0seo,
especificamente en el desarrollo del osteoblasto, una de las células fundamentales
en la estructura de éste tejido para con ello lograr avanzar en el tratamiento y si es
posible en la deteccidn oportuna de una de las patologias que mas afectan al antes
mencionado, la osteoporosis, causada por una regeneracion aberrante del tejido
0seo, 0 en el peor de los casos a la no regeneracion del mismo.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el estado de metilacion en la region promotora de la familia de genes
SFRP mediante PCR de metilacion especifica (MSP) para precisar su importancia
durante el desarrollo del osteoblasto.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la expresion de los genes SFRP1, SFRP2, SFRP4 y SFRP5 a
nivel de RNA mensajero en lineas celulares osteoblasticas humanas.

2. Determinar el estado de metilacion de los genes SFRP1, SFRP2, SFRP4 y
SFRP5 en las lineas celulares hFOB1.19, MG-63 y Saos-2 durante la
proliferacion y diferenciacion osteoblastica.

3. Analizar si existe relacion entre el estado de metilacién y los cambios de
expresion de la familia de genes SFRP.
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3. HIPOTESIS
Dado que la regulacion de la expresion de los genes SFRP1, SFRP2, SFRP4 y
SFRP5 esta fuertemente controlada durante el desarrollo del osteoblasto, es posible
gue la metilacién sea un mecanismo que participa en esta regulacion durante el

desarrollo de dichas células.

KARINA LIZBET ALBARRAN CASILDO



Patrones de metilacion de los genes SFRP1, SFRP2, SFRP4 y SFRP5 durante el desarrollo del osteoblasto

4. MATERIALES Y METODOS

Estrategia experimental

Cultivo de las tres lineas
celulares:
1) MG-63
2) Saos-2
3) hFOB 1.19

Extraccion de Acidos Nucleicos

DNA RNA
Kit Pure gene Blood TRIZOL® (Ambion,
Core Kit (QIAGEN®) Applied Biosystems)

MSP RT-PCR
(Con DNA previamente (Expresion de RNA
tratado con Bisulfito de mensajero)

Sodio)
Andlisis de Resultados

Figura 14.-Diagrama de estrategia experimental del protocolo a seguir. En esta figura se muestra de manera
resumida cada uno de los experimentos a realizar en este trabajo.
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4.1 EXPERIMENTACION

4.1.1 CULTIVO CELULAR
Para la obtencion de las muestras bioldgicas fue necesario realizar el cultivo de las
tres lineas celulares siguientes:

1) MG-63
2) Saos-2
3) hFOB 1.19

Las dos primeras lineas, antes mencionadas, corresponden a células de
osteosarcoma, mientras que la tercera, corresponde a una linea normal
osteoblastica.

Los cultivos se llevaron a cabo mediante curvas de crecimiento teniendo una
duracion de 21 dias de proliferacion, durante ese lapso y tiempos especificos se
realizaron cinco cosechas celulares (tanto para extraccion de DNA como de RNA
total) en los dias 3, 8, 15, 18 y 21.

Dichas células fueron distribuidas por American Type Culture Collection (ATCC®).
En la tabla 3 se describen las caracteristicas de cada linea celular y las condiciones
de cultivo a seguir segun el proveedor.

4.1.2 EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS
La extraccién de los &cidos nucleicos fue realizada en los tiempos especificos
indicados para el levantamiento celular.

La extraccion de DNA se realiz6 con el Kit Puregene Blood Core Kit (QIAGEN®),
mientras que la extraccion de RNA total fue realizada con TRIZOL® (Ambion,
Applied Biosystems).

Se siguieron las instrucciones indicadas por los proveedores.

La cuantificacion se realiz6 empleando NanoDrop® (Thermo scientific) y la
integridad fue evaluada mediante geles de agarosa al 1%.
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Tabla 3.- Caracteristicas y condiciones de cultivo de cada una de las lineas celulares utilizadas en el

Suplementos

Condiciones de
incubaciény
cambios de medio
de cultivo

proyecto
Linea Caracteristicas Medio de Cultivo
Celular
Células de
osteosarcoma
humano de tipo Medio Minimo
osteoblastico Esencial Eagle
(ATCC®)
MG-63 Provenientes de suplementado al 10%
tejido 6seo con Suero Fetal
Bovino
Presentan morfologia
fibroblastica
Células de
osteosarcoma
humano de tipo
osteoblastico McCoy’s 52 (ATCC®)
Sa0s-2 suplementado al 15%
Provenientes de con Suero Fetal
tejido 6seo Bovino
Presentan morfologia
epitelial
Células
osteoblasticas DMEM/F12 (1:1) (1x)
hFOB transfectadas con el (Gibco®)
antigeno T SV40 suplementado al 10%
1.19
con Suero Fetal
Provenientes de feto Bovino
humano

Después del dia 8 de
cultivo el medio fue
enriquecido con 10mg
de acido ascoérbico y
108.5 mg de B-
glutamina por cada
100ml de volumen total
de medio de cultivo

Los cambios de
medio de cultivo
se realizaron cada
tercer dia

A una
temperatura de
37°C, bajo una
atmosfera con 5%
de CO2 de
incubacién

Informacion obtenida de los proveedores American Type Culture Collection (ATCC®) para las lineas celulares

utilizadas en el proyecto
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4.1.3 EXPRESION DE LOS GENES SFRP (SFRP1, SFRP2, SFRP4 Y SFRP5)
EN LAS TRES LINEAS OSTEOBLASTICAS

1)

2)

3)

Retrotranscripcion (RT): A partir del RNA obtenido durante la extraccion de
acidos nucleicos se utilizdé el Kit Tagman Reverse Transcription (Applied
Biosystems) para la sintesis de cDNA, posterior a su obtencion, fue
cuantificado con NanoDrop® (Thermo scientific).

Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR): Una vez obtenido el cDNA, se
procedié a realizar una PCR tiempo real para calcular la expresion de los
genes SFRP1, SFRP2, SFRP4 y SFRP5 en las muestras bilogicas. Se utilizo
el Kit TagMan® Universal PCR Master Mix (Roche®). En éste procedimiento
se emplearon sondas de hidrdlisis Tagman® correspondientes a cada gen
analizado, ademas del gen constitutivo (control endégeno) GAPDH con el
cual fueron comparados. Cada experimento se realizé por triplicado para
confirmar la reproducibilidad de los resultados.

Expresion Relativa (ER): Para hacer los célculos de ER nos apoyamos en el
método de “Doble delta Ct (AACt)” dicho método expresa la proporcién
obtenida de la relacion entre los valores Ct de la muestra y los valores Ct del
control enddgeno.

4.1.4 EVALUACION DEL ESTADO DE METILACION DE LOS PROMOTORES
DE LOS GENES SFRP1, SFRP2, SFRP4 Y SFRP5

1)

2)

3)

Tratamiento con Bisulfito: EI DNA obtenido en la extraccion de &cidos
nucleicos fue tratado con bisulfito de sodio utilizando el Kit EZ DNA
Methylation-Gold™ Kit de la marca comercial ZYMO RESEARCH,
siguiéndose las instrucciones del proveedor.
Lo que se logra tras dicho procedimiento es la conversion de citosinas a
uracilos, las citosinas que se encuentran en 5-meC son resistentes a ésta
modificacion.

PCR de metilacion especifica (MSP): Utilizando el DNA modificado con
bisulfito de sodio se realizaron las MSP correspondientes para cada uno de
los genes estudiados. Se disefiaron oligos especificos para metilacion (M) y
no metilacion (U) apoyandonos del programa en linea MethPrimer
(Tollefsbol, 2011). Para la amplificacion de los fragmentos correspondientes
se utilizé la enzima Amplitag® Gold DNA Polymerase de AppliedBiosystems;
asi como también fue necesario agregar DMSO como aditivo estabilizador
de la reaccion para el par de oligos correspondientes a SFRP1 M. Para cada
par de oligos se establecieron condiciones especificas de amplificacion, las
cuales se enlistan en la tabla 4.

Se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 3%.
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Tabla 4.- Condiciones establecidas para MSP

Oligo Tamaiio (pb) Secuencia Tm (°C) | Ciclos
SFRP1 M 173 MF 5'- GTG TCG CGC GTT CGT TTC GC - 3’ 65 33
MR 5’- AAC GTT ACC CGA CTC CGC GAC CG — 3’
SFRP 1 U 182 UF 5- GAGTTAGTGTTGTGTGTTTTGT-3’ 49 35
UR 5’- CCC AAC ATT ACC CAA CTC CAC AACCA- 3’
SFRP2 M 136 MF 5’- GGG TCG GAG TTT TTC GGA GTT GCG C - 3’ 54 40
MR 5’- CCG CTC TCT TCG CTA AAT ACG ACT CG — 3’
SFRP2 U 142 UF 5’- TTT TGG GTT GGA GTT TTT TGG AGT TGT GT -3’ 54 40
UR 5’- AAC CCA CTC TCT TCA CTA AAT ACA ACT CA-3’
SFRP 4 M 112 MF 5’- GGG TGA TGT TAT CGT TTT TGT ATC GAC -3’ 54 40
MR 5’- CCT CCC CTA ACG TAA ACT CGA AAC G -3’
SFRP 4 U 116 UF 5’- GGG GGT GAT GTT ATT GTT TTT GTA TTG AT- 3’ 54 40
UR 5’- CAC CTC CCC TAA CAT AAA CTC AAA ACA-3’
SFRP5 M 136 MF 5’- AAG ATT TGG CGT TGG GCG GGA CGT TC-3’ 54 40
MR 5’- ACT CCA ACC CGA ACC YCG CCG TAC G -3’
SFRP 5 U 141 UF5'- GTCAGA TTT GGT GTT GGG TGG GAT GTT T- 3’ 54 40
UR 5’- AAA ACT CCA ACC CAA ACC TCA CCATAC A- 3’
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5. RESULTADOS

5.1 GEN SFRP1

5.1.1 EXPRESION RELATIVA DE SFRP1

El gen SFRP1 se expresa en todas las lineas celulares, con mayor incidencia en la
linea celular hFOB 1.19 denotando un incremento en su expresion conforme van
transcurriendo los dias de proliferacion (figura 15). En las lineas celulares Saos-2 y
MG-63 también hay expresion del gen; en ambas lineas celulares se observa que
en el dia 18 de proliferacion la expresion del gen fue mas alta, sin embargo, tiende
a disminuir hacia el dia 21. Comparando la expresion del gen en las lineas celulares
Saos-2 y MG-63 existe una diferencia significativa con respecto a la linea celular
hFOB 1.19 (figura 15).

Expresion de SFRP1 en las tres lineas
celulares

10
z 8
3 6
5 —+—MG-63
w4
g Saos-2
g 2 //h‘“‘*— hFOB 1.19

0 T - T T T 1

3 8 15 18 21
Tiempo de Proliferacién (Dias)

Figura 15.-Expresion relativa del gen SFRP1 en las tres lineas celulares osteoblésticas. Se observa una
diferencia significativa en la expresion de SFRP1 en la linea celular hFOB 1.19 con respecto a Saos-2 y a MG-
63. El comportamiento de la expresion del gen en las dos lineas celulares previamente mencionadas, es muy
similar.
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5.1.2 METILACION DE SFRP1
Se encontraron tres CGl localizadas en la region promotora de SFRP1 y el exdn 1.
Los oligonucledtidos se disefiaron en regiones cercanas al sitio del inicio de la
transcripcion en el exon 1 (figura 16A). La region promotora de SFRP1 se encuentra
desmetilada en las lineas celulares MG-63 y Saos-2 (figura 16B). En el caso de
hFOB 1.19, la regidn promotora del gen se encuentra metilada, presentando una
disminucién en la metilaciéon conforme va transcurriendo el tiempo de proliferacion

(figura 16B).
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Figura 16.- Estado de metilacién del gen SFRP1. A) Analisis de CGI (Islas CG, por sus siglas en inglés)
paralaregion promotora de SFRP1. Los oligonucle6tidos para la PCR sensible a Metilacion (MSP) amplifican
una region en el exén 1, en morado se muestran los que amplifican el fragmento metilado (MF/MR), y en verde
los que amplifican en fragmento no metilado (UF/UR). B) Anédlisis de metilacion de la regién promotora de
SFRP1 por MSP. La presencia de la banda clara en cada uno de los segmentos correspondientes a los dias
de proliferacion representan el producto de PCR obtenido: en donde U corresponde al fragmento no metilado,
M corresponde al fragmento metilado, C+ control positivo y C- control negativo.
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5.2 GEN SFRP2

5.2.1 EXPRESION RELATIVA DE SFRP2

El gen SFRP2 se expresa en todas las lineas celulares. La expresion del gen en
MG-63 y Saos-2 es muy similar, sin embargo, se observa una mayor expresion en
Saos-2 que en MG-63 (figura 17). En la linea celular hFOB 1.19 se observa una
ligera disminucién en la expresion del gen del dia 3 al dia 8 de proliferacion; en el
dia 15 se observa el incremento mas significativo dela expresion del gen, sin
embargo, conforme transcurren los dias de proliferacion se observa un declive en
la expresion del gen SFRP2 (del dia 15 al dia 21) (figura 17).

5.2.2 METILACION SFRP2

En la region promotora de SFRP2 se encontraron dos CGl; una antes del exén 1y
la segunda en el exdn 1. Los oligonucleétidos se disefiaron en el exén 1 antes del
sitio de inicio de la transcripcion (figural8A). El gen SFRP2 se encuentra metilado
en las tres lineas celulares; el estado de metilacion se mantiene constante a lo largo
de los dias de proliferacion en las lineas celulares Saos-2 y hFOB 1.19 (figura 18B),
sin embargo, en MG-63 hay mayor proporcion del alelo metilado en los dias 15y
21. También hay amplificacion del alelo no metilado en las tres lineas celulares
(figura 18B).

Expresion de SFRP2 en las tres lineas
celulares

14
e 12
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Figura 17.- Expresién relativa del gen SFRP2 en las tres lineas celulares osteoblasticas. El gen SFRP2
se expresa en las tres lineas celulares osteoblasticas, presenta un comportamiento ligeramente similar en las
lineas MG-63 y Saos-2. En el caso de la linea celular hFOB 1.19 no presenta una expresion en incremento y
mucho menos constante, el incremento mas notorio en la expresion se denota en el dia 15 de proliferacion.
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Figura 18.-Estado de metilacion del gen SFRP2. A) Andlisis de CGI para la regién promotora de SFRP2.
Los oligonucledtidos para la PCR Sensible a Metilacion (MSP) amplifican una regién en el exén 1, en morado
se muestran los que amplifican el fragmento metilado (MF/MR) y en verde los que amplifican el fragmento no
metilado (UF/UR). B) Anédlisis de metilacién de laregion promotora de SFRP2 por MSP. La presencia de la
banda clara en cada uno de los segmentos correspondientes a los dias de proliferacion representan el producto
de PCR obtenido: en donde U corresponde al fragmento no metilado, M corresponde al fragmento metilado, C+
control positivo y C- control negativo.

5.3 GEN SFRP4

5.3.1 EXPRESION RELATIVA DE SFRP4

La expresién del gen SFRP4 se observa claramente en la linea celular Saos-2,
incrementa conforme van transcurriendo los dias de proliferacion (figura 19). En el
caso de la linea celular MG-63 la expresion de éste gen se ve demasiado débil
comparada con la expresion observada en Saos-2, el comportamiento de la
tendencia de expresion del gen es completamente lineal del dia 3 al dia 18 de
proliferacion, del dia 18 al dia 21 se observa un ligero incremento en su expresion
(figura 19). La expresion de SFRP4 en la linea celular hFOB 1.19 se mantiene con
una tendencia lineal, con una ligera apariencia de incremento en el dia 15, pese a
esto se observa, una expresion muy débil (figura 19).
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5.3.2 METILACION DE SFRP4

No se encontraron CGl en la region promotora de SFRP4 cercanas al sitio de inicio
de la transcripcion, se encontré una isla CpG en el exdon 3, por lo tanto, los
oligonucledtidos se disefiaron en esa region (figura 20A). El gen SFRP4 se
encuentra metilado en las tres lineas celulares, sin embargo, también hay
amplificacion del alelo no metilado. Se observa una mayor proporcion del alelo no
metilado en MG-63 y en hFOB 1.19, conforme transcurren los dias de proliferacion
se distingue una disminucion del estado de metilacién y un aumento en la proporcién
del alelo no metilado en ambas lineas celulares; mientras que en Saos-2 no se
aprecia diferencia alguna en la proporcién de ambos alelos (figura 20B).

Expresion de SFRP4 en las tres lineas
celulares
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Figura 19.-Expresion relativa del gen SFRP4 en las tres lineas celulares osteoblasticas. La expresion de
SFRP4 se encuentra incrementada y visiblemente acentuada en la linea celular Saos-2, en la que va
incrementando conforme transcurren los dias de proliferacion. En el caso de MG-63 y hFOB 1.19 la expresion
de SFRP4 es demasiado débil.
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Figura 20.- Estado de metilacion del gen SFRP4. A) Analisis de CGl paralaregiéon promotora de SFRP4.
Los oligonucledtidos para la PCR Sensible a Metilacion (MSP) amplifican una region en el exén 3, en morado
se muestran los que amplifican el fragmento metilado (MF/MR) y en verde los que amplifican el fragmento no
metilado (UF/UR). B) Analisis de metilacion de laregion promotora de SFRP4 por MSP. La presencia de la
banda clara en cada uno de los segmentos correspondientes a los dias de proliferacion representan el producto
de PCR obtenido: en donde U corresponde al fragmento no metilado, M corresponde al fragmento metilado, C+

control positivo y C- control negativo.
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5.4 GEN SFRP5

5.4.1 EXPRESION RELATIVA DE SFRP5
El gen SFRP5 no se expresa en ninguna de las tres lineas celulares osteoblasticas.

5.4.2 METILACION DE SFRP5
Se encontrd una CGI que abarca la regién promotora y parte del exén 1 del gen
SFRP5, los oligonucledtidos se disefiaron en una region rio arriba del inicio del exén
1 (figura 21A). En las tres lineas celulares hay amplificacion de ambos alelos,
metilados y no metilados. En la linea celular Saos-2 el alelo no metilado se observa
en mayor proporcion que el alelo metilado. En las otras dos lineas celulares ambos
alelos se encuentran en una misma proporcion (figura 21B).
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Figura 21.-Estado de metilacién del gen SFRP5. A) Anédlisis de CGI para la regiéon promotora del gen
SFRP5. Los oligonucledtidos para la PCR Sensible a Metilacién (MSP) amplifican una regién en el exén 1, en
morado se muestran los que amplifican el fragmento metilado (MF/MR) y en verde los que amplifican el
fragmento no metilado (UF/UR). B) Analisis de metilacion de la region promotora de SFRP5 por MSP. La
presencia de la banda clara en cada uno de los segmentos correspondientes a los dias de proliferacion
representan el producto de PCR obtenido: en donde U corresponde al fragmento no metilado, M corresponde
al fragmento metilado, C+ control positivo y C- control negativo.
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En las tablas 5 y 6 se condensan los resultados de expresion y metilacion de los
genes SFRP en las tres lineas celulares osteoblasticas.

Tabla 5.- Expresion Relativa de los genes SFRP en las tres lineas celulares osteoblasticas.

Gen

Lineas Celulares Osteoblasticas

MG-63

Saos-2

hFOB 1.19

Observaciones

SFRP1

El comportamiento de la expresién del gen en hFOB
1.19 se observa todo el tiempo en incremento a
medida que transcurren los dias de cultivo, mientras
gque en las otras dos lineas celulares el
comportamiento es similar pero se observa una
diferencia muy marcada en comparacién con la linea
celular hFOB 1.19

SFRP2

En hFOB 1.19 presenta un descenso en su expresion
a partir del dia 15 al dia 21 de proliferacion

SFRP4

La expresién en MG-63 y en hFOB1.19 es demasiado
débil.

En MG-63 se observa un ligero incremento de su
expresion a partir del dia 18 al 21 de proliferacién.

SFRP5

No hubo expresion del gen en ninguna de las tres
lineas celulares

(+) El gen se expresa; (-) El gen no se expresa

Tabla 6.- Estado de metilacién del promotor de los genes SFRP en las tres lineas celulares
osteoblésticas.

Lineas Celulares Osteoblasticas )
Gen Observaciones
MG-63 Saos-2 hFOB 1.19
Amplificacién del alelo metilado en hFOB 1.19
SFRP1 U U M mientras que en el caso de MG-63 y Saos-2 no
hubo amplificacién de este alelo.
Mayor proporcién del alelo M en los dias 15 y 21
SFRP2 L Sl M de proliferacion en MG-63.
SERPA M/U M/U M/U I;/Iil;or proporcién del alelo U en MG-63 y en hFOB
SFRP5 M/U M/U M/U Mayor proporcion del alelo U en Saos-2.

M: Metilado; U: No Metilado
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6. ANALISIS DE RESULTADOS

Para hacer el estudio de los genes mencionados en este proyecto, se emplearon
tres modelos celulares de experimentacion diferentes: las lineas celulares Saos-2 y
MG-63 (derivadas de osteosarcoma) y la linea celular hFOB 1.19 (de origen fetal).

Los osteosarcomas son tumores malignos de hueso, que se encuentran formados
por células con funciones celulares anormales. Las células derivadas de
osteosarcoma son comunmente utilizadas como modelos osteoblasticos (Pautke, y
otros, 2004).

Las células hFOB1.19 constituyen una linea celular normal osteoblastica de feto
humano, derivado de un aborto espontaneo. Se sabe que estas células tienen una
elevada actividad de fosfatasa alcalina (ALP) (Salles, Dos Santos, Campanelli,
Martins, Sogayar, & Granjeiro, 2008). Estas células han sido empleadas como
adecuados modelos para el estudio de biocompatibilidad y procesos de formacion
Osea (Harris, Enger, Riggs, & Spelberg, 1995); pueden sintetizar y mineralizar la
matriz ésea, expresar marcadores osteoblasticos tales como RUNX2 y BMP2 (Guo,
Li, Lv, Wei, Cao, & Gu), ademas de formar hueso in vivo sin sufrir alguna
transformacion celular.

Es por esto que los modelos celulares anteriormente mencionados fueron utilizados
de la siguiente manera tomando en cuenta sus caracteristicas:

e MG-63: modelo de proliferacion
e Saos-2: modelo de diferenciacion
e hFOB 1.19: modelo normal osteoblastico

6.1 SFRP1: EXPRESION Y METILACION

La expresion del gen se observo en las tres lineas celulares con una tendencia al
aumento conforme pasan los dias de cultivo, sin embargo, es importante sefalar
que se ve mas incrementada en la linea celular hFOB 1.19, siendo su punto de
expresion mas alto en el T21. En las otras dos lineas celulares se podria decir que
practicamente el comportamiento de expresion del gen es el mismo, no obstante,
Su expresion se observa ligeramente superior en MG-63 con respecto a Saos-2; lo
gue si es evidente es que en el tiempo 18 se encuentra el punto de expresién mas
alto para luego disminuir hacia el tiempo 21.

Los resultados del estudio de metilacion del DNA en la regién promotora del gen
indican que en las lineas celulares MG-63 y Saos-2 se encuentra desmetilada, por
lo que se puede justificar la expresion del gen en estos dos modelos celulares.
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Sin embargo, en un estudio realizado por Garcia-lbarba y colaboradores, con la
finalidad de explorar la relacion existente entre el estado de metilacion del DNA 'y la
expresion de genes relacionados con Wnt, trataron células MG-63 durante 4 dias
con 5 -aza-2deoxi-azacitidina (5-aza-dCyd), el cual actia de forma generalizada
como agente desmetilante. En las células tratadas con 5-aza-dCyd, 16 genes
mostraron un decremento en su estado de metilacion (evaluado previamente al
tratamiento), entre los que se encontraba el gen SFRP1 (Garcia-Ibarba, y otros,
2013). Resultando un tanto controversial al obtenido en este proyecto.

En el caso de la linea celular hFOB 1.19 los resultados indican que la regién
promotora se encuentra metilada pese a que exista una disminucién evidente del
estado de metilacion conforme transcurre el tiempo de proliferacion. Analizando
estos resultados en conjunto con los de expresion nos damos cuenta de que
efectivamente la metilacion podria ser un mecanismo que posiblemente participe en
el control de su expresion ya que conforme va disminuyendo la metilacion del gen
Su expresion va en aumento.

En un estudio realizado con anterioridad se demostré que el incremento de la
expresion de SFRP1 esta relacionado con la elevada muerte celular, mientras que
el decremento de la misma, con la disminucion de su mortalidad. Ademas de que la
sobreexpresion de SFRP1 acelera la muerte celular de HOB (osteoblastos
humanos) y antagoniza la via se sefializacion Wnt candnica (Bodine, y otros, 2005).

En lineas celulares de HOB, los niveles de RNAm de SFRP1 incrementan con el
avance de la diferenciacion celular alcanzando su pico mas alto en el estadio de
preosteocito durante su desarrollo (Bodine, y otros, 2005). Relacionando estos
resultados con los obtenidos en este proyecto, nos podemos dar cuenta de que en
el T21 se lleva a cabo el punto de expresion mas alto en la linea celular hFOB 1.19,
siendo el T21 el fin de la diferenciacién osteoblastica dando paso, en teoria al
proceso de mineralizacion en donde el osteoblasto ya se encuentra en su etapa de
osteocito.

Sin embargo, mas tarde Trevant y colaboradores, en su investigacion realizada en
ratones SFRP1-LacZ knock-in (SFRP1 7-) demostraron que la pérdida de la funcién
de SFRP1, no tiene consecuencias en el desarrollo embrionico normal y tampoco
en el crecimiento postnatal. Es importante destacar que sus resultados muestran
que SFRP1 se expresa transitoriamente en las células del esqueleto durante el
desarrollo embrionario y después del nacimiento, ademas de establecer que la
inhibicion de SFRP1 tiene un leve efecto anabdlico en el hueso y en la diferenciacion
del osteoblasto (Trevant, Gaur, Hussain, Symons, Komm, & Lian, 2008). Si
extrapolamos estos resultados a los obtenidos en este estudio, podemos ver una
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relacion con lo argumentado por parte de Trevant y su equipo, ya que en la linea
celular hFOB 1.19 es en donde se observa mas incrementada la expresion del gen
SFRP1 siendo que esta linea celular es de origen fetal.

Por otra parte, la actividad de SFRP1 afecta algunos aspectos en la formacién de
hueso y cartilago; y consecuentemente alteraciones en su expresion o funcion
provoca desordenes en estos dos tejidos. Ensayos in vitro, demostraron que SFRP1
inhibe la formacion de osteoclastos, mientras que la inactivacion del gen SFRP1
acelera la diferenciacion de condrocitos y el proceso de osificacion endocondral, asi
como también la formacion de hueso trabecular en animales de edad avanzada.
Este ultimo defecto es el resultado de un proceso de proliferacion y diferenciacion
aumentados en el osteoblasto, asociados con una lenta pérdida de masa Osea
causada por la disminucion del proceso apoptético de los osteoblastos y osteocitos
(Esteve & Bovolenta, 2010).

Yao y colaboradores en su investigacion, encontraron que la sobreexpresion
sistémica de SFRP1 disminuye la via de sefalizacion Wnt candnica en tejido 6seo
ademas de inhibir la proliferacion celular en médula y la diferenciacién osteogénica
resultando en una baja maduracion y funcidn osteoblastica provocando, una
disminucion en la formacién 6sea (Yao, Cheng, Shahnazar, Dai, Johnson, & Lane,
2010).

Otro estudio realizado en humanos confirma los resultados obtenidos en estudios
realizados en animales dejando en evidencia el papel del gen SFRP1 en el tejido
0seo, dicho estudio fue llevado a cabo en dos grupos de mujeres uno de ellos
conformado por mujeres jovenes (22-40 afos) y el segundo conformado por mujeres
de edad avanzada (64-88 afios); demostré que en las biopsias analizadas de ambos
grupos hubo mayor incidencia de la expresion del gen SFRP1 asi como también
una concentracion elevada de la proteina SFRP1 en suero, sugiriendo que puede
haber una relacion en la expresion de este gen con la pérdida de masa 6sea por
cuestiones de edad, provocando problemas de osteoporosis o riesgos elevados de
fractura (Roforth, y otros, 2014).
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6.2 SFRP2: EXPRESION Y METILACION

En las tres lineas celulares hay expresion del gen, sin embargo, al observar el
comportamiento de expresion en los modelos celulares de osteosarcoma (Saos-2 y
MG-63) se podria decir que es el mismo, habiendo una ligera diferencia entre
ambas, ya que en la linea celular Saos-2 la expresion se ve ligeramente
aumentada. En el caso de la linea celular hFOB 1.19 también se observa expresion
del gen, pero con un comportamiento totalmente diferente a los anteriormente
mencionados ya que la expresion es menor y a partir del tiempo 15 (que es el pico
mas alto de expresion) se observa un descenso de la misma en los tiempos
restantes de proliferacion.

En los resultados de metilacién de la regién promotora del gen SFRP2 se puede
observar que se encuentra metilado en los tres modelos celulares por lo que se
puede decir que el estado de metilacion no esta relacionado con el control de la
expresion del gen durante el desarrollo de los procesos de diferenciacién y
proliferacion del osteoblasto, sin embargo al observar la tendencia de disminucién
de la expresion del gen en la linea celular hFOB 1.19 a partir del tiempo 15 se puede
sugerir que la metilacién podria estar involucrada en el control de su expresion en
un proceso normal de desarrollo del osteoblasto.

En una investigacion reciente, estudiaron los niveles de expresion de SFRP2 en
varias lineas celulares de osteosarcoma. Encontraron que el RNAm de SFRP2 se
encontraba disminuido y la metilacion del gen significativamente incrementada en
tumores malignos de osteosarcoma, en comparacion con el tejido sano adyacente.
Ademas, la expresion de SFRP2 se encontraba significativamente reducida en las
lineas celulares de osteosarcoma Saos-2, MG-63 y U20S. La desmetilacion del gen
SFRP2 por medio de 5 -aza-deoxicitidina (5-aza-dCyd) en las lineas celulares de
osteosarcoma permitieron la restauracion de la expresion de SFRP2, y con ello, la
invasion celular fue suprimida. Ademas, la desmetilacion del gen SFRP2,
aparentemente inhibe la acumulacién nuclear de p-catenina, factor importante de la
sefalizacion Wnt, en lineas celulares de osteosarcoma. Estos datos en conjunto,
sugieren que SFRP2 puede actuar como supresor de tumores debido a su
interferencia en la sefalizacion Wnt, y la metilacién del gen SFRP2 promueve la
patogénesis del osteosarcoma (Xiao, Yang, Zhang, & An, 2016).

Estos resultados coinciden con los obtenidos en este proyecto, tanto en la linea
celular Saos-2 como en MG-63 en los que la expresion del gen SFRP2 se encuentra
mas incrementada en comparacion con la linea celular hFOB 1.19, ademas de que
si comparamos las proporciones de los alelos metilados de las tres lineas celulares
estudiadas, nos damos cuenta de que en el caso de la linea celular hFOB 1.19 la
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proporcion de este alelo es mayor a lo observado en las otras dos lineas celulares
de osteosarcoma; lo que nos lleva a pensar, que efectivamente en un proceso
normal de formacién dsea este gen se encuentra fuertemente controlado, de lo
contrario, traeria consigo consecuencias negativas en este proceso, por lo que en
este caso la metilacion juega un papel muy importante en el desarrollo del
osteoblasto.

En otro estudio realizado con anterioridad, también ponen de manifiesto el papel
que juega el gen SFRP2 en células mesenquimales humanas (hMSC) (de las cuales
se deriva el linaje osteoblastico) en cultivo celular bajo condiciones de estrés
oxidativo, demostrando que la sobreexpresion del gen SFRP2 mejora la
supervivencia de estas células sin afectar sus caracteristicas en cuanto a
morfologia, a la expresidbn de marcadores de superficie y a su potencial de
proliferacion; teniendo un efecto citoprotector (Pomduk, Kheolamai, U-Pratya,
Wattanapanitch, Klincomhon, & Issaragrisil, 2015).

6.3 SFRP4: EXPRESION Y METILACION

Los resultados de expresion indican que el gen SFRP4 se expresa fuertemente en
la linea celular Saos-2, caso contrario a las lineas celulares hFOB 1.19 y MG-63 en
las que la expresion del gen se observa muy debilitada, aunque, en el caso de MG-
63 se logre observar un ligero incremento de la misma en el tiempo 21.

En cuanto al estado de metilacion del gen en las tres lineas celulares, los resultados
nos indican que la region seleccionada para su evaluacién se encuentra metilada
aun habiendo presencia del alelo no metilado. Tomando como premisa estos
resultados y relacionandolos con los de expresion, podriamos sugerir que
efectivamente la metilacién juega un papel importante en la regulacion de este gen
durante el desarrollo del osteoblasto en las lineas celulares hFOB1.19 y MG-63,
mientras que en Saos-2 a pesar de denotar metilacion, éste gen se sigue
expresando y de una forma ascendente conforme transcurre el tiempo de desarrollo,
lo que sugiere que la metilacion en esa linea celular no juega un papel regulador en
la expresion de este gen.

Sin embargo, en un estudio realizado en células de raton ST2 derivadas de células
troncales de origen estromal de médula 6sea, sometidas a un ambiente de estrés
oxidativo, sugiere que la expresidon de este gen es controlada mediante el
mecanismo epigenético de metilacion, ya que observaron que el estrés oxidativo
des-reprime la expresion de SFRP4, viéndose reflejado en la reduccion de la masa
O0sea mientras que la expresion del gen aumentaba. También observaron que los
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sitios CpG no se encuentran alrededor de la regiébn promotora del gen y la metilacion
evaluada frecuentemente por MSP, es mucho menor que la evaluada en otros
SFRPs (Mori, y otros, 2014).

Lo mencionado en el parrafo anterior sustenta los resultados obtenidos en este
proyecto, ya que el alelo no metilado se observa en una proporcion mas alta que la
del alelo metilado, ademéas de que comparando la metilacion de SFRP4 con la de
SFRP2, también evaluados en este estudio, se observa en una forma mas tenue.

En diversos estudios realizados con anterioridad se ha demostrado que in vitro este
gen exhibe un efecto supresor en la proliferacion de osteoblastos debido a la
inhibicion de la via Wnt 3-catenina, sin embargo, en modelos animales, ha quedado
demostrado el papel que juega el gen SFRP4 en el desarrollo del tejido éseo; uno
de ellos realizado in vivo en ratones transgénicos SFRP4 GT en los que el gen
SFRP4 se encontraba sobre expresado en las células osteoblasticas, demostro que
la sobreexpresion de este gen provoca un decremento evidente en la masa 6sea
asi como también, suprime la formacion de hueso (Nakanishi, y otros, 2008).

Finalmente en un estudio publicado en este afio, en el cual generaron una cepa de
ratones knock-in SFRP42¢Z teniendo como finalidad explorar el impacto fisiol6gico
de SFRP4 durante el desarrollo y la homeostasis del hueso, reafirmaron que dicho
gen es un regulador negativo de la via de sefalizacion Wnt ya que al analizar esta
cepa de ratones observaron que el sistema de modulacion de la sefializacion Wnt
mediada por SFRP4 tiene un profundo impacto en el desarrollo del esqueleto post-
natal y durante el proceso de mantenimiento del hueso en edad adulta, ademas de
gue la acumulacion excesiva de este gen, se encuentra relacionada con la pérdida
de tejido 6seo, especulando que se puede atribuir a la inactivacion osteoblastica
durante el envejecimiento (Haraguchi y otros, 2016).

6.4 SFRP5: EXPRESION Y METILACION

No hay expresion de SFRP5 en ninguna de las tres lineas celulares lo que sugiere
al relacionar este resultado con los de metilacion, que efectivamente la expresion
del gen se encuentra fuertemente regulada por este mecanismo epigenético ya que
en los resultados de metilacion se observa que el gen se encuentra metilado en las
tres lineas celulares estudiadas. El resultado obtenido en este estudio se asemeja
con lo reportado en la literatura del cancer, ya que indica que la metilacién y la
inactivacién del gen SFRP5 se asocia con diversos tipos de cancer, tales como
gastrico, ovario, mama y renal, asi como también, leucemia mieloide. Sin embargo,
no hay estudios previos en los que se reporte la intervencién de SFRP5 en el tejido
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0seo, lo que justifica, en cierto modo el hecho de no haber sido cuantificada la
expresion de dicho gen en alguna de las lineas celulares osteoblasticas humanas
analizadas en este estudio. No obstante, este gen presenta injerencia en otros tipos
de tejidos tales como tejido adiposo, en el que un estudio realizado por Mori y
colaboradores, con la finalidad de estudiar la biologia del tejido adiposo blanco,
encontraron que la expresion del gen SFRP5 a nivel de RNAmM se encuentra
fuertemente inducido en dicho tejido, ademas de presentar un incremento en los
niveles de la proteina SFRP5 (Mori, y otros, 2012).

Otra evidencia de la accion de SFRP5 en tejido adiposo fue reportada en un estudio
mas reciente realizado en adipocitos de origen humano, en el que observaron que
es capaz de inhibir la accion de la insulina en cultivo celular primario bajo
condiciones basales (Carstensen, y otros, 2014).

Finalmente es importante sefialar que tomando en conjunto los resultados obtenidos
en este proyecto con los reportados en investigaciones anteriores, queda evidente
gue la expresion de los genes SFRP se encuentra fuertemente regulada durante el
desarrollo del osteoblasto, de lo contrario, la sobreexpresion de estos genes puede
conducir a patologias 6seas, tales como la osteoporosis. Sin embargo, para poder
tener un argumento mas a nuestro favor en la corroboracion de los resultados
obtenidos, hubiese sido oportuno hacer pruebas con agentes desmetilantes como
lo es la 5"-aza-deoxicitidina (5-aza-dCyd) para observar el comportamiento del gen
después del proceso de desmetilacion.

KARINA LIZBET ALBARRAN CASILDO



Patrones de metilacion de los genes SFRP1, SFRP2, SFRP4 y SFRP5 durante el desarrollo del osteoblasto

7. CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos en este proyecto demostraron que los genes SFRP1,
SFRP2 y SFRP4 se expresan en las tres lineas celulares osteoblasticas humanas
empleadas como modelos de experimentacion; en el caso del gen SFRP5 los
resultados indicaron que no se expresa en ninguna de las tres lineas celulares.

Al evaluar el estado de metilacion de los cuatro genes de la familia SFRP, los
resultados demuestran que el gen SFRP1 se encuentra desmetilado en las lineas
celulares Saos-2 y MG-63, mientras que en la linea celular hFOB 1.19 presenta
patrones de metilacidn en su region promotora. En lo que respecta a los genes
SFRP2, SFRP4 y SFRP5, se encuentran metilados en las tres lineas celulares antes
mencionadas.

Al relacionar los resultados de metilacion con los de expresion obtenidos en este
estudio, se concluye que la metilacién observada en el gen SFRP1 esta relacionada
con la expresion del mismo en la linea celular hFOB 1.19 ya que se observa una
disminucién en el estado de metilacién y un aumento evidente en su expresion, lo
que sugiere que este mecanismo epigenético esta involucrado en la regulaciéon de
la expresion de este gen. En el caso de SFRP2 se concluye que en las lineas
celulares Saos-2 y MG-63 la expresion del gen no se encuentra comprometida por
el estado de metilacién que presenta. En cuanto a SFRP4 la metilacion del gen se
encuentra relacionada con la expresion del gen en las lineas celulares hFOB 1.19
y MG-63. Finalmente en cuanto al gen SFRP5 se refiere, no se puede sugerir que
la metilacion juega un papel importante en la regulacidon de la expresion de este gen
en el tejido 6seo ya que en él no tiene incidencia alguna.
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