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RESUMEN 

El Osteosarcoma (OS) es el tumor sólido maligno más frecuente en la 

infancia y la adolescencia, corresponde al 20% de todos los tumores óseos y al 

5% de los cánceres pediátricos. Los tratamientos actuales logran tasas de 

sobrevida a 5 años de 75% en pacientes sin metástasis, mientras que el 80% 

de los pacientes con enfermedad metastásica recaen a pesar del tratamiento 

efectuado. Runx2 es un factor de transcripción maestro que regula el proceso 

de diferenciación osteogénica, aunque este factor también promueve 

progresión tumoral en células de cáncer de próstata y de mama. 

Recientemente, se demostró la amplificación del gen Runx2 en pacientes con 

OS, así como la expresión aumentada de la proteína Runx2 en líneas celulares 

de OS.  

En esta tesis se propuso la hipótesis que el factor de transcripción 

Runx2 promueve migración e invasión en líneas celulares de osteosarcoma. 

Así, el objetivo general del proyecto fue definir el rol de Runx2 en los procesos 

de progresión tumoral en osteosarcoma.  

Para estudiar el rol de Runx2 sobre parámetros de progresión tumoral en 

líneas celulares de osteosarcoma, se moduló la expresión de Runx2 y se 

estudió su efecto en migración e invasividad. Nuestros resultados muestran 

que la sobreexpresión de Runx2 mediante adenovirus produjo un aumento en 

la capacidad de migración e invasión de líneas celulares de OS con bajos 

niveles de Runx2. El silenciamiento de Runx2 mediante siRNA disminuyó la 

capacidad de migración e invasión en líneas celulares de OS. De esta forma, 

hemos demostrado por primera vez que Runx2 promueve progresión tumoral 

en líneas celulares de OS. 
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ABSTRACT 

 Osteosarcoma (OS) is the most common malignant solid tumor in 

childhood and adolescence and represents 20% of all bone tumors and 5% of 

childhood cancers. Survival rates after five years are at 75% in patients without 

metastases, while 80% of patients with metastatic disease relapse despite the 

treatment. Runx2 is a master transcription factor that regulates the osteogenic 

differentiation process. However, this factor also functions as tumor promoter in 

prostate cancer cells and breast cancer. Runx2 gene amplification in patients 

with OS, as well as increased expression of Runx2 protein in OS cell line have 

recently been demonstrated.  

 To this project, we hypothesized that the transcription factor Runx2 

promotes migration and invasion in OS cell lines. Thus, the general aim was to 

define the role of Runx2 in osteosarcoma tumor progression processes. 

 To study the role of Runx2 on parameters involved in tumor progression 

of OS cell lines, we modulated the expression of Runx2 and studied the 

outcome of this modifications on cell migration and invasiveness. Our results 

demonstrated that overexpression of Runx2 by adenovirus in OS cell lines with 

low levels of Runx2 increased cell migration and invasion. Runx2 silencing by 

siRNA in OS cell lines decreased their ability to migrate and invade. Thus, we 

have demonstrated for the first time that Runx2 promotes tumor progression in 

OS cell lines. 
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INTRODUCCIÓN 

Epidemiología 

El osteosarcoma (OS) es el tumor óseo sólido maligno óseo más 

frecuente en niños y adolescentes, lo que corresponde al 20% de todos los 

tumores óseos y al 5% de los cánceres pediátricos[3], representando el tercer 

tipo de cáncer en este grupo etario después de la leucemia y el linfoma. En 

EEUU presenta una incidencia de 4,4 casos por millón de habitantes al año en 

personas hasta los 24 años, lo que equivale a 450 casos nuevos al año[4]. Esta 

enfermedad presenta una distribución etaria bimodal, es decir, con dos puntas 

de incidencia, la principal durante la segunda década de la vida, coincidente 

con la fase de crecimiento acelerado de la adolescencia, lo que sugiere una 

relación entre el rápido crecimiento óseo y el desarrollo de tumor[5]; y otra de 

menor incidencia en ancianos, asociada a la enfermedad de Paget[6]. 

 

Generalidades de la enfermedad 

Su ubicación más típica es en la metáfisis de huesos largos como fémur 

distal, tibia proximal y húmero, que son los sitios de mayor crecimiento óseo, 

que explicaría la mayor incidencia de la enfermedad en adolescentes[5], 

aunque puede presentarse en otros huesos[7].  

El OS se caracteriza histológicamente por la producción directa de 

hueso o tejido osteoide. La OMS clasifica histológicamente los tumores en 

medulares (centrales) y periféricos (superficiales), cada uno de los cuales 

posee una subclasificación. Los OS medulares se subdividen en 

osteosarcomas centrales convencionales (más común), telangiectásicos, 

intraóseos bien diferenciados y de células pequeñas. Mientras que los OS 
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periféricos presentan los subtipos parosteal (yuxtacortical), perióstico y  

superficial[8]. 

 

Relevancia Clínica 

Al momento del diagnóstico, el 80 % de los tumores se encuentran 

localizados y un 20 % presentan metástasis detectable por radiografía. 

Antes de la década del 70 el único tratamiento disponible para el OS de 

alto grado era la amputación, con tasas de letalidad del 80% en los casos de 

enfermedad metastásica asociada principalmente a los pulmones[7]. 

Actualmente, el tratamiento incluye cirugía conservadora asociada a 

quimioterapia en el 90-95% de los casos. Estos tratamientos logran tasas de 

sobrevida libre de enfermedad (SLE) a 5 años de 60 a 80 % en pacientes con 

enfermedad no metastásica[9,10]. 

 

Tratamiento 

En Chile, a partir de 1987 se comenzaron a utilizar 2 protocolos de 

tratamiento en el Programa Nacional de Drogas Antineoplásicas (PINDA), el 

protocolo Osteo87 y el Osteo92, desarrollados entre 1987-1991 y entre 1992-

1998, respectivamente. Los pacientes fueron categorizados en riesgo estándar, 

medio, alto y con metástasis. Todos fueron tratados con cirugía conservadora y 

distintos esquemas de quimioterapia, logrando tasas de SLE a 5 años de 27/64 

pacientes para Osteo87 y 39/72 pacientes para Osteo92[11]. Así, la SLE a 5 

años mejoró de 0 a 65% entre 1969 y 1991. Sin embargo, la SLE  a 5 años 

para pacientes con metástasis fue nula. 
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Entre julio 2003 y mayo de 2006 se llevó a cabo el “Estudio Clínico sobre 

el Tratamiento de Osteosarcoma con Quimioterapia Intensiva utilizando 

Ifosfamida, Carboplatino y Doxorrubicina” (OS99), del Programa Nacional de 

Drogas Antineoplásicas (PINDA), que se desarrolló en conjunto con el Hospital 

St. Jude Children`s  Research Hospital, Memphis, USA. Se condujo en forma 

simultánea un protocolo de primera línea de tratamiento, que enroló 72 

pacientes, de los cuales 22 (31%) fueron tratados en Chile en el Hospital Luis 

Calvo Mackenna. Los pacientes recibieron 12 ciclos de quimioterapia más 

cirugía (amputación o cirugía conservadora) como tratamiento local. Los 

análisis preliminares mostraron una evolución similar y tolerancia al tratamiento 

entre los dos centros. La SLE a 2 años fue de 78.5% para pacientes tratados 

en el Hospital Luis Calvo Mackenna (mediana de seguimiento 1.6 años) y 74.3% 

para pacientes tratados en el Hospital St. Jude (mediana de seguimiento 4 

años)[12]. 

Pronóstico 

El pronóstico de los pacientes con OS que se presentan sin enfermedad 

metastásica al diagnóstico es de un 65-75% de sobrevida libre de eventos a 

largo plazo. No obstante, esto implica que el 25-35% de los pacientes sin 

metástasis y un 80% de los pacientes con metástasis inicial, recaerán 

independientemente del tratamiento efectuado.  

En la actualidad, no existe una sola estrategia aceptada para manejar a 

los pacientes con OS recurrente, pero todos los reportes enfatizan la necesidad 

de la resección quirúrgica completa de todos los sitios con enfermedad 

clínicamente detectable, incluidos las metástasis en hueso y pulmón[13]. Surge 
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entonces la necesidad de nuevos enfoques para el tratamiento de los pacientes 

con metástasis al diagnóstico y enfermedad recurrente 

El estudio de las características genéticas del OS, su etiología a nivel 

molecular y una mejor comprensión del proceso de generación de metástasis 

son materias claves  que contribuirán a la caracterización de estos pacientes, 

determinar marcadores pronósticos y generación de nuevas alternativas 

terapéuticas. Al respecto, estudios recientes buscan determinar la importancia 

del factor de transcripción Runx2 y la vía de señalización Wnt-canónica en la 

etiología del OS. 
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Runx2 y Diferenciación Ósea 

Runx2 es un miembro de la familia de factores de transcripción Runx, 

homólogos al factor de transcripción runt, descrito originalmente en 

Drosófila[14]. Los tres factores RUNX contienen un dominio conservado de 128 

aminoácidos, RHD (Runt Homology Domain) (figura 1), que es el responsable 

de la unión al DNA y heterodimerización con su cofactor Cbfβ[15]. Runx2 es un 

factor de transcripción maestro que regula el compromiso de linaje, la 

proliferación y diferenciación de células osteoprogenitoras y preosteoblastos. 

Además, controla la senescencia, apoptosis y funciones anabólicas en 

osteoblastos. 

Este factor actúa como efector subnuclear de múltiples vías de 

señalización interactuando con cofactores como TGFβ/BMP2-Smad, Src/Yes-

Yap, FGF-MAPK, CDK-pRB, c-Jun/c-Fos, Groucho/TLE y TWIST[16-23]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura1. Homología entre los miembros de la familia RUNX.  

Las tres proteínas RUNX poseen más de un 50 % de identidad en la secuencia de aminoácidos 

y más de un 93% de identidad dentro del dominio RHD. Abreviaciones: RHD. Dominio 

homologo a runt; NLS, señal de localización nuclear; NMTS, señal de unión a la matriz nuclear 

(ésta es propia de la familia de proteínas RUNX y representa un dominio esencial para la 

función transcripcional de Runx respecto a su localización subnuclear); VWRPY, secuencia 

conservada de aminoácidos para la interacción con TLE/Groucho (Adaptado de Lian, 2004[24]). 
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El rol fundamental de Runx2 en el proceso de osteogénesis es evidente 

en células mesenquimáticas pluripotenciales que son reclutadas y 

determinadas a progresar a través de la diferenciación osteoblástica[25, 26]. La 

capacidad de Runx2 para dirigir la osteogénesis está documentada en 

numerosos estudios que muestran que la expresión de Runx2 activa genes del 

fenotipo óseo en células pluripotenciales e incluso puede redirigir un estado 

pre-muscular a uno óseo[27, 28], o inhibir el fenotipo adipogénico[29]. 

Evidencia aportada por nuestro grupo ha demostrado la función biológica 

de Runx2 en el proceso de proliferación celular en preosteoblastos[1, 30]. Los 

osteoprogenitores derivados de cráneo de embriones de ratones Runx2-/- 

exhiben una incrementada tasa proliferativa y elevados niveles de proteínas 

reguladoras del ciclo celular (ciclinas A, E y B). Esta acentuada tasa 

proliferativa es atenuada mediante la reintroducción de Runx2 en los 

osteoprogenitores Runx2-/-. Consecuentemente, la sobreexpresión de Runx2 

induce una detención del ciclo celular asociada a la fase G1 del ciclo celular en 

preosteoblastos[1] (Figura 2A-B). 

Por otra parte, los niveles de Runx2 son regulados durante el ciclo 

celular. Así, en mitosis (M) los niveles de Runx2 están disminuidos, mientras 

que post-mitóticamente se observa un aumento de los niveles de este factor 

asociado a la fase G1. Del mismo modo, si las células son inducidas a ingresar 

en un estado de quiescencia (G0) y diferenciación terminal, los niveles de 

Runx2 se elevan. Por el contrario, si las células son estimuladas a progresar en 

el ciclo celular, se observa una disminución de los niveles de Runx2 asociados 

a las fases S, G2 y M[1] (Figura 2C). 
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A. B.

C.

Figura 2. Runx2: Función antiproliferativa y ciclo celular.  

A. Osteoprogenitores derivados de cráneo de embriones de ratones Runx2
-
/
-
 exhiben una 

incrementada tasa proliferativa. B. Esta acentuada tasa proliferativa es atenuada mediante la 

reintroducción adenoviral de Runx2 en los osteoprogenitores Runx2
-
/
-
. C. Los niveles de 

Runx2 son regulados durante el ciclo celular. Así, las células estimuladas a progresar en el 

ciclo celular muestran una disminución de los niveles de Runx2 asociados a las fases S, G2 y 

M, mientras que post-mitóticamente se observa un aumento de los niveles de este factor 

asociado a la fase G1. Del mismo modo, si las células son inducidas a ingresar en un estado 

de quiescencia (G0) y diferenciación terminal, los niveles de Runx2 se elevan[1] (Galindo, 

2005). 
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El efecto antiproliferativo de Runx2 estaría mediado en parte por la 

represión directa que este factor ejerce sobre la expresión de los genes 

codificantes para los RNA ribosomales[31]. Además, Runx2 induce p27KIP, 

inhibiendo la actividad del complejo ciclina/Cdk de la fase S, lo que lleva a 

defosforilación de la proteína supresora de tumores  Rb y detención del ciclo 

celular en G1[32]. Runx2 interactúa físicamente con la forma hipofosforilada de 

Rb (coactivador de Runx2) y activa la transcripción del gen de osteocalcina, 

completando un feed-back positivo en el cual la progresiva salida del ciclo 

celular promueve aumento de expresión del fenotipo osteoblástico.  

La coordinación fisiológica entre el inicio de la diferenciación 

osteoblástica y la salida del ciclo celular, mediado a través de Runx2 y p27KIP, 

está alterada en OS. La pérdida de p27KIP perturba transitoriamente y 

terminalmente la salida del ciclo celular en osteoblastos y se correlaciona con 

desdiferenciación y proliferación en OS de alto grado[32]. 

 

Runx2 y Osteosarcoma 

Aunque Runx2 participa en la diferenciación terminal, detención de la 

proliferación y en la senescencia prematura del linaje óseo, no se ha 

demostrado que la pérdida de función de Runx2 (equivalente a un gen supresor 

de tumor) esté asociada a la aparición de tumores. Por ejemplo, en familias con 

historia de displasia cleidocraneal (generada por haploinsuficiencia del gen 

Runx2), no existe evidencia de mayor incidencia de cáncer[33] y, a pesar que 

su pérdida de función aumentaría la proliferación de células de linaje 

esquelético ex vivo, no se observan  tumores óseos en ratones recién nacidos 

homocigotos deficientes de Runx2[34]. 
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Por otro lado, la ganancia de función del gen Runx2 (equivalente a un 

oncogén) sólo genera transformación celular cuando la sobreexpresión de 

Runx2 está asociada a la disrupción de vías antiproliferativas (por ejemplo, 

ARF o p53) o se encuentra asociado a un oncogén (por ejemplo, myc)[35], por 

lo que tampoco podría catalogarse a Runx2 como un oncogén. Sin embargo, 

alteraciones en la expresión de Runx2 están ligadas a transformación celular y 

progresión tumoral. Así, la expresión de Runx2 está elevada en fibroblastos 

NIH3T3 transformados con H-Ras[36], es capaz de estimular el crecimiento 

celular cooperativamente con c-myc al ser integrado mediante retrovirus en 

células T y su expresión forzada en ratones atímicos predispone al desarrollo 

de linfomas[37]. Además, este factor de transcripción está expresado en altos 

niveles en cáncer de próstata y mama que colonizan al sistema óseo y su 

expresión puede ser usada como predictor de metástasis[34, 38]. Una serie de 

trabajos recientes muestran la amplificación de la región que contiene el locus 

genético de Runx2 en pacientes con OS, y la expresión aumentada de la 

proteína Runx2 en líneas celulares de OS[39, 40].  

La inhibición de Runx2 en células metastásicas de cáncer de mama 

MDA-MB-231 disminuye la generación de metástasis y previene la osteólisis en 

un modelo murino[41]. Al contrario, la sobreexpresión de Runx2 en una línea 

celular de tumor pancreático (Panc-1) se asocia con una menor expresión de 

MMP-1 y una disminución en la tasa de proliferación e invasividad de células 

Panc-1[42]. Así, el efecto de Runx2 en cáncer depende del contexto celular, 

pudiendo actuar como oncogén o supresor tumoral.  

Al analizar los genes regulados por el factor de transcripción Runx2 

encontramos al factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) que participa 
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en la angiogénesis ósea y tumoral; osteopontina (OPN) y sialoproteína ósea 

(BSP), las cuales son proteínas de matriz ósea implicadas además en la 

actividad metastásica de células tumorales; metaloproteinasas de matriz 

(MMPs) 2, 9 y 13, involucradas en remodelación ósea así como en invasión y 

metástasis; ligando de RANK (RANKL) capaz de activar osteoclastos y 

remodelar matriz ósea y por otro lado capaz de provocar lesiones osteolíticas 

en metástasis óseas. Interesantemente, genes blancos que son activados por 

Runx2 durante el proceso de diferenciación osteoblástica. En cáncer, Runx2 

activa la expresión de proteínas de matriz ósea, metaloproteinasas de matriz, 

ciclooxigenasa 2 (COX-2), OPN, RANKL, factores angiogénicos relacionados 

con metástasis[34, 43, 44] (Figura 3) y favorece lesiones osteolíticas en 

metástasis[45]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Rol de Runx2 en metástasis ósea en cáncer de mama.  

Células tumorales expresan genes de metástasis (VEGF, MMPs, BSP y OPN), así como 

RANKL involucrado en enfermedad osteolítica. Estos genes están directamente regulados 

por Runx2 y son claves en las diferentes etapas de metástasis a hueso. La presencia de 

Runx2 en células de cáncer de tumores metastáticos a hueso activa la expresión de genes. 

Expresión de proteína Runx2 mutante bloquea las propiedades altamente metastásicas y 

osteolíticas de la célula tumoral al inhibir actividad de Runx2 endógeno. Además estos 

marcadores de metástasis son también genes blancos de diferenciación osteogénica 

(Adaptado de Pratap, 2006). 
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Es extensa la información disponible en la literatura de Runx2, su rol en 

ciclo celular, efecto antiproliferativo en preosteoblatos y su importancia en la 

generación de metástasis ósea en distintos tipos de cáncer. No obstante, aún 

queda por dilucidar el rol de Runx2 en OS. Modelos tumorales ectópicos en 

ratones muestran que la sobreexpresión de Runx2 mediante vectores virales 

disminuye el crecimiento tumoral inducido por BMPs[46]. Sin embargo, su 

efecto sobre proliferación en líneas de OS no ha sido esclarecido 

completamente y aún no hay datos disponibles respecto a su rol en parámetros 

de progresión tumoral como migración, invasividad o generación de metástasis. 

 

Vía Wnt-canónica 

Los morfógenos Wnt son una familia de ligandos glicoproteicos 

secretados y relacionados estructuralmente. Estos ligandos señalizan a través 

de su unión a receptores con siete dominios transmembrana denominados 

Frizzled (Fz), de los cuales existen actualmente 10 descritos[47]. Existen 3 vías 

de señalización Wnt, divididas en canónica y no canónica. Esta última incluye 

dos variantes, la de Polaridad Celular Plana (PCP), que es importante en el 

desarrollo del eje embrionario a través de la regulación de la arquitectura del 

citoesqueleto, proliferación celular y apoptosis; y la vía Wnt/Calcio, que regula 

la adhesión celular y desarrollo del eje dorsal embrionario[48]. Por su parte, la 

vía Wnt-canónica, conocida también como vía Wnt/β-catenina, está involucrada 

en morfogénesis, proliferación, migración y diferenciación, es decir, procesos 

celulares relacionados con cáncer[49]. 

La activación de la vía canónica involucra la inducción de una cascada 

que resulta en la translocación de β-catenina al núcleo en donde  interactúa 
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con factores de transcripción de la familia TCF/LEF, actuando como 

transactivador de la expresión de genes como c-myc, ciclina D1, COX-2, MMPs, 

survivina y osteopontina (OPN)[50], todos ellos relacionados con progresión 

tumoral, viabilidad, resistencia a la apoptosis y, en general, desarrollo del 

cáncer[51-54] (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Componentes de la vía de señalización Wnt-canónica.  

La unión de los morfógenos Wnt a los receptores Frizzled inhibe la actividad de 

GSK3β. β-catenina se acumula en citoplasma y es traslocada al núcleo donde se une 

a factores de transcripción TCF/LEF modificando la expresión de genes blancos tales 

como Survivina, OPN, COX-2, MMPs, ciclina D1 y Runx2. La fosforilación de β-

catenina por GSK3β es crucial para su ubiquitinización y degradación por la vía del 

proteasoma[2] (Adaptado de Krishnan, 2006). 
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En ausencia de una señal Wnt, un complejo multiproteico regula 

negativamente la estabilidad de β-catenina. Este complejo está formado por la 

enzima glicógeno sintetasa kinasa 3β (GSK3β), que es la responsable de la 

fosforilación de β-catenina. GSK3β interactúa con axina y APC en este 

complejo, donde axina tiene una función de andamiaje, uniendo APC, GSK3β y 

β-catenina. La interacción de axina con GSK3β facilita la fosforilación de APC y 

β-catenina, en esta última en residuos específicos de serina y treonina 

localizados en su extremo N-terminal. Finalmente, la fosforilación de β-catenina 

la destina a su ubiquitinación  y luego a degradación por la ruta del proteasoma.  

Por el contrario, la unión de un ligando Wnt al receptor Fz en presencia 

del correceptor LRP resulta, mediado por la proteína Disheveled (Dvl), en la 

inactivación de GSK3β y, por lo tanto, se previene la fosforilación y posterior 

degradación de β-catenina[55]. Así, β-catenina necesita estar en un estado no 

fosforilado para acumularse  en el  citoplasma y posteriormente translocar al 

núcleo. 

Una serie de enfermedades hereditarias tienen su origen en la alteración 

de los genes que codifican algunos componentes de la ruta de señalización 

Wnt-canónica. Por ejemplo, la mutación germinal del gen supresor de tumores 

APC produce poliposis adenomatosa familiar[56]. Así, pacientes con 

mutaciones inactivantes en uno de los alelos para APC desarrollan un gran 

número de adenomas colónicos y pólipos, ambos de carácter benigno, pero 

que con el tiempo progresarán eventualmente a adenocarcinoma de colon. 

Asimismo, mutaciones inactivantes del gen Axina pueden originar cáncer 

hepatocelular y raramente cáncer colorrectal, mientras que mutaciones del gen 

β-catenina ocurren en una variedad de tumores sólidos[57]. 
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Vía Wnt-canónica y diferenciación ósea.  

Datos publicados a la fecha señalan que la vía Wnt-canónica contribuye 

positivamente al proceso de formación ósea, regulando la diferenciación de 

precursores mesenquimáticos a osteoblastos[58-62]. Más aún, la vía Wnt-

canónica promueve la osteogénesis a través de la estimulación directa de la 

expresión de Runx2[63] (Figura 5). Interesantemente, aunque la vía Wnt-

canónica promueve la expresión de Runx2 y el compromiso por el linaje 

osteoblástico, esta vía inhibe la diferenciación ósea terminal[64]. Así, LEF1 y β-

catenina inhiben la activación del gen osteocalcina (un marcador de 

diferenciación ósea terminal) mediada por Runx2[65]. Sin embargo, la 

modulación de Runx2 durante el ciclo celular en preosteoblastos proliferativos 

no es dependiente de la vía Wnt-canónica[66]. Esto último sugiere que la vía 

Wnt-canónica suprime eventos de diferenciación terminal de forma dependiente 

de Runx2, pero no altera la regulación y función de este factor en estados 

iniciales. 

Además, GSK3β controla no sólo la expresión de Runx2 mediante la 

regulación de vía Wnt-canónica, sino que también su función mediante la 

inhibición de la vía PI3K/Akt y directamente fosforilando Runx2 en S369-S373-

S377, atenuando así su actividad transcripcional y favoreciendo la supresión de 

la formación ósea[58]. 
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A.

B. C.

Figura 5. La vía Wnt-canónica regula la expresión del gen Runx2. 

A. Representación esquemática del promotor P1 de Runx2 que muestra la posición relativa 

del sitio consenso para factores de transcripción TCF/LEF, cercana a un sitio de 

autorregulación de Runx2. B. Activación de promotor P1 de Runx2 mediada por expresión de 

Wnt1 y TCF1 ausente en el promotor mutante para TCF1. C. Activación del promotor P1 de 

Runx2 mediada por WNT/TCF es inhibida mediante la coexpresión de sFRP1, un 

antagonista de la vía Wnt-canónica (Adaptado de Gaur, 2005). 
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Vía Wnt-canónica y Osteosarcoma. 

La activación de la vía Wnt-canónica con el ligando Wnt10b se 

correlaciona con la quimiotaxis de líneas celulares de OS y la presencia de 

Wnt10b en biopsias humanas de OS se correlaciona con estadios avanzados 

de la enfermedad y reducción de la sobrevida[67]. Así también, la expresión de 

LRP5 constituye un marcador de progresión tumoral en OS de alto grado[68].  

Por otro lado, la inhibición de la vía Wnt-canónica mediante la expresión 

de un dominante negativo soluble del correceptor LRP5 (sLRP5),  revierte la 

transición epitelio-mesénquima observada en metástasis y disminuye la 

expresión de metaloproteinasas de matriz 2 y 14 (MMP2 y MMP14), reduciendo 

la capacidad de invasión en líneas celulares humanas de OS[69]. 

Interesantemente, un regulador negativo de la vía Wnt-canónica, DKK1, es 

sobreexpresado en la periferia de los tumores humanos de OS y se asocia con 

una mayor invasividad local, previniendo la reparación del osteoide que rodea 

al tumor, siendo útil como marcador pronóstico[70]. Además, DKK3 inhibe la 

invasión y movilidad en la línea celular de osteosarcoma SaOS-2[71]. 

No se sabe cómo la vía Wnt-canónica y Runx2 podrían estar 

interactuando en el establecimiento, crecimiento celular y regulación de 

parámetros de migración e invasividad en OS. Se sabe que TCF/LEF regula 

positivamente a Runx2 y que la activación de la vía Wnt-canónica estimula el 

crecimiento en hueso normal y es marcador pronóstico en OS, promoviendo 

invasividad y metástasis. Sin embargo, se desconoce si el factor de 

transcripción Runx2 actúa como efector de esta respuesta.  

En resumen, estos antecedentes muestran que la vía Wnt-canónica está 

sobreactivada en OS, así también el locus donde se encuentra el gen de Runx2 
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está amplificado y la expresión del mismo está alterada en OS. Esto sugiere 

que existen alteraciones funcionales de la vía Wnt-canónica y del factor de 

transcripción Runx2 que son importantes en este tipo de tumor óseo. 

Esta tesis plantea que Runx2 actúa promoviendo migración e invasividad, 

los dos últimos procesos relacionados con progresión tumoral en OS (Figura 6). 

 Además, se busca establecer si niveles de Runx2 son regulados por la 

vía Wnt-canónica con el fin de determinar si Runx2 actúa como efector de esta 

vía de señalización. 
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HIPÓTESIS 

“El factor de transcripción Runx2 promueve migración e invasión en líneas 

celulares de osteosarcoma” 

 

OBJETIVO GENERAL 

“Definir el rol de Runx2 sobre parámetros de progresión tumoral en líneas 

celulares de osteosarcoma” 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Analizar los niveles de mensajeros de Runx2, β-catenina y algunos de 

sus genes blancos en líneas celulares de osteosarcoma con distinto 

potencial metastásico. 

 

2. Analizar los niveles de expresión proteica de Runx2, β-catenina y 

algunos de sus genes blancos en líneas celulares de osteosarcoma con 

distinto potencial metastásico. 

 

3. Determinar si la vía Wnt-canónica modula la expresión de Runx2 y 

algunos de sus genes blancos en líneas celulares de osteosarcoma con 

distinto potencial metastásico. 

 

4. Determinar si Runx2 promueve migración e invasividad en líneas 

celulares de osteosarcoma con distinto potencial metastásico. 
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Figura 6. Modelo propuesto para estudiar la función de Runx2 en progresión tumoral en 

osteosarcoma 

(A) La vía Wnt-canónica será activada utilizando un inhibidor específico de GSK3β, SB216763 o 

con litio. (B) La vía Wnt-canónica regularía positivamente la expresión de Runx2 actuando 

directamente sobre su promotor, el cual posee sitios de respuesta a β-catenina. (C) La 

expresión de Runx2 será reprimida o aumentada mediante el uso de siRNA o vector adenoviral 

(AdV), respectivamente. (D) Runx2 y la vía Wnt-canónica regulan positivamente la expresión de 

genes como MMP9, COX-2, OPN y VEGF. (E) La expresión de estos genes blancos de la vía 

Wnt-canónica y Runx2 promueven la proliferación, migración e invasividad en líneas celulares 

de osteosarcoma. La proliferación es indicador de crecimiento tumoral, mientras que la 

migración e invasividad son predictores de metástasis. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Cultivos Celulares 

Las líneas celulares de osteosarcoma humano SaOS-2, MG-63, U2-OS, 

HOS, G-292, 143B y la línea celular de osteoblasto fetal humano hFOB fueron 

obtenidas de ATCC (Manassas, VA) y mantenidas según las condiciones 

especificadas por el proveedor en placas de 100mm (Tabla I). La línea celular 

SaOS-2 fue cultivada en medio modificado McCoy’s 5A + 15% suero fetal 

bovino (SFB); MG-63 en DMEM + 10% SFB; U2-OS en McCoy’s 5A + 10% 

SFB; HOS en DMEM + SFB 10%; G-292 en McCoy’s 5A + 10% SFB; 143B en 

DMEM + SFB 10% + 1 mM piruvato + bromodeoxiuridina (BrdU) 100ug/ml y 

hFOB en 1:1 medio Ham's F12  y DMEM + 2.5 mM L-glutamina (sin fenol red) + 

0.3 mg/ml G418 + SFB 10%. Los medios de cultivo fueron suplementados con 

penicilina 100U/ml, estreptomicina 100μg/ml y 2 mM L-glutamina. Las células 

fueron sembradas en placas de 100 mm en una relación de 0.5 x 106 células 

por placa. El medio de cultivo fue cambiado según indicaciones de ATCC 

(Tabla I) y las células cultivadas hasta confluencia del 80% en atmósfera 

humidificada con 5% de CO2 y a la temperatura de 37ºC. En la tabla II se 

muestra la capacidad de las líneas celulares de generar metástasis en modelos 

murinos de xenotransplantes basado en antecedentes bibliográficos. 
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Línea 
celular 

SaOS-2 MG-63 U-2OS HOS G-292 143B hFOB 

Origen 

OS 
humano 
primario de 
niña 
caucásica 
de 11 años 

OS 
humano 

OS 
humano 
niña 
caucásica 
de 15 años 

OS 
humano 
femenino 
caucásica 
13 años 

OS 
humano 
femenino 
caucásica 
9 años 

OS 
humano 
femenino 
caucásica 
13 años 

Osteoblasto 
fetal humano 

Crecimiento Adherente Adherente Adherente Adherente Adherente Adherente Adherente 

Morfología Epitelial Fibroblasto Epitelial Mixta Fibroblasto Mixta Epitelial 

Propagación 

McCoy’s 
5a Medio 
Modificado 
+ SFB 15% 

DMEM + 
SFB 10% 

McCoy's 
5a Medio 
Modificado 
+ SFB 10% 

DMEM + 
SFB 10% 

McCoy's 
5a Medio 
Modificado 
+ SFB 10% 

D-MEM + 
SFB 10% + 
1 mM 
piruvato + 
BrdU 
100ug/ml 

1:1 Ham's 
F12 Medium 
y D-MEM + 
2.5 mM L-
glutamina + 
0.3 mg/ml 
G418 + SFB 
10% a 34ºC 

Renovación 
de medio 

1 a 2 
veces por 
semana 

2 a 3 
veces por 
semana 

2 a 3 
veces por 
semana 

2 a 3 
veces por 
semana 

24 horas 
después 
de 
sembrar, 
luego 2 a 3 
veces por 
semana 

2 a 3 
veces por 
semana 

Cada 2 a 3 
días. 

Sub-
cultivación 

1:2 a 1:4 1:4 a 1:8 1:3 a 1:6 1:2 a 1:4 1:2 a 1:4 1:2 a 1:4 1:4 

Preservación 

Medio de 
cultivo, 
95%; 
DMSO, 5% 

Medio de 
cultivo, 5% 
(v/v) 
DMSO 

Medio de 
cultivo, 
95%; 
DMSO, 5% 

Medio de 
cultivo, 5% 
(v/v) 
DMSO  
 

Medio de 
cultivo, 
95%; 
DMSO, 5% 

90% FBS; 
10% 
DMSO 

Medio de 
cultivo, 72%; 
SFB, 20%; 
DMSO, 8% 

Tabla I. Condiciones de cultivo de líneas celulares de osteosarcoma humano según 

especificaciones del fabricante  ATCC. 

Líneas celulares de osteosarcoma humano SaOS-2, MG-63, U2-OS, HOS, 143B y línea de 

osteoblasto fetal humano hFOB utilizada como control fueron obtenidas de ATCC, USA. Se detalla 

origen de cada línea, propiedad de crecimiento en placa, morfología, medio de propagación, 

frecuencia de renovación del medio, tasa de sub-cultivación y su preservación en nitrógeno líquido. 
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Línea celular 
Tipo de 

Xenotransplante 
Generación 
metástasis 

Ratón Referencias 

SaOS-2 

Subcutáneo 
Ortotópico 
 
Endovenoso 
 

No 
Sí 
No 
Sí (escasas) 
Sí (escasas) 

Balb/c nude fem 
Balb/c nude fem 
NOD/SCID 
Athymic nude male 
Balb/c nude fem 

Kimura 2002[72]
 

Dass 2006[73],2007[74]
 

Yuan 2009[75]
 

Jia 1999[76]
 

Kimura 2002[72]
 

MG-63 

Subcutáneo 
Ortotópico 
 
Endovenoso 

No 
Sí (escasas) 
No 
No 

Balb/c nude fem 
Athymic nude male 
NOD/SCID 
Balb/c nude fem 

Kimura 2002[72]
 

Su 2009(82)[77]
 

Yuan 2009[75]
 

Kimura 2002[72]
 

U2-OS 

Subcutáneo  
 
  
Ortotópico 
Endovenoso 
 
 

No 
No 
No 
No 
SÍ 
No 
Sí 

Athymic Crl/nu/nu fem 
Balb/c nude fem 
Athymic Crl/nu/nu fem 
Balb/c nude fem 
Athymic Crl/nu/nu fem 
Balb/c nude fem 
Athymic Crl/nu/nu fem 

Manara 2000[78] 
Kimura 2002[72]

 

Scotlandi 1996[79]
 

Dass 2006[73]
 

Manara 2000[78]
 

Kimura 2002[72]
 

Scotlandi 1996[79]
 

HOS 

Subcutáneo 
 
Ortotópico 
 
Endovenoso 

No 
No 
No 
No 
No 

Información sin acceso 
Balb/c nude fem 
Athymic nude fem 
Athymic nude male 
Balb/c nude fem 

Arnstein 1974[80]
 

Kimura 2002[72]
 

MacGary 2002[81] 
Luu 2005[82]

 

Kimura 2002[72]
 

G-292 
Subcutáneo 
Ortotópico 
Endovenoso 

No 
Sí 
No 

Balb/c nude fem 
SCID 
Balb/c nude fem 

Kimura 2002[72]
 

Yang 2007[83]
 

Kimura 2002[72]
 

143B 

Subcutáneo 
Ortotópico 

No 
Sí 
No (sólo micro) 
Sí 

Balb/c male 
Athymic nude male 
Balb/c nude fem 
NOD/SCID 

Kim 2002[84]
 

Luu 2005[82]
 

Dass 2006[73]
 

Yuan 2009[75]
 

Tabla II. Resumen de ensayos de xenotransplantes publicados, utilizando líneas celulares 

humanas de osteosarcoma en modelo murino inmunosuprimido. Se detalla tipo de 

xenotransplante, capacidad de generar metástasis, cepa de ratón utilizado y referencia respectiva. 
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RT-PCR  

            Componentes de la vía Wnt-canónica (β-catenina, Wnt3a, Wnt5a, 

Wnt10b, LRP5/6, dkk1, Tcf4 y Lef1), algunos de sus genes blancos (COX-2, 

ciclina D1 y survivina), el factor de transcripción Runx2, marcadores del 

fenotipo óseo (fosfatasa alcalina, OPN, osteocalcina), genes blancos de ambas 

vías (VEGF, survivina, COX-2, OPN, MMP2, MMP9 y MMP13) y marcador de 

expresión constitutiva GAPDH, fueron detectados mediante RT-PCR 

semicuantitativo en seis líneas celulares de OS humano. 

 

Obtención del cDNA 

 El RNA total fue extraído con reactivo TRIZOL® a partir células crecidas 

en monocapa siguiendo las indicaciones del fabricante (Invitrogen life 

Technologies). La integridad del RNA total se determinó mediante electroforesis 

en geles de agarosa al 1%. Las muestras de RNA fueron tratadas con DNAsa I 

(endonucleasa) libre de RNAsas, RQ1RNase-Free DNase® (Promega 

Corporation), por 30 minutos a 37º C, luego se agregaron 1,5 µl de DNAsa Stop 

(Promega) para detener la reacción y posteriormente se incubó a 65º C por 10 

minutos para inactivar la DNasa. El cDNA fue sintetizado a partir de 3 µg de 

RNA total utilizando transcriptasa reversa M-MLV Reverse transcriptase® 

(Promega) y partidores al azar (Random Primers®, Invitrogen Corporation) 

siguiendo protocolos normalizados según las instrucciones del fabricante.  

 

PCR semicuantitativa 

 Las reacciones de PCR fueron preparadas en volumen total de 25 μl 

conteniendo Buffer 1X, dNTPs 0.2mM, MgCl2 1.5mM, Taq polimerasa 1.5 U y 
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10 pmol de cada partidor. Los partidores fueron diseñados utilizando los 

programas CLUSTAL-W y Primer Blast u obtenidos a partir de reportes previos 

(Tabla III). Las condiciones óptimas de PCR fueron estandarizadas previamente, 

evaluando parámetros de temperatura (gradiente de Tº) y números de ciclos de 

amplificación hasta obtener rango lineal de respuesta. Los productos de 

amplificación de PCR fueron separados en geles de agarosa al 1% y 

visualizados por tinción con bromuro de etidio con transiluminador UV (Vilber 

Lourmat®). Los geles fueron fotografiados en condiciones estándar, intensidad 

de la señal cuantificada mediante análisis densitométrico y normalizados por la 

señal para GAPDH utilizando el software Image J. Resultados fueron graficados 

utilizando software Graphpad® como promedio ± SEM obtenidos de tres 

experimentos independientes. Las diferencias estadísticamente significativas 

respecto a otra línea celular fueron obtenidas con test ANOVA y se indican 

como *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,0001. 
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GEN PARTIDORES SECUENCIA (5'->3') PRODUCTO 

(PB) 

LONGITUD TM 

AP FW AGTGCTCTGCGCAGGATTGGA 478 21 58 

RW CACACAGGTAGGCGGTGGCG 20 60 

VEGF(A) FW AAGGAGGAGGGCAGAATCAT 226 20 52 

RW ATCTGCATGGTGATGTTGGA 20 51 

RUNX2 FW CCGCACGACAACCGCACCAT 289 20 60 

RW  CGCTCCGGCCCACAAATCTC 20 58 

OC FW CTGGCCAGGCAGGTGCGAAG 271 20 60 

RW CAGGCCAGCAGAGCGACACC 20 60 

COX-2 FW TCCAGATCACATTTGATTGACAG 441 23 50 

RW TGTGGGAGGATACATCTCTCC 21 52 

OC FW GGCAGCGAGGTAGTGAAGAG 158 20 54 

RW CGATAGGCCTCCTGAAAGC 19 52 

LRP6 FW GCTGGAATGGATGGTTCAAGTCG 295 23 56 

RW CAGAATGGATTTCACGCAGACCC 23 56 

LRP5 FW CAGCCTGACGCACCCCTTCG 325 20 60 

RW CACCTCCTCGGCTCCTGCCT 20 60 

CICLINAD1 FW CAGAAGAGCGCGAGGGAGCG 470 20 59 

RW CTTCTCGGCCGTCAGGGGGA 20 59 

OPN (SPP1) FW TGAGAGCAATGAGCATTCCGATG 375 23 55 

RW CAGGGAGTTTCCATGAAGCCAC 22 55 

MMP2 FW GATCTTCTTCTTCAAGGACCGG 360 22 52 

RW TTGGGAAAGCCAGGATCCAT 20 52 

MMP13 FW GATGGGCCCTCTGGCCTGCT 401 20 60 

RW TGCAGGCGCCAGAAGAATCTGT 22 58 

SURVIVINA FW CTTTCTCAAGGACCACCGCATCT 428,359, 241 23 56 

RW GCACTTTCTCCGCAGTTTCCTC 22 56 

DKK1 FW AACCGGCACGGTTTCGTGGG 338 20 60 

RW CGCACGGGTACGGCTGGTAG 20 59 

TCF4 FW TGGCCCTGAGAGGCAGCCAT 294 20 59 

RW GGTCCTCATCGTCATTATTGCTAGAT 26 54 

β-CATENINA FW TGGTGCCCAGGGAGAACCCC 323, 628 20 60 

RW CCCACCCCTCGAGCCCTCTC 20 60 

WNT3A FW GTTGGGCCACAGTATTCCTC 410 20 60 

RW ATCCCACCAAACTCGATGTC 20 60 

WNT5A FW GCAATGTCTTCCAAGTTC 197 18 58 

RW AAGTGGCACAGTTTCTTC 18 58 

WNT10B FW GAATGCGAATCCACAACAACAG 196 22 58 

RW TTGCGGTTGTGGGTATCAATGAA 23 58 

MMP9 FW CCCGGACCAAGGATACAGT 151 19 52 

RW GCCATTCACGTCGTCCTTA 19 52 

LEF1 FW CCAGCTATTGTAACACCTCA 421 20 49 

RW TTCAGATGTAGGCAGCTGTC 20 52 

GAPDH FW CCTTCATTGACCTCAACTA 465 19 45 

RW GGCCATCCACAGTCTTCT 18 50 

Tabla III. Secuencia de partidores utilizados. 

Lista de los partidores utilizados para medir expresión, mediante RT-PCR, de los genes 

humanos analizados en esta tesis. Se indica la secuencia de partidores sentido (FW) y 

antisentido (RW) en sentido 5`a 3`, tamaño de producto de PCR en pares de bases (PB), 

longitud de cada partidor, temperatura de annealing (TM). Los partidores fueron diseñados 

utilizando el programa Primer Blast para genoma humano u obtenidos de la literatura científica. 
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Western blot  

 Los niveles de proteína del factor de transcripción Runx2, β-catenina y 

genes relacionados a progresión tumoral y metástasis (OPN, Survivina y Cox-2) 

regulados por ambas vías, fueron analizados mediante western blot en 6 líneas 

de osteosarcoma humano y en la línea de osteoblasto fetal humano utilizada 

como control. Extractos celulares totales fueron obtenidos desde placas de 

cultivo de 100mm conteniendo células con una confluencia 80-90%. Las células 

fueron colectadas en 1 ml de PBS frío suplementado con cóctel de inhibidores 

de proteasas Complete mini® (Roche), y MG132 25 µM (Calbiochem); todo fue 

transferido a tubos eppendorf de 1,5 ml y luego centrifugado a 5000 RPM por 5 

minutos a 4ºC en centrifuga refrigerada (Mikro 200R, Heitich®). Los sedimentos 

obtenidos fueron mantenidos en hielo y diluidos en 100 µl de buffer de lisis que 

contiene DTT 1M, inhibidores de proteasa y MG132 25 µM. Las muestras 

fueron sonicadas por 10 segundos, puestas en hielo y luego cuantificadas 

mediante el método de ácido bicinconínico (Pierce® BCA Protein Assay Kit, 

Thermo Scientific). 70 µg de proteínas fueron cargados en gel SDS PAGE 10%, 

separadas por electroforesis a 30 mA 180V por aproximadamente 2 horas y 

transferidas a membrana de nylon (Hybondtm-N+, Amershan Biosciences) 

mediante transferencia húmeda por 90 minutos, aplicando 100 volt a 350 mA.  

 Las membranas fueron bloqueadas con leche 5% (Dry fat milk, Biorad®) 

por 1 hora, lavadas con PBS Tween 1% (PBS-T) por 5 minutos e incubadas 

con los anticuerpos primarios en PBS-T con leche 1%, lavadas en PBS-T, y 

luego incubadas con el correspondiente anticuerpo secundario conjugado con 

peroxidasa en PBS-T con leche 1% y lavados en PBS-T. Los anticuerpos y 

condiciones utilizadas para detectar las proteínas en la membrana de Nylon 
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fueron las siguientes: Para detección de Runx2, incubación por 2 hrs a 

temperatura ambiente con anti-Runx2 monoclonal (gentileza de Dr. Stein) 

diluido 1:250-1:2000 v/v, luego lavado 3 veces por 7 minutos, seguido por 

incubación por 2 hrs a temperatura ambiente con secundario anti-mouse (Santa 

Cruz®, sc-2005) diluido 1:2000 v/v y finalmente  lavado 3 veces por 7 minutos; 

Para detección de β-catenina, incubación por 1 hora a temperatura ambiente 

con anti-β-catenina policlonal (BD Transductión Lab®, 610154) diluido 1:1000 

v/v, luego lavado 3 veces por 5 minutos, seguido por incubación por 1 hora con 

secundario anti-mouse (Santa Cruz®, sc-2005) diluido 1:2000 v/v, y finalmente 

lavado 3 veces por 5 minutos;  Para detección de survivina, incubación por 1 

hora a temperatura ambiente con anti-survivina policlonal (RyD®, AF886) 

diluido 1:2500, luego lavado 3 veces por 10 minutos, seguido por incubación 

por 1 hora con secundario anti-rabbit (Santa Cruz®, sc-2004) diluido 1:2000 v/v  

y finalmente lavado 3 veces por 10 minutos. Para detección de Cox-2, 

incubación por 1 hora a temperatura ambiente con anti-Cox-2 policlonal 

(Abcam® Abb52237) diluido 1:450 v/v, luego lavado 2 veces por 10 minutos, 

seguido por incubación por 1 hora con secundario anti-rabbit (sc-2004, Santa 

Cruz®) diluido 1:2000 y finalmente lavado 3 veces por 5 minutos; Para 

detección de OPN, incubación overnight a 4º C con anti-OPN monoclonal 

(LFMb-14) (Santa Cruz®, sc-73631) diluido 1:400 v/v, luego  lavado 2 veces 

por 5 minutos y 1 vez por 10 minutos, seguido por incubación por 1 hora con 

secundario anti-mouse (sc-2005, Santa Cruz®) diluido 1:2000 v/v y finalmente  

lavado 3 veces por 7 minutos; Para detección de β-actina, incubación por 1 

hora a temperatura ambiente con anti-β-actina policlonal (sc-1615, Santa 

Cruz®) diluido 1:5000 v/v, luego lavado 2 veces por 10 minutos, seguido por 
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incubación por 1 hora con secundario anti-goat (sc-2020, Santa Cruz®) diluido 

1:5000 v/v y finalmente  lavado 2 veces por 5 min y 1 vez por 10 minutos.  

 Las bandas proteicas inmunorreactivas fueron visualizadas mediante el 

kit de detección quimioluminiscente (Supersignal® West Pico Chemiluminescent 

Substrate, Thermo Scientific) y reveladas utilizando películas fotosensible 

BioMax® Light Film (Kodak). La intensidad de señal fue cuantificada por 

densitometría utilizando el programa Image J® y normalizadas por la señal 

para β-actina (control de carga). Resultados fueron graficados utilizando 

software Graphpad® como promedio ± SEM obtenidos de tres experimentos 

independientes. Las diferencias estadísticamente significativas respecto a otra 

línea celular fueron obtenidas con test ANOVA y se indican como *, p<0,05; **, 

p<0,01; ***, p<0,0001. 

 

Inmunocitoquímica 

 Se sembraron células a baja confluencia en cubreobjetos provistos de 

cámaras estériles (Molecular Probes, Grace Bio-Labs), completando un 

volumen de 350 µl por pocillo y se incubaron por 24 horas a 37ºC en estufa 

húmeda y ambiente de CO2, para permitir que las células se adhirieran al 

cubreobjeto. Luego las células fueron lavadas con PBS y se fijaron con PAF 4% 

por 15 minutos a 4º C, se lavaron 3 veces con PBS por 5 minutos y se 

permeabilizaron por 15 a 30 minutos con PBS/Triton-x 100. A continuación, las 

células se trataron con NH4Cl por 5 minutos, y se bloquearon con 

PBS/BSA/Glicina al 1% por 1 hora. A continuación, se incubó con el anticuerpo 

anti-Runx2 M-70 (Santa Cruz®, sc-10758) y anti-β-catenina (BD Transduction 

Lab®, 610154) diluidos 1:50 v/v por 35 minutos a 37º C. Tras la incubación se 
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lavó 3 veces con PBS por 5 minutos, para luego incubar por 30 minutos a 

temperatura ambiente con anticuerpo secundario universal biotinado. Se lavó 

con PBS por 5 minutos y luego se incubó por 30 minutos con VECTASTAIN® 

R.T.U. ABC Reagent. Las muestras fueron reveladas con diaminobenzidina y 

montadas con medio de montaje FLO-TEXX®.  

 

Tratamiento con SB216367 y Cloruro de Litio 

 Para sobreactivar la vía Wnt-canónica se realizó tratamiento con las drogas 

SB216367, un inhibidor de GSK3B, o cloruro de litio (LiCl), un conocido 

activador de la vía Wnt-canónica, en las seis líneas celulares de osteosarcoma 

humano en conjunto con el análisis  de expresión de mensajero y proteína para 

Runx2, β-catenina, OPN y COX-2. 

 Líneas de osteosarcoma SaOS-2, MG-63, U2-OS, HOS, G-292 y 143B 

fueron cultivadas en placas p60 hasta obtener confluencia de 60-70%, luego 

lavadas 1 vez con PBS 1X y tratadas con SB216367 10μM (solución stock de 

SB216367 50 mM diluido en DMSO) o con DMSO como control, en 1,5 ml de 

medio completo. Alternativamente las células fueron tratadas con cloruro de litio 

20 μM (solución stock de LiCl 1 M diluido en DMSO) o DMSO como control. A 

continuación, las células fueron incubadas por 48h-72 horas a 37º C, lavadas 

una vez con PBS 1X. Posteriormente se procedió a la obtención de RNA total o 

proteínas totales y al análisis de expresión de mRNA o proteína mediante RT-

PCR o western blot como fue previamente descrito. Resultados fueron 

graficados utilizando software Graphpad® como promedio ± SEM obtenidos de 

tres experimentos independientes. Las diferencias estadísticamente 

significativas fueron obtenidas con prueba de t-test pareado y se indican como *, 
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p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,0001. 

 

Transducción con Adenovirus 

 Con el propósito de sobreexpresar Runx2 en las líneas de osteosarcoma 

humano, se utilizaron los  vectores adenovirales AdV-GFP-Runx2 que contiene 

el gen de Runx2 wild type y proteína fluorescente verde (GFP) para su 

detección. Como control negativo se utilizó AdV-GFP, que únicamente expresa 

el gen GFP. Para los ensayos de migración e invasión, se sembraron 3 x 105 

células en placas p60 y se cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% 

SFB hasta obtener una confluencia de 60%-70%. Luego, las células fueron 

transducidas con  30 x 1010 opu/mL (optical particle units) de AdV-Runx2 o 

AdV-GFP contenidas en 900 µl de medio DMEN suplementado con 1% SFB. 

Posteriormente, a las 4 horas se  adicionaron 600 µl de DMEN 1% SFB y a las 

10 horas se reemplazó por medio completo (DMEM suplementado con 10% 

SFB y antibióticos). Las células fueron crecidas por 24, 48 o 72 hrs tras la 

transducción. Para ensayos de proliferación, 30.000 células fueron sembradas 

en placas de 12 pocillos con medio completo hasta obtener adherencia a la 

placa y luego transducidas con AdV-Runx2 ó AdV-GFP a 30 x 1010 opu/ml en 

300 µL de medio DMEN 1% FBS. A las 4 horas se  adicionó 600 µl de DMEN 1% 

FBS y a las 10 horas se reemplazó por medio completo. 

Extractos de proteínas totales y RNA total se obtuvieron a las 48 horas 

para verificar sobreexpresión de Runx2 mediante western blot y RT-PCR. 

Alternativamente, se verificó la sobreexpresión de Runx2 en células cultivadas 

sobre cubreobjetos en placas de 24 pocillos e infectadas con AdV-GFP-Runx2 

o AdV-GFP por 24, 48 y 72 horas. Los cubreobjetos conteniendo las células 
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transducidas fueron montados con solución Dako® sobre portaobjetos y la 

fluorescencia de GFP analizada mediante microscopia de epifluorescencia.  

 

Transfección con siRNA 

 3 x 105 células fueron sembradas en placas p60 y cultivadas en 3 ml de 

medio D-MEM 10% SFB libre de antibióticos a 37º C con 5% de CO2  hasta 

obtener una confluencia de 60-80% (aproximadamente 18-24 horas). Luego, 

las células fueron lavadas una vez con PBS y mantenidas en 1,7 ml de Opti-

MEM (Invitrogen® 31985-070). Cada placa fue transfectada con Runx2 siRNA 

(Santa Cruz®, sc-37145) 100 nM utilizando oligofectamina (Invitrogen® 12252-

011) en medio Opti-MEM, según las recomendaciones del fabricante. Como 

control negativo se utilizó siRNA-A (Santa Cruz®, sc-37007) 100 nM, que 

contiene secuencias al azar que no hibrida con mensajeros humanos. Las 

placas fueron incubadas con los respectivos siRNA por 4 horas tras lo cual se 

adiciona 1 ml de DMEM 30% FBS sin remover el medio de transfección y 

cultivadas  a 37º C por 24 a 72 hrs post-transfección. Extractos de proteínas 

fueron obtenidos a las 24, 48 y 72 hrs para verificar el silenciamiento de la 

expresión de Runx2 mediante western blot. Para ensayos de migración e 

invasión, las células fueron cosechadas 24 horas post-transfección, 

centrifugadas y lavadas 2 veces con PBS 1X, contadas  bajo microscopio con 

cámara de Neubauer y sembradas en cámaras de invasión según se indica 

más abajo. 
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Ensayos de Migración e Invasión 

 Ensayos de migración e invasión fueron realizados en un sistema bi-

cameral de invasión en Matrigel (BD Biocoat Matrigel Invasión Chambers,  

Biosciences, BD, FalconTM). La cámara superior contiene una membrana PET 

con poros de 8 μm recubiertas con una lámina de MATRIGEL (inserto Matrigel, 

IM). Como control se utilizó una cámara superior con membrana PET sin 

cubierta de MATRIGEL (inserto control, IC). El ensayo de invasión se basa en 

la capacidad de las células para degradar y penetrar el Matrigel y migrar a 

través de los poros de la membrana PET (IM) y quedar en su cara inferior, 

mientras que la migración se mide solo por la capacidad de las células para 

desplazarse a través de los poros de la membrana PET (IC) y quedar en su 

cara inferior.      

2,5 a 7 x 104 células fueron sembradas en las cámaras superiores 

(inserto Matrigel e inserto control) con medio no suplementado. Medio 

suplementado con FBS 5%, utilizado como quimioatractante, fue puesto en la 

cámara inferior. Las placas fueron incubadas a 37º C con 5% de CO2 por un 

periodo de 16 y 22 horas para el IC e IM respectivamente. Luego, las células 

que quedan en la superficie del Matrigel (IM) o en la superficie (cara superior) 

de la membrana PET (IC) fueron removidas con un cotón humedecido en 

medio no suplementado. Las células adheridas a la superficie inferior de las 

membranas PET fueron fijadas con metanol por 2 minutos y teñidas con azul 

de toluidina 1% en Borax 1% por 2 minutos. Las membranas fueron cortadas 

con escalpelo y montadas sobre portaobjeto con aceite de inmersión 

(Inmersol®). La superficie inferior de las membranas PET fueron fotografiadas 

en un microscopio de luz (Axiostar plus®, Zeiss) con objetivo 20X, obteniendo 
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fotografías representativas en los 4 cuadrantes de la membrana. El número de 

células que invadieron el Matrigel y que migraron a través de la membrana PET 

(IM) o que sólo  migraron a través de la membrana PET (IC) fueron 

cuantificadas, en las imágenes digitalizadas, utilizando el plugin “cell counter” 

del programa Image J®. El porcentaje de invasión fue determinado dividiendo 

el número de células que invaden el MATRIGEL y migran a través de la 

membrana PET en el IM por el número de células que migran a través de la 

membrana PET del IC. El índice de invasión para las líneas celulares de OS se 

obtuvo al dividir el % de invasión de dicha línea celular por el % de invasión de 

una línea celular ósea no tumoral utilizada como control (hFOB). Resultados 

fueron graficados utilizando software Graphpad® como promedio ± SEM 

obtenidos de tres experimentos independientes. Las diferencias 

estadísticamente significativas respecto a otra línea celular fueron obtenidas 

con prueba de t-test pareado y se indican como *, p<0,05; **, p<0,01; ***, 

p<0,0001. 
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RESULTADOS 

Objetivo 1. “Análisis de los niveles de mensajeros de Runx2, β-catenina y 

algunos de sus genes blancos en líneas celulares de osteosarcoma con 

distinto potencial metastásico”. 

 Las seis líneas celulares de OS utilizadas en este estudio son 

presentadas en el siguiente orden: SaOS-2, MG-63, U2-OS, HOS, G-292 y 

143B. De acuerdo a la  información disponible en la literatura, resumida en la 

Tabla III, las líneas G-292 y 143B son las que presentan mayor potencial 

metastásico. Interesantemente, la línea celular SaOS-2 resultó ser altamente 

metastásica, según datos generados con posterioridad en nuestro laboratorio 

(Tabla suplementaria II). 

 En todas las líneas celulares de OS se observó la presencia del 

mensajero para Runx2 (Figura 7A). Los niveles de mRNA para Runx2 en las 

líneas celulares U2-OS, HOS, G-292 y 143B fueron relativamente similares, con 

un significativamente mayor nivel en SaOS-2 y niveles más bajos en MG-63 

(Figura 7B). Precisamente, SaOS-2 sería altamente metastásica y altamente 

invasiva como se muestra más adelante, mientras que MG-63 es una de las 

líneas celulares que presentó un bajo potencial metastásico, según los 

antecedentes recopilados en Tabla III.  

 Fosfatasa alcalina (AP), un marcador de diferenciación ósea temprana 

relacionado a maduración de matriz extracelular, nos permitió ordenar las líneas 

celulares según su grado de diferenciación. SaOS-2 es la línea celular que más 

expresó AP, mientras que MG-63 y U2-OS presentaron sólo una expresión 

marginal de este mensajero (Figura 7B). Los niveles de mRNA para 

osteocalcina, un marcador de diferenciación tardío relacionado a mineralización 



38 

 

de la matriz extracelular, fueron variables y no se observaron diferencias 

significativas entre las diferentes líneas celulares de OS (Figura 7B), indicando 

solo un compromiso con la diferenciación ósea, pero no un estatus 

diferenciado.  
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Figura 7. Niveles de mRNA de  Runx2 y marcadores de diferenciación ósea. 

Las líneas celulares SaOS-2, MG-63, U2-OS, HOS, G-292 y 143B fueron cultivadas hasta un 

80% de confluencia, se extrajo RNA total y los niveles de mensajero para Runx2, fosfatasa 

alcalina y osteocalcina fueron analizados mediante RT-PCR, utilizando partidores específicos. 

A. Se muestra un resultado representativo de los productos de amplificación separados en gel 

de agarosa al 1% y teñido con bromuro de etidio. B. Los niveles de transcrito fueron 

cuantificados mediante análisis densitométrico y normalizados por la señal para GAPDH. Las 

barras muestran datos (promedio ± SEM) obtenidos de tres experimentos independientes. Las 

diferencias estadísticamente significativas respecto a otra línea celular se indican como *, 

p<0,05: expresión Runx2, SaOS-2 vs MG-63; ***, p<0,001: expresión de AP: SaOS-2 vs el 

resto de las líneas de OS. 
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 Respecto a los componentes de la vía Wnt-canónica, se observó que 

los niveles de mRNA para los correceptores LRP5 y LRP6 fueron similares en 

las seis líneas celulares (Figura 8), existiendo sólo diferencia significativa entre 

la línea celular que mostró los mayores (HOS) y menores (SaOS-2) niveles de 

expresión de LRP5. El mensajero para β-catenina se expresó en todas las 

líneas de OS, siendo MG-63 y U2-OS las que significativamente mostraron los 

menores niveles en comparación a G292 y SaOS-2 (Figura 9). En contraste, los 

niveles de mRNA para moduladores de la vía Wnt-canónica como DKK1 y 

efectores como los factores transcripcionales TCF4/LEF1 se observaron en 

forma variable dependiendo de la línea celular analizada (Figura 9). Así 

tenemos que SaOS-2, U2-OS y 143B expresaron altos niveles de mensajero 

para LEF1 en comparación al resto de las líneas de OS. El mRNA para TCF4 

se presentó en todas las líneas de OS, siendo mayor en G-292 en comparación 

a MG-63 y HOS que mostraron menores niveles.  Los niveles de mRNA para el 

inhibidor de la vía Wnt-canónica (DKK1) prácticamente no se observaron en 

U2-OS y son significativamente mayores en MG-63 y 143B. Interesantemente, 

las líneas celulares SaOS-2, G-292 y 143B, de elevado potencial metastásico 

(tabla II), presentaron altos niveles de mRNA para los componentes de la vía 

Wnt-canónica analizados (β-catenina, DKK1 y TCF4/LEF1) (Figura 9). 

Respecto a los niveles de mensajero correspondiente a los morfógenos Wnts 

analizados (Figura 10), Wnt5a fue el más importante en cuanto a su expresión 

ubicua, ya que Wnt10b se expresó en forma variable y en bajos niveles y Wnt3a 

sólo se expresó en U2-OS. Interesantemente, MG-63, con bajo potencial 

metastásico y bajos niveles de mRNA para Runx2, presentó los menores 

niveles de mensajero para morfógenos Wnts, no expresando Wnt3a ni Wnt10b. 
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Figura 8. Niveles de mRNA de  componentes de la vía Wnt-canónica. 

Las líneas celulares SaOS-2, MG-63, U2-OS, HOS, G-292 y 143B fueron cultivadas hasta un 

80% de confluencia, se extrajo RNA total y los niveles de mensajero para LRP5 y LRP6 fueron 

analizados mediante RT-PCR, utilizando partidores específicos. A. Se muestra un resultado 

representativo de los productos de amplificación separados en gel de agarosa al 1% y teñido 

con bromuro de etidio. B. Los niveles de transcrito fueron cuantificados mediante análisis 

densitométrico y normalizados por la señal para GAPDH. Las barras muestran datos (promedio 

± SEM) obtenidos de tres experimentos independientes. Las diferencias estadísticamente 

significativas respecto a otra línea celular se indican como *, p<0,05: expresión de LRP5, HOS 

vs SaOS-2. 
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Figura 9. Niveles de mRNA de componentes de la vía Wnt-canónica. 

Las líneas celulares SAOS-2, MG-63, U2-OS, HOS, G-292 y 143B fueron cultivadas hasta un 

80% de confluencia, se extrajo RNA total y los niveles de mensajero para β-catenina, DKK1, 

TCF4 Y LEF1  fueron analizados mediante RT-PCR, utilizando partidores específicos. A. Se 

muestra un resultado representativo de los productos de amplificación separados en gel de 

agarosa al 1% y teñido con bromuro de etidio. B. Los niveles de transcrito fueron cuantificados 

mediante análisis densitométrico y normalizados por la señal para GAPDH. Las barras 

muestran datos (promedio ± SEM) obtenidos de tres experimentos independientes. Las 

diferencias estadísticamente significativas respecto a otra línea celular se indican como *, 

p<0,05: expresión de β-catenina, G-292 vs MG-63 y U2-OS; expresión de DKK1, MG-63 y 

143B vs resto de líneas de OS; expresión TCF4, G-292 vs MG-63. **, p<0,01: expresión de 

TCF4, G-292 vs HOS. 
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Figura 10. Niveles de mRNA de componentes de la vía Wnt-canónica. 

Las líneas celulares SaOS-2, MG-63, U2-OS, HOS, G-292 y 143B fueron cultivadas hasta un 

80% de confluencia, se extrajo RNA total y los niveles de mensajero para Wnt3a, Wnt5a y 

Wnt10b  fueron analizados mediante RT-PCR, utilizando partidores específicos. A. Se muestra 

un resultado representativo de los productos de amplificación separados en gel de agarosa al 

1% y teñido con bromuro de etidio. B. Los niveles de transcrito fueron cuantificados mediante 

análisis densitométrico y normalizados por la señal para GAPDH. Las barras muestran datos 

(promedio ± SEM) obtenidos de tres experimentos independientes. Las diferencias 

estadísticamente significativas respecto a otra línea celular se indican como *, p<0,05: 

expresión de Wnt10b, U2-OS vs HOS y MG-63. **, p<0,01: expresión de Wnt10b, G-292 vs 

HOS y MG-63. ***, p<0,001: expresión de Wnt10b: SaOS-2 vs MG-63 y HOS. 
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 A continuación, se procedió a analizar los niveles de mRNA para ocho 

genes (osteopontina, ciclina D1, survivina, COX-2, VEGF, MMP2, MMP9 y 

MMP13) relacionados a progresión tumoral y metástasis y que son blancos 

transcripcionales de Runx2 y la vía Wnt-canónica. 

 Los niveles de mensajero para Osteopontina, un marcador de 

diferenciación ósea tardío, que también ha sido vinculado a progresión tumoral 

y está relacionado a valor negativo de sobrevida en otros tumores, se 

expresaron en todas las líneas humanas de OS, pero se encontraron 

significativamente elevados en la línea celular 143B (Figura 11), que 

coincidentemente presentó el mayor potencial metastásico (Tabla III). 

Nuevamente, MG-63, de bajo potencial metastásico, en conjunto con SaOS-2, 

presentaron significativamente bajos niveles de mRNA para OPN. 

  Los niveles de mRNA para ciclina D1 (marcador de fase G1 del ciclo 

celular) muestran una tendencia a ser elevados en líneas con alto potencial 

proliferativo como 143B y HOS (datos contenidos en otra tesis realizada en este 

Laboratorio), disminuyendo progresivamente en las líneas con baja tasa de 

proliferación como U2-OS, MG-63 y SaOS-2 (Figura Suplementaria I). El 

potencial metastásico no necesariamente se correlacionó con el potencial 

proliferativo y esto se ve reflejado en que la línea celular SaOS-2 (altamente 

metastásica) fue la que presentó el menor potencial proliferativo (Figura 

Suplementaria I) y bajos niveles de mensajero para ciclina D1. Inversamente, el 

mRNA para survivina presentó una tendencia a la disminución con respecto al 

potencial tumorigénico, pero sin significancia estadística (Figura 11). Los 

niveles de transcritos para COX-2 fueron significativamente mayores sólo en 

MG-63 y 143B, mientras que niveles de transcritos para VEGF fueron altos y 
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variables, destacando las líneas celulares G-292 y SaOS-2 (altamente 

metastásicas), que presentaron los mayores niveles de transcritos (Figura 11). 

  De las 3 MMPs estudiadas (Figura 12), solo MMP2 se expresó en las 

seis líneas de OS, siendo la línea MG-63 la de mayor expresión y 143B la de 

menor expresión. Para MMP9 y MMP13 los niveles de sus respectivos mRNA 

fueron diferentes para cada tipo celular. En SaOS-2 se observaron niveles de 

mRNA sólo para MMP13 y no para MMP9, al igual que G-292 mostró altos 

niveles de mensajeros para MMP13 y no para MMP9. Por otro lado, en U2-OS, 

HOS y 143B se observaron los mensajeros para ambas metaloproteinasas. Al 

contrario, MG-63, una de las líneas celulares con bajo potencial tumorigénico, 

no expresó ninguno de los mensajeros para estas dos MMPs, hecho 

considerable ya que estas enzimas han sido relacionadas a migración en 

células tumorales de otros tipos de cáncer.  

 En la figura 17A se muestra un gráfico resumen de la expresión de 

mRNA de componentes de la vía Wnt-canónica en las líneas SaOS-2, MG-63, 

G-292 y 143B. Con valores positivos se graficaron los factores de transcripción 

TCF-4 y LEF1, la proteína eje β-catenina y los morfógenos Wnts, todos 

componentes que regulan positivamente la vía Wnt-canónica. Con valor 

negativo se graficó a DKK1, un conocido inhibidor de la vía Wnt-β-catenina. 

Destaca que MG-63, la línea con menor potencial metastásico, presentó bajos 

niveles de mensajero para componentes que regulan positivamente la vía Wnt-

canónica y en contraparte elevados niveles de DKK1. Al contrario, las líneas 

SaOS-2, 143B y G-292, las tres líneas con mayor potencial metastásico, 

presentaron altos niveles de reguladores positivos de la vía Wnt-canónica y 

menores niveles de DKK1.   
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Figura 11. Niveles de mRNA de genes blancos de vía Wnt-canónica y Runx2. 

Las líneas celulares SaOS-2, MG-63, U2-OS, HOS, G-292 y 143B fueron cultivadas hasta un 

80% de confluencia, se extrajo RNA total y los niveles de mensajero para OPN, ciclina D1, 

COX-2, survivina y VEGF fueron analizados mediante RT-PCR, utilizando partidores 

específicos. A. Se muestra un resultado representativo de los productos de amplificación 

separados en gel de agarosa al 1% y teñido con bromuro de etidio. B. Los niveles de transcrito 

fueron cuantificados mediante análisis densitométrico y normalizados por la señal para 

GAPDH. Las barras muestran datos (promedio ± SEM) obtenidos de tres experimentos 

independientes. Las diferencias estadísticamente significativas respecto a otra línea celular se 

indican como *, p<0,05: expresión de OPN, 143B vs SaOS-2 y MG-63; expresión de ciclina D1, 

SaOS-2 vs G-292 y 143B; expresión de VEGF, SaOS-2 y G-292 vs resto de líneas de OS. ***, 

p<0,001: expresión de COX-2, MG-63 vs resto de líneas de OS y 143B vs SaOS-2, U2-OS, 

HOS y G-292. 
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Figura 12. Niveles de mRNA de genes blancos de vía Wnt-canónica y Runx2. 

Las líneas celulares SAOS-2, MG-63, U2-OS, HOS, G-292 y 143B fueron cultivadas hasta un 

80% de confluencia, se extrajo RNA total y los niveles de mensajero para MMP2, MMP9 y 

MMP13, fueron analizados mediante RT-PCR, utilizando partidores específicos. A. Se muestra 

un resultado representativo de los productos de amplificación separados en gel de agarosa al 

1% y teñido con bromuro de etidio. B. Los niveles de transcrito fueron cuantificados mediante 

análisis densitométrico y normalizados por la señal para GAPDH. Las barras muestran datos 

(promedio ± SEM) obtenidos de tres experimentos independientes. Las diferencias 

estadísticamente significativas respecto a otra línea celular se indican como *, p<0,05: 

expresión de MMP2, MG-63 vs 143B; expresión de MMP13, G292 vs resto de líneas de OS. 

***, p<0,001: expresión de MMP9, U2-OS vs resto de líneas de OS. 
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Objetivo 2. “Análisis del nivel de expresión proteica de Runx2, β-catenina 

y algunos de sus genes blancos en líneas celulares de osteosarcoma con 

distinto potencial metastásico”. 

A continuación, se analizó la expresión proteica de Runx2, -catenina, 

COX-2, osteopontina y survivina en las seis líneas celulares de osteosarcoma y 

en hFOB (línea celular de osteoblastos fetales humanos, utilizada como 

control). Al respecto, Runx2 presenta dos isoformas MRIPV y MASNS. La 

primera se expresa constitutivamente y en bajos niveles en tejido óseo, tejido 

mesenquimático no óseo y en células progenitoras osteoblásticas. Su perfil de 

expresión no cambia con el grado de diferenciación y tampoco es influida por 

factores que inducen osteogénesis como BMPs[85]. La isoforma MASNS es 

conocida como la isoforma osteoblástica, su patrón de expresión cambia a 

medida que progresa la diferenciación ósea, ya que es necesaria para 

osteogénesis y mantención del fenotipo osteoblástico[85]. 

El análisis de la figura 13 muestra que la isoforma Runx2 MRIPV se 

expresó en todas las líneas celulares de osteosarcoma sin diferencias 

significativas en las siete líneas analizadas. Sin embargo, se distinguieron 

claramente dos grupos con distintos niveles de expresión de isoforma MRIPV; 

hFOB, SaOS-2 y MG-63 con mayores niveles que las restantes U2-OS, HOS, 

G-292 y 143B. La isoforma Runx2 MASNS (banda inferior) se expresó 

principalmente en SaOS-2 (altamente metastásica), seguida por la expresión 

en menor nivel en hFOB, HOS, G-292 y 143B (estas dos últimas también son 

metastásicas). Las líneas celulares MG-63 y U2-OS expresaron muy bajos 

niveles de esta isoforma. Al respecto, los niveles de mRNA para Runx2, que no 

discriminan las isoformas, fueron concordantes con los niveles de Runx2 
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observados por western blot. Sin embargo, no se descarta que la isoforma de 

mayor peso molecular corresponda a una modificación postraduccional 

(sumoilación, ubiquitinación, fosforilación) de la forma MASNS. 

Además, se analizó la expresión de Runx2 y β-catenina mediante 

inmunocitoquímica cuantitativa, evaluando la fracción citoplasmática y nuclear 

(Figura 14 y 15). La evaluación de la localización nuclear para ambas proteínas 

fue fundamental, dado que se trata de factores transcripcionales. La señal 

nuclear de Runx2 (Figura 14) observada en las líneas de OS fue relativamente 

similar y concordante con los niveles de Runx2 MASNS (la isoforma mayoritaria 

de Runx2) detectados por western blot, es decir, mayor en SaOS-2, G-292 y 

143B en comparación a MG-63 y U2-OS. En contraste, en las líneas MG-63, 

U2-OS y HOS la localización de Runx2 fue principalmente citoplasmática. La 

expresión de β-catenina (Figura 15) fue alta en las seis líneas de OS, con una 

tendencia a ser mayor en HOS, G-292 y 143B. Sin embargo, las líneas 

celulares de OS difirieron en la localización para β-catenina dentro de la célula, 

así mientras que en G-292 esta proteína se ubicó preferentemente en núcleo, 

en SaOS-2, U2-OS y 143b se localizó mayormente en el citoplasma y en HOS 

en igual nivel tanto en núcleo como en citoplasma. 

Respecto a las proteínas cuya expresión es regulada por Runx2 y la vía 

Wnt-canónica, se observó que OPN se expresa en todas las líneas celulares 

(Figura 16), excepto en SaOS-2, que survivina se expresó en forma 

relativamente constante, siendo menor su expresión en SaOS-2 pero sin 

significancia estadística y que COX-2 se expresó considerablemente en MG-63 

y en menor medida en 143B, pero no en el resto de las líneas celulares 
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analizadas, lo que fue concordante con los niveles de mensajero previamente 

descritos (Figura 11). 
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Figura 13. Niveles de proteína de Runx2, isoformas MASNS y MRIVP y β-catenina 

Las líneas celulares de OS SaOS-2, MG-63, U2-OS, HOS, G-292 y 143B y osteoblasto fetal 

humano hFOB fueron cultivadas hasta un 80% de confluencia, se extrajo proteína total y los 

niveles de Runx2 (A) y β-catenina (B) fueron analizados mediante western blot utilizando 

anticuerpos comerciales. Se muestra un resultado representativo de las bandas 

inmunorreactivas obtenidas (isoforma MRIVP banda superior e isoforma MASNS banda 

inferior). Los niveles de proteína fueron cuantificados mediante análisis densitométrico y 

normalizados por la señal para β-actina. Las barras muestran datos (promedio ± SEM) 

obtenidos de tres experimentos independientes. Las diferencias estadísticamente significativas 

respecto a otra línea celular se indican como **, p<0,01: expresión de isoforma MASNS, 

SaOS-2 vs resto de líneas de OS. 
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Figura 14. Análisis de expresión de Runx2 mediante inmunocitoquímica.  

A. Análisis de expresión de Runx2 en las seis líneas celulares de OS mediante 

inmunocitoquímica. Imágenes representativas fueron obtenidas para cada línea celular en un 

microscopio óptico. B. Se cuantificó la tinción inmunorreactiva nuclear y citoplasmática 

mediante análisis densitométrico utilizando el programa Image J. Las barras muestran datos 

(promedio ± SEM) obtenidos de 15 mediciones independientes. 

 

 
 

 

B 

A 
Runx2

S
aO

S
-2

M
G
-6

3

U
2-

O
S

H
O
S

G
-2

92

14
3B

S
aO

S
-2

M
G
-6

3

U
2-

O
S

H
O
S

G
-2

92

14
3B

0

50000

100000 NUCLEAR

CITOPLASMA

U
n

id
a

d
e

s
 a

rb
it
ra

ri
a

s



53 

 

 

 

MG-63 U2-OSSaOS-2

HOS G-292 143B

  

 

 

 

 

 

-catenina

S
aO

S
-2

M
G
-6

3

U
2-

O
S

H
O
S

G
-2

92

14
3B

S
aO

S
-2

M
G
-6

3

U
2-

O
S

H
O
S

G
-2

92

14
3B

0

50000

100000

150000 NUCLEAR

CITOPLASMA

U
n

id
a

d
e

s
 a

rb
it
ra

ri
a

s

Figura 15. Análisis de expresión de β-catenina mediante inmunocitoquímica.  

A. Análisis de expresión de β-catenina en las seis líneas celulares de OS mediante 

inmunocitoquímica. Imágenes representativas fueron obtenidas para cada línea celular en 

un microscopio óptico. B. Se cuantificó la tinción inmunorreactiva nuclear y citoplasmática 

mediante análisis densitométrico utilizando el programa Image J. Las barras muestran 

datos (promedio ± SEM) obtenidos de 15 mediciones independientes. 
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Figura 16. Niveles de proteína de genes blancos de Runx2 y de la vía Wnt-canónica 

Las líneas celulares de OS SaOS-2, MG-63, U2-OS, HOS, G-292 y 143B y osteoblasto fetal 

humano hFOB fueron cultivadas hasta un 80% de confluencia, se extrajo proteína total y los 

niveles de osteopontina, survivina y COX-2 fueron analizados mediante western blot utilizando 

anticuerpos comerciales. Se muestra un resultado representativo de las bandas 

inmunorreactivas para OPN (A), survivina (B) y COX-2 (C). Los niveles de proteína fueron 

cuantificados mediante análisis densitométrico y normalizados por la señal para β-actina. Las 

barras muestran datos (promedio ± SEM) obtenidos de tres experimentos independientes. Las 

diferencias estadísticamente significativas respecto a otra línea celular se indican como **, 

p<0,01: expresión de OPN, SaOS-2 vs hFOB, MG-63, U2-OS, HOS, G-292 y 143B de líneas 

de OS. ***, p<0,001: expresión de COX-2, MG-63 vs resto de línea de OS y hFOB. 
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Figura 17. Resumen de los niveles de mensajero de componentes de la vía Wnt- 

canónica y niveles proteicos de Runx2, β-catenina, OPN, COX-2 y survivina. 

A. Análisis de los niveles de mensajero de componentes de la vía Wnt-canónica en las líneas  

celulares SaOS-2, MG-63, G-292 y 143B. En el gráfico agrupado se representan con valores 

positivos los niveles de expresión relativa de mensajeros para β-catenina, TCF4, LEF1, Wnt5a 

y Wnt10b que regulan positivamente la vía Wnt-canónica y con valores negativos DKK1, un 

inhibidor de la vía Wnt-β-catenina. B. Resumen de los niveles de expresión de las proteínas 

Runx2, β-catenina, OPN, COX-2 y survivina en las líneas celulares SaOS-2, MG-63, G-292 y 

143B. 
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Objetivo 3. “Análisis del nivel de expresión de Runx2 y algunos de sus 

genes blancos al sobreactivar la vía Wnt-canónica”.  

 Con el fin de determinar  si la sobreactivación de la vía Wnt-canónica en 

las células de OS altera el nivel de expresión de algunos de sus genes blancos 

como Runx2 y OPN, líneas celulares de OS fueron tratadas con SB216763 o 

Li+. Estos compuestos son reconocidos como activadores de la vía Wnt/β-

catenina, ya que inhiben la enzima GSK3β permitiendo así la estabilidad y 

acumulación intracelular de β-catenina. A su vez, el aumento en los niveles 

intracelulares de  β-catenina permitiría una activación transcripcional por esta 

vía de algunos de los genes blancos como Runx2 y OPN, observándose el 

aumento en los niveles tanto de mRNA y proteína. 

 El tratamiento de las células de OS con SB216763 produjo un aumento 

significativo en los niveles de mensajero para Runx2 en 4 de las 6 líneas 

celulares de OS (SaOS-2, MG-63, G-292 y 143B), observándose además una 

tendencia no significativa al aumento discreto en HOS y una disminución en la 

línea celular U2-OS (Figura 18B). Los niveles de mRNA para Runx2  en la línea 

celular HOS y en el control hFOB, no se vieron afectados por este tratamiento. 

Sorpresivamente, el tratamiento con litio provocó una disminución significativa, 

no esperada, en los niveles de mensajero de Runx2 tanto las líneas celulares 

de OS MG-63, U2-OS y control hFOB (Figura 18A). No se observaron cambios 

significativos en los niveles del mensajero para Runx2 en ninguna de las otras 

líneas celulares de OS que fueron tratadas con litio. Considerando los 

resultados anteriores, se  utilizó en los experimentos siguientes solo el inhibidor 

farmacológico SB216763. 
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Figura 18. Efecto del tratamiento con litio y SB216763 en los niveles de mensajero de  

Runx2. 

Las líneas celulares SaOS-2, MG-63, U2-OS, HOS, G-292, 143B y osteoblasto fetal humano 

(hFOB) fueron cultivadas hasta un 70% de confluencia y tratadas con litio 10 mM (A) o 

SB216763 10 µM por 24 horas (B). Posteriormente, se analizaron los niveles de mRNA 

específicos mediante RT-PCR visualizando los productos de amplificación en geles de 

azarosa teñidos con bromuro de etidio. Se representan los niveles de mensajero para Runx2 

relativo a los niveles de GAPDH. Las barras muestran datos (promedio ± SEM) obtenidos de 

tres experimentos independientes Las diferencias estadísticamente significativas respecto al 

control se indican como *, p<0,05; **, p<0,01. 

 
 

 



58 

 

 A continuación, se analizó si el tratamiento de las células de OS con 

SB216763 indujo cambios en los niveles de la proteína β-catenina, así como en 

los niveles de las proteínas Runx2, osteopontina y survivina (estas tres últimas 

proteínas, cuyos genes son blancos transcripcionales de la vía Wnt-canónica). 

Survivina se evaluó, en vez de osteopontina, sólo en SaOS-2 ya que esta línea 

celular no expresó osteopontina, y en el caso de las líneas celulares MG-63 y 

U2-OS no se muestra Runx2 por presentar niveles casi indetectables. En las 

líneas SaOS-2, MG-63 y U2-OS, el tratamiento con SB216763 no modificó 

significativamente los niveles de proteína para β-catenina, Runx2, osteopontina 

y survivina. Solo se observó un aumento discreto en osteopontina en la línea 

celular MG-63 (Figura 19). En contraste, en las líneas celulares HOS, G-292 y 

143B, el tratamiento con SB216763 resultó en un aumento significativo de los 

niveles proteicos de β-catenina en las líneas HOS y 143B, y de Runx2 en G-

292 y 143B (Figura 20). Los niveles de OPN también mostraron un aumento en 

las líneas HOS y 143B, aunque este no fue significativo. 

 En resumen, sólo las líneas HOS, G-292 y 143B respondieron 

aumentando los niveles de expresión proteína de β-catenina, Runx2 y OPN al 

sobreactivar la vía Wnt-canónica.  
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Figura 19. Efecto del  tratamiento con SB216763 en los niveles de proteína para β-

catenina, Runx2, survivina y OPN. 

Las líneas celulares de SAOS-2, MG-63 y U2-OS fueron cultivadas hasta un 70% de 

confluencia y luego tratadas por 24 horas con SB216763 10 μM o medio con DMSO como 

control. Se extrajo proteína total a las 24h y los niveles de β-catenina, Runx2 y survivina fueron 

analizados mediante WB para la línea SaOS-2, mientras que β-catenina y OPN fueron 

analizados en las líneas MG-63 y U2-OS. Se muestra un resultado representativo de cada WB. 

Los niveles de proteína fueron cuantificados mediante análisis densitométrico y normalizados 

por la señal para β-actina. Las barras muestran datos (promedio ± SEM) obtenidos de tres 

experimentos independientes. Las diferencias estadísticamente significativas se indican como 

*, p<0,05. 
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Figura 20. Efecto del  tratamiento con SB216763 en los niveles de proteína para β-

catenina, Runx2 y OPN. 

Las líneas celulares de HOS, G-292 y 143B fueron cultivadas hasta un 70% de confluencia y 

luego tratadas por 24 horas con SB216763 10 μM o medio con DMSO como control. Se 

extrajo proteína total y los niveles de β-catenina, Runx2 y OPN fueron analizados mediante 

WB para las líneas HOS, G-292 y 143B. Se muestra un resultado representativo de cada WB. 

Los niveles de proteína fueron cuantificados mediante análisis densitométrico y normalizados 

por la señal para β-actina. Las barras muestran datos (promedio ± SEM) obtenidos de tres 

experimentos independientes. Las diferencias estadísticamente significativas se indican como 

*, p<0,05. 
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Objetivo 4. “Efecto de la modulación de la expresión de Runx2 en líneas 

celulares de osteosarcoma en parámetros de migración e invasividad” 

Previo a la modulación de la expresión de Runx2 y el análisis de su efecto 

sobre procesos de migración e invasión, determinamos la capacidad de 

migración e invasión in vitro de las 6 líneas de OS en condiciones basales, la 

que fue comparada con la información disponible en modelos murinos in vivo 

que se desarrolla en nuestro laboratorio (Tabla Suplementaria II). Como se 

muestra en la figura 21A, el ensayo de migración mostró que las líneas de 

celulares SaOS-2, MG-63 y U2-OS presentaron una capacidad migración 

similar a la línea no tumoral hFOB, mientras que las líneas HOS, G-292 y 143B 

mostraron una capacidad de migración de  2.9, 1.5 y 1.9 veces mayor a hFOB, 

respectivamente. Complementariamente, se observó que las líneas celulares 

MG-63, U2-OS y HOS tienen una menor capacidad de invasión comparada a la 

línea hFOB y que sólo SaOS-2, G-292 y 143B tuvieron una capacidad de 

invasión de 5.3, 1,6 y 4,9 veces mayor, respectivamente (Figura 21B).  

A continuación se estimó el % de invasión, es decir que porcentaje de las 

células que migraron, fueron capaces de invadir el matrigel (Figura 21C). Así, 

como la capacidad de invasión fue baja en MG-63, U2-OS y HOS, incluso 

menor a la capacidad mostrada por hFOB, sus % de invasión fueron también 

bajos (1.6%, 7.1% y 1.2%, respectivamente), siendo incluso menor al mostrado 

por hFOB (8.6%). Más aún, la línea celular HOS mostró la mayor capacidad de 

migración (1436.3), pero una muy baja capacidad de invasión. Por otro lado, la 

línea celular G-292 mostró un % de invasión similar a hFOB (9.5% v/s 8.6%), 

mientras que el % de invasión fue claramente mayor en 143B y SaOS-2 (22.4% 

y 46.7%, respectivamente). Consecuentemente, el cálculo del índice de 
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invasión para las líneas celulares de OS (obtenido al dividir el porcentaje de 

invasión de dichas líneas celulares por el porcentaje de invasión de una línea 

celular ósea no tumoral utilizada como control como hFOB) mostró que sólo las 

líneas celulares  SaOS-2 y 143B presentaron un índice de invasión superior 

(5.4 y 2.6, respectivamente) al de la línea control hFOB (1.0) (Figura 21D). 
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Figura 21. Capacidad de migración e invasión de las líneas celulares de OS in vitro. 

50 x 10
3 

células de las líneas celulares SaOS-2, MG-63, U2-OS, HOS, G-292 y 143b y 

osteoblasto fetal humano hFOB, utilizada como línea de control no tumoral, fueron estimuladas 

a migrar a través de membrana PET sin matrigel (Inserto Control, IC) por 16h o estimuladas a 

invadir  membrana PET cubierta por matrigel (Inserto Matrigel, IM)  por 22 horas. El número de 

células capaces de migrar en el IC (A) o invadir en IM (B) se determinó por conteo directo bajo 

microscopio óptico. Se determinó el porcentaje de invasividad (C) dividiendo el número de 

células que migraron a través de la membrana PET e invadieron el matrigel en el IM por el 

número de células que sólo migraron a través de la membrana PET del IC. El índice de 

invasión (D) se obtuvo al dividir el % de invasión de cada línea celular por el % de invasión la 

línea celular control (hFOB). 
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Para analizar el efecto de la expresión de Runx2 sobre parámetros de 

progresión tumoral en células de OS, se realizó la modulación de los niveles de 

esta proteína mediante sobreexpresión de GFP-Runx2 utilizando vectores de 

expresión adenoviral (AdV) y silenciamiento de su expresión mediante siRNA. 

Bajo estas condiciones se evaluó la capacidad de migración e invasión in vitro.  

Para comprobar la sobreexpresión de GFP-Runx2 (AdV-Runx2) en líneas 

de OS, células transducidas con adenovirus fueron montadas sobre 

cubreobjetos y visualizadas en un microscopio de epifluorescencia. Como 

control de sobreexpresión se utilizó un vector adenoviral que sólo expresa GFP 

(AdV-GFP). En la figura 22 se observó la sobreexpresión de GFP-Runx2 y de 

GFP en las cuatro líneas de OS transducidas con adenovirus (SaOS-2, MG-63, 

G-292 y 143B). Las fotografías fueron obtenidas 48 hrs posterior a la 

transducción adenoviral. En las cuatro líneas se obtuvo una tasa de 

transducción mayor al 90% de las células, tanto en el control AdV-GFP como 

con AdV-Runx2. La distribución de este factor de transcripción sobreexpresado 

fue preferentemente nuclear siendo escasa su presencia en el citoplasma.   
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Figura 22. Evaluación de la sobreexpresión de Runx2-GFP en líneas celulares de OS. 

Las líneas celulares SaOS-2, MG-63, G-292 y 143B fueron cultivadas sobre cubreobjetos 

en placas de 24 pocillos hasta un 60-70% de confluencia, luego transducidas con AdV-

GFP-Runx2 o AdV-GFP como control y cultivadas por 24, 48 y 72h. Las células fueron 

visualizadas en microscopio de epifluorescencia. Se observa una imagen representativa 

para cada línea celular transducida con AdV-GFP y AdV-GFP-Runx2 a las 48 horas con 

objetivos 40X y 100X. 
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 Para evaluar el efecto de la sobreexpresión Runx2 en parámetros  de 

progresión tumoral en OS, se realizaron ensayos de migración e invasión in 

vitro en un sistema de cámaras de migración e invasión en Matrigel.  

 Como se muestra en la figura 23, inesperadamente, el aumento en la 

expresión de Runx2 generó una disminución en la capacidad de invasión en las 

líneas SaOS-2 y 143B. Específicamente, se observó una disminución de un 83% 

en la capacidad de invasión de SaOS-2 (Figura 23A) y una caída significativa 

de un 38% en la invasión de 143B (Figura 23B). De igual forma, una 

sobreexpresión de Runx2 provocó una disminución de un 88% y 18% en la 

capacidad de migración de las líneas celulares SaOS-2 y 143B, 

respectivamente. Este resultado podría ser explicado por un efecto diferencial 

dosis dependiente de Runx2 sobre sus genes blancos en que sobreexpresión 

de Runx2 regule negativamente la expresión de un gen blanco. Sin embargo, 

no descartamos un efecto tóxico por acumulación de Runx2 o la inducción de 

apoptosis. 

Dado los resultados anteriores, se procedió a realizar la sobreexpresión 

de Runx2 en dos líneas celulares de OS que presentan una menor capacidad 

de invasión en relación a SaOS-2 y 143B (G-292) e incluso menor a la 

mostrada por la línea celular hFOB (MG-63). Así, el aumento en la expresión 

de Runx2 generó un aumento en la capacidad de invasión de 3,5 y 1,7 veces,  

en las líneas celulares MG-63 y G-292 respectivamente (Figuras 24 A-B). 

Además, se observó que la sobreexpresión de Runx2 provocó un aumento en 

la capacidad de migración de 6,3 y 1,9 veces en MG-63 y G-292 

respectivamente (Figuras 24 A-B). Interesantemente, esta sobreexpresión de 

Runx2 generó un aumento en la capacidad de migración e invasión en las 
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líneas de OS que mostraron una baja capacidad en estos parámetros y que 

presentaron bajos o moderados niveles de expresión de proteína Runx2. 
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Figura 23. Efecto de la sobreexpresión de Runx2 en la migración e invasión de células 

de OS. 

50 x 10
3 
células de las líneas celulares SaOS-2 (A) y 143B (B) fueron transducidas con AdV-

Runx2 o AdV-GFP y estimuladas a migrar a través de membrana PET sin matrigel del IC por 

16h o estimuladas a invadir  membrana PET cubierta por matrigel del IM por 22 horas. El 

número de células capaces de migrar o invadir se determinó por conteo directo bajo 

microscopio óptico. Las barras muestran datos (promedio ± SEM) obtenidos de tres 

experimentos independientes. Las diferencias estadísticamente significativas se indican 

como *, p<0,05, **, p<0,01 y ***, p<0,001. 
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Figura 24. Efecto de la sobreexpresión de Runx2 en la migración e invasión de células 

de OS. 

50 x 10
3 

células de las líneas celulares MG-63 (A) y G-292 (B) fueron transducidas con AdV-

Runx2 o AdV-GFP y estimuladas a migrar a través de membrana PET sin matrigel del IC por 

16h o estimuladas a invadir membrana PET cubierta por matrigel del IM por 22 horas. El 

número de células capaces de migrar o invadir se determinó por conteo directo bajo 

microscopio óptico. Las barras muestran datos (promedio ± SEM) obtenidos de tres 

experimentos independientes. Las diferencias estadísticamente significativas se indican como 

*, p<0,05, **, p<0,01 y ***, p<0,001. 
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 Con el fin de modular negativamente los niveles de Runx2 y analizar su 

efecto en parámetros de progresión tumoral, se utilizó el silenciamiento de 

expresión mediado por siRNA. Para determinar la efectividad del silenciamiento 

de Runx2 con siRNA se eligió la línea SaOS-2 ya que es la que expresó 

mayores niveles de proteína Runx2. Se realizó una curva de dosis  respuesta 

utilizando concentraciones crecientes de 25-50-100nM de siRNA-Runx2 (R) y 

como control se realizó transfección con 25nM siRNA-Control (C). Los 

resultados de la figura 25A mostraron que se alcanzó un nivel de silenciamiento 

óptimo para  Runx2 con un tratamiento por 24 horas y con dosis de 50 a 100nM 

de siRNA-Runx2, llegando a valores de niveles de proteína Runx2 de solo un 

7%-8% en relación al control. Para determinar el rango temporal durante el que 

se mantuvo el efecto del silenciamiento de Runx2 con siRNA, se realizó una 

curva de tiempo hasta 72h post-transfección utilizando una concentración de 

siRNA-Runx2 de 100nM. Como se observa en la figura 25B, la expresión de 

Runx2 alcanzó niveles de silenciamiento del 95%-82% durante el periodo de 

24-72 horas, relativos al control. Además se realizó el silenciamiento de Runx2 

en las líneas celulares G-292 y 143B, observándose una caída a un 41% y 13%, 

en relación al  control, en G-292 y 143B, respectivamente (Figura 25C).  
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Figura 25. Silenciamiento de Runx2 mediante siRNA en líneas celulares de OS. 

Células SaOS-2, G-292 y 143B fueron crecidas hasta confluencia de 60-70% y luego 

transfectadas con siRNA-Runx2 o siRNA-A. En (A) de curva dosis respuesta en línea SaO-2,  

de izquierda a derecha: control de transfección vacío, siRNA-Runx2 25-50-100nM y 

transfección con siRNA-A 25nM. Se muestra un resultado representativo de cada WB a las 24 

horas. Los niveles de proteína fueron cuantificados mediante análisis densitométrico y 

normalizados por la señal para β-actina. Las barras muestran datos (promedio ± SEM) 

obtenidos de tres experimentos independientes. En B, se realizó una curva de tiempo en 

SaOS-2 hasta las 72h con siRNA-Runx2 100nM. En C, líneas G-292 y 143B fueron 

transfectadas con siRNA-Runx2 100nM ó siRNA-A 25nM. Los niveles de proteína fueron 

cuantificados mediante análisis densitométrico, normalizados por la señal para β-actina y 

graficados como % de expresión de Runx2 respecto a control siRNA-A. Se muestra un 

resultado representativo de cada WB a las 24, 48 y 72 horas en (B) y a las 24 horas en (C). 
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 Para evaluar el efecto de silenciamiento de Runx2 sobre parámetros de 

progresión tumoral en OS se realizaron ensayos de migración e invasión in 

vitro utilizando las líneas celulares SaOS-2 y 143B, que presentaron la mayor 

capacidad de invasión y elevados niveles de Runx2. 

 Como se muestra en la figura 26A, el silenciamiento de Runx2 en SaOS-

2 generó una disminución de un 61% y 58% en la capacidad de invasión y 

migración, respectivamente. Inesperadamente, en la línea celular 143B, de 

gran potencial metastásico y elevados niveles de Runx2, el silenciamiento de 

Runx2 no generó cambios en estos parámetros de progresión tumoral (Figura 

26B). Esto último es probable que se deba a que 143B es una línea celular 

derivada de la línea HOS y que ha sido modificada genéticamente mediante 

transformación con el gen c-myc, por lo que la mayor capacidad de invasión y 

migración pueden estar dados por el efecto de este oncogén y no por Runx2 (al 

menos principalmente).  

Finalmente, se analizó el efecto del silenciamiento de Runx2 en la 

capacidad de invasión de las líneas celulares U2-OS y G-292, que aunque 

presentaron una capacidad de invasión discreta y menor que la demostrada por 

SaOS-2 y 143B, sigue siendo relativamente similar o mayor a la observada en 

hFOB (Figura 21). No así el caso para MG-63 y HOS que presentaron una 

capacidad de invasión muy inferior a la mostrada por hFOB (Figura 21). En 

particular MG-63, que además presentó los más bajos niveles de Runx2, lo 

cual no la hizo buena candidata al silenciamiento con siRNA.  

Así, el tratamiento con siRNA-Runx2 en U2-OS y G-292 indujo una 

disminución de un 37% y 53% en la capacidad de invasión, respectivamente. 

De igual forma, este tratamiento con siRNA provocó una disminución de un 52% 
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y 51% en la capacidad de migración, respectivamente, en dichas líneas 

celulares de OS (Figura 27A-B).  
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Figura 26. Efecto del silenciamiento de Runx2 en la migración e invasión de células 

de OS. 

70.000 células de la línea SaOS-2 (A) y 30.000 de 143B (B) fueron transfectadas con 

siRunx2 o siControl y estimuladas a migrar a través de membrana PET sin matrigel del IC 

por 16h o estimuladas a invadir  membrana PET cubierta por matrigel del IM por 22 horas. 

El número de células capaces de migrar o invadir se determinó por conteo directo bajo 

microscopio óptico. Las barras muestran datos (promedio ± SEM) obtenidos de tres 

experimentos independientes. Las diferencias estadísticamente significativas se indican 

como **, p<0,01 y ***, p<0,001. 
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Figura 27. Efecto del silenciamiento de Runx2 en la migración e invasión de células 

de OS. 

70.000 células de las línea U2-OS y 40.000 de G-292 fueron transfectadas con siRunx2 o 

siControl y estimuladas a migrar a través de membrana PET sin matrigel del IC por 16h o 

estimuladas a invadir membrana PET cubierta por matrigel del IM por 22 horas. El número 

de células capaces de migrar o invadir se determinó por conteo directo bajo microscopio 

óptico. Las barras muestran datos (promedio ± SEM) obtenidos de tres experimentos 

independientes. Las diferencias estadísticamente significativas se indican como *, p<0,05 y 

**, p<0,01. 
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DISCUSIÓN 

Vía Wnt/β-catenina regula la expresión de Runx2 

 La vía Wnt-canónica regula positivamente la expresión de Runx2 

durante la diferenciación osteogénica ya que el promotor de Runx2 posee 

secuencias consenso para factores de transcripción de la familia  TCF/LEF. Por 

esto, nos propusimos estudiar si en osteosarcoma niveles de Runx2 son 

modulados por la activación de la vía Wnt/β-catenina.  

 Al respecto, existe controversia sobre la actividad de la vía Wnt-canónica 

en OS. La mayoría de la literatura concuerda que en osteosarcoma, al igual 

que en otros cánceres, la vía Wnt-canónica esta sobreactivada y se ha 

establecido que la inhibición de ésta, mediante sobreexpresión de un 

dominante negativo del correceptor LRP5 o la sobreexpresión de WIF-1, un 

inhibidor de la vía Wnt-canónica, disminuyen la capacidad de migración en 

líneas celulares de OS y la generación de metástasis en modelos murinos[86, 

87]. También, el aumento de expresión de DKK1, un antagonista de la vía Wnt-

canónica, reduce la capacidad de migración e invasión in vitro[70]. 

Complementariamente tanto LRP5 como DKK1 han sido utilizados como 

marcadores pronósticos en OS. La presencia de LRP5 en pacientes con OS se 

correlaciona positivamente con la presencia de metástasis y determina una 

tendencia negativa de sobrevida libre de enfermedad[68]. Por otro lado, niveles 

de DKK1 se encuentran elevados en plasma de pacientes con OS y en 

biopsias tumorales y su presencia en la periferia de tumores favorecería la 

expansión tumoral mediante la inhibición de la reparación ósea[70].  Sin 

embargo, una publicación reciente de Cai[88] demuestra que la localización de 

β-catenina en el  núcleo está ausente en el 90% de biopsias de OS, mientras 
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que una fuerte tinción nuclear para β-catenina está presente en todos los 

osteomas, un tumor óseo benigno. Sobreactivación de la vía Wnt con GIN, un 

potente inhibidor de GSK3β, genera translocación de β-catenina al núcleo, 

aumenta la actividad luciferasa y aumento los niveles de mensajero de genes 

blancos[88].  No obstante estas discordancias sobre el grado de activación de 

la vía Wnt, el silenciamiento de β-catenina, proteína eje de la vía, mediante 

siRNA disminuye migración e invasividad in vitro en línea U2-OS de OS[89]. 

Así, parece que el grado de actividad de la vía Wnt-canónica podría estar 

asociada al OS de alto grado.  

 Interesantemente, en esta tesis se mostró que la activación de la vía 

Wnt-canónica por inhibición de la GSK3β puede modular la expresión de 

Runx2. Los resultados obtenidos indican que la activación de vía Wnt-canónica 

mediante el tratamiento con SB216763 indujo un aumento del mensajero de 

Runx2 en 5 de 6 líneas de OS (SaOS-2, MG-63, HOS, G-292 y 143B) (Figura 

18), aunque sólo en las líneas celulares HOS, G292 y 143B (Figura 20) se 

observó un aumento consistente en los niveles de proteína para β-catenina y 

Runx2 isoforma MASNS. Esto sugiere que no en todas las líneas de OS la 

expresión de Runx2 es controlada por la vía Wnt-canónica. El hecho anterior 

correlaciona con que solo HOS, G-292 y 143B presentaron una capacidad de 

migración mayor a la mostrada por la línea celular control hFOB (Figura 21). 

Por otro lado, con los datos obtenidos en esta tesis es difícil establecer una  

relación entre la regulación de la expresión de Runx2 a través de la vía Wnt-

canónica en OS y la capacidad de invasión. Así, futuros estudios y diseños 

experimentales deben ser realizados para poder establecer el verdadero rol de 



78 

 

Runx2 como efector de la vía Wnt-canónica en parámetros de progresión 

tumoral y metástasis en OS. 

 

Elevados niveles del factor de transcripción Runx2 en líneas celulares de 

Osteosarcoma se correlacionan con una mayor capacidad de migración e 

invasión. 

 Durante el desarrollo del linaje óseo, Runx2 se expresa tempranamente 

y en bajos niveles en preosteoblastos activamente proliferativos, luego su 

expresión aumenta durante el proceso de diferenciación osteogénica para 

finalmente decaer en osteoblastos maduros y en osteocitos.  

 Dentro de la etiología del OS, se sabe que existe una disrupción de la 

diferenciación terminal de los osteoblastos[32], así las líneas de osteosarcoma 

más diferenciadas expresan marcadores de diferenciación tempranos como 

fosfatasa alcalina o tardíos como OPN, OC y BSP, mientras que las menos 

diferenciadas expresan menos o no expresan marcadores de diferenciación. 

Definido esto, SaOS-2 fue la línea que expresó los niveles más elevados de 

mensajero para fosfatasa alcalina y el factor de transcripción Runx2, por lo que 

es la más diferenciada. Las restante líneas de OS conformaron un segundo 

grupo que  presentaron muy bajos niveles de AP y no presentaron mayores 

diferencias en cuanto a la expresión de mensajero de OC, es decir un grupo 

menos diferenciado que SaOS-2. 

 Runx2 presenta dos isoformas principales que difieren únicamente en su 

secuencia amino terminal, la isoforma tipo II o MASNS y la isoforma tipo I o 

MRIPV. La isoforma tipo II MASNS posee una mayor capacidad de 

transactivación que la isoforma I, es controlada por el promotor P1, se expresa 
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en bajos niveles en pre-osteoblastos, su expresión es regulada positivamente 

por BMPs y aumenta radicalmente su expresión durante la diferenciación 

osteoblástica. Al contrario, la isoforma tipo I MRIPV es controlada por el 

promotor P2, posee menor poder de transactivación que MASNS, se expresa 

en bajos niveles en preosteoblastos y su expresión no se altera durante la 

diferenciación osteoblástica [85, 90].   

 Al determinar la expresión de proteína Runx2 mediante western blot, 

observamos dos bandas bien diferenciadas, una banda superior que 

correspondería a la isoforma MRIPV y una banda inferior que migra más rápido 

y que correspondería a la isoforma MASNS. Al analizar por separado la 

expresión de ambas bandas, en las seis líneas celulares de OS, no obtuvimos 

diferencias significativas en los niveles de la isoforma MRIPV. Sin embargo, los 

niveles de la isoforma MASNS se expresaron en forma variable en las líneas 

celulares de OS y se correlacionaron con el potencial metastásico. Expresión 

de dos bandas bien diferenciadas fue concordante con lo reportado 

previamente por Thomas[32] y Shapavalov[91].  

Así, SaOS-2 expresó los mayores niveles de esta isoforma y también 

presentó la mayor capacidad de invasión. Las líneas celulares HOS, G-292 y 

143B presentaron niveles intermedios de la isoforma MASNS, siendo 143B y 

G-292 las líneas que mostraron una alta y mediana capacidad de invasión. En 

el caso de HOS, que presentó niveles medios de Runx2, esta no tuvo una 

capacidad de invasión mayor a la mostrada por la línea celular control (hFOB), 

siendo más bien similar a la capacidad mostrada por MG-63 y U2-OS, líneas 

celulares de OS que presentaron bajos niveles de Runx2. Así, lo observado en 
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HOS puede ser explicado en parte por el hecho que la localización subcelular 

de este factor fue principalmente citoplasmática y no nuclear. 

 Para una mejor compresión del rol de cada isoforma de Runx2 en OS 

sería interesante evaluar niveles de expresión de proteína utilizando 

anticuerpos específicos para cada isoforma como los desarrollados por 

Sudhakar[85]. Además, sobreexpresión y silenciamiento de las distintas 

isoformas nos permitiría establecer con mayor claridad el rol de Runx2 sobre 

parámetros de migración e invasión en OS.  

 

Efecto antiproliferativo y pro-tumoral de Runx2  en líneas celulares de 

osteosarcoma 

 El rol del factor de transcripción Runx2 sobre proliferación celular ha sido 

bien establecido en osteoblastos por Pratap y Galindo[30] mediante la sobre-

expresión de Runx2 en osteoblastos derivados de cráneo  de ratón KO para 

Runx2 o con deleciones en su dominio de transactivación, demostrando que 

este factor de transcripción tiene efecto antiproliferativo. Por otro lado, 

Shapovalov[91] sugiere un efecto antiproliferativo de Runx2 en líneas de OS. 

Además, la sobreexpresión de Runx2 antagoniza el crecimiento tumoral 

inducido por BMPs en un modelo ortotópico de rata inyectada intratibialmente 

con células MG-63[46]. Runx2 también regula positivamente genes como bcl-2 

y survivina por lo que además tendría un rol antiapoptótico.   

De acuerdo a resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio 

en células de OS, los niveles de Runx2 están desregulados durante el ciclo 

celular, siendo expresado de forma constitutiva,  por lo que se ha sugerido un 

rol fundamental de Runx2 en la patogénesis del OS. Adicionalmente, en cáncer 
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de próstata y de mama, se ha descrito el rol fundamental de Runx2 en 

metástasis[34, 41].  

Al parecer, en la etiología del OS de alto grado, es necesario mantener 

un nivel adecuado de Runx2 con el fin de estimular la progresión tumoral sin 

que esto produzca una disminución de la capacidad proliferativa, a menos que 

el defecto en algunos genes asociados a control de ciclo celular estén también 

afectados. Así, el efecto antiproliferativo de Runx2 en las distintas líneas de 

osteosarcoma podría depender del estatus de expresión de genes  supresores 

de tumores como p53 y Rb, así como del nivel de expresión observada para 

este factor transcripcional.  

Mutaciones inactivantes de p53 ocurren en el 50% de los cánceres[92] y 

alteraciones de los genes que interactúan con p53 como HDM2 y p14ARF 

generan inactivación funcional en el 80% de los cánceres[93]. En 

osteosarcoma p53 está deletado o mutado en más del 50% de las líneas 

celulares[94]. Niveles de p53 son regulados por MDM2, un gen inducible por 

p53 y que se encuentra alterado en el 10% de los OS[95]. También Rb juega 

un rol importante en la etiología del OS, es un regulador clave en la transición 

G1/S, en su estado hipofosforilado actúa como tumor supresor uniéndose e 

inactivando a E2F, resultando en un arresto del ciclo celular[96]. 

Aproximadamente 70% de los OS tiene alteraciones en el locus de Rb[97] y 

mutaciones en Rb han sido implicados como indicador de mal pronóstico en 

OS[98]. Forma hipofosforilada de Rb interactúa con Runx2 para crear una 

retroalimentación positiva que promueve la salida del ciclo celular y la 

formación de fenotipo osteoblástico diferenciado. Estudios recientes con 

ratones KO inducidos para p53 y Rb indican que la pérdida de p53 es suficiente 
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para generar OS, no así la pérdida de Rb, por lo que mutaciones en  p53 serían 

más importantes que mutaciones en Rb para la generación de OS, aunque 

sinergismo entre mutaciones de p53 y Rb favorecen aún más el desarrollo de 

OS[99]. Además, Rb controla destino celular y compromiso de linaje en 

osteoblastogénesis, así mutaciones o deleciones en Rb podrían generar 

desdiferenciación y en sinergia con otras mutaciones promover 

tumorigénesis[100]. 

De las 6 líneas de OS utilizadas en esta tesis, solo MG-63 y U2-OS no 

presentan alteraciones en el gen de p53 (Tabla Suplementaria I). Así, SaOS-2 

y 143B tienen el gen deletado, mientras que HOS y G-292 presentan 

mutaciones inactivantes. Además, las líneas de OS SaOS-2 y U2-OS tienen 

deletado el gen de Rb mientras que las restantes cuatro líneas expresan 

normalmente esta proteína. MG-63 y U2-OS, las únicas que expresan p53, son 

líneas celulares que exhiben uno de los más bajos potenciales de migración, 

invasión y metástasis. Interesantemente, MG-63, que tampoco expresa Rb, 

presentó el menor nivel de expresión de Runx2, lo que da cuenta de la 

importancia de p53 y Rb como genes supresores de tumores y su posible rol 

funcional asociada al efecto antiproliferativo de Runx2, efecto que podría ser 

evitado manteniendo bajos niveles de esta factor. En el otro extremo, SaOS-2 

mostró una elevada expresión de Runx2 y ausencia de expresión de p53 y Rb. 

Esto refuerza el hecho de que SaOS-2 sea una línea celular que presenta alto 

potencial de migración, invasión y metástasis y que estos parámetros se 

relacionan con elevados niveles de expresión de Runx2 en un contexto de 

genes mutados tales como p53 y Rb. 
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Así, mutaciones en p53 y Rb en OS producen una pérdida de la 

capacidad de diferenciación terminal, resistencia a apoptosis, disrupción en los 

mecanismos de reparación de DNA, retención del fenotipo proliferativo de las 

células precursoras mesenquimáticas y capacidad de respuesta frente a 

factores de crecimiento. En este contexto, el factor de transcripción Runx2 

actuaría como un gen relacionado a cáncer, favoreciendo la regulación positiva 

de genes involucrados en degradación de la matriz extracelular, quimiotaxis, 

invasión y angiogénesis, promoviendo progresión tumoral y el desarrollo de 

metástasis.  

Nuestros datos sugieren que habría una relación más sinérgica entre la 

ausencia de p53 y la expresión de Runx2 que entre Rb y Runx2, relacionadas 

al efecto antiproliferativo ejercido por este factor en OS. Así, las líneas 

celulares HOS, G292 y 143B que no expresan p53, pero si Rb, presentaron 

mayores niveles de Runx2; mientras que la línea U2-OS que no expresa Rb, 

pero si p53, presentó menores niveles de Runx2. En progresión tumoral y 

metástasis podría ocurrir una asociación funcional similar, ya que  HOS, G292 

y 143B presentaron mayor potencial de migración y G292 y 143B mayores 

potenciales de invasión y metástasis, en comparación a U2-OS. 

 

Runx2 promueve migración e invasión en osteosarcoma.  

  La capacidad de Runx2 de promover migración, invasión y generación 

de metástasis está bien documentada en cáncer de mama y próstata, sin 

embargo se desconoce el rol de Runx2 en la generación de metástasis en 

osteosarcoma. Estudios recientes de nuestro grupo, indican que a diferencia de 

lo que ocurre en los osteoblastos normales, en las líneas celulares de 
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osteosarcoma los niveles de Runx2 no son regulados durante el ciclo celular y 

se encuentran elevados[101]. En muestras de osteosarcoma humano, se ha 

determinado que los mayores niveles proteicos de Runx2 son un factor 

predictor de metástasis[38]. Una serie de antecedentes que vinculan a Runx2 

con progresión tumoral apuntan a la importancia de algunos genes blancos 

regulados por Runx2, resaltando entre ellos los que codifican para las MMPs, 

OPN y VEGF. En líneas celulares de OS, la expresión de MMP13 es necesaria 

para la   formación del invadopodio y para la capacidad de invasión celular[102]. 

In vivo, hay antecedentes que relacionan la expresión de MMP13 con 

crecimiento tumoral en OS[103]. Elevada expresión de VEGF en modelo 

murino de OS se correlaciona con rápido crecimiento tumoral y desarrollo 

precoz de metástasis pulmonares[83]. OPN, otro gen regulado por Runx2, se 

encuentra elevado en muestras de tejido tumoral en pacientes con OS[104], y 

su silenciamiento con RNA antisentido reduce la tumorigenicidad de células 

OS-732 transplantadas en ratones desnudos[105]. Retomando el rol de Runx2 

en progresión tumoral en OS, modelos ortotópicos murinos de OS muestran 

que el aumento en la expresión de Runx2 en células 143B inyectadas en tibia 

de ratones atímicos tratados con bortezomib, disminuye la capacidad de 

proliferación celular reflejado en disminución del volumen tumoral[91], 

Resultados similares fueron obtenidos por Luo[46] en ratones atímicos 

inyectados con células MG-63 en los cuales sobreexpresión de Runx2 revierte 

crecimiento tumoral inducido por BMPs. Sin embargo en ambos estudios no se 

determina el efecto de Runx2 sobre la generación de metástasis. Tampoco se 

ha demostrado el rol de Runx2 en procesos de migración e invasión in vitro. 

Nuestros resultados muestran que la sobreexpresión de Runx2 en líneas 
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celulares de OS con baja expresión de Runx2 aumenta la capacidad de 

migración e invasión in vitro  y que su silenciamiento mediante siRNA genera el 

efecto opuesto, es decir disminución de la migración e invasión. Así 

demostramos por primera que Runx2 promueve migración e invasión en OS.  

 La línea 143B fue la única de las líneas de OS analizadas que no 

modificó su capacidad de migración e invasión frente al aumento o disminución 

de la expresión de Runx2 mediada por AdV y siRNA respectivamente. Este 

efecto puede deberse a que esta es una línea derivada de TE-85 transformada 

con mutaciones Ki-ras[106]. Mutaciones Ki-ras pueden estar asociadas con 

fenotipos agresivos en muchos tipos de cáncer[107-109], sin embargo 

mutaciones ras son inusuales en OS[110]. Sería interesante determinar si la 

transformación Ki-ras es la responsable del elevado potencial metastásico 

observado en 143B. Interesantemente, RKIP (proteína que interactúa con Raf 

kinasa), un inhibidor de la señalización ras, ha demostrado actuar como 

supresor de metástasis en cáncer de próstata[111]. Sobreexpresión de RKIP 

en 143B luce como una alternativa factible para determinar si el fenotipo 

agresivo de esta línea responde a Ki-ras, lo que explicaría en parte la falta de 

respuesta de esta línea a la modulación de Runx2 sobre parámetros de 

progresión tumoral.  

 El próximo paso dentro de las perspectivas futuras de esta línea de 

investigación es determinar el rol fundamental de Runx2 en promover 

progresión tumoral en modelos murinos in vivo e identificar los genes blancos 

de Runx2 relacionados a progresión tumoral y metástasis.  
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CONCLUSIONES 

 

- Elevados niveles del factor de transcripción Runx2 en líneas celulares de OS 

se correlacionaron con mayor capacidad de migración e invasión. 

- Elevados niveles de componentes de la vía Wnt-canónica en líneas celulares 

de OS se correlacionaron con mayor capacidad de migración e invasión 

- Líneas celulares de OS con bajos niveles de Runx2 y componentes de vía 

Wnt-canónica presentaron casi nula capacidad de migración e invasión 

- Activación de la vía Wnt-canónica moduló diferencialmente la expresión de 

Runx2 en líneas celulares de OS. 

- Sobreexpresión de Runx2 aumentó la capacidad de migración e invasión en 

líneas celulares de OS con bajos niveles de Runx2. 

- Silenciamiento de Runx2 disminuyó la capacidad de migración e invasión en 

líneas celulares de OS. 

-  Por último, demostramos por primera vez que Runx2 promueve progresión 

tumoral en líneas celulares de OS. 
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Línea N Ratones Semana 

Sacrificio 

post-

inoculación

Metástasis 

Pulmonares

Rango 

Metástasis

Promedio 

Metástasis

Control 3 12 0/3 0 0

MG-63 3 12 1/3 0-4 1,33

HOS 3 7-13 2/3 0-6 2,67

U2-OS 3 8-12 2/3 0-10 3,33

G-292 3 13 3/3 1-9 4,33

SaOS-2 3 13 3/3 18-79 43,66

143B 6 3-4 6/6 15 - >100 64

MATERIAL SUPLEMENTARIO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
SaOS-2 MG-63 U2-OS HOS G-292 143B hFOB 

p53 deletado wt wt mutante, 
exon 5, 
cgc-ccc 

mutante 
exon 8, gtt-
att 

deletado wt 

Rb deletado wt deletado wt wt wt wt 

Tabla I. Estatus de genes de p53 y Rb 

Tabla resumen con estatus de genes p53 y Rb en 6 líneas celulares de osteosarcoma y 

hFOB.  

 
 

Tabla II. Ensayo de metástasis pulmonares con líneas celulares de OS en ratones NOD-

SCID.  Ratones NOD-SCID de 8-10 semanas fueron inyectados en la vena de la cola con 1 x 

10
6 

células de las seis líneas celulares de OS o PBS como control. Fueron mantenidos en 

bioterio de alta seguridad libre de patógenos y posteriormente sacrificados en un rango de 3 

a 13 semanas post-inyección de acuerdo a antecedentes bibliográficos o deterioro en la 

salud del ratón. Se cuantificaron las metástasis macroscópicas bajo lupa. Las líneas son 

presentadas en un orden de menor a mayor incidencia de metástasis pulmonares. 
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Figura I. Curva de crecimiento en líneas celulares de osteosarcoma y línea de control 

hFOB.  

80.000 células de las seis líneas de OS y la línea de control hFOB fueron sembradas en 

placas de 100 mm y cultivadas hasta por 6 dias  en medio adecuado a 37ºC con 5% de CO2. 

hFOB fue cultivada a 34º y 37ºC. Se realizó conteo celular cada 24 horas bajo microscopio 

con cámara de Neubauer. Se grafica promedio ± SEM obtenidos de tres experimentos 

independientes. 
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