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Introduccién

INTRODUCCION GENERAL

La Diabetes mellitus (DM) es un conjunto de trastornos metabolicos, que afecta a
diferentes organos y tejidos y se caracteriza por un aumento de los niveles de glucosa en la
sangre. Es causada por una baja produccion de la hormona insulina, o su inadecuado uso por
parte del cuerpo, lo cual repercute en el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas.

La DM ya era conocida antes de la era cristiana. La primera referencia de esta
enfermedad se atribuye al papiro de Ebers, hallado en el afio 1873 en Tebas (Egipto). En
dicho papiro, que data del afio 1553 a.C, ya se describen sintomas que parecen corresponder a
la diabetes y unos remedios a base de decocciones para la “excesiva produccion de orina” que
actualmente conocemos como poliuria. La antigua literatura hinda describe en los Vedas a la
orina pegajosa de los diabéticos, con sabor a miel y que atrae fuertemente a las hormigas. En
un tratado chino de medicina interna del siglo III d.C. se mencionan los sintomas de la
diabetes aunque no se llega a dar con un tratamiento. Fue Areteo de Capadocia quien, en el
siglo II de la era cristiana, le dio a esta afeccion el nombre de Diabetes, que significa en
griego “correr a través de”, refiriéndose asi a la eliminacion exagerada de agua por el rifion,
expresando que el agua entraba y salia del organismo.

Desde el siglo III hasta el siglo XVI no hubo mayores contribuciones de la medicina al
campo de la diabetes. Se destaca en el siglo XI el médico arabe Avicenna, quien describi6o en
su famoso Canon de medicina a la diabetes y recomienda un tratamiento a base de semillas de
alholva y cedro, ambas con propiedades hipoglucemiantes.

Tras un largo periodo, en 1679, el anatomista inglés Tomas Willis hizo una
descripcion magistral de la Diabetes, quedando desde entonces reconocida por su
sintomatologia como entidad clinica. Refiriéndose al sabor dulce de la orina, Willis le dio a
esta enfermedad el nombre de Diabetes mellitus (sabor a miel). Por su parte, el médico inglés
Mathew Dobson estudié6 en forma mas profunda la orina de los diabéticos, y en 1775
identifico la presencia de glucosa en la orina, explicando de esta manera su sabor dulce.

Los trabajos clinicos y anatomopatolégicos adquirieron gran importancia a fines del
siglo XIX y culminaron con las experiencias de pancreatectomia en perros realizadas por
Mering y Minkowski en 1889, las cuales demostraron de manera concluyente que al remover
el pancreas de los perros resultaba en una diabetes fatal. La busqueda de la presunta hormona
producida por el pancreas se inicié de inmediato y, en 1921, fueron los jovenes canadienses
Frederick Grant Banting y Charles H. Best quienes consiguieron aislar la insulina y demostrar

su efecto hipoglucemiante. La primera inyeccion de insulina se aplico en 1922 en el Hospital
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General de Toronto, inaugurandose asi una nueva esperanza para los afectados de diabetes. En
1923, Banting y Best fueron galardonados con el Premio Nobel de Medicina por este
descubrimiento que significo una de las mas grandes conquistas médicas del siglo XX y con
el cual llego la era de tratamiento actual.

A pesar de los grandes avances que se han realizado desde entonces, los cuales han
conseguido mejorar tanto la calidad como la expectativa de vida del paciente diabético,
quedan todavia sin resolver muchas cuestiones relacionadas con la fisiopatologia de la
enfermedad y sus complicaciones.

La DM afecta al 5% de la poblacion mundial. En el afio 2000 se estimaba que
alrededor de 171 millones de personas eran diabéticos en el mundo, y se pronostica que
llegaran a 370 millones en 2030. Durante el curso de esta enfermedad, los pacientes pueden
desarrollar complicaciones cronicas, tales como vasculopatias, nefropatias, retinopatias,
neuropatia, y alteraciones 0seas. Se han descrito alteraciones en el metabolismo fosfocalcico y
del hueso, con reduccion en el contenido mineral 6seo, osteopenia, mayor cantidad de
fracturas y disminucion en la cicatrizacion de las mismas

Los mecanismos que causan la enfermedad dsea aun no han sido identificados. Uno de
los factores involucrados en el desarrollo de estas complicaciones es la glicosilacion no
enzimdtica (glicacion) de proteinas y la formacién excesiva de productos avanzados de
glicacion (AGEs). Los AGEs in vitro, pueden inducir alteraciones estructurales y funcionales
sobre diversas células y tejidos. Se ha reportado previamente que la acumulacion de AGEs
sobre proteinas de matriz extracelular, asi como los AGEs solubles inducen efectos deletéreos
sobre el crecimiento y diferenciacion de osteoblastos en cultivo. Estos efectos podrian ocurrir
a través de la interaccion de AGEs con receptores de superficie descriptos y caracterizados en
osteoblastos. Todos estos efectos podrian contribuir a la patogénesis de la osteopenia
diabética

Los bisfosfonatos (BPs) son analogos estables del pirofosfato (PPi) que se acumulan
en el hueso debido a su gran afinidad por la hidroxiapatita, donde inhiben la resorcion 6sea
mediada por los osteoclastos. Por esta razon, los BPs se han transformado en los farmacos
mas importantes para el tratamiento de diversas patologias como la enfermedad de Paget,
enfermedades Oseas asociadas a tumores y la osteoporosis post-menopausica. Los estudios
realizados sobre osteoclastos demostraron que los BPs pueden inhibir la resorcion 6sea por

varias rutas diferentes, dependiendo de su estructura quimica y concentracién. Existe
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evidencia reciente que sugiere que parte de los efectos de los BPs sobre la resorcion osea
podrian ser indirectos, a través de sus efectos sobre los osteoblastos.

Por lo tanto, se considerd de interés abordar el estudio de los efectos de los BPs y sus
mecanismos de accion sobre células osteoblasticas, asi como estudiar los efectos que ejercen
los AGEs y los BPs sobre los osteoclastos y osteoblastos en cultivo, ya que podrian existir
interacciones de ambos factores a nivel del hueso.

La primera parte de este trabajo de tesis presenta una introduccion a los aspectos
generales del tejido 6seo. A continuacion se describe a la osteoporosis y su tratamiento,
dedicando en este ultimo punto una seccion especial para los bisfosfonatos. Luego se describe
a la Diabetes Mellitus, su patogénesis y complicaciones cronicas, y se dedica una seccion a los
productos de glicacion avanzada (AGEs). Por ultimo, se realiza una descripcion del hueso
diabético. En base a la informacion descripta, se plantean los objetivos de esta tesis.

En la siguiente parte se describen los materiales y métodos utilizados en el desarrollo
de este trabajo.

Posteriormente se presentan los resultados obtenidos divididos en dos secciones: la
primera se ocupa de los resultados mas importantes obtenidos sobre las células osteoblasticas,
y en la segunda seccion se detallan los resultados obtenidos en un modelo de osteoclastos.
Luego se realiza la discusion de los mismos.

Por ultimo, se presentan las conclusiones generales de este trabajo de tesis.



Introduccién

I.1-EL TEJIDO OSEQO

.1.1-INTRODUCCION

El tejido 6seo forma la mayor parte del esqueleto, es el armazdén que soporta nuestro
cuerpo y junto con los musculos permite los movimientos. Ademas por su robustez protege a
los organos vitales de posibles traumatismos. Su dureza y su persistencia a través de millones
de afios nos dan una falsa impresion de la vida de los huesos. Contrariamente a lo que se
pensaria, el sistema 6seo es un tejido dinamico, continuamente en fase de remodelacion. En
¢l se almacenan una serie de minerales, especialmente calcio y fosforo, necesarios para la
contraccion muscular y muchas otras funciones. Cuando son necesarios, el hueso libera

dichos minerales a la sangre la cual los distribuye a otras zonas del organismo

1.1.2-ESTRUCTURA

Estructuralmente, el esqueleto humano adulto consiste en 213 huesos formados por
tejido 0seo, cartilagos, médula 6sea y el periostio (membrana que rodea los huesos).

Los huesos se pueden clasificar segin su forma. Encontramos huesos planos como el craneo,
mandibula, escapula, etc, y huesos largos como son el fémur, la tibia y el himero. [Ross-
Paulina]

Los huesos planos se desarrollan mediante osificacion intermembranosa en cambio los
huesos largos lo hacen mediante la combinacion de la osificacion endocondral y la
intermembranosa. (Ver apartado 1.1.4)

1.1.2.1-Aspecto macroscopico de un hueso largo

La estructura de un hueso largo se presenta en la Figura 1.1.2.1. La misma esta
consituida por:

o Diafisis: la parte alargada del hueso

o Epifisis: extremos ensanchados o terminaciones del hueso

o Metafisis: union de la diafisis con las epifisis. En el hueso adulto esta parte es 6sea,
siendo cartilaginosa en la fase de desarollo del mismo.

o Cartilago articular: es una fina capa de cartilago hialino que recubre la epifisis donde
el hueso se articula con otro hueso.

o Periostio: membrana que rodea la superficie del hueso no cubierta por cartilago. Esta

compuesta por dos capas:
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1. La capa exterior formada por un tejido conjuntivo denso e irregular que

contiene los vasos sanguineos, vasos linfaticos y nervios que entran al hueso.

2. La capa osteogénica contiene células oOseas de varios tipos (osteoblastos,

osteoclastos), fibras elasticas y vasos sanguineos

El periostio es esencial en el crecimiento 6seo, en su reparacion y en su nutricion.

e (Cavidad medular: es un espacio cilindrico situado en la parte central de la diafisis que

en los adultos contiene la médula 6sea amarilla

o Endostio: la cavidad medular esta tapizada por el endostio, una membrana que

contiene las células osteoprogenitoras, osteoblastos y osteoclastos

Hueso largo

Epifisis

Diafisis

Epifisis

Cartilago articular

Linea epifisaria

Hueso esponjoso

_"\_\ .

¢ 4

¢ 4-,1— Cavidad Medular
i.'.. |=— Orificio Nutricio
i

]

Endostio

Periostio

Cartilago articular

-

sl

Figura 1.1.2.1.1-Esquema de la estructura de un hueso largo en fase de crecimiento.

Otra clasificacion que podemos realizar es en hueso cortical y hueso trabecular.

A nivel macroscopico, el hueso cortical aparece denso y s6lido mientras que el hueso

trabecular se describe como una red de trabéculas (semejan a un panal) que rodean a la

médula 6sea como se muestra en la Figura 1.1.2.1.2. A nivel microscopico ambos huesos,

cortical y trabecular, estan compuestos por una estructura basica denominada osteona.
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Figura 1.1.2.1.2- Disposicion de los tejidos dseo cortical y dseo trabecular en un hueso largo.

1.1.2.2-Hueso Compacto o Cortical

Este constituye la mayor parte de la diafisis de los huesos largos asi como de la parte
externa de todos los huesos del cuerpo. El hueso compacto constituye una proteccion y un
soporte. Tiene una estructura de laminas o anillos concéntricos alrededor de canales centrales

llamados canales de Havers que se extienden longitudinalmente (Figura I.1.2.2).

/.Osteo na

Conducto de
Havers

Hueso compacto

Endostio \ 4 L / Periostio

Vasos
sanguineos

Hueso
compacto

Y
sangusu’:aseas

Conducto
de Volkmann

_~ Trabécula

—~ Canaliculos“—
Laguna

Osteocito

Figura 1.1.2.2-Detalle de la de la estructura 6sea microscopica de hueso cortical y hueso
trabecular.

Los canales de Havers estan conectados con otros canales llamados canales de
Volkmann que perforan el periostio. Ambos canales son utilizados por los vasos sanguineos y
nervios para extenderse por el hueso. Entre las laminas concéntricas de matriz mineralizada
hay pequefios orificios o lagunas donde se encuentran los osteocitos. Para que estas células
puedan intercambiar nutrientes con el liquido intersticial, cada laguna dispone de una serie de

canaliculos por donde se extienden prolongaciones de los osteocitos. Los canaliculos estan
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conectados entre si y, eventualmente a los canales de Havers. El conjunto de un canal central,
las laminas concéntricas que lo rodean y las lagunas, canaliculos y osteocitos en ellas
incluidos recibe el nombre de osteona o sistema de Havers. Las restantes laminas entre
osteonas se llaman laminas intersticiales.

1.1.2.3-Hueso Esponjoso o Trabecular

El hueso esponjoso contiene osteonas trabeculares, en las cuales las laminas
intersticiales estan dispuestas de forma irregular formando unos tabiques o placas llamadas
trabéculas. Estos tabiques forman una estructura esponjosa dejando huecos que estan llenos de
la médula 6sea como puede observarse en la Figura 1.1.2.2. Dentro de las trabéculas estan los
osteocitos que yacen en sus lagunas con canaliculos que irradian desde las mismas. En este
caso, los vasos sanguineos penetran directamente en el hueso esponjoso y permiten el
intercambio de nutrientes con los osteocitos.

El hueso esponjoso es el principal constituyente de las epifisis de los huesos largos y

del interior de la mayor parte de los huesos

1.1.3-CONSTITUYENTES DEL TEJIDO OSEO
El hueso se puede considerar como un composite, es decir una combinacion de
mineral, coldgeno, agua, proteinas no colagenas, lipidos, elementos vasculares y células Oseas.
Como otros tejidos conjuntivos, el hueso o tejido 6seo esta constituido por una matriz
extracelular en la que se encuentran las células dispersas, con la particularidad que en este
caso la matriz estd mineralizada.

1.1.3.1- La matriz 6sea
La matriz extracelular estd constituida por: 5-10% de agua, 20-40% de proteinas

(colageno y proteinas no colagenas), 50-70% de sales minerales y menos de 3% de lipidos.

La matriz mineral estd compuesta mayormente por cristales de hidroxiapatita
(Caj9(PO4)sOH;) deficiente en OH y analoga al mineral geoldgico. Estos cristales son
extremadamente pequefios (~200 A). Ademas contienen numerosas impurezas tales como
carbonato, magnesio y fosfatos acidos. Estos pequefios e imperfectos cristales son mucho mas
solubles que la apatita geoldgica, lo que le permite actuar en el organismo como reservorio de
calcio, fosfatos y magnesio. Estas sales minerales se depositan por cristalizacion en el
entramado formado por las fibras de coldgeno, durante el proceso de calcificacion o

mineralizacion.
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La matriz orgéanica esta formada predominantemente por coldgeno en un 90% y el

resto lo conforman proteinas no colagenas. La presencia de esta matriz le proporciona al
hueso elasticidad y flexibilidad. La red de coldgeno determina la organizacion estructural del
hueso y provee el sustrato para la adhesion celular. El 95% del coldgeno es de tipo I y el
restante colageno es tipo V. La molécula de colageno es una triple hélice de cadenas a. Cada
cadena posee una estructura repetitiva caracteristica que consiste en un triplete Gly-X-Y,
donde X es prolina e Y es hidroxiprolina. Ademas estas cadenas sufren modificaciones post-
traduccionales, son hidroxiladas en residuos de Lys, glicosiladas en residuos de lisina o
hidroxilisina con galactosa, glucosa o ambas y forman puentes covalentes intra e
intermoleculares. Estas moléculas de colageno, por tener una tasa de recambio baja, son los
principales objetivos para la formacion de productos de glicacion avanzada. La formacion de
enlaces cruzados intermoleculares e intramoleculares en el colageno como resultado del
proceso de glicacion conduce a alteraciones estructurales, dando lugar a una mayor rigidez y
resistencia a la digestion proteolitica. Las proteinas no colagenas (PNC) constituyen el 10-15
% del total de proteinas dseas. Aproximadamente un cuarto de ellas son exogenas como la
albumina y la a,HSglicoproteina (derivadas del suero), los factores de crecimiento y otras
tantas moléculas presentes en trazas. Las células oseas sintetizan y secretan las proteinas no

colagenas y se pueden dividir en cuatro grupos:

a- Proteoglicanos: versican, hialuronan, decorina, biglicano y en menor
cantidad fibromodulina, osteoadherina, lumican y asporina.

b- Proteinas glicosiladas: fosfatasa alcalina, osteonectina (la mas abundante de
las PNC), tetranectina, tenascina-C y tenascina—W.

c- Proteinas glicosiladas con actividad de adhesion celular: Osteopontina,
sialoproteina 6sea, DMP (proteina de matriz de dentina), MEPE (fosfoglicoproteina de
matriz celular), DSPP (dentina sialofosfoproteina). Proteinas N-glicosiladas
trombospodinas, fibronectina, vitronectina fibrilina 1y 2

d- Proteinas y—carboxiladas (gla) tienen propiedades de unién al Ca™":

Proteinas 4cido y—carboxilico de matriz (MGP), Osteocalcina (BGP), Proteina S.
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1.1.3.2- Las células oseas
Se pueden describir cuatro tipos de células:

Células osteoprogenitoras: son células no especializadas derivadas del mesénquima,

el tejido del que derivan todos los tejidos conectivos. Se encuentran células osteoprogenitoras
en la capa interna del periostio, en el endostio y en los canales del hueso que contienen los
vasos sanguineos. Son capaces de dividirse y proliferar y bajo condiciones apropiadas tiene la
capacidad de diferenciarse a osteoblastos y osteocitos, o a adipocitos, condroblastos y
mioblastos (Figura 1.1.3.2.1). El factor de transcripcion Cbfal/Runx-2 es especifico de
osteoblastos y es imprescindible en las fases tempranas de diferenciacion osteoblastica. Otro
factor de transcripcion importante implicado en la diferenciacion osteoblastica es Osterix, el
cual que actlia en la etapa mas tardia de la diferenciacion [Yang et al, 2002].

Osteoblastos: son las células del tejido 6seo responsables de la sintesis de los
componentes de la matriz extracelular. Secretan principalmente colageno tipo I y otros
materiales utilizados para la construccion del hueso. Son células cubicas que se encuentran en
las superficies 6seas y se pueden detectar histoquimicamente por la actividad de fosfatasa
alcalina (un marcador temprano del fenotipo osteoblastico). El osteoblasto maduro activo
posee una ultraestructura tipica de células encargadas de la secrecion de matriz de tejido
conectivo, presentando nucleo grande, aparato de Golgi desarrollado y extenso reticulo
endoplasmatico. La membrana plasmatica se caracteriza también por ser rica en fosfatasa
alcalina y por poseer receptores para la hormona PTH, estrogenos y 1.25-dihidroxivitamina
D; (vitamina D). Los osteoblastos son células especializadas que no estan diferenciadas
terminalmente (Figura 1.1.3.2.2). Durante el proceso de formacion o6sea los osteoblastos
pueden quedar rodeados de la matriz 6sea donde se diferencian hacia un estado maduro dando
lugar a los osteocitos. Otro posible destino es convertirse en células de revestimiento en la
superficie del hueso como una capa simple de osteoblastos planos inactivos. Estos pueden
estar en el endostio separados de la médula 6sea o subyacer en el periostio directamente en las
superficies mineralizadas. La otra posibilidad es que activen su mecanismo apoptotico antes
de quedarse embebidos en la matriz 6sea. Los osteoblastos regulan la diferenciacion y
actividad de los osteoclastos. De esta manera, los osteoblastos junto con los osteoclastos,

juegan un papel importante en el recambio 6seo y en la homeostasis del calcio.
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Figura 1.1.3.2.1-Esquema de los distintos linajes en que puede diferenciarce una célula

mesenquimal.

Los osteoblastos se diferencian a partir de las células progenitoras mesenquimales que también pueden
diferenciarse a miocitos (bajo el control de MRFs y MEF2), a adipocitos (bajo el control de C/EBPa, By &y
PPARY), y hacia condrocitos bajo el control de Sox5, -6 y -9 y STAT1. Runx2 es esencial para la diferenciacion
osteoblastica y también esta involucrada en la maduracion de los condrocitos. Osterix (Osx) actia luego de
Runx2 induciendo la maduracion de osteoblastos que expresan marcadores osteoblasticos incluida la
osteocalcina. Abreviaturas: MRFs, myogenic regulatory factors (including MyoD, myogenin, myogenic factor 5
and myogenic regulatory factor 4); MEF2, myocyte-enhancer factor 2; C/EBP, CCAAT-enhancer-binding
protein; PPARY peroxisome proliferator-activated receptor y; STATI, signal transducers and activators of
transcription-1; Runx2, runt-related transcription factor 2; Col-I/II/X, type I/II/X collagen; Ihh, Indian hedgehog;

BSP, bone sialoprotein; OC, osteocalcin [Harada y Rodan, 2003].

Figura 1.1.3.2.2- Detalle de la diferenciacion de una célula mesenquimal a osteoblasto y los

posibles destinos de esta célula.
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Osteocitos: son células 6seas maduras derivadas de los osteoblastos (Figura 1.1.3.2.2).
Estas células han perdido la capacidad de dividirse y pueden residir por largos periodos, hasta
décadas, en el hueso humano. La apoptosis de los osteocitos puede resultar en perdida de
masa 0sea. Cada osteocito se encuentra en su laguna y se comunica con los otros por medio
de procesos celulares que transcurren por los canaliculos. En el hueso, aparecen negativos
para actividad de fosfatasa alcalina, pero producen altas concentraciones de osteocalcina,
galectina 3 y CD44 (Receptor de adhesion celular para hialuronato). Los osteocitos estan
encargados de mantener las actividades celulares del tejido 6seo como el intercambio de
nutriente. En estudios recientes se ha descrito la importancia que tienen actuando como
mecanosensores y la activacion local del remodelado.

Osteoclastos: son las células especializadas en la resorcion o6sea. Los principales
precursores preosteoclastico son los macrofagos de medula o6sea (Figura 1.1.3.2.3). Los
precursores mononucleares circulan por la sangre y en la superficie del hueso proliferan, se
fusionan formando células multinucleares, forman el borde en cepillo y realizan la resorcion.
La osteoclastogenesis necesita dos citoquinas esenciales para producirse (Figura 1.1.3.2.4). La
primera que actia es el ligando para el receptor activador del factor nuclear kappa B
(RANKL) y su papel es clave, al unirse a su receptor especifico, en la iniciacion de la sefial de
diferenciacion y activacion de los osteoclastos. El RANKL es un miembro de la superfamilia
de los factores de necrosis tumoral TNF y se expresa en la superficie de los osteoblastos y
actia al unirse a su receptor (RANK) expresado en la membrana de los precursores
osteoclasticos. Existe un inhibidor circulante llamado osteoprotegerina (OPG). La OPG se
puede unir a RANK y neutralizar la accion de RANKL, y pueden regular negativamente tanto
la osteoclastogénesis como la activacion de los osteoclastos maduros. El RANKL también
actiia sobre el osteoclasto maduro estimulando la actividad resortiva influyendo sobre la
organizacion del citoesqueleto. El segundo factor requerido es el factor estimulador de
colonias macrofagico M-CSF, promueve la proliferacion de precursores y la supervivencia de
todos los miembros del linaje osteoclastico, ejerciendo ese efecto a través del receptor de
tirosin quinasa (c-Fms). E1 M-CSF es producido por una variedad de células, particularmente
las células osteoblasticas. La resorcion del hueso se produce debido a que el osteoclasto es
capaz de crear un microambiente con la matriz 6sea. El compartimiento creado esta aislado
del espacio extracelular general y se acidifica aproximadamente a pH 4.5 mediante una
bomba de protones (H'-ATPasa) y un canal de CI" (CIC-7) ubicados en la membrana del
borde en cepillo (Figura I.1.3.2.5).
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Figura 1.1.3.2.3- Esquema del desarrollo de diferenciacion de precursores hematopoyéticos

en osteoclastos maduros.
La maduracion se produce en el hueso de células mononucleares periféricas con los rasgos del linaje macrofago.
El M-CSF (CSF-1) y RANKL son esenciales para la osteoclastogénesis, y su accion durante la asignacion de
linaje y la maduracion. La OPG se puede unir a RANK y neutralizar la accion de RANKL, y pueden regular
negativamente tanto la osteoclastogénesis y la activacion de los osteoclastos maduros [Boyle et al, 2003].
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Figura 1.1.3.2.4- Mecanismo de diferenciacion osteoclastica.

La diferenciacion osteoclastica require el contacto directo entre el precursor ostoclastico y el osteoblasto o sus
células precursoras estromales (ver figura de la izquierda). Estas células expresan la forma unida a membrana de
las dos citoquinas claves en la osteoclastogenesis: RANKL y M-CSF. El precursor osteoclastico expresa en su
membrana el receptor RANK y para M-CSF. (c-Fms). La osteoprotegerina es un inhibidor soluble de RANK
Derecha: Las principales vias activadas por los tres receptores esenciales en la osteoclastogenesis. RANK,
ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) y c-Fms [Novack y Teitelbaum1, 2008].
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Figura 1.1.3.2.5- Mecanismo de resorcion 6sea del osteoclasto.

El osteoclasto se adhiere al hueso a través de la integrina avp3 creando una “zona sellada”. Esto provoca una
sefial que desencadena la formacion de la maquina resortiva. La anhidrasa carbonica inicia la acidificacion
generando H' y HCO5". Los protones son transportados fuera de la célula hacia la laguna de resorcion por una
bomba de protones (H'- ATPasa) localizada en el borde en cepillo. Esta organela resortiva se forma a partir de
vesiculas que se fusionan en la zona de la membrana plasmatica que estd en contacto con el hueso. El pH
intracelular se mantiene por la presencia de un canal de CI localizado en el borde en cepillo y transporta Cl" a la
laguna. La matriz 0sea organica compuesta basicamente por colageno de tipo I, se degrada mediante la accion de
la catepsina K, una proteasa acida secretada al espacio de resorcion [Novack y Teitelbaum1, 2008]

En la membrana lateral posee un intercambiador de ClI" y HCOs". Por este, el CI°
ingresa a la célula y el bicarbonato formado por la acciéon de la enzima anhidrasa carbonica a
partir de CO, y H,O, la abandona (Figura 1.1.3.2.5).

El medio acido disuelve la matriz 6sea, dejando expuesta la matriz orgéanica de
coladgeno, la cual es degradada por una enzima proteolitica, la catepsina K. El osteoclasto
posee en su membrana basal integrinas que reconocen colageno, fibronectina y laminina pero
la principal integrina es la avf3 y reconoce al motivo Arg-Gly-Asp (RGD) el cual esta
presente en la mayoria de las proteinas del hueso como la osteopontina y la sialoproteina. De
esta manera se crea un microentorno aislado por una zona sellada formada por la union de las
integrinas avB3 a la matriz. Estas integrinas también estan involucradas en sefales
intracelulares. Junto con la formacion del borde en cepillo se produce una reorganizacion de

los filamentos de actina formando una estructura anular llamada ““anillo de actina”.
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1.1.4-FORMACION OSEA INTERMEMBRANOSA Y ENDOCONDRAL
La formacion de un hueso puede darse mediante dos mecanismos:

a- Formacion 6sea intermembranosa: en este mecanismo, el tejido conectivo de origen

mesenquimatoso se condensa en forma directa para formar hueso primario en la cercania de
los vasos sanguineos. Este tejido primario rapidamente se reorganiza a hueso lamelar.

b- Formacidén 6sea endocondral: Este mecanismo esta involucrado en el crecimiento

longitudinal de los huesos largos y de las vértebras (Figura I.1.4). Inicialmente los condrocitos
de la placa de crecimiento proliferan y se hipertrofian. Esto es seguido por una degradacion
parcial de la matriz cartilaginosa, que entonces se mineraliza formando espiculas. A
continuacion, el cartilago es invadido por vasos sanguineos, los condrocitos mueren por
apoptosis y las espiculas de cartilago mineralizado se tapizan de osteoblastos que forman una
cubierta de hueso primario. Estas estructuras mixtas de cartilago y hueso se resorben y se

reemplazan por tejido 6seo trabecular de organizacion lamelar.

A.- HIPERTROFIA DE CELULAS DEL CARTILAGO
8.- CALCIFICACION DE MATRIZ EN CENTRO PRIMARID
C.- INVASION DE CENTRO PRIMARIO POR VASOS
D.- HUESO PRIMARIO DEFOSITADO S0BRE RESTOS DE

GCARTILAGO, APARECEN CENTROS DE OSIFICACION
SECUNDARIOS

E.- CRECIMIENTO PLACA EFIFISIARIA Y MEDULA OSEA ROJA

F.- TERMINACION CRECIMIENTC DE CARTILAGO Y OSIFICACION
COMPLETA PLACA EPIFISIARIA. SUSTITUCION DE MEDULA OSEA
L POR AMARILLA EN DNAFISIS

Figura 1.1.4- Esquema de la formacion 6sea endocondral.

Existen dos tipos de hueso, los cuales pueden ser identificados de acuerdo con el
patron de colageno que forman el osteoide:
* Hueso primario se caracteriza por una organizacion irregular de fibras de
colageno y es mecanicamente débil.
* Hueso laminar se caracteriza por un alineacion regular paralela de colageno
en laminas (lamelas) y es mecénicamente fuerte.
El hueso primario se forma cuando los osteoblastos producen osteoide rapidamente.
Este tipo de hueso es el que constituye inicialmente el esqueleto del feto, y es el que se genera

en los adultos cuando la formacion de hueso nuevo se produce rapidamente como ocurre en la
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reparacion de una fractura. Este hueso es remplazado posteriormente por hueso laminar mas
resistente mediante el mecanismo de remodelacion. Practicamente todos los huesos en el

adulto maduro sano son hueso laminar.

1.1.5-MODELADO Y REMODELADO OSEO

Los huesos son esculpidos por un proceso llamado modelado y a su vez estan
constantemente renovandose, mediante un proceso denominado remodelado. [Primer in the
Metabolic Bone Diseases and Disorders of Mineral Metabolism. Sixth Ed., 2006]

1.1.5.1-Modelado

El modelado es el mecanismo por cual los huesos son formados o reformados
mediante un proceso independiente de los osteoblastos y osteoclastos. Ocurre mayormente
durante el crecimiento o en el adulto cuando cambia la forma del hueso en respuesta a la
variacion en la carga mecanica (por ejemplo, el radio del miembro de un tenista, tiene un
diametro mayor y la corteza es mas gruesa en comparacion con esas estructuras en el
miembro que no utiliza para jugar). El modelado no esta acoplado a una resorcion previa
como en el remodelado. Los agentes anabolicos como la PTH intermitente usados en el
tratamiento para la osteoporosis producen un incremento en el modelado dseo.

1.1.5.2- Remodelado

El remodelado describe el recambio de tejido envejecido por hueso nuevo, e involucra
el acoplamiento témporo-espacial entre resorcion y formacion oOsea en las osteonas
individuales. El remodelado 6seo es tan extenso y activo que se ha estimado que renueva
completamente el esqueleto adulto cada 10 afios [Manolagas 2000]. En el ciclo de
remodelacion podemos distinguir basicamente cuatro fases (Figura I.1.5.2.1):

1-Activacién: involucra el reclutamiento de los precursores mononucleados de

los osteoclastos desde el pool de monocitos- macréfagos circulantes en la sangre, los

cuales son estimulados y diferenciados bajo la influencia de ciertas citoquinas y

factores de crecimiento a osteoclastos maduros activos.

2-Resorcion: implica la digestion del hueso por el osteoclasto. Para ello, éste

genera un compartimiento con pH muy &cido (lagunas de Howship), lo cual va

acompafiado de la secrecion de enzimas lisosomales, de esta manera se digieren la fase

mineral y la organica de la matriz dsea. Esta fase termina con la muerte por apoptosis

de las células osteoclasticas.
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3-Fase de reversion: en esta fase la laguna de resorcion se puebla de células

mononucleadas, tales como monocitos, osteocitos (liberados de la matriz) y de
preosteoblastos que son los responsables de la etapa de formacion. Es en esta etapa
que se produce el acoplamiento entre la resorcidon y la reposicion del hueso removido,
mediante la adecuada sefializacion. Sin un mecanismo eficiente de acoplamiento cada
ciclo de remodelacion resultaria en una pérdida neta de masa dsea.

4-Formacion: este proceso consta de dos pasos: inicialmente los osteoblastos
sintetizan la matriz organica y posteriormente regulan su mineralizacion. Una vez que
la matriz de colageno es secretada, comienzan los depdsitos de Ca y fosfatos y la
degradacion enzimatica de inhibidores de la mineralizacion como el pirofosfato y los
proteoglicanos que estan presentes en la matriz extracelular. Los osteoblastos se van
diferenciando a osteocitos al quedar rodeados de matriz, pero igualmente quedan
conectados unos con otros a través de los canaliculos formando un sincitio funcional,
el cual puede sensar un cambio en las propiedades mecanicas y transmitir esa
informacion a las células de la superficie para que inicien la remodelacion cuando sea
necesario. Cuando los osteoblastos completaron la formacion de matriz pueden tomar
distintos caminos. Aproximadamente el 50-70% muere por apoptosis, algunas quedan
incorporadas a la matriz como osteocitos y otras permanecen en la superficie como

células Oseas de revestimiento.
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Figura 1.1.5.2.1- Esquema de las fases involucradas en el remodelado 6seo.
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El resultado neto de un ciclo de remodelacion es la produccion de una osteona nueva.
El proceso es esencialmente similar en hueso cortical como en el trabecular.

En el hueso cortical las BRUs (unidades remodelado oseo) forman un cono llamado
“cono de penetracion”. El ciclo de remodelacion dura aproximadamente 120 dias mientras
que la secuencia de resorcion dura 30 dias. En el hueso trabecular, en una persona sana, la
fase de resorcion se produce durante 40-50 dias y se forman lagunas de resorcion (Figura

1.1.5.2.2).

Hueso esponjosa Hueso cortical

Grosor (pm)

\ T | | |
0 50 100 150 200 0 30 120

| Dias Dias
Figura 1.1.5.2.2- Esquema del ciclo de remodelacion en un hueso esponjoso

y un hueso cortical.

El volumen de hueso que se sustituye por hueso nuevo por unidad de tiempo se
denomina recambio 6seo, y es directamente proporcional al nimero de BRU activas. La
diferencia de volumen entre el hueso formado y el hueso reabsorbido, por unidad de tiempo,
se llama balance 6seo.

1.1.5.3- Masa 0Osea

Mantener la masa 6sea implica que los osteoblastos formen tanto hueso como el que
han destruido los osteoclastos. Cuando en cada unidad de remodelacion se forma menos
hueso del que se destruye, la masa 6sea disminuye, y se produce un balance 6seo negativo.

En condiciones normales la masa 6sea de una persona va aumentando desde el
nacimiento hasta alcanzar un valor maximo (que llamamos pico de masa 6sea) alrededor de

los 25 y los 30 afios, y se mantiene hasta los 35-40 afios, a partir de ese momento se observa
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un balance negativo, que determina la pérdida de masa 6sea que se produce con la edad.

(Figura 1.1.5.3)
El pico de masa dsea esta bajo control genético y se encuentra afectado por el estilo de

vida, la nutricion y las enfermedades durante el desarrollo esquelético.
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Figura 1.1.5.3- Curva de masa 6sea en funcion de la edad.

La causa de pérdida de masa osea es el aumento del niimero de unidades de

remodelacion, que con un balance 6seo negativo, dara lugar a un aumento de la cantidad total

de hueso perdido. Esta situacion se denomina de alto recambio y se observa en el

envejecimiento, en la menopausia y acompafiando a ciertas situaciones patoldgicas

(hipogonadismo, hipertiroidismo, hiperparatiroidismo, inmovilizacion).

El resultado de este balance negativo que acompana al envejecimiento es una pérdida

de masa 6sea que oscila entre un 0.5% y un 1% anual que, al final de la vida, puede suponer

un 15% del pico de masa dsea alcanzado. Las mujeres tienen una aceleracion de este proceso

durante la menopausia, con pérdidas de 10% por década.
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1.2-OSTEOPOROSIS

1.2.1-DEFINICION DE LA ENFERMEDAD

La osteoporosis es la enfermedad metabodlica dsea mas frecuente y uno de los mayores
problemas de salud publica actualmente en todo el mundo, debido a los enormes costos
sociales y econdmicos que genera.

Desde la celebracion del Congreso Mundial de Osteoporosis de 1996 en Amsterdam,
la osteoporosis se define como “una enfermedad sistémica caracterizada por una disminucion
de la masa 0sea, alteracion de la microarquitectura 6sea, con el consecuente incremento de la
fragilidad osea y susceptibilidad para las fracturas”. Actualmente la osteoporosis se define
como una enfermedad esquelética caracterizada por una resistencia Osea disminuida que
predispone a una persona a un mayor riesgo de fractura [NIH consensus statement, 2001].

La resistencia 6sea depende fundamentalmente de dos factores: densidad mineral
(contenido mineral 6seo) y la calidad 6sea. La densidad mineral 6sea (DMO) se expresa en
gramos de mineral por area o por volumen, y en un individuo viene determinada por el pico
de masa Osea obtenido durante el crecimiento y por la cantidad de pérdida de hueso. La
calidad 6sea se refiere a la estructura del hueso (microarquitectura), al recambio, al dafio
acumulado (como las microfracturas) y a la mineralizacion. La densidad dsea, es decir la
cantidad de hueso, se mide por densitometria, y la calidad 6sea por histomorfometria.

Kanis y colaboradores en 2001 publicaron el riesgo de fracturas osteoporéticas en
hombres y mujeres de acuerdo con su edad y densidad mineral en cuello femoral. Ellos
establecieron que el riesgo aumenta con la disminucion de la densidad mineral (T-score) y la
edad. La probabilidad de fractura de raquis y cadera para cualquier edad, teniendo baja DMO,
fue similar para hombres y mujeres.

En 1994, la Organizacion Mundial de la Salud, la Fundacion Europea de Osteoporosis
y Enfermedad Osea y la Fundacion Nacional de Osteoporosis de Estados Unidos
establecieron cuatro categorias diagnodsticas basadas en la medicion de la densidad de masa
osea (DMO) (tabla 1.2.1) [WHO Study Group, 1994].

Los factores de riesgo de osteoporosis mas importantes son los siguientes:

1. Edad (la osteoporosis es mas frecuente en el ultimo tercio de la vida).
2. Factores genéticos: sexo (la osteoporosis es mas frecuente en la mujer); raza

(es mas propensa la raza blanca que la negra), caracter familiar (mayor incidencia en
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hijas de madres osteopordticas), enfermedades hereditarias (osteogénesis imperfecta);
constitucion (delgadez).

3. Factores hormonales: tiempo de exposicion a las hormonas sexuales (la
incidencia de osteoporosis es mayor si la menopausia es precoz, la menarca es tardia,),
hipertirodismo; hiperparatiroidismo, hipercortisolismo, diabetes tipo 1.

4. Factores higiénico-dietéticos y estilo de vida: aparte de calcio y vitamina D;
estado nutritivo (las personas delgadas son mas propensas a la osteoporosis, se cree
que porque el tejido adiposo es fuente de estrogenos, y porque el peso supone un
estimulo mecanico para el esqueleto); ejercicio fisico (la sobrecarga mecéanica
favorece la formacion dsea e inhibe la resorcidon); tabaco y alcohol, (de efectos
negativos).

5. Enfermedades no endocrinologicas: malabsorcion, hepatopatias,
enfermedades inflamatorias (artritis reumatoide), mieloma.

6. Tratamientos: corticoides, citostaticos, anticonvulsivantes, heparina.

Tabla 1.2.1-Clasificacion de la densidad de masa dsea segun la OMS (1994)

Densidad de masa 6sea Criterio de clasificacion

Normal .\'/alor de DMO <1 DE por debajo del promedio para adultos
jovenes.

. Valor de DMO > 1 DE por debajo del promedio para adultos

Osteopenia .,

jovenes.

. Valor de DMO > 2,5 DE por debajo del promedio para adultos
Osteoporosis j6venes

Valor de DMO > 2.5 DE por debajo del promedio para adultos
jovenes y la presencia de una o mas fracturas por fragilidad.
DMO: densidad mineral 6sea; DE: desviacion estandar

Osteoporosis establecida

La masa dsea que posee una persona en un momento concreto depende de la que llego
a tener al completar su desarrollo y de las pérdidas sufridas posteriormente. Ambos hechos
estan determinados por los factores comentados. Se considera que en la produccion del valor
maximo de masa 6sea los factores implicados mas importantes son los genéticos. En cambio,
en la velocidad de pérdida de masa oOsea los factores genéticos parecen tener menor
importancia que los adquiridos.

Riggs y Melton (1983) han propuesto la siguiente formula para resumir los factores
responsables de la masa 6sea de un individuo en un momento de su vida:

Q =1 - (envejecimiento + menopausia + factores esporadicos)
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donde Q = masa 6sea actual e I = valor madximo de masa 6sea. La féormula subraya la
importancia del envejecimiento y de la menopausia frente a los demdas factores, que los
autores califican de “esporadicos” u ocasionales. Ademas, proporciona una idea clara de que
la osteoporosis es el resultado de la actuacion conjunta de diversos factores.

Pese a ser la osteoporosis consecuencia de la interaccion de multiples factores, esta
muy extendida la costumbre de clasificarla etioldgicamente en ciertos tipos, como si cada uno
de ellos respondiera a un factor causal tinico. Aunque ello es incorrecto, dicha clasificacion se

acepta por resultar 1util desde el punto de vista practico.

1.2.2-CAUSAS Y TIPOS DE OSTEOPOROSIS

La osteoporosis tiene un origen multifactorial (Tabla [.2.2). Normalmente se diferencia
entre dos tipos: la osteoporosis primaria, la cual no tiene factores causales; y la osteoporosis
secundaria, en la cual existe un factor causal identificable (excluyendo la menopausia y el
envejecimiento).

La osteoporosis primaria es la forma mas frecuente de esta enfermedad, la cual
obedece a procesos fisiologicos normales que producen una condicion de fragilidad 6sea con
el consiguiente riesgo de fractura. Dentro de esta, existen dos tipos de osteoporosis que
afectan a la poblacion joven: la osteoporosis idiopatica juvenil y la osteoporosis idiopatica en
adultos jovenes. Ambas son infrecuentes. La primera afecta a nifios prepuberales, de entre 8 y
14 afios, en los que sin factores de riesgo previos comienzan a producirse multiples fracturas
de diferentes localizaciones e incluso una detencion del crecimiento. No presentan ninguna
anormalidad en los parametros bioquimicos de remodelado ¢seo. La osteoporosis idiopatica
en adultos jovenes es algo mas frecuente que la anterior. Tampoco presenta alteraciones de
laboratorio, pero su origen parece relacionarse con la osteogénesis imperfecta, la osteoporosis
del embarazo y de la lactancia o de un defecto en la regulacion de los osteoblastos.

Por otra parte, la osteoporosis primaria involutiva se clasifica en osteoporosis primaria
postmenopatsica o tipo I, que afecta a mujeres con pérdida acelerada de masa trabecular
desde el inicio del climaterio, adquiriendo alto riesgo de fractura por aplastamiento de cuerpos
vertebrales o fractura distal de radio, y en osteoporosis primaria senil o tipo II que afecta a
ancianos que pierden lentamente tanto masa cortical como trabecular con elevado riesgo de
fracturas de cadera [Riggs y Melton, 1983]. La osteoporosis tipo I afecta a mujeres con una
proporcion de 6:1 respecto al vardn, y se presenta entre los 51 y los 75 afios de edad. En su

fisiopatologia encontramos una disminucion de la funcidén paratiroidea, de la absorcion
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intestinal del calcio y, secundariamente, de la hidroxilacion renal de la vitamina D. La
osteoporosis tipo II afecta a mujeres principalmente pero con una relacion respecto al varon
inferior a la tipo I, de 2:1 y se presenta a partir de los 70 afios de edad. A diferencia de la
osteoporosis primaria I, la funcidon paratiroidea se encuentra aumentada, la absorcion
intestinal de calcio estd disminuida y la hidroxilacion renal de vitamina D disminuye

primariamente.

Tabla 1.2.2-Clasificacion etiologica de osteoporosis

Tipo de osteosporosis

Osteoporosis juvenil idiopatica
Osteoporosis idiopatica en adultos jovenes
Osteoporosis involutiva (tipo I o posmenopausica y tipo II o senil)

PRIMARIA

Anorexia o malnutricion
Depresion
Diabetes mellitus
Enfermedades reumaticas
Farmacos corticoides
SECUNDARIA Hiperparatiroidismo
Hipertiroidismo
Hipogonadismo
Inmovilizacion
Insuficiencia renal cronica
Trastornos digestivos y malabsorcion

En el caso de la osteoporosis secundaria, la lista de factores involucrados es muy
extensa e incluye variadas enfermedades. Puede presentarse en pacientes con antecedentes de
alcoholismo cronico, hipercortisolismo, hiperparatiroidismo, hipertiroidismo, diabetes
mellitus tipo I, artritis reumatoide, inmovilizacion, sindromes de malabsorcion, uso cronico de
anticonvulsionantes, anticoagulantes, corticoides, o litio, quimioterapia, hipogonadismo, o

enfermedades renales cronicas.

1.2.3-TRATAMIENTO DE LA OSTEOPOROSIS

El objetivo principal del tratamiento de la osteoporosis es la prevencion. El
tratamiento en nifios, adolescentes y adultos jovenes estd encaminado a alcanzar una masa
Osea maxima entre los 20 y 30 afios de edad. Para alcanzar esta masa Osea maxima son
importantes la nutricion adecuada, el ejercicio fisico, la ingestion adecuada de vitamina D y
calcio, y la normalidad en los ciclos menstruales. Para pacientes con osteoporosis establecida

existe un amplio arsenal de tratamientos médicos que se describen brevemente a continuacion.
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1.2.3.1-Calcio y Vitamina D

El calcio y la vitamina D seguramente guardan con la masa 6sea una relacion de tipo
“umbral”. Ello significa que, por debajo de un determinado aporte de ambas, la masa dsea se
resiente. Sin embargo, por encima de ¢l, la adicion de ulteriores cantidades de los mismos no
tiene como resultado nuevos aumentos de masa Osea.

La recomendacion de administrar calcio y vitamina D junto a los farmacos
antirresortivos u osteoformadores en el tratamiento de la osteoporosis es universal. La
vitamina D juega un papel clave para la absorcion del calcio. El metabolito activo, la 1,25-
dihidroxivitamina D tiene una vida media muy corta (4 horas) y tiene mayor costo, por lo que
se puede administrar 25-hidroxivitamina D de mayor vida media y mas econémica. [Dawson-
Hughes, 2005].

1.2.3.2-Calcitonina

La calcitonina actiia sobre los osteoclastos a través de receptores especificos,
conduciendo a la retraccion del aparato citoesquelético del osteoclasto, con pérdida del borde
rugoso y de su capacidad resortiva. Este firmaco administrado en forma diaria ha demostrado
ser eficaz para la estabilizacion de la masa Osea vertebral tras fracturas vertebrales y
disminuye las fracturas vertebrales en pacientes con fracturas prevalentes. No influye en el
hueso cortical y también produce un efecto analgésico en las fracturas vertebrales [Silverman,
2003].

1.2.3.3-Estrogenos

Los estrogenos en parte actuan a través de los osteoblastos, los cuales presentan
receptores para ellos. La estimulacion osteoblastica se traduciria en una disminucion del
cociente RANKL/OPG, y por tanto en una inhibicion de la actividad osteoclastica. Por otra
parte, al efecto antirresortivo de los estrégenos contribuyen probablemente mecanismos
indirectos, como la disminucién de la produccion de citocinas destructoras de hueso. Salvo
que la paciente a la que se administran los estrogenos haya sufrido una histerectomia, deben
asociarse a ellos gestdgenos (terapia hormonal sustitutiva [THS]), para evitar el cancer de
endometrio que pueden inducir. El estudio Women's Health Initiative (WHI) [Cauley, 2003]
ha dejado sentada la eficacia de la THS en la disminucion de las fracturas osteoporoticas en
general, en las vertebrales y en la de cadera.

1.2.3.4-Raloxifeno

El mayor conocimiento de los receptores estrogénicos han permitido diferenciar dos

tipos de éstos, por lo que se han desarrollado farmacos que pueden estimular selectivamente
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unos receptores e inhibir otros; estos farmacos se denominan genéricamente moduladores
selectivos de los receptores estrogénicos (SERM) y actlian como antagonistas estrogénicos en
el tejido mamario y como agonistas estrogénicos en el hueso [Delmas, 2003]. Se sintetizaron
con la idea de mantener los efectos favorables de los estrogenos (inhibicion de la resorcion
oOsea) y evitar los desfavorables (cancer de mama). El raloxifeno es un ejemplo de ello, actia
selectivamente en el hueso y no estimula tejido endometrial. Los resultados de su accion sobre
el hueso son inferiores a la de los estrogenos por carecer de la estructura esteroidea de estos.
Su eficacia en la prevencion de fracturas vertebrales quedd probada en el estudio MORE
[Ettinger, 1999] Sin embargo, no se ha podido demostrar su eficacia sobre las fracturas no
vertebrales.

1.2.3.5-Tibolona

La tibolona es un esteroide sintético que tiene propiedades estrogénicas, androgénicas
y progestagenas, y que se utiliza como una forma de THS. No tiene actividad por si misma,
sino que la adquiere cuando se transforma en los tejidos en diversos metabolitos. El ensayo
LIFT ha demostrado su capacidad para disminuir las fracturas vertebrales y no vertebrales
[Cummings, 2007]. El mismo ensayo LIFT ha mostrado también una disminucion del cancer
de mama invasivo. Sin embargo, se observd un aumento notable del porcentaje de accidente
cerebrovascular, lo que hace dudosa la conveniencia de su uso.

1.2.3.6-Hormona paratiroidea

La hormona paratiroidea (PTH) se incluye dentro de los farmacos anaboélicos. La PTH
al actuar de forma sostenida sobre el hueso, provoca un aumento de la resorcion osea. Este
efecto no lo desarrolla actuando directamente sobre los osteoclastos, sino a través de los
osteoblastos, que poseen receptores para PTH. Cuando la hormona se une a estos receptores,
altera la relacion RANKL/OPG a favor del RANKL, lo que finalmente da lugar a la
estimulacidn de los osteoclastos. A diferencia de lo que ocurre cuando la PTH actia de forma
sostenida, cuando lo hace de forma intermitente (por ejemplo, una inyeccion diaria), estimula
la formacion osea. La razdn de esta diferencia no se conoce bien, pero se atribuye a que la
sefalizacion intraceluar para la estimulacion de los osteoclastos se desarrolla mas lentamente
que la responsable del efecto osteoformador. De esta manera, cuando la administracion es
intermitente solo llega a desarrollarse el segundo efecto, mientras que cuando es continuo lo
hacen los dos, siendo el primero predominante. Se han comercializado dos formas de PTH:
una correspondiente al fragmento aminoterminal 1-34 (teriparatida) y otro correspondiente a

la molécula completa (1-84). Un ensayo clinico (Fracture Prevention Trial) [Neer, 2001] ha
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demostrado la eficacia de la PTH 1-34 en la reduccion de fracturas vertebrales y no
vertebrales. El ensayo TOP [Greenspan, 2007] ha demostrado la eficacia de la PTH 1-84 en la
fractura vertebral pero no en la no vertebral ni en la de cadera.

1.2.3.7-Ranelato de estroncio

Farmaco de propuesta accion dual que actiia mediante la incorporacion del estroncio a
los cristales de hidroxiapatita inhibiendo la resorcion osteoclastica. Puede promover la
proliferacion osteoblastica y la expresion de osteoprotegerina (OPG) en estas células. Los
estudios SOTI [Meunier, 2004] y TROPOS [Reginster, 2005] han demostrado la eficacia del
ranelato de estroncio en la prevencion de la fractura vertebral y también en la fractura no
vertebral. Un analisis post hoc ha concluido la eficacia del farmaco en la prevencion de la
fractura de cadera en un subgrupo de mujeres de alto riesgo (74 afios o mas y DMO en cuello
femoral de T inferior o igual a — 3) [Reginster, 2005].

1.2.3.8-Bisfosfonatos

Los bisfosfonatos constituyen una de las alternativas terapéuticas mas eficaces para la
prevencion de fracturas en las mujeres con osteoporosis. Sus acciones sobre la masa 6sea e
incidencia de fracturas han quedado plenamente demostradas. Los conocimientos sobre la
farmacocinética de los bisfosfonatos provienen de estudios realizados en animales de
experimentacion y en humanos [Sansom et al, 1995; Porras et al, 1999; Ylitalo et al; 1999]

(Ver capitulo 1.3 de Bisfosfonatos).
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1.3-BISFOSFONATOQOS (BPs)

1.3.1-CONSIDERACIONES GENERALES

Los bisfosfonatos (BPs) son las drogas mas utilizadas para el tratamiento de la
osteoporosis y otras enfermedades que se caracterizan por un incremento en la resorcion 6sea
[Russell et al, 2008]. Esto se debe a la capacidad de los BPs de inhibir la disolucion de los
cristales de hidroxiapatita. [Fleisch et al, 1969]. Durante la década de 1970, los BPs
comenzaron a utilizarse como agentes terapéuticos en oncologia y actualmente han llegado a
ser ampliamente establecidos para el tratamiento y la prevencion de complicaciones Oseas
asociadas con mieloma multiple o metastasis O6seas derivadas de cancer de mama, prostata y
otros oOrganos. En la osteoporosis posmenopausica, los BPs reducen los marcadores de
recambio 0seos, y en los huesos aumentan la densidad mineral 6sea (DMO) en columna
lumbar y cadera, y reducen el riesgo de fracturas vertebrales y no vertebrales [Reginster et al,
2000; Harris et al, 1999; Black et al, 1996; Boonen et al, 2005]. Los BPs también se utilizan
para el tratamiento de la osteoporosis inducida por glucocorticoides y osteoporosis en el
varon, y en nifios con osteogénesis imperfecta.

Los bisfosfonatos son analogos estables del pirofosfato (PPi), que es un subproducto
del metabolismo celular. El PPi se libera en las células en la hidrdlisis de ATP a AMP
(ATP —> AMP + PPi). Asi el pirofosfato es un inhibidor natural de la mineralizacion
osea. La fosfatasa alcalina presente en la membrana de los osteoblastos hidroliza el PPi a
fosforo inorgéanico brindando sustrato para la formacion de la hidroxiapatita [Orimo, 2010].
Las personas con alteraciones en el gen de la fosfatasa alcalina presentan una enfermedad
llamada hipofosfatasia, en la cual los niveles séricos y urinarios de PPi se encuentran
elevados. Estos pacientes presentan una mineralizacion del esqueleto defectuosa debido a que
el exceso de pirofosfato impide la adecuada mineralizacion del osteoide [Whyte, 2010].

Un BP se forma al reemplazar el enlace P-O-P por un enlace P-C-P, el cual no es
hidrolizable quimicamente, ni enzimaticamente por las fosfatasas. Como consecuencia de €sto
los BPs se excretan inalterados, sin ser metabolizados en el organismo [Russell et al, 2008].

La estructura tridimensional de todos los bisfosfonatos permite la quelacion de iones
metalicos divalentes como el Ca”™ [Jung et al, 1973]. Por lo tanto, los BPs se eliminan
rapidamente de la circulacion [Chen et al, 2002] e in vivo tienen como blanco a la
hidroxiapatita de la superficies mineral dsea en los sitios de remodelacion activa, en particular

las zonas en la resorcion [Masarachia et al, 1996]. Los BPs se unen al mineral 6seo y puede
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ser liberado de la superficie del hueso en el ambiente acido de la laguna durante la resorcion
osteoclastica, debido a que la capacidad de quelacion del Ca™ se reduce en medio acido
[Ebetino et al, 1998]. La captacion celular de los BPs (que estan cargados negativamente), en
los osteoclastos probablemente se produce por endocitosis, pero no en otros tipos de células in
vivo después de su administracion [Masarachia et al, 1996; Sato et al, 1991].

Los efectos farmacologicos clasicos de los BPs parecen ser el resultado de dos
propiedades fundamentales: su afinidad por el mineral de los huesos y sus efectos inhibitorios
sobre los osteoclastos. Las distintas afinidades de union entre los diferentes BPs de uso
clinico, puede influir en la distribucion diferencial dentro del hueso, la potencia bioldgica y la
duracion de accion. Los efectos inhibitorios de los BPs que contienen nitrogeno (incluyendo
Alendronato, Risedronato, Ibandronato y Zoledronato) sobre los osteoclastos parecen ser el
resultado de la inhibicion de la farnesil pirofosfato sintetasa (FPPS), una enzima clave en un
punto de ramificacion en la via del mevalonato. La FPPS genera lipidos isoprenoides
utilizados para la modificacion postraduccional de las proteinas pequefias de union a GTP,
esenciales para la funcion de los osteoclastos. Ciertos efectos sobre otras vias celulares, tales
como la prevencion de la apoptosis en osteocitos y osteoblastos, son otros mecanismos
potencialmente importantes de la accion de estas drogas [Bellido y Plotkin, 2006].

Como clase, los BPs comparten varias propiedades comunes. Sin embargo, como
ocurre con otras clases de farmacos, hay diferencias quimicas, bioquimicas y farmacologicas
entre los distintos BP individuales. Cada uno tiene un perfil Gnico que puede ayudar a explicar
las posibles diferencias clinicas importantes entre los BP, en términos de velocidad de inicio
de la reduccion de la fractura, la eficacia antifractura en diferentes sitios del esqueleto, y el
grado y la duracion de la supresion del recambio 6seo [Russell et al, 2007].

Las diferentes potencias de accion antirresortiva de los distintos BPs dependen de las
variaciones en las cadenas laterales (ver Fig 1.3.1 y tabla 1.3.1). Los principales BPs
aprobados para uso clinico son: El Etidronato de sodio (BP de primera generacion),
Risedronato y Alendronato de sodio (BP de segunda generacion).

Tabla 1.3.1- Bisfosfonatos y su potencia de accion antirresortiva.

Bisfosfonato Potencia R1 R2
Etidronato 1 -OH -CH;,
Clodronato 10 -Cl -Cl
Pamidronato 100 -OH -(CH,),NH,
Alendronato 1000 -OH -(CH,);NH,
Risedronato 5000 -OH -CH,-3-piridina
Ibandronato 10000 -OH -(CH,),N(CH;)(CH,)4CH;,4
Zolendronato >10000 -OH -CH2-imidazol
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Figura 1.3.1- Estructura quimica de los principales bisfosfonatos.

El Risedronato y Zoledronato son dos de los BPs con mas potencia antirresortiva en

varios modelos animales [Davis, 1998] debido al atomo de nitrogeno dentro del anillo

heterociclico, mientras que el Ibandronato con su grupo amino mas sustituido es mas potente

que el Pamidronato y el Alendronato, dos compuestos que tienen un grupo amino primario en

una cadena de alquilo. El aumento observado en la potencia antirresortiva con los diferentes

grupos R2 esta ligado a la capacidad de afectar la actividad bioquimica, por ejemplo, la

29



Introduccion: Bisfosfonatos (BPs)

inhibicion de la enzima farnesil pirofosfato sintetasa (FPPS), y también a la capacidad de

unirse a hidroxiapatita [Nancollas et al, 2006].

1.3.2-MECANISMO DE ACCION

Podemos encontrar dos vias principales que podrian explicar como actian los BPs
sobre los osteoclastos [Rogers, 2003].

Aunque inicialmente se penso que los BPs no se metabolizaban, se encontré que los
bisfosfonatos simples o de primera generacion como el Clodronato y el Etidronato, que no
contienen N, [Rogers, 2004], que las células de mamiferos pueden convertir algunos
bisfosfonatos a compuestos tipo AppCp analogos al ATP [Frith et al, 1997].

Estos metabolitos de tipo AppCp se acumulan en altas concentraciones en el citosol de
los osteoclastos y otros tipos de células que efectivamente puede internalizar los bisfosfonatos
[Monkkonen, 2001]. La acumulacion del metabolito AppCCl,p del clodronato en osteoclastos
in vitro inhibe la resorcion 6sea mediante la induccion de la apoptosis de los osteoclastos
[Frith, 2001], probablemente mediante la inhibicion de enzimas dependientes de ATP, como
la adenina nucleodtido translocasa, un componente de la membrana mitocondria interna
[Lehenkari, 2002].

La induccion de la apoptosis de los osteoclastos parece ser el principal mecanismo por
el cual los bisfosfonatos simples inhiben la resorcion 6sea ya que la capacidad del Clodronato
y Etidronato para inhibir la resorcion in vitro puede ser superada cuando se utiliza un
inhibidor de caspasas [Halasy-Nagy, 2001]

Los bisfosfonatos que contienen nitrogeno (N-BPs), son varios 6rdenes de magnitud
mas potentes en la inhibicion de la resorcion 6sea in vivo que los bisfosfonatos simples,
[Rogers, 2003; Green y Rogers, 2002], y no se metabolizan a analogos téxicos del ATP
[Benford, 1999]. En cambio, actian por inhibicion de la farnesil difosfato (FPP) sintasa, una
enzima clave de la via del mevalonato (Figura 1.3.2). Esta enzima es inhibida por
concentraciones nanomolares de los N-PBs [van Beek et al, 1999a; Bergstrom et al, 2000;
Dunford et al, 2001]. El acido Zoledronico y el Minodronato, similares estructuralmente, son
inhibidores muy potentes de la FPP sintasa [Dunford et al, 2001] y son capaces de inhibir la
enzima, incluso en concentraciones picomolar. Es importante destacar que los estudios con
FPPsintasa recombinante humana revel6 que pequefias modificaciones en la estructura y
conformacion de la cadena lateral R, que se sabe que afecta a la potencia antirresortiva

[Dunford et al, 2001] también afectan la capacidad de inhibir la FPPsintasa [Rogers, 2003].
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Estos estudios sugieren que FPPsintasa es el objetivo farmacologico principal de los N-BPs en
los osteoclastos in vivo y ayudan a explicar la relacion entre la estructura de estos
medicamentos y su potencia antirresortiva. La inhibicion de la enzima FPPsintasa bloquea la
sintesis de farnesil pirofosfato (FPP). Esto conduce a una reduccion en las concentraciones del
sustrato FPP necesario para la produccion de geranilgeranil difosfato (GGPP) a través de la
siguiente enzima en la via, es decir, GGPP sintasa. Ambos FPP y GGPP son metabolitos
isoprenoides necesarios para la modificacion lipidica (prenilacion) de las GTPasas. La
prenilacion es necesaria para la localizacion subcelular correcta en la membrana y por lo tanto
la funcion de estas proteinas de sefalizacion [Rogers, 2003]. Mediante la inhibicion de FPP,
N-BPs evitan la prenilacion de las GTPasas pequenas recién sintetizadas (la mayoria de las
cuales se modifican usando GGPP), de modo que las proteinas se acumulan en su forma no
prenilada. Las GTPasas pequefias no pueden ser reemplazadas en los osteoclastos siguiendo el

recambio normal de la proteina.

HMG-CoA
i estatinas
mevalonato
l mevalonato fosfotransferasa
fosfomevalonato
fosfomevalonato quinasa
mevalonato difosfato

mevalonatoPP decarboxilasa
IPP isomerasa

dimetilalil difosfato (IPP) €= isopentenil difosfato (IPP)

NBPs X |FPP sintasa

escualeno sintasa

colesterol 4—— escualeno ¢—— famesil difosfato ——p GTPasas pequefias farnesiladas
(FPP)

fvcona] | [cema]

Rab GTPasas 4—>x— geranilgeranil difosfato ——3—p Rho GTPasas pequefias
geranilgeraniladas  3-PEHPC (GGPP) GGTI-298 geranilgeraniladas

Figura 1.3.2-Esquema de la via del mevalonato.
N-BPs inhibe la enzima FPP sintasa, por lo tanto previene la sintesis del farnesil difosfato (FPP) y geranilgeranil
difosfato (GGPP) necesarios para la prenilacion de proteinas. Las Statinas, GGTI-298, y 3-PEHPC también
previenen la prenilacion de proteinas en osteoclastos in vitro [inhibiendo la 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA
reductasa (HMG-CoA reductasa), geranylgeranyltransferasa I (GGTasa I), o Rab geranylgeranyltransferasa (Rab
GGTasa), respectivamente] y de esa forma imitan el efecto de los N-BPs sobre los osteoclastos, los cuales
dependen de las proteinas geraniladas (Roelofs, 2006).
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Las GTPasas pequeias, como las del Ras, Rho, Rab y sus familias, son importantes
proteinas de sefializacion que regulan una variedad de procesos celulares importantes para la
funcion de los osteoclastos [Reszka, 1999]. La inhibiciéon de la via del mevalonato y la
pérdida de proteinas preniladas, en particular las geranilgeraniladas GTPasas pequeias,
parecen ser el principal mecanismo de accion de la N-BPs. Ademas, otros inhibidores de la
geranilgeranilacion de proteinas, como las estatinas o GGTI-298 (Fig 1.3.2), imitan los efectos
de los N-BPs. Sin embargo, estudios recientes realizados por van Beek et al, 2003 sugieren
que el Pamidronato puede tener una via adicional, atin no identificada, blanco molecular en
los osteoclastos, porque (a diferencia de otros N-BPs) el efecto antirresortivo de pamidronato
no se podia superar con eficacia con un sustrato de la prenilacion de proteinas.

Un informe reciente sugiere otro mecanismo por el cual los N-BPs podrian interrumpir
la funcion de los osteoclastos a través de efectos sobre la via del mevalonato. La inhibicion de
la sintasa FPP causa la acumulacion aguas arriba del sustrato IPP, el mismo parece ser
conjugado con AMP para formar un analogo nuevo del ATP (Apppl) [Monkkonen et al,
2006]. Este metabolito, como sucede con el tipo AppCp de los BPs simples [Lehenkari,
2002], puede inhibir la adenina nucledtido translocasa mitocondrial e inducir la apoptosis de
los osteoclastos. Ademas, a diferencia de los bisfosfonatos simples que funcionan mediante la
induccion de la apoptosis de osteoclastos, el efecto antirresortivo de los N-BP no depende de
la apoptosis al menos in vitro [Rogers et al, 2000] por lo tanto, la inhibicién de la prenilacion
de proteinas sigue siendo la explicacion mas probable para los efectos antirresortivo de los N-

BPs.

1.3.3- POSIBLES EFECTOS DE LOS BISFOSFONATOS EN OSTEOCITOS

Estudios recientes sugieren que los osteocitos pueden ser células diana para los BPs en
el hueso. Las concentraciones muy bajas de muchos BPs parecen proteger a los osteocitos (y
los osteoblastos) de la apoptosis inducida por glucocorticoides in vitro [Plotkin et al, 1999].
En las lineas celulares y también en animales de experimentacion, los osteocitos sufren
apoptosis en respuesta a diversos estimulos, incluyendo la exposicion a los glucocorticoides,
la carga mecanica, microdafio, o ingravidez [Aguirre et al, 2006; Bonewald LF, 2007]. La
capacidad de los BPs para inhibir la apoptosis en los osteocitos contrasta con su capacidad de
inducir la apoptosis en los osteoclastos. La inhibicion de la apoptosis en los osteocitos por los

BPs parece estar mediada a través de la apertura de los hemicanales conexina 43 y
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subsiguiente activacion de quinasas reguladas por senales extracelulares (ERKs) [Plotkin et
al, 2006]. Experimentalmente, la potencia de los BPs individuales en osteocitos es
independiente de su clasificacion como inhibidores de la actividad osteoclastica. Los efectos
de los BPs en osteocitos estarian mediadas por una via diferente, ya que los que tienen
actividades antirresortivas pequefias son también capaces de aumentar la supervivencia de los
osteocitos [Plotkin et al, 2006; Kogianni et al, 2004]. El 1-Aminodimetilaminopamidronato
(un analogo Olpadronato) es un claro ejemplo de un bisfosfonato con poca actividad
antirresortiva que puede permitir una reduccion de la apoptosis y aumento de la fuerza en
osteocitos en los animales tratados con glucocorticoides [Plotkin et al, 2007]. En un estudio
farmacologico hecho por Follet et al 2007, se puede ver que los BPs en bajas concentraciones
tienen la capacidad de prevenir la apoptosis de los osteocitos en animales de experimentacion,
por efecto de los glucocorticoides o la carga mecanica ciclica. Las interacciones potenciales
de los BPs con osteocitos in vivo deben ser estudiardas mas a fondo ya que esto puede ayudar

a explicar la eficacia antifractura independientemente de lo conocido en los osteoclastos.

1.3.4-POSIBLES EFECTOS DE LOS BISFOSFONATOS EN OSTEOBLASTOS

A pesar de muchos estudios, los efectos directos de los BPs sobre los osteoblastos in
vivo han sido dificiles de apreciar en concentraciones clinicamente relevantes. Aunque se ha
demostrado que muy bajas concentraciones de los BPs estimulan la proliferacion y
maduracion de los osteoblastos in vitro [Rogers, 2003; Im et al, 2004], la mayoria de los
efectos clinicos sobre la funcion osteoblastica (por ejemplo, la supresion de los marcadores
bioquimicos osteoblasticos) puede atribuirse a los efectos indirectos sobre el ciclo de
remodelacion mediada por la reduccion de la resorcion dsea. Los BPs ejercen fuertes efectos
inhibitorios sobre las células del linaje osteoblastico a concentraciones altas similares a las

que causan la inhibicion de los osteoclastos [Idris et al, 2008]

1.3.5- USOS CLINICOS Y EFECTOS DE LOS BPs EN HUMANOS

Los BPs han sido ampliamente utilizados para el tratamiento de la enfermedad de
Paget y en oncologia, asi como para el tratamiento y la prevencion de la osteoporosis. Su uso
en estas diversas condiciones clinicas en las que aumenta la resorcion Osea por diversos
procesos patoldgicos proporciona una base para la comprension de su farmacologia clinica

general.
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1.3.5.1-La enfermedad de Paget

Varios de los BPs se han utilizado para el tratamiento de la enfermedad de Paget. El
orden de potencia basado en la dosis de los BPs utilizados para suprimir el recambio 6seo
excesivo en la enfermedad de Paget parece ser similar a su orden de potencia antirresortivo
observado en animales: etidronato<<clodronato, pamidronato <alendronato <<risedronato
zoledronato [Fleisch H, 2000; Green y Rogers, 2002].

1.3.5.2-Oncologia dsea

Los bisfosfonatos son muy eficaces en el tratamiento de problemas 6seos asociados
con malignidad, incluyendo la hipercalcemia y/o aumento de la destruccion del hueso, y
acctualmente son los fairmacos de eleccion [Ross et al, 2004]. Se utilizan varios BPs para
reducir la incidencia de eventos relacionados con el esqueleto, en mieloma [Sirohi y Powles,
2004], metastasis del cancer de mama [Coleman, 2005], el cancer de prostata metastasico
[Parker, 2005], cancer de pulmon, el carcinoma de células renales y otros tumores so6lidos. El
Zoledronato, el Clodronato, el Ibandronato y el Pamidronato son las drogas aprobadas para
uso clinico. El orden de las potencias relativas de los BPs utilizados en oncologia, en general
es consistente con las potencias antirresortivas observadas en estudios experimentales y otras
enfermedades.

1.3.5.3-Osteoporosis

La osteoporosis es la mas reciente de las indicaciones clinicas para el uso de los BPs, y
el principal uso oral de los BPs es el tratamiento de esta enfermedad. El Etidronato fue el
primer BP aprobado para el tratamiento de la osteoporosis [Watts et al, 1990; Storm et al,
1990], seguido del Alendronato [Liberman et al, 1995; Black et al, 1996; Bone et al, 2004],
Risedronato [McClung et al, 2001], y el Ibandronato [Chesnut et al, 2004], y mas
recientemente Zoledronato [Black et al, 2007]. Estos BPs aumentan la masa 6sea y reducen el
riesgo de fractura en la espina dorsal por un 30-70%, y también en diversos grados en otras
zonas esqueléticas en las mujeres postmenopausicas [Boonen et al, 2005]. También hay
estudios de eficacia para el Clodronato [McCloskey et al, 2004; McCloskey et al, 2007] y
Pamidronato [Brumsen et al, 2002] en pacientes con osteoporosis, que son dos BPs

adicionales aprobados para el tratamiento de la osteoporosis en algunos paises.
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1.3.6- BISFOSFONATOS DE USO MAS FRECUENTE

1.3.6.1-Alendronato (Ale)

El Ale es un aminobisfosfonato cuyo principio activo es el 4-amino-1-
hidroxibutilideno-1,1-bisfosfonato. El Ale se localiza preferentemente en las zonas de
resorcion osea activa mediada por osteoclastos, denominadas "lagunas de resorcion”.

El Ale no se metaboliza en los animales ni en el hombre. Tanto en uno como en otro,
la eliminacion tiene lugar por excrecion renal. La vida media de eliminacion terminal es de
aproximadamente un afio en la rata, de tres afio en el perro y mas de 10 afios en la mujer
osteoporotica. Los estudios in vitro sobre la unidén del Ale indican que aproximadamente un
78 % se une a las proteinas plasmaticas en el hombre, a concentraciones clinicamente
importantes, sobre todo a la albimina. Puesto que la capacidad de unidon es muy grande y la
saturacion porcentual por Ale, muy baja, Ale no debe producir desplazamientos detectables de
otros farmacos que se unan a los mismos lugares.

A los 3-6 meses del inicio del tratamiento con Ale a 10 mg/dia los marcadores
bioquimicos de la remodelacion 6sea disminuyen a valores proximos a la media para las
mujeres postmenopausicas [Bone et al, 2000]. En diversos estudios se ha encontrado
incrementos de la densidad 6sea en columna vertebral del 8% y en cadera del 7% en un plazo
de 3 afos y aumentos algo menores con 5 mg/ dia [Liberman et al, 1995]. El seguimiento a
largo plazo demuestra que los valores de la DMO de la columna vertebral siguen aumentando
durante al menos 7 afios y que la DMO de otras localizaciones se mantiene asi como los
valores bioquimicos de recambio o6seo dentro del rango normal para las mujeres
premenopausicas [Tonino et al, 2000].

1.3.6.2-Etidronato

El etidronato es un bisfosfonato no nitrogenado. Los estudios de que disponemos
sobre ¢l han incluido un nimero pequefio de mujeres, por lo que no se pueden extraer de ellos
conclusiones claras. Un metaandlisis ha sefialado que es eficaz en la reduccion de las fracturas
vertebrales pero no en las no vertebrales [Cranney et al, 2001].

1.3.6.3-Risedronato

El risedronato es también un aminobisfosfonato ampliamente estudiado. Su eficacia en
las fracturas vertebrales se comprobd en los ensayos VERT norteamericano [Harris et al,
1999] y VERT multinacional [Reginster et al, 2000], y la eficacia en la fractura no vertebral,
en el VERT norteamericano. La eficacia sobre la fractura de cadera se comprobo en el estudio

HIPSG [McClung et al, 2001].
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1.3.6.4-1bandronato

Es un aminobisfosfonato del cual se dispone de un unico estudio de eficacia frente a
fracturas (BONE) [Chesnut III et al, 2004]. Ha quedado demostrada su eficacia frente a la
fractura vertebral, pero no frente a la no vertebral. Un andlisis post hoc en mujeres con DMO
en cadera inferior a -3 T mostré una reduccién en la incidencia de fracturas no vertebrales del
69%.

1.3.6.5-Zolendronato

Este bisfosfonato de reciente introduccion se administra en una dosis Unica anual
[Black et al, 2007]. Asi se asegura la adherencia al tratamiento, pero se plantea el interrogante
de cuanto va a poder usarse ya que se administra via intravenosa y puede producir un
sindrome pseudogripal y presenta mayor riesgo de fibrilacién auricular. Ha demostrado su

eficacia en fracturas vertebrales y en fracturas de cadera.
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1.4-DIABETES MELLITUS

1.4.1- DEFINICION DE LA ENFERMEDAD

La Diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizada por la
hiperglicemia resultante de defectos en la secrecion de la insulina, de la accion de la insulina o
de ambos. [Report of the Expert Committee, 2003]

La hiperglicemia cronica de la diabetes esta asociada con el deterioro de varios
organos y dafo a largo plazo, especialmente de ojos, rifiones, nervios, corazéon y vasos
sanguineos

Diversos procesos patogénicos estan involucrados en el desarrollo de la diabetes, éstos
abarcan desde la destruccion autoinmune de células B del pancreas (con la consecuente
deficiencia de insulina) hasta anormalidades en el metabolismos de azlcares, grasas y
proteinas, resultantes de la resistencia a la accion de la insulina en sus 6rganos blanco. Los
sintomas de una marcada hiperglicemia incluyen poliuria, polidipsia, alteraciones del peso
corporal, y a veces polifagia y vision borrosa. Las complicaciones a largo plazo de la diabetes
incluyen la retinopatia con pérdida potencial de la vision, nefropatia que conduce a la
insuficiencia renal, neuropatia periférica con riesgo de ulceras en los pies, amputaciones, etc.
La glicacion de las proteinas y otras macromoléculas tisulares y el exceso de produccion de
compuestos de poliol a partir de la glucosa, se encuentran entre los posibles mecanismos por
los cuales la hiperglucemia cronica produce dafio en los tejidos. Los pacientes con diabetes
tienen una mayor incidencia de aterosclerosis arterial cardiovascular, periférica y enfermedad
cerebrovascular. Otras afecciones que se encuentran en pacientes con diabetes son
hipertension arterial y alteraciones del metabolismo de las lipoproteinas.

La gran mayoria de los casos de diabetes caen en dos grandes categorias
etiopatogénicas (discutido en mayor detalle mas abajo). En la primera categoria, la diabetes
tipo 1, la causa es una deficiencia absoluta de secrecion de insulina. Los individuos con mayor
riesgo de desarrollar este tipo de diabetes a menudo pueden ser identificados mediante
evidencia seroldgica de un proceso patoléogico autoinmune que ocurre en los islotes
pancredticos, y por marcadores genéticos. En la otra categoria, mucho mas frecuente, la
diabetes tipo 2, la causa es una combinacion de resistencia a la accion de la insulina y una
respuesta compensatoria inadecuada en la secrecion de insulina. En esta Gltima categoria, un
grado de hiperglucemia suficiente para causar cambios patolégicos y funcionales en los

distintos tejidos diana, pero sin sintomas clinicos, puede estar presente durante un largo
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periodo de tiempo antes de que se detecte la diabetes. Durante este periodo asintomatico, es
posible demostrar una alteracion en el metabolismo de carbohidratos por determinacion de la
glucosa plasmatica en ayunas o después de un desafio con una carga oral de glucosa.

El grado de hiperglucemia puede cambiar con el tiempo, dependiendo de la extension
de la enfermedad subyacente. En algunas personas con diabetes, el control glucémico
adecuado se puede lograr con la reduccion de peso, el ejercicio y / o antidiabéticos orales.
Estas personas por lo tanto no requieren insulina. Otros individuos que tienen alguna
secrecion de insulina residual, no requieren de insulina exdgena para el control glucémico
adecuado. Las personas con amplia destruccion B-celular y por lo tanto sin la secrecion de
insulina residual, requieren insulina para sobrevivir. Asi, el grado de hiperglucemia refleja la
severidad del proceso metabdlico subyacente y su tratamiento, mas que la naturaleza del

propio proceso.

1.4.2-CLASIFICACION

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA: American Diabetes Association)
clasifico a la Diabetes Mellitus en cuatro tipos: I-Diabetes Tipo 1; II-Diabetes Tipo 2; III-
Otros Tipos; y IV-Diabetes gestacional. Dicha clasificacion se presenta esquematizada en la
Tabla 1.4.2. [Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2008].

1.4.2.1- Diabetes tipo 1

Se manifiesta como consecuencia de la destruccion de las células 3. Por lo general
conduce a la deficiencia absoluta de insulina. Dentro de esta se incluyen:

a-Diabetes inmunomediada. Esta forma de diabetes, anteriormente

comprendida en los términos de diabetes insulino-dependiente, diabetes tipo 1 o
diabetes juvenil, resulta de una destruccion celular autoinmune de las células 3 del
pancreas. Los marcadores de la destruccion inmune de las células P son: los
autoanticuerpos para células de los islotes (ICAs), los autoanticuerpos para insulina
(IAAs), los autoanticuerpos para la acido glutamico decarboxilasa (GADss), y los
autoanticuerpos para la tirosina fosfatasa IA-2 y IA-2[3. Por lo menos uno de estos
anticuerpos estan presentes en el 85 a 90% de los individuos cuando se les detecta
hiperglucemia en ayunas. Ademas, la enfermedad esta fuertemente asociada a HLA,
con vinculacion a los genes DQA y DQB, y esta influenciado por los genes DRB.

Estos alelos HLA-DR/DQ pueden ser predisponentes o de proteccion. La destruccion
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Tabla 1.4.2-Clasificacion etioldgica de la Diabetes Mellitus.

|- DiabetesTipo 1

Immunomediada
Idiopatica

I1- DiabetesTipo 2

I11- Otros tipos especificos

Defectos genéticos de la funcion de la
células B

Cromosoma 12, HNF-1a (MODY3)
Cromosoma 7, glucoquinasa (MODY?2)
Cromosoma 20, HNF-4a. (MODY1)
Cromosoma 13, insulin promoter factor-1
(IPF-1; MODY4)

Cromosoma 17, HNF-1 (MODY?5)
Cromosoma 2, NeuroD1 (MODY6)
DNA mitocondrial

Otros

Defectos genéticos en la accion de la
insulina.

Resistencia a la insulina Tipo A.
Leprechaunismo

Sindrome Rabson-Mendenhall
Diabetes lipoatropica

Otros

Enfermedades del pancreas exocrino

Pancreatitis
Trauma/pancreatectomia
Neoplasia

Fibrosis quistica
Hemocromatosis
Pancreatopatia Fibrocalculosa
Otros

Endocrinopatias

Acromegalia
Sindrome de Cushing
Glucagonoma
Feocromocitoma
Hipertiroidismo
Somatostatinoma
Aldosteronoma

Otros

Diabetes inducida por drogas o quimicos

Vacor
Pentamidina
Acido Nicotinico
Glucocorticoides
Hormona tiroidea
Diazoxido
Agonistas o-adrenergico
Tiazidas
Dilantina
a—Interferon
Otros

Infecciones

Rubéola Congenita
Citomegalovirus
Otros

Formas no communes de diabetes
inmunomediada

Sindrome “hombre rigido”
anticuerpos Anti-receptor de insulina
Otros

Otros sindromes genéticos a veces
asociados con diabetes

Sindrome Down
Sindrome Klinefelter
Sindrome Turner
Sindrome Wolfram
Ataxia de Friedreich
Corea de Huntington
Sindrome Laurence-Moon-Biedl
Distrofia miotonica
Porfiria

Sindrome Prader-Willi
Otros

1VV- Diabetes mellitus Gestacional (GDM)
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autoinmune de las células [ tiene multiples predisponentes genéticas y también esta
relacionada con factores ambientales que aun estan mal definidos. Estos pacientes
también son propensos a otros trastornos autoinmunes como la enfermedad de Graves,
tiroiditis de Hashimoto, la enfermedad de Addison, vitiligo y. anemia perniciosa.

b-Diabetes idiopatica. Algunas formas de diabetes tipo 1 no tienen etiologia

conocida. Algunos de estos pacientes tienen insulinopenia permanente y son
propensos a la cetoacidosis, pero no poseen evidencia de autoinmunidad. Aunque s6lo
una minoria de los pacientes con diabetes tipo 1 entran en esta categoria, la mayoria de
estos son de origen africano o asiatico. Esta forma de diabetes es fuertemente
heredada, carece de pruebas inmunoloégicas de autoinmunidad para células 3 y no esta
asociada al HLA.

1.4.2.2- Diabetes tipo 2

Este tipo de diabetes abarca desde una resistencia a la insulina (mayormente) con
deficiencia relativa de insulina, a un defecto de secrecion de insulina con resistencia a la
insulina.

Esta forma de diabetes, que representa el 90-95% de las personas con diabetes,
anteriormente conocida como diabetes insulino-independiente, diabetes tipo II, o diabetes del
adulto, comprende los individuos que tienen resistencia a la insulina y por lo general tienen
relativa (no absoluta) deficiencia de insulina. Al menos inicialmente, y con frecuencia durante
toda su vida, estas personas no necesitan tratamiento con insulina para regular la
hiperglucemia. Hay probablemente muchas causas diferentes de esta forma de diabetes. La
mayoria de los pacientes con esta forma de diabetes son obesos y la obesidad en si causa un
cierto grado de resistencia a la insulina. Los pacientes que no son obesos, segun los criterios
de peso tradicionales, pueden tener un mayor porcentaje de grasa corporal distribuidos
principalmente en la region abdominal. Esta forma de diabetes no se diagnostica a menudo
durante muchos afios porque la hiperglucemia se desarrolla gradualmente y a menudo en su
fase inicial, no es lo suficientemente grave como para que el paciente note cualquiera de los
sintomas cléasicos de la diabetes. Sin embargo, estos pacientes tienen un mayor riesgo de
desarrollar complicaciones macrovasculares y microvasculares. Por lo tanto, en estos
pacientes la secrecion de insulina es defectuosa e insuficiente para compensar la resistencia a
la insulina. La resistencia a la insulina puede mejorar con la reduccion de peso y / o el
tratamiento farmacolédgico de la hiperglucemia. El riesgo de desarrollar esta forma de diabetes

aumenta con la edad, la obesidad y la falta de actividad fisica. Ocurre mas frecuentemente en
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mujeres con DM Gestacional previa y en individuos con hipertension o dislipemia, y su
frecuencia varia en diferentes subgrupos étnicos / raciales. A menudo se asocia con una fuerte
predisposicion genética, mas que la forma autoinmune de la diabetes tipo 1. Sin embargo, la
genética de esta forma de diabetes es compleja y aun no esta claramente definida.
1.4.2.3-Otros tipos especificos de diabetes
Dentro de este grupo se encuentran inlcuidas las siguientes:

a-Defectos genéticos de las células 3. Varias formas de diabetes se asocian con

defectos monogenéticos en la funcion de las células beta. Se conocen como la diabetes
tipo juvenil de desarrollo en la madurez (MODY) y se caracterizan por la alteracion de
la secrecion de insulina, sin defecto o con minima modificacion de la accion de la
insulina. La mas comun es la mutaciéon en el factor de transcripcion hepatico
denominado factor nuclear de hepatocitos HNF-1a. Las menos frecuentes son las
mutaciones en HNF-4a, HNF-1p, factor promotor de la insulina (IPF)-1, y el Neuro
D1. También se han encontrado asociadas con la diabetes mellitus mutaciones
puntuales en el ADN mitocondrial.

b-Los defectos genéticos en la accion de la insulina. Las anormalidades

metabolicas asociadas con mutaciones del receptor de la insulina pueden variar desde
la hiperinsulinemia y la hiperglucemia modesta a la diabetes grave. En el pasado, este
sindrome se denomind tipo A resistencia a la insulina. El Leprechaunismo y el
Sindrome de Rabson Mendenhall son dos sindromes pediatricos que tienen mutaciones
en el gen receptor de la insulina.

c-Enfermedades del pancreas exdcrino. Cualquier proceso que dafie de forma

difusa el pancreas puede causar diabetes. Los procesos adquiridos incluyen
pancreatitis, trauma, infeccion, pancreatectomia y carcinoma pancreatico

d-Endocrinopatias. Varias hormonas (por ejemplo, hormona de crecimiento, el

cortisol, el glucagdn, la epinefrina) antagonizan la accidén de la insulina. Cantidades
excesivas de estas hormonas (por ejemplo, la acromegalia, sindrome de Cushing,

glucagonoma, feocromocitoma, respectivamente) puede causar diabetes.

e-Diabetes inducida por drogas o quimicos. Existen algunos medicamentos que
no causan la diabetes por si mismos, pero pueden desencadenar la diabetes en los
individuos con resistencia a la insulina. Determinadas toxinas, como Vacor (un veneno

para ratas) y la pentamidina intravenosa pueden destruir las células beta del pancreas.
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También hay muchos farmacos (el acido nicotinico) y hormonas (los glucocorticoides)
que pueden alterar la accion de la insulina.

f-Infecciones. Ciertos virus se han asociado con la destruccion de las células f3.
La diabetes ocurre en pacientes con rubéola congénita, aunque la mayoria de estos
pacientes tienen HLA y marcadores inmunes caracteristicos de la diabetes tipo 1.
Ademas, el virus Coxsackie B, citomegalovirus, adenovirus, y la parotiditis han sido
implicados en la induccion de ciertos casos de la enfermedad.

g-Formas poco frecuentes de la diabetes mediada por inmunidad. El sindrome

del hombre rigido es una enfermedad autoinmune del sistema nervioso central. Los
pacientes suelen tener altos titulos de los autoanticuerpos GAD y aproximadamente un
tercio desarrollara diabetes. Los anticuerpos anti-receptor de la insulina puede causar
diabetes mediante la union al receptor de la insulina, bloqueando asi la unién de la
insulina a su receptor en los tejidos diana. Sin embargo, en algunos casos, estos
anticuerpos pueden actuar como un agonista de la insulina después de la union al
receptor y por ello puede causar hipoglucemia. En el pasado, este sindrome se habia
denominado resistencia a la insulina tipo B.

h-Otros sindromes genéticos a veces asociados con la diabetes. Muchos

sindromes genéticos van acompaiiados de un aumento en la incidencia de la diabetes

mellitus. La lista de sindromes aparece en la tabla .4.2.

1.4.2.4-La diabetes mellitus gestacional (DMG)

DMG se define como cualquier grado de intolerancia a la glucosa con inicio o primer
reconocimiento durante el embarazo (en particular en el 3er trimestre del embarazo). La
definicion se aplica independientemente de si se utiliza insulina o solo modificacion de la
dieta como tratamiento o si la condicion persiste después del embarazo. Luego de seis
semanas o mas de terminado el embarazo, la mujer debe ser reclasificada, en una de las
siguientes categorias: 1) diabetes, 2) IFG (glucosa alterada en ayunas), 3) IGT (prueba de
tolerancia a la glucosa alterada) o 4) normoglucemia. En la mayoria de los casos de GDM, la

regulacion de la glucosa volvera a la normalidad después del parto.
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1.4.3-FISIOPATOGENESIS DE LA DIABETES MELLITUS

En los *90 se realizaron dos estudios que mostraron la importancia del control de la
hiperglucemia en la diabetes melitus tipo 1 y tipo 2. En el DCCT (Estudio de Control y
Complicaciones de la Diabetes) [DCCT, 1993] se estudiaron pacientes diabéticos de tipo 1 y
se observo que el grupo que llevaban un control intensivo de la glucemia presentd una
reduccion tanto en la aparicion de microangiopatias como en la progresion de las mismas, una
vez establecidas. En el UKPDS (Estudio Prospectivo de Diabetes en Reino Unido) [1998] se
estudiaron a personas con diabetes tipo 2 con un control intensivo de la hiperglucemia contra
un control convencional. Ademas en este estudio se estudi6 diferenciadamente a las personas
que presentaban hipertension arterial. Se observo que el tratamiento intensivo de la
hipertension se asocid a una reduccion en la presencia de microangiopatias y de
macroangiopatias relacionadas a la diabetes. Por lo tanto, este estudio demostrd la
importancia del control de la hiperglucemia, asicomo de los factores de riesgo cardiovascular,
para prevenir las complicaciones micro y macrovasculares.

Como vimos la hiperglucemia es la causa del dafio tisular que presentan las personas
diabéticas. El dafio es sobre un grupo de células, las células endoteliales capilares de la retina,
las células mesangiales en el glomérulo renal, las neuronas y células de Schwann en los
nervios periféricos [Brownlee, 2001]. En la diabetes, la hiperglucemia bafa a todas las células
de cada tejido, pero afecta solo a un grupo. Esto responde a que la mayoria de las células son
capaces de reducir el transporte de glucosa dentro de la célula cuando se exponen a la
hiperglucemia, por lo que su concentracion de glucosa interna se mantiene constante. Por el
contrario, las células dafiadas por la hiperglucemia son aquellas que no pueden hacer esto de
manera eficiente. Los mecanismos responsables de los efectos nocivos de la hiperglucemia en
el tejido son los siguientes: [Brownlee, 2005].

El primer mecanismo que se descubri6 fue el aumento de flujo de la via de los polioles
descrito en los nervios periféricos en 1966. Luego a finales de 1970 surgieron los productos
finales de glicacion avanzada (AGEs). A finales de 1980 y principios de 1990, se descubri6 la
activacion de la isoformas de la proteina quinasa C (PKC) inducida por la hiperglucemia. Y a
finales de 1990 se descubri6 un flujo aumentado de la via de las hexosaminas y la

consiguiente modificacion de proteinas por la N-acetilglucosamina.
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1.4.3.1-El aumento de flujo a través de la via de los polioles.

La via de los polioles, se centra en la enzima aldosa reductasa, la cual normalmente
tiene la funcion de la reduccion de aldehidos toxicos a alcoholes inactivos, pero cuando la
concentracion de glucosa en la célula se vuelve demasiado alta, la aldosa reductasa también
reduce la glucosa a sorbitol, que posteriormente se oxida a fructosa. En el proceso de
reduccion intracelular de glucosa en sorbitol, la aldosa reductasa consume el cofactor
NADPH.

Sin embargo, como se muestra en la Figura. .4.3.1, el NADPH también es el cofactor
esencial para la regeneracion de un antioxidante intracelular critico, el glutation reducido. Asi
la via del poliol, al disminuir la cantidad de glutatién reducido, aumenta la susceptibilidad al

estrés oxidativo intracelular [Brownlee, 2001].

ROS
Aldehidos | 5 p—
o »|| Aldosa reductasa H—D| Alcoholes inactivos ‘

Glucosa SDH
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NAD+ NADH
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@ reductasa GSH
Oxidada Reducida

Figura 1.4.3.1- Esquema del aumento de flujo a través de la via de los polioles. [Brownlee,
2001].

1.4.3.2-Produccion intracelular de precursores AGE

La produccién intracelular de los precursores de AGEs (Advanced Glycation End
Products) parece dafar las células mediante tres mecanismos (Figura 1.4.3.2). El primer
mecanismo es la modificacion de las proteinas intracelulares, en particular, de las proteinas
implicadas en la regulacion de la transcripcion génica. En el segundo mecanismo, los
precursores AGE pueden difundir fuera de la célula y modificar moléculas de la matriz
extracelular, cambiando de esta manera la sefializacion entre la matriz y la célula provocando
una disfuncion celular. El tercer mecanismo involucra la modificacion de las proteinas
circulantes en la sangre, tales como la albumina, por accidon de precursores AGE que difunden

fuera de la célula. Estas proteinas circulantes modificadas pueden unirse a los receptores de
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AGE vy activarlos, lo que ocasiona la produccion de citoquinas inflamatorias y factores de

crecimiento, que a su vez originan la patologia vascular [Brownlee, 2001].

Glucosa AGE
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mesangial / macrafago

Célula endotelial

Figura 1.4.3.2- Esquema del incremento intracelular de precursores AGE y sus

consecuencias. [Brownlee, 2001]

1.4.3.3-Activacion de la PKC

En esta via, la hiperglicemia dentro de la célula aumenta la sintesis de una molécula
llamada diacilglicerol, que es un cofactor esencial para la activacion de las isoformas clésicas
de la proteina quinasa —C, -, -0y - a. Cuando se activa la PKC por la hiperglucemia
intracelular, existe una variedad de efectos sobre la expresion genética (Figura 1.4.3.3). Por
ejemplo, disminuye la produccion de la sintasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS) y por lo
tanto de NO (vasodilatador), mientras que se incrementa la endotelina-1 (vasoconstrictor).
También se incrementan el factor de crecimiento transformante-f (TGF-f) y el inhibidor del

activador del plasmindgeno-1 (PAI-1) que contribuyen también a la oclusion vascular.
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Figura 1.4.3.3- Consecuencias de la activacion de la PKC inducida
por la hiperglucemia [Brownlee, 2001].
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1.4.3.4-Aumento de la actividad en la via de las hexosaminas

Cuando la concentracion de glucosa es alta dentro de una celula, la mayor parte de la
glucosa se metaboliza a través de la glucdlisis, pasa a glucosa-6 fosfato, a continuacion a
fructosa-6-fosfato, y luego por el resto de la via glucolitica. Sin embargo, algunas moléculas
de fructosa-6-fosfato se desvian hacia una via de sefializacion en la que una enzima llamada
GFAT (glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa) convierte la fructosa-6-fosfato a
glucosamina-6-fosfato y finalmente a UDP (uridina difosfato) N-acetil glucosamina. Luego
estos compuestos se adicionan a los residuos de serina y treonina de algunos factores de
transcripcion (de la misma forma que el proceso de fosforilacion). Esta modificacion con
glucosamina, a menudo da lugar a cambios patologicos en la expresion génica. Por ejemplo,
en la Figura 1.4.3.4, el aumento de la modificacion del factor de transcripcion Spl resulta en
incremento en la expresion del factor de crecimiento transformante-f; y del activador del

inhibidor de plasmindgeno 1, los cuales son perjudiciales para los vasos sanguineos diabéticos

AZA
o AS-GFAT J, S
Glucosamina-6-P

UDPGIcNAG

Figura 1.4.3.4- Hiperglicemia incrementa el flujo a través
de la via de la hexosamina. [Brownlee, 2001]

1.4.3.5-El mecanismo unificador

Buscando un mecanismo unificador que explique la patogénesis de la enfermedad
microvascular diabética se encontro un denominador comun entre todos los tipos de células
que son dafiadas por la hiperglucemia: un aumento de la produccion de especies reactivas del

oxigeno (ROS) [Brownlee, 2005].
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Figura 1.4.3.5- Produccion de superoxido inducida por hiperglicemia mediante la cadena de

transporte electronico mitocondrial [Brownlee, 2001].

Hay cuatro complejos I, II, IIT y IV en la cadena de transporte electronico mitocondrial. Cuando la
glucosa se metaboliza a través del ciclo del acido tricarboxilico (TCA), genera donadores de e-, el NADH (que
dona los e- al complejo I) y el FADH,, formado por la succinato deshidrogenasa,(que dona e- al complejo II).
Los electrones (¢7) de estos dos complejos se pasan a la coenzima Q, y luego se transfieren al complejo III,
citocromo-C, el complejo IV, y finalmente al O,, que se reduce a H,O. Parte de la energia de los electrones se
utiliza para bombear H+ a través de la membrana en los complejos I, IIT y IV.La energia de este gradiente de
potencial a traves de la mb mitocondrial impulsa la sintesis de ATP por la ATP sintasa. Por otra parte, las
proteinas desacoplantes (UCPs) pueden disminuir gradiente de potencial para generar calor como una forma de
mantener la tasa de generacion de ATP constante.

En las células diabéticas con alto nivel de glucosa en su interior, hay mas glucosa que
se oxida en el ciclo del ATC, que en realidad empuja a méas donantes de electrones (NADH y
FADH2) en la cadena de transporte electronico. Como resultado, el gradiente de potencial a
través de la membrana mitocondrial aumenta hasta llegar hasta un umbral. En este punto, la
transferencia de electrones en el interior del complejo III esta bloqueada, haciendo que los
electrones se acumulen en la coenzima Q, que dona los electrones uno a la vez al oxigeno
molecular, lo que genera superdxido (Figura 1.4.3.5). La isoforma mitocondrial de la enzima
superoxido dismutasa degrada este radical libre del oxigeno a peréxido de hidrogeno, que

luego se convierte en H,O y O, por otras enzimas.

1.4.3.6-La produccion de superdéxido mitocondrial inducida por la hiperglucemia
activa las cuatro vias de dafio por la inhibicion de GAPDH.
La figura 1.4.3.6.1 muestra el esquema que se propuso para unir todas las vias. Este

modelo se basa en el hecho de que la diabetes en animales y pacientes, y la hiperglucemia en

47



Introduccion: Diabetes Mellitus

las células, todas disminuyen la actividad de una enzima glucolitica clave: la gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Cuando se inhibe la actividad de GAPDH, se incrementa el
nivel de todos los intermediarios glucoliticos que se encuentran en fases previas. Los niveles
crecientes del metabolito glucolitico gliceraldehido-3-fosfato activan aguas arriba dos de las
cuatro vias. Se activa la via de los AGEs, dado que el metilglioxal uno de los principales
precursores AGE intracelular, que se forma a partir del gliceraldehido 3-fosfato. También
activa la ruta PKC, ya que el activador de la PKC, el diacilglicerol, también se forma a partir

de gliceraldehido-3 fosfato.

NADPH NADP' NAD' NADH
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A OHAP A—A A a-glicerolP =3 ADAG == APKC
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A Gliceraldehido-3P
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* GAPDH @ A PARP * Metilglioxal % A AGEs
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Figura 1.4.3.6.1- La produccion de superoxido mitocondrial inducida por la hiperglucemia
activa las cuatro vias de dafio por la inhibicion de GAPDH [Brownlee, 2001].

Mas arriba, los niveles fructosa-6-fosfato aumentan, lo que aumenta el flujo a través de
la via de las hexosamina, donde fructosa 6-fosfato se transforma en UDP-N
acetilglucosamina (UDP-GIcNAc) por la enzima GFAT. Por ultimo, la inhibicion de GAPDH
aumenta los niveles intracelulares de glucosa. Esto aumenta el flujo a través de la via de los
polioles, donde la enzima aldosa reductasa consume NADPH en el proceso.

La produccion de superdxido mitocondrial inducida por la hiperglucemia inhibe la GAPDH in
vivo, mediante la activacion de poli-ADP ribosa polimerasa. (PARP).

La PARP, es una enzima reparadora de ADN que se encuentra exclusivamente en el

nucleo, y GAPDH, una enzima glicolitica que residen en el citosol. Normalmente, PARP
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reside en el nicleo en forma inactiva, a la espera de dafio en el ADN para activarse (Fig.
1.4.3.6.2). Cuando el aumento de la glucosa intracelular genera aumento de ROS en la
mitocondria, encontramos que estos radicales libres inducen roturas en las hebras de ADN,
activando a la PARP. Una vez activada, PARP divide a la molécula de NAD en sus dos
componentes: el acido nicotinico y ADP-ribosa. PARP luego procede a hacer polimeros de
ADP-ribosa, que se acumulan en GAPDH y otras proteinas nucleares. Aunque se suele pensar
que la GAPDH reside exclusivamente en el citosol, normalmente se encuentra dentro y fuera

del nticleo, donde desempefia un papel critico en la reparacion del ADN.
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Figura 1.4.3.6.2- Mecanismo unificador del dafio celular causado por la hiperglicemia.
La hiperglucemia intracelular en las células blanco de las complicaciones diabéticas, provoca aumento de la
produccion mitocondrial de ROS, lo que causa ruptura en las cadenas de ADN nuclear, que activan la PARP. La
PARP a continuacion, modifica GAPDH, lo que reduce su actividad. Por tltimo, la disminucién de la actividad
GAPDH activa la via de los polioles, aumenta la formacion de AGE intracelular, activa la PKC vy,

posteriormente, NF kB, y aumenta el flujo de la via de las hexosaminas [Brownlee, 2001].

1.4.4-COMPLICACIONES CRONICAS DE LA DIABETES MELLITUS

Las complicaciones vasculares de la diabetes mellitus son la principal causa de
morbilidad y mortalidad en los paises desarrollados y constituyen una creciente preocupacion
para las autoridades sanitarias de todo el mundo [Zimmet et al, 2001].

Las complicaciones cronicas mas comunes en los pacientes con Diabetes mellitus son
la enfermedad renal terminal (nefropatia diabética) y la enfermedad cardiovascular. Asi, estas
complicaciones son responsables del 50-80% del total de los fallecimientos.

Tradicionalmente, la retinopatia, nefropatia y la neuropatia han sido denominadas
complicaciones microvasculares o microangiopatias. Por otro lado, la aterosclerosis y sus

secuelas: el infarto agudo de miocardio, el accidente cerebrovascular y el accidente vascular
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periférico con gangrena se conocen como complicaciones macrovasculares 0
macroangiopatias.

Existen también complicaciones mixtas, como el pie diabético y las alteraciones Oseas
y articulares, en las cuales se interrelacionan las disfunciones micro y macrovasculares, dando

como resultado una patologia de origen complejo.
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1.5-PRODUCTOS DE GLICACION AVANZADA (AGEs)

1.5.1-INTRODUCCION

Los productos finales de glicacion avanzada (AGEs) son una clase heterogénea de
moléculas formadas a partir de reacciones aminocarbonilo de naturaleza no enzimatica, que se
producen a lo largo de la vida pero se incrementan en el estado de hiperglucemia de la
diabetes. Considerados importantes mediadores patogenicos de las complicaciones diabéticas,
los AGEs son capaces de modificar de manera irreversible las propiedades quimicas y
funcionales de las diversas estructuras bioldgicas. A través de la generacion de radicales
libres, la formacion de enlaces cruzados con proteinas o interacciones con receptores
celulares, los AGEs promueven, respectivamente, el estrés oxidativo, cambios
morfofuncionales y aumento de la expresion de mediadores inflamatorios. La contribucion de
AGEs para el desarrollo y progresion de complicaciones de la diabetes esta bien demostrado

en la literatura [Barbosa et al, 2008; Jakus y Rietbrock, 2004; Ahmed, 2005].

1.5.2-LA FORMACION DE AGEs

Los productos finales de glicacion avanzada (AGEs) son una gran variedad de
sustancias que se forman a partir de reacciones amino carbonilo de naturaleza no enzimatica
entre azucares reductores (o lipidos oxidados) y proteinas, acidos nucleicos o
aminofosfolipidos [Barbosa et al, 2008]. Aunque algunos de los mecanismos que conducen a
la formacion de AGEs permanecen aun desconocidos, la quimica de estas complejas
reacciones puede esquematizarse como se muestra en la Fig. 1.5.2.1

La reaccion de Maillard comienza con la reaccion de un carbonilo (aldehido o cetona)
de un aztcar reductor para formar una base de Schiff reversible con un grupo amino de una
biomolécula, por ejemplo, el aminoacido lisina. La base de Schiff puede sufrir rearreglos
intramoleculares para formar un producto de Amadori, el cual luego sufre una serie de
rearreglos, deshidratacion, y condensacion para formar un producto final irreversible el cual
puede ser fluorescente y de color marron amarillento, algunos pueden formar
entrecruzamientos estables inter e intramoleculares [Ulrich y Cerami, 2001]. Algunos

ejemplos de los distintos tipos de AGEs lo podemos apreciar en la Fig. .5.2.2.
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(|3=0 + HoN — Proteina H-IC = N— Proteina Hz-(ll— NH — Proteina
H- <]3 OH Proteina H- ('.: OH ? B
HO-IC"H » HO-F’H — HO-|C'H
-
H-c|:-0H H-(|:-0H H-lc-OH
H-(IJ-OH H-C- OH H-(IS-OH
CH,OH CH,OH CH,OH
Glucosa Base de Shiff Producto de Amadori
_ Ha- f|3— NH — Proteina ‘
AGE Proteina H- (‘: -OH
D -~
wo p— — HO - F_. H
Proteina — AGE — Proteina H‘?‘ H
e
Productosfinales de H-C=0
licacién avanzada e s -
9 (AGE) Intermediario dicarbonilico

Fig. 1.5.2.1 Ejemplo de la via clasica de la glicosilacion de proteinas por la glucosa que lleva

a la formacion de AGE a través de productos de Amadori.
La primera reaccion entre la glucosa y grupo amino de una proteina forma una base de Schiff reversible la cual

puede reorganizarse y dar un grupo fructosamina o producto de Amadori. Con el tiempo los productos de
Amadori pueden formar AGE a través de intermediarios dicarbonilos, tales como la 1,4 deoxiglucosona unida a
proteinas plasmaticas. [Peyroux y Sternberg, 2006]

Los mecanismos alternativos para la formacion de AGEs incluyen la llamada via de
estrés carbonilico, en la que la oxidacion de los lipidos o azicares genera a compuestos
dicarbonilicos intermediarios altamente reactivos [Huebschmann et al, 2006]. La glucolisis y
autooxidacion de la glucosa, por ejemplo, producen metilglioxal y glioxal, que interactian
con los aminoacidos para formar AGEs. Estos compuestos dicarbonilicos llegan a ser 20.000
veces mas reactivos que la glucosa y son los principales intermediarios de la formacion de
AGEs [Meade et al, 2003]. Los AGEs formados a partir de la oxidacién de los azicares o
lipidos también se pueden llamar, respectivamente, productos de glicoxidacion o lipoxidacion
avanzada. Debido a la complejidad y heterogeneidad de las reacciones que pueden ocurrir,
pocos AGEs han sido claramente identificados, bien caracterizados y ampliamente estudiados,

por ejemplo la carboximetilisina (CML), y los AGEs pirralina y pentosidina [Barbosa et al,

2008].
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(A) AGEs entrecruzados fluorescentes:
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Fig. Fig. 1.5.2.2 Estructuras quimicas de los tres tipos de AGE:
(A) AGE entrecruzados fluorescentes como la pentosidina y crosslina, (B) AGE entrecruzados no fluorescentes
como glucosepan y el MOLD, (metilglioxal lysine dimer) (C) AGE no entrecruzados como la CML y pirralina.
[Peyroux y Sternberg, 2006]

In vivo, la cantidad de AGEs que se encuentran sobre una proteina depende de la
reactividad inherente de sus grupos aminos y esta determinada por el microambiente, la
concentracion de glucosa, y la vida media de las proteinas [Wautier y Schmidt, 2004].

Inicialmente se creia que los AGEs se formaban principalmente a partir de las
reacciones no enzimaticas entre la glucosa y las proteinas extracelulares. Sin embargo, debido
a la mayor reactividad de los precursores dicarbonilicos derivados de la glucosa generados
intracelularmente (glioxal, metilglyoxal y 3 deoxiglicosona), en la actualidad se considera que
la alta concentracion de glucosa dentro de la célula es el evento principal de iniciacion en la

formacion de AGEs tanto intra como extracelulares [Brownlee, 2005; Brownlee, 2001].
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1.5.3-METABOLISMO DE LOS AGEs

El pool endogeno de AGEs refleja principalmente el equilibrio cinético de dos
procesos opuestos: la formacion endogena y la captacion de AGEs exdgeno, por una parte, y
por otro lado la degradacién y la eliminacion de AGEs por los sistemas especializados [Jakus
y Rietbrock, 2004].

La formacion de AGEs se produce lentamente, en condiciones fisiologicas, y afecta
principalmente a moléculas de larga vida media, como el colageno, que ejercen una funcion
importante en el proceso de envejecimiento [Forbes et al, 2005]. Otras proteinas de larga
duracion también pueden sufrir glicacion avanzada, incluyendo la mielina, tubulina, activador
del plasmindgeno 1 y el fibrinogeno [Vlassara, 1996].

Sin embargo, en condiciones de hiperglucemia o estrés oxidativo, la formacion de
AGEs aumenta considerablemente [Jay et al, 2006; Lapolla et al, 2005]. Las personas con
diabetes tienen concentraciones séricas de AGEs significativamente mas alto que los sujetos
no-diabéticos [Sharp et al, 2003]. La evaluacion de la hemoglobina glucosilada (HbA1C),
variante de la hemoglobina que transporta un producto de Amadori en su cadena f3, refleja la
aparicion de hiperglucemia en los ultimos tres meses e, indirectamente, la glicacion avanzada
[Rahbar, 2005; Forbes et al, 2005].

La formaciéon de AGEs es predominantemente enddgena, pero estos productos pueden
ser introducidos en el cuerpo por fuentes exdgenas, como el tabaquismo y la dieta [Peppa et
al, 2003].

La dieta es considerada la principal fuente exdgena de AGEs y puede ejercer una
influencia importante en el desarrollo de diversas patologias, especialmente la diabetes
[Vlassara, 2005]. Se sabe que aproximadamente el 10% de los AGEs ingeridos con la dieta
son absorbidos, aunque los mecanismos relativos a la absorcion de tales, no son totalmente
comprendidos. De la fraccion absorbida, aproximadamente dos tercios son retenidos en el
cuerpo y solo un tercio se excreta en la orina dentro de 48 horas para los sujetos con funcion
renal normal [Koschinsky et al, 1997].

La formacion de AGEs en los alimentos se ve reforzada por métodos de elaboracion
que utilizan altas temperaturas y baja humedad (coccion al horno o a la parrilla), y alimentos
ricos en contenido de materia grasa [Goldberg et al, 2004]. Hay evidencias de que los AGEs
dietéticos se afiaden al pool de AGEs endogeno, lo que favorece la aparicion y progresion de

las complicaciones de la diabetes [Peppa et al, 2003; Vlassara H, 2005].
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El humo es también una importante fuente exdégena de AGEs. Durante la combustion
de tabaco, las especies reactivas de AGEs se volatilizan, son absorbidos por los pulmones y
pueden interactuar con las proteinas del suero [Vlassara y Palace, 2002]. Esto se refleja en el
hecho de que las concentraciones séricas de AGE y apoproteina B-AGE en los individuos
fumadores son significativamente mayores que en las personas no fumadoras [Cerami et al,
1997].

El cuerpo tiene mecanismos de defensa contra la acumulacion de AGEs. Los sistemas
de enzimas como la oxaldehido reductasa y la aldosa reductasa son capaces de influir en el
pool enddgeno de los AGEs y en la desintoxicacion eficiente de los intermedios dicarbonili-
cos reactivos. Los sistemas enzimdticos glioxilasa I y II, fructosamina-3-quinasa y oxidasa
fructosamina (amadoriasa) también son responsables de la interrupcion de las reacciones de
glicacion en diferentes etapas. Sin embargo, en condiciones de exceso de AGEs, como la
diabetes, hiperlipidemia, insuficiencia renal y en los individuos que consumen una dieta con
alto contenido de AGEs, estos sistemas pueden no ser suficientes [Barbosa et al, 2008].

La eliminacion de los AGEs formados sobre los distintos componentes tisulares, se
lleva a cabo por protedlisis extracelular o por células scavenger como los macrofagos, que
endocitan AGEs a través de receptores y realizan una proteolisis intracelular [Bierhaus et al,
1998]. La proteolisis intracelular de AGEs produce AGE-péptidos (también Ilamados
"segunda generacion de AGEs") y "aductos AGE libres " (aductos AGE unidos a un solo
aminoacido) que, tras ser liberados en el plasma, pueden ser excretadas en la orina [Gugliucci,
2007]. La resistencia de las proteinas de matriz extracelular a la proteolisis, hace que la
eliminacion de los AGEs unidos a estas sea menos favorables [Gugliucci, 2007]. Mientras que
los aductos AGEs libres se vierten directamente en la orina, los AGE-péptidos son
endocitados por las células epiteliales del tibulo proximal y posteriormente degradados por el
sistema endolisosomal a AGEs-aminoacidos. Existe la hipdtesis de que los AGE-aminoacidos
se exportan de nuevo a la luz de la nefrona para una posterior excrecion [Gugliucci y
Bendayan, 1996]. Los aductos AGEs libres son la principal forma de excrecion de los AGEs
por orina, mientras que la excrecion como AGEs-péptidos ocurre en menor medida [Gugliucci
y Bendayan, 1996].

Por lo tanto, la eficiencia de remocion de AGEs depende, en tltima instancia, de la
eficacia de la depuracién renal. La disfunciéon renal que se presenta en pacientes con

nefropatia, por ejemplo, resulta en la ineficiente remocion de AGEs circulantes y contribuye
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considerablemente a las altas concentraciones de AGEs sérico y tisular encontrados en estos

indiduos [Gugliucci, 2007; Nakamura et al, 2003].

1.5.4-MECANISMOS DE ACCION LOS AGEs

Los AGEs pueden dafiar las células por tres mecanismos basicos: El primero es la
modificacion de las estructuras intracelulares, incluyendo aquellas que participan en la
transcripcion génica. El segundo mecanismo es mediante la modificacion de la sefializacion
de las moléculas de la matriz extracelular (glicadas) y la célula, causando disfuncion. El tercer
mecanismo se refiere a la modificacion de proteinas o lipidos en la sangre. Las proteinas y los
lipidos circulantes modificados por los AGEs a continuacion, pueden unirse a receptores
especificos, causando la produccion de citoquinas inflamatorias y factores de crecimiento, que
a su vez, contribuyen a la patologia vascular de la diabetes [Bierhaus et al, 1998; Brownlee,
2005].

Hoy en dia, sabemos de la existencia de un complejo sistema de reconocimiento de los
AGE:s, que tienen un papel importante en la patologia asociada con la diabetes [Vlassara y
Palace, 2002].

Entre una variedad de receptores para AGEs que se han descrito en la literatura, la
molécula del receptor RAGE es probablemente el mejor caracterizado [Lin, 2006; Yonekura
et al, 2005].

El RAGE pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas de superficie de la
célula, con su gen localizado en el cromosoma 6 en el complejo mayor de histocompatibilidad
entre los genes de clase II y III. Las regiones para el factor nuclear-kB (NF-kB) y la
interleucina-6 (IL-6) se encuentran en el gen promotor de RAGE, controlando la expresion de
este receptor RAGE y asociando al RAGE las respuestas inflamatorias.

El RAGE es minimamente expresado en tejidos y vasos en condiciones fisiologicas.
Sin embargo, su expresion esta aumentada en los macrofagos, monocitos, células musculares
lisas, células endoteliales, astrocitos y osteoblastos en condiciones de exceso de AGE, un
ejemplo de retroalimentacion positiva [Lin, 2006; Goldin et al, 2006; Cortizo et al, 2003;
Mercer et al, 2007].

Estudios in vitro han demostrado que la union RAGE /AGEs lleva a la produccion de
estrés oxidativo debido a la estimulacion de NAD(P)H oxidasa que produce un aumento de

ROS [Goldin et al, 2006]. La generacién de ROS incrementa los niveles de p21™ unidos a
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GTP activando asi a las ERK 1 y 2. De ese modo las ERKs producen la activacion del factor
de transcripcion NF-kB [Schmidt et al, 1999].

La interaccion entre AGE y RAGE, en las células endoteliales, activa la transcripcion
NF-kB, lo que aumenta la expresion posterior de sus genes diana, como la endotelina-1,
molécula de adhesion celular vascular-1 (VCAM-1), selectina E, el factor tisular,
trombomodulina, el VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular) y citoquinas pro-
inflamatorias como las interleuquinas-la (IL-1a), IL-6 y el factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a), ademas regula positivamente al mismo RAGE (Fig 1.5.4.1). El bloqueo de RAGE, a
su vez, inhibe la activacion de NF-kB [Yonekura et al, 2005; Goldin et al, 2006].
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Fig 1.5.4.1. Esquema de sefalizacion de la activacion del receptor para los compuestos de

glicosilacionavanzada (RAGE) [Mosquera, 2010].

Luego de la activacion de RAGE por alguno de sus ligandos (CGAs o AGEs), el componente citosdlico de la
molécula activa una red de sistemas de sefializacion compuesta principalmente por las cinasas del fosfoinositide
3 o protein cinasa-B (PI3K), la protein cinasas activadas por mitdogenos (MAPK s compuesta por: la cinasa
terminal Jun-N (JNK), p38 y las cinasas reguladas por signos extracelulares: ERK) y el Ras. Estas sefializaciones
convergen en el complejo de cinasas llamadas IKK signalsoma que fosforilan al inhibidor del factor de
transcripcion NF-kB en el citoplasma (IK-Bs); este deja libre al NF-kB y posteriormente es degradado.

El NF-kB se transloca al nucleo induciendo al ADN a codificar para varios factores proinflamatorios como la
expresion de moléculas de adhesion, citocinas, quimiocinas y el estrés oxidativo. A su vez el ADN codifica para
la neoexpresion de RAGE, actuando como un mecanismo de retroalimentaciéon y aumentando el proceso
inflamatorio. Per se, la activacion de RAGE puede directamemente influir en el estrés oxidativo al aumentar la
expresion de la oxidasa del NAD(P)H y originar aumento del contenido de anidn superoxido.

Por otra parte, se ha demostrado que RAGE se une a una serie de otros péptidos y

proteinas que no son AGE, incluyendo algunas isoformas de S100 [Stern et al, 2002] y
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anfoterina (HMGB-1 high mobility group box 1) [Yan et al, 2004], ligandos que también
estan implicados en la lesion vascular progresiva.

El RAGE endégenos solubles (SRAGE) es una variante del receptor de membrana y se
ha detectado en el plasma. Este RAGE soluble carece de los dominios transmembrana COOH
terminal y pueden unir a ligandos extracelulares. El exceso de sRAGE puede unir
competititivamente a ligandos del RAGE, evitando su interaccion con el receptor RAGE
transmembrana y, por tanto, impidiendo la sefializacion celular. El papel como potencial
terapéutico de SRAGE se ha descripto en modelos experimentales de nefropatia diabética y
aterosclerosis [Goh y Cooper, 2008].

Otros receptores, como los llamados AGE-R1, AGE-R2 y AGE-R3/ galectina-3, y el
Ezrin, radixin y moesina (familia de ERM) [McRobert et al, 2003] y receptores scavenger de
macrofagos clase A tipos [ y II, también son capaces de reconocer y unirse a AGEs [Goldin et
al, 2006].

AGE-R1 (oligosacariltransferasa 48) facilita el aclaramiento de AGE, y parece estar
implicado en la union especifica y la degradacion del ligando AGE.

AGE-R3 (galectina-3) pertenece a la familia de las lectinas, proteinas de union a
hidratos de carbono. AGE-R3 estéd regulado positivamente en la hiperglucemia y después de
la exposicién a AGE, por ejemplo en osteoblastos en cultivo [Mercer et al, 2004].

La familia de las proteinas ERM (ezrin, radixin y moesina) se ha visto que se unen a
AGE, con una afinidad similar a otros receptores tales como RAGE. Las ERM estan presentes
en todos los 6rganos donde se presentan complicaciones en la diabetes y la interaccion de
AGEs con el sitio de union localizado en el extremo N-terminal de las ERM podria inhibir sus
funciones [McRobert et al, 2003]. Estas funciones incluyen enlaces cruzados entre las
proteinas de la membrana plasmatica y el citoesqueleto de actina, por lo tanto, la presencia de
AGE:s alteraria la interaccion célula-célula, la adhesion célula-matriz extracelular y produciria
una forma irregular de la célula.

El llamado CD36, receptor scavenger clase B, de manera similar reconoce AGEs y
participa en la eliminacion de estos compuestos de la circulacion y tiene un importante papel
en la induccion de estrés oxidativo en la célula.

Los AGEs son también reconocidos por el receptor scavenger clase E, receptor lectina-
like de LDL oxidada-1 (LOX-1), y la presencia de AGEs aumenta la expresion de LOX-1 en
ratas diabeticas. Otros receptores scavenger que unen AGEs son Fasciclina, factor de

crecimiento epidérmico-like (EGF), el factor de crecimiento epidérmico tipo laminina-like
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(LE), dominio de enlace que contienen los receptores scavenger-1 y -2 (FEEL-1, y FEEL-2)
[Goldin et al, 2006].

1.5.5-ROL DE LOS AGES EN LAS COMPLICACIONES DE LA DIABETES

Los AGEs se consideran importantes mediadores patogénicos de las complicaciones
de la diabetes, convencionalmente clasificadas en micro y macroangiopatias.

La microangiopatia diabética es un término general usado para describir los cambios
funcionales de lechos microvasculares en los que las células del endotelio son
progresivamente dafiadas por la hiperglucemia, lo que resulta en la oclusion capilar, isquemia
e insuficiencia organica

El término macroangiopatia diabética se refiere a complicaciones cardiovasculares,
enfermedades que constituyen la principal causa de morbimortalidad en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2

Ambos tipos de diabetes 1 y 2 representan un factor de riesgo independiente y de gran
alcance para la enfermedad arterial coronaria, accidente cerebrovascular y enfermedad arterial
periférica [Basta et al, 2004; Vlassara y Palace, 2003].

1.5.5.1 AGE y microangiopatia diabética.

Las células que se ven particularmente afectadas por la hiperglucemia son: las células
endoteliales de los capilares de la retina, las células mesangiales de los glomérulos renales, las
neuronas y las células de Schwann en los nervios periféricos. Esto se debe a la incapacidad de
estas células de regular el transporte de glucosa al medio interno, siendo susceptibles a las
altas concentraciones de glucosa durante los estados de hiperglucemia. Estas altas
concentraciones intracelulares de glucosa, a su vez, estimular las vias bioquimicas
responsables de los cambios fisiopatoldgicos de la diabetes, es decir, la via de los polioles, la
via de la hexosamina, la via de los AGEs y la via de la proteina quinasa C, entre las cuales se
destaca la via de formacion de AGEs [Brownlee, 2005; Brownlee, 2001].

1.5.5.1.1 La nefropatia diabética

La nefropatia diabética es la causa principal de la enfermedad renal en los paises
desarrollados [Yamamoto et al, 2001a]. Aunque los eventos moleculares precisos que llevan a
la nefropatia diabética estan siendo todavia investigados, se sabe que se acumulan altos
niveles de AGE en la membrana basal glomerular, las células mesangiales, los podocitos y
células tubulares renales [Soulis-Liparota et al, 1995]. Los AGE (a través del RAGE)

aumentan la liberacion del factor de crecimiento tumoral- (TGF-), que estimula la sintesis
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de componentes de la matriz de colageno, un fendémeno que debe contribuir, al menos
parcialmente, al engrosamiento de la membrana basal caracteristico de la nefropatia diabética
[Oldfield et al, 2001]. La acumulacion de AGEs en el colageno de la membrana basal, junto
con la capacidad de estos compuestos para unirse a las proteinas plasmaticas, también pueden
contribuir al engrosamiento la membrana basal, cambios en la filtracion y finalmente a la
pérdida de la funcion glomerular. La reduccion de la filtracion es, en parte, debido a la
compresion de los capilares y a una disminucion de la superficie donde se produce la
filtracion a causa de la expansion del lecho mesangial [Barbosa et al, 2008]. Las células
mesangiales en cultivo expresan receptores para los AGEs y responden a los AGEs mediante
el aumento de la sintesis de proteinas de la matriz y el colageno tipo IV [Vlassara y Palace,
2002].
1.5.5.1.2 La retinopatia diabética

La CML (entre otros AGEs) se ha localizado en los vasos sanguineos de la retina en
pacientes con diabetes tipo 2 y este hallazgo se correlaciona con el grado de retinopatia
[Murata et el, 1997; Stitt, 2001]. Cuando los animales no diabéticos se infunden con
albamina-AGE preformados, los aductos se acumulan alrededor y dentro de los pericitos,
colocalizados con RAGE, inducen engrosamiento de la membrana basal, y contribuyen a la
ruptura de la barrera hemato-retiniana interna [Stitt et al, 1997; Stitt et al, 2000].

Los pericitos expresan receptores RAGE que cuando interactuan con sus ligandos
AGE, desencadenan el aumento de la transduccion de sefiales celulares y causan de los
fendomenos caracteristicos de la retinopatia diabética: la pérdida de pericitos. En las células
endoteliales, RAGE-AGE causa sobreproduccion del factor de crecimiento de las células del
endotelio vascular (VEGF), que a su vez, estimula la angiogénesis y la neovascularizacion,
ambos también implicados en la patogénesis de la retinopatia [Ahmed, 2005].

1.5.5.1.3 La neuropatia diabética periférica

Se han documentado elevados niveles de AGEs en los nervios periféricos de los
sujetos con diabetes. La via AGE- RAGE es un mecanismo probable que vincula la
microangiopatia y la neuropatia, y es apoyado por la colocalizacion de la CML, RAGE, el
NF-kB e IL-6 en los vasos epineurales, perineurales y endoneurales. Se ha demostrado en
modelos murinos [Chen et al, 2004] que los AGE empeoran la neuropatia diabética mediante
la reduccion de la velocidad de conduccion sensomotora y la disminucion de flujo sanguineo

a los nervios periféricos [Ahmed, 2005].
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1.5.5.2 AGE y macroangiopatia diabética.

En contraste con las células implicadas en la enfermedad microvascular de la diabetes,
en las células endoteliales arteriales, capaces de regular la concentracion interna de la glucosa,
hay un aumento en el flujo de acidos grasos libres desde los adipocitos debido a la resistencia
a la accion de insulina o a la falta de esta hormona. El consiguiente aumento de la oxidacion
de los acidos grasos por las mitocondrias conduce a una superproduccion de especies
reactivas del oxigeno (ROS) por la cadena de transporte de electrones mitocondriales, que
activa las vias bioquimicas mismo responsable de los cambios fisiopatoldgicos en la diabetes:
la via de los polioles, a través de la hexosamina, a través de la proteina quinasa C y la via de
la formacion de AGEs [Brownlee, 2005; Brownlee, 2001].

Las AGEs pueden ser altamente perjudiciales para la integridad y la funcion de los
vasos sanguineos de varias maneras. En la pared de los vasos los AGEs forman enlaces
cruzados intra e intermolecular dentro de proteinas de la matriz, "atrapan" las proteinas
plasmaticas, provocan la rigidez de la vasculatura, e inhiben la actividad del 6xido nitrico
(NO) y prostaciclina (PGI2), ademas de interactuar con los receptores para modular un gran
numero de propiedades celulares. Los AGEs no s6lo disminuyen los niveles de estos dos
factores relajantes, sino que también induce la produccion de endotelina-1 (un potente
vasoconstrictor) por las células endoteliales mediante la activacion de NF-kB.

En las lipoproteinas plasmaticas de baja densidad (LDL), los AGE inician reacciones
oxidativas que promueven la formacion de LDL oxidada. La interaccion de los AGEs con las
células que se acumulan en las placas ateroscleroticas, como los fagocitos mononucleares y
células musculares lisas, generar estimulos que intensifican la respuesta inflamatoria.

Ademas, la interaccion de los AGEs con los componentes de la pared del vaso
aumenta la permeabilidad vascular, la expresion de la actividad procoagulante y la generacion
de ROS, dando lugar a una mayor expresion de moléculas de adhesion endotelial de
leucocitos. Los AGEs modulan las fases iniciales de aterogenesis, provocando un proceso
inflamatorio-proliferativo y contribuyendo a la propagacion de la inflamacion y alteracion
vascular en la enfermedad establecida [Barbosa et al, 2008; Basta et al, 2004; Goldin et al,
2006].
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1.6-HUESO DIABETICO

La relacion entre diabetes y osteopenia ha recibido considerable atencion en los
ultimos 60 afios, iniciada con los hallazgos de Albright y Reifenstein, quienes demostraron,
mediante la evaluacion con rayos X, la pérdida de masa mineral 6sea de pacientes diabéticos
[Albright y Reifenstein, 1948]. Desde entonces, la relacion entre la osteopenia y la diabetes
esta bien establecida.

La diabetes mellitus se ha asociado con la aparicion de una serie de complicaciones
que afectan el sistema esquelético, de manera colectiva conocido como “enfermedad diabética
osea” u “osteopatia diabética” [Bouillon, 1991].

El fenotipo esquelético diabéticos presenta las siguientes caracteristicas: [Retzepi y
Donos, 2010]

-disminucion del crecimiento 6seo lineal durante de crecimiento puberal en adolescentes con
diabetes [Salerno et al.1997];

-reduccion de la DMO y mayor riesgo de aparicion de osteopenia y osteoporosis [Vestergaard
2007];

-aumento del riesgo de fractura [Janghorbani et al, 2007];

-alteracion de la cicatrizacion 6sea y alteracion potencial de regeneracion dsea [Cozen, 1972].

El hallazgo de osteopenia y osteoporosis en pacientes jovenes con diabetes mellitus
tipo 1, incluso poco después de la aparicion de la diabetes mellitus, ha llevado a la hipdtesis
de que la insulina actia como un factor anabolico 6seo [Thrailkill et al, 2005]. Debido a que
la diabetes mellitus tipo 1 se produce normalmente en nifios, adolescentes y jovenes, la
deficiencia de insulina coincide con una relativa inmadurez esquelética, por lo tanto podria
afectar la acumulacion 6sea y el pico maximo de masa 6sea [Hofbauer et al, 2007].

Un mayor pico de masa Osea, se prevé para los pacientes con diabetes tipo 2, cuya
enfermedad generalmente comienza mas tarde en la vida y ademads tienden a tener sobrepeso.

Se encuentra una disminucion en la DMO en pacientes con diabetes tipo 1 pero una
DMO normal o incrementada para los de tipo 2. [Rékel et al, 2008]. En ambos tipos de
diabetes, la formacion de hueso, la microarquitectura y por lo tanto la calidad dsea estan
alteradas. Muchos estudios muestran que en la diabetes hay una disminucion en la formacion
Osea mientras que la resorcion y la mineralizacion se presentan normales. Este estado de bajo
recambio 0seo se corresponde con la observacion de una disminucidon en el tiempo de
reparacion de fracturas oOseas en la diabetes. En los pacientes con diabetes tipo 2 la

disminucién en el recambio 6seo explicaria el aumento en la DMO observada, mientras que
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otros postulan que esto aumenta la fragilidad del hueso, independientemente de la DMO, a
través de la acumulacion de microfracturas. [Rékel et al, 2008].

Un estudio del 2001 de Nicodemus y Folson demostré que el riesgo de fracturas de
cadera es 12 veces mayor en mujeres con diabetes tipo 1 en comparacion con la poblaciéon
general. Por su parte, las mujeres con diabetes tipo 2 tenian un aumento significativo de 1,7
veces en el riesgo. Estos hallazgos coinciden con los descriptos en el estudio sistematico que
realiz6 Janghorbani et al [2007] de todas las publicaciones que presentaban la relacion entre la
diabetes de tipo 1 y diabetes de tipo 2 y el riesgo de fracturas. Se encontré que la asociacion
entre el tipo de diabetes y la incidencia en la fractura de cadera fue mayor en la diabetes tipo 1
(Riesgo Relativo: 6) que para la diabetes tipo 2 (Riesgo Relativo: 2).

La interpretacion de los datos de fracturas como una medida del metabolismo 6seo es
particularmente dificil en los pacientes con diabetes de larga data [Ivers et al, 2001], porque
las complicaciones visuales y neurologicas pueden predisponerlos a accidentes, de modo que
un mayor riesgo de fracturas no solamente depende de la densidad 6sea. Otros factores que
hacen que los estudios sean dificiles de interpretar es la presencia de la enfermedad renal
diabética y la neuropatia periférica que podrian contribuir a una pérdida de mineral. En la DM
tipo 1 la neuropatia periférica constituye un factor de riesgo independiente para reducir la
densidad mineral 6sea (BMD) en el esqueleto en general [Rix et al, 1999; Rékel et al, 2008].

Si bien existen pruebas tanto para una mayor tasa de fracturas y la densidad 6sea
anormal en ambas formas de diabetes, la magnitud del riesgo es claramente mayor en los
pacientes con diabetes mellitus tipo 1.

Uno de los posibles factores que altera la calidad 6sea en la diabetes es la presencia de
AGEs en el hueso.

En un estudio se mostrd que los niveles séricos de CML y pentosidina se encuentran
aumentados en pacientes osteoporoticos cuando se los compara con los pacientes sanos [Hein,
2003].

Los AGEs se acumulan con la edad, pero se ven incrementados en la diabetes. El
proceso de formacion d6sea puede ser influenciado y alterado por la modificacion de las
proteinas del hueso por AGEs.

La FAL o6sea es una proteina que estd involucrada en la formacion de hueso y en el
proceso de mineralizacion, se ensayd in Vitro y se observo que se inactiva mediante la
reaccion de Maillard [Koyama et al, 1998]. Por otro lado, McCarthy et al [1998] encontr6é que

la glicacion in vitro de la FAL induce inhibicion de la actividad y cambios en su estructura.
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También se encontr6 que la osteocalcina, que es la segunda proteina en importancia
luego del colageno, se glica, lo cual podria contribuir a la osteopenia diabética [Gundberg et
al, 1986]

Una posible explicacion para la disminucion en la resistencia dsea en la diabetes, es la
acumulacion de AGEs en las moléculas de colageno del hueso. Las proteinas entrecruzadas
por AGEs disminuyen su solubilidad y poseen una alta resistencia a la digestion proteolitica,
con la consecuente alteracion de las propiedades fisicoquimicas y mecanicas de los
componentes del tejido, dando una mayor rigidez al colageno [Hein, 2006].

Ademas de los cambios en la funcionalidad, la glicacion del colageno altera las
interacciones celulares con la matriz extracelular mediada por integrinas [McCarthy et al,
2004].

Los estudios sobre las lineas celulares indican que los AGEs también afectan el
metabolismo de las células 6seas. Los AGEs en el colageno inhiben la expresion fenotipica de
los osteoblastos y estimulan la interleuquina-6 en las células derivadas de hueso [Schwartz,
2003].

Nuestro grupo demostré que el colageno modificado por AGEs es capaz de regular la
proliferacion y diferenciacion de las células osteoblésticas inhibiendo la actividad de fosfatasa
alcalina y la formacion de nddulos de mineralizacion. La acumulacién de AGEs sobre la
matriz extracelular puede regular la proliferacion y diferenciacion de las células
osteoblasticas. Esos efectos parecen depender del estadio de desarrollo osteoblastico y
posiblemente involucra la expresion de NO sintasa y la produccion de ROS intracelular
[McCarthy et al, 2001a].

También se estudid el efecto de la adicion de AGE-BSA a cultivos de células
osteoblasticas, y resultd en una significativa inhibicion en la proliferacion y diferenciacion
(expresion de FAL y secrecion de colageno tipo 1) de manera dosis y tiempo dependiente
[McCarthy et al, 1997]. Luego se encontréo que la modulacion que ejercen los AGEs-BSA
sobre el crecimiento y desarrollo pueden ser el resultado de un mecanismo autocrino-
paracrino que involucra el sistema IGF- IGFBP (proteina de union a IGF) [McCarthy et al,
2001b].

Ya en el afio 1999, nuestro grupo estudié la posible presencia de proteinas de union a
los AGEs en las células osteoblasticas, demostrando que ambas lineas celulares (UMR-106 y
MC3T3-E1) expresaron sitios especificos de uniéon y que los mismos dependen de la fase de

desarrollo osteobléstico [McCarthy et al, 1999]. Luego se caracterizaron mejor y se vio que
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estas células osteoblasticas expresaban RAGE [Cortizo et al, 2003] y galectina 3 [Mercer et
al, 2004]. La presencia de AGEs en los cultivos de osteoblastos modula la expresion y
secrecion de galectina 3, lo que podria tener consecuencias significativas en el metabolismo
osteoblastico y el recambio 6seo [Mercer et al, 2004].

Se observo también que los efectos biologicos inducidos por AGEs descriptos
previamente en los osteoblastos, pueden estar mediados por RAGE y que la expresion de este
receptor es modulada por la presencia de AGEs [Cortizo et al, 2003].

Al mismo tiempo, a través de la interaccion con receptores de membrana celular, los
AGEs podrian modular no sélo la diferenciacion osteoblastica y la funcidn, sino también la
osteoclastogénesis, y en consecuencia disminuir la remodelacién 6sea y el recambio de
colageno, facilitando la acumulacion de mas AGEs en la matriz 6sea [Valcourt et al, 2007].

En conjunto estos resultados indican que los AGEs pueden contribuir a algunos de los
mecanismos fisiopatologicos de la remodelacion oOsea alterada que se observa en el
envejecimiento y la diabetes.

Con respecto al tratamiento de la osteopenia/osteoporosis diabética, no se sabe si las
terapias utilizadas actualmente para la osteoporosis, las cuales muestran una reduccion en el
riesgo de fractura en las poblaciones de edad avanzada con DMO baja, podran ser igualmente
eficaces en la reduccion de las fracturas en los diabéticos tipo 2, con DMO normal o
aumentada. Sin embargo, hay pruebas iniciales de que los tratamientos antirresortivos en
pacientes con diabetes tienen resultados similares a los observados en sujetos no diabéticos
[Jude et al, 2001, Keegan et al, 2004]. Tampoco se conoce si el tratamiento intensivo para la
diabetes y la reduccion de las complicaciones diabéticas pueden tener efectos sobre el hueso
[Dominguez et al, 2004]

En la actualidad, se recomienda que los pacientes con diabetes tipo 1 sean vigilados
con mas cuidado que las personas no diabéticas o aquellos con diabetes tipo 2, y deben ser
alentados a consumir una dieta rica en calcio y vitamina D. Parece que el tratamiento
intensivo con insulina y un peso corporal estable en pacientes con diabetes tipo 1 es
importante para prevenir la pérdida 6sea [Campos Pastor et al, 2000]. Para los pacientes con
diabetes tipo 2 que estan en buen control metabolico, la prevencion y el tratamiento de la
osteoporosis puede ser abordado de una manera similar a los pacientes sin diabetes como se
indica en la nueva guia médica de la Fundacion Nacional de Osteoporosis [Lewiecki y Watts,

2009].
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1.7-OBJETIVOS
Los objetivos del presente trabajo de tesis fueron:

Objetivo General

Investigar los mecanismos patogénicos de los AGEs en modelos de células 6seas en
cultivo, asi como el rol de agentes anti-resortivos como los bisfosfonatos (BPs) sobre dichos

efectos.

Objetivos Especificos

1. Analizar el efecto de los AGEs y de diversos BPs sobre el crecimiento y diferenciacion
de osteoblastos y osteoclastos en cultivo.

2. Estudiar el efecto de los AGEs y BPs sobre la actividad de diversas fosfatasas dseas.

3. Investigar los efectos pro-apoptoticos y anti-apoptdticos de los AGEs y BPs en

osteoblastos en cultivo.
4. Determinar los mecanismos de transduccion de sefales involucrados en la accion de

AGESs y BPs en osteoblastos y osteoclastos en cultivo.
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11.L1I-MATERIALES

v

AN N N U N N U N U U N N YN
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v

Alendronato, trihidrato de la sal monosodica del acido 4-amino-1-hidroxibutiliden-
1,1-bisfosfonico provisto por Laboratorios Elea (Argentina)

Pamidronato, sal disoédica del acido 3-amino 1-hidroxi propiliden-1,1-bisfosfonico
provisto por Novartis (Basel, Suiza)

Zoledronato, sal disddica acido 1-hidroxi-2-(1H-imidazol-1-il)-etilideno-1,1-
bisfosfonico provisto por Novartis (Basel, Suiza)

Medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), Microvet (Laboratorio Microvet
S.A., Buenos Aires, Argentina)

Tripsina-EDTA , Gibco (Invitrogen, Buenos Aires, Argentina)

Suero fetal bovino, GBO (GBO Argentina S.A., Buenos Aires, Argentina).
Material para el cultivo de tejidos, Nunc (Tecnolab, Buenos Aires, Argentina).
Filtros Centricon cut off =10 kDa, Amicon Inc. (Beverly, Mass., USA).

Albumina sérica bovina (BSA), Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argentina).
D-glicolaldehido, Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argentina).

Triton X-100, Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argentina).

p-Nitrofenilfosfato, Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argentina)

Colorante Sirius Red, Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argentina).

Colorante Alizarin S red (ICN)

Dihidro-rhodamina 123 (DHR), Molecular Probes (Buenos Aires, ARG)

Anexina V-FITC, Molecular Probes (Buenos Aires, ARG)

Ioduro de propidio, (PI) Molecular Probes (Buenos Aires, ARG)
6,8-difluoro-4-metilumbeliferil fosfato (DiFMUP) sustrato fluorogénico, Molecular
Probes (Buenos Aires, ARG).

Anticuerpos Anti RAGE policlonal en conejo(Sta Cruz Biotechnology Inc. (CS, USA)
Anticuerpos Anti tubulina policlonal en conejo (Sta Cruz Biotechnology Inc. (CS,
USA)

Anticuerpos Anti FAK policlonal en conejo (Sta Cruz Biotechnology Inc. (CS, USA)
Segundo anticuerpo anti-conejo polyclonal en cabra IgG-FITC (Sta Cruz
Biotechnology Inc. (CS, USA)

paloidina-FITC Molecular Probes (Buenos Aires, ARG)

Todos los otros productos quimicos y reactivos se adquirieron de fuentes comerciales y son de

grado analitico
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11.2-METODOS

11.2.1-PREPARACION DE AGES (PRODUCTOS DE GLICACION AVANZADA,
PGA).

Los productos de glicacion avanzada fueron preparados mediante la incubacion de 10
mg/ml de albumina sérica bovina con 33 mM de D-glicolaldehido en 150 mM de PBS (buffer
fosfato salino) pH =7.4 a 37 °C por 3 dias bajo condiciones de esterilidad [Unno et al., 2004].
El D-glicolaldehido se utiliz6 como agente glicante en lugar de la glucosa, por su mayor
reactividad en la glicosilacion no-enzimatica. Se incubd un control de albiimina sérica bovina
en las mismas condiciones pero en ausencia del azucar. Las moléculas de azlicar que no
reaccionaron fueron removidas mediante centrifugacion/filtracion por medio de filtros
Centricon con un punto de corte de 10 kDa. La concentracion de proteinas se determiné por el
método de Bradford usando BSA como estandar. La formacion de los productos de glicacion
avanzada (AGEs) se evalud con un espectrofluorometro FLUORAT®-02-PANORAMA de
LUMEX, utilizando la fluorescencia caracteristica de los AGEs. Se midio el espectro de
emision excitando a A:370 nm (que es el maximo que presenta en el espectro de excitacion) y
se obtuvo el maximo a A:450 nm (Fig. 11.2.1.1). Los valores de fluorescencia de AGE-BSA se
midieron a una concentracion de Img/ml de proteina y se expresan en unidades arbitrarias.

[Rubio-Ruiz, 2008]

—— AGE-BSA|
——BSA

Unidades de fluorescencia

T L T & T 5 T
400 500 600 700
A(nm)
Fig. 11.2.1.1. Espectro de emision de fluorescencia de AGE-BSA y BSA no glicada.
Ambas soluciones se evaluaron a una concentracion de 1 mg/mL de proteina. Podemos apreciar que en el

espectro de emision obtenido excitando con A:370nm, el maximo de fluorescencia que encontramos para AGE-
BSA (1:450 nm) no esta presente en la curva de BSA no glicada
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Los datos correspondientes a las longitudes de onda maximas: Aemision:450 nm y
Aexcitacion:370 nm se obtuvieron a partir de los espectros bidimensionales de las dos
soluciones como se puede ver en la Fig I1.2.1.2.

(A)

(B)

Fig. 11.2.1.2.Espectros de fluorescencia bidimensionales.
En la figura (A) se muestra el espectro de BSA en PBS (1mg/ml) y en la figura (B) el espectro de AGE-BSA en
PBS: (1mg/ml).

11.2.2-PREPARACION DE SOLUCIONES DE BISFOSFONATOS (BPs)

Los Bisfosfonatos que se utilizaron en este trabajo de tesis fueron Alendronato,
Pamidronato y Zoledronato. Los mismos entran en la clasificacion de bisfosfonatos
nitrogenados. Las drogas so6lidas de éstos, se pesaron en balanza analitica y se disolvieron en
agua destilada estéril para preparar soluciones stock de concentracion 10”M, las cuales fueron

fraccionadas y congeladas a -20 °C. Al momento de iniciar los experimentos se realizaron las
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diluciones seriadas correspondientes (10°M - 107M) para obtener las concentraciones finales

deseadas en cada pocillo de cultivo celular.

11.2.3-MODELOS CELULARES

11.2.3.1-Lineas celulares

11.2.3.1.a-MC3T3-E1

Es una linea clonada preosteoblastica, obtenida de calvaria de raton (Mus musculus).
Son células que tienen morfologia fibroblastica y crecen en forma adherente. Se cultivan con
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) al cual se le adiciona suero fetal bovino
(SFB) al 10%, estreptomicina 100 pg/ml y penicilina 100 U/ml y se incuban en atmosfera
humidificada con 5% de CO, a 37°C.

Fig.11.2.3.1.a Imagenes de las células MC3T3-E1 en cultivo.

Derecha: Foto de las células MC3T3-El tefiidas con Giemsa, microscopio optico Nykon, 400x. Izquierda:
Imagen tomada por E-SEM (2500x) en la cual se aprecia la forma fibroblastica de las células MC3T3-E1. Notese

el nticleo celular redondo y la presencia de nucleolos (flecha).

Cuando estas células crecen con medio osteogénico, es decir suplementado con acido
ascorbico 25 mg/ml y una fuente de fosfato inorganico 5 mM (beta-glicerofosfato) durante 7
dias, expresan altos niveles de fosfatasa alcalina y coldgeno tipo 1, los cuales son marcadores
de diferenciacion osteoblastica. Si estas condiciones se mantienen por 21 dias, se observa la
mineralizacion de la matriz extracelular. [Quarles et al, 1992], [Wang et al, 1999]. De esta

manera, en las células MC3T3-El, se puede determinar la actividad de fosfatasa alcalina, la
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produccion de colageno tipo 1 y la formacion de nddulos de mineralizacion como indicadores
de diferenciacion a osteoblastos.

Estas células son buenos modelos para el estudio in vitro de la diferenciacion
osteoblastica, ya que poseen un comportamiento similar a los cultivos primarios de
osteoblastos de calvaria.

Para realizar los subcultivos se lava la monocapa con PBS-EDTA ImM pH =74y
luego se coloca 1 ml de 0.25% de Tripsina-PBS EDTA, se aspira y se coloca medio de
cultivo, se homogeneiza bien, se deja una alicuota y luego se resuspende en DMEM-10%SFB.

11.2.3.1.b-UMR-106

Es una linea clonada obtenida de un osteosarcoma transplantable de rata (Rattus
norvegicus) inducido a través de una inyeccion con radiofosforo (**P). Poseen un modo de

crecimiento adherente y su morfologia es epitelial.

Fig.11.2.3.1.b Imagenes del cultivo de células UMR-106.
Derecha: Imagen de las células UMR-106 tefiidas con Giemsa (400x). Izquierda: Fotos obtenidas por E-SEM

(2800x) en la cual se aprecia la forma epitelial de las células. Las flechas blancas sefalan distintas células,

mostrando la heterogeneidad que encontramos en la relacion nicleo/citoplasma en las células de esta linea.

Expresan marcadores osteoblasticos tempranos como son la produccion de colageno
tipo 1 y altos niveles de la actividad de la enzima fosfatasa alcalina, ademas responden a la
PTH aumentando los niveles intracelulares de cAMP. [Partridge et al, 1983]. Sin embargo,
esta linea no expresa marcadores de diferenciacion tardios (osteocalcina, osteonectina) ni
mineralizan el cultivo.

Las células se cultivan en DMEM con suero fetal bovino al 10%, estreptomicina 100

pug/ml y penicilina 100 U/ml en atmosfera humidificada con 5% de CO, a 37° C. Estas células
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conservan las propiedades de diferenciacion de un osteoblasto maduro siendo de esta manera
un modelo apropiado para el estudio de los efectos hormonales sobre tumores, asi como para
el estudio de la regulacion hormonal de los osteoblastos.

Los subcultivos de UMR-106 se realizan de la misma forma que se describio para las
MC3T3-El. En estas células se hicieron ensayos de actividad de fosfatasa alcalina y se
determind la produccion de colageno tipo 1.

11.2.3.1.c- Raw 264.7

Es una linea celular clonal derivada de un tumor inducido mediante la inyeccion
intraperitoneal del virus murino de leucemia Abelson en ratones machos adultos (Mus
musculus). Son células que poseen morfologia de macrofago/monocito y crecimiento
adherente. Estas caracteristicas se puede observar en la Fig.11.2.3.2.

Las células Raw 264.7 crecen en medio DMEM con SFB al 5%, en atmosfera
humidificada con 5% de CO, a 37° C. Los subcultivos se realizan mediante scrapping. Se lava
una vez la monocapa con PBS-EDTA 1mM pH = 7.4 y luego se coloca 1 ml de PBS-EDTA
unos minutos, se aspira y se pasa el scrapper para remover la monocapa. Se resuspenden en
DMEM-5% SFB.

11.2.3.2-Modelo de osteoclastos: Cocultivos de células UMR-106 con Raw 264.7

Para la obtencion de células similares a osteoclastos se utilizo el método de cocultivo
de lineas celulares. [Nicolin et al, 2006]. En este caso se utilizaron las lineas celulares UMR-
106 (osteoblastos) y las Raw 264.7 (macr6fagos).

Las células se subcultivaron en platos multipocillo en una relacion
Macroéfago/Osteoblasto = 2/1. Se incubaron durante aproximadamente 4 dias, cambiando el
medio dia por medio, hasta observar el desarrollo de células gigantes multinucleadas
(Fig.I1.2.3.2. derecha). En ese momento se colocaron las diferentes condiciones (BSA o AGEs
y/o Bisfosfonatos) y se prosiguioé la incubacion por 4 dias méas. Al final del periodo de
incubacion, los cocultivos se observaron con el microscopio Optico para corroborar la
obtencion de células multinucleadas gigantes con granulos birrefringentes en el citoplasma

(simil osteoclastos).
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¢ P Rl 5 5T _ ‘:.-
Fig.11.2.3.2. Imagenes de E-SEM de los cocultivos de Raw 264.7 y UMR-106.

Izquierda: Se aprecian las células macrofagicas Raw 264.7 redondas, pequefias y con alto contraste. Por otro
lado, las células mas grandes y oscuras corresponden a los osteoclastos (1400x). Derecha: Ampliacion del

recuadro de la imagen de la izquierda que contiene a un osteoclasto (3000x).

Luego se determiné la presencia de células con actividad de fosfatasa acida tartrato-
resistente (TRAP (+)) utilizando una reaccion citoquimica, ya que esta enzima es altamente
expresada en los osteoclastos maduros. Asi mismo, se determind la actividad TRAP por un
ensayo colorimétrico en extractos celulares de los cocultivos. Para ello, las células fueron
lavadas con PBS y solubilizadas en Triton X-100 al 0.1%. Una alicuota del extracto celular

fue usada para determinar proteinas por el método de Bradford [Bradford, 1976].

11.2.4-ENSAYOS BIOQUIMICOS

11.2.4.1-Ensayos de proliferacion osteoblastica

La proliferacion celular se determino usando el bioensayo mitogénico de cristal violeta
segun lo descripto por Okajima et al., 1992, con algunas modificaciones. Las cé¢lulas UMR-
106 y las MC3T3-E1 se plaquearon en platos de 48 pocillos e incubaron por 24 h con
diferentes condiciones experimentales en DMEM libre de suero. Posteriormente la monocapa
se lavo con buffer salino fosfato y se fijo con 5% glutaraldehido/PBS a temperatura ambiente
por 10min. Luego, las células se tifieron con Cristal Violeta al 0.5% en 25% de metanol
durante 10 min. Al final de ese periodo de tiempo, la monocapa se lavo exhaustivamente. El
colorante captado por las células se extrajo usando 0.5 ml/pocillo de buffer 0.1M glicina/HCI,
pH = 3.0 (30% metanol) y luego se transfirié a tubos de kahn. La Absorbancia se ley6 a 540

nm luego de realizar la dilucion conveniente para cada muestra. Nuestro grupo demostrd
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previamente [Cortizo y Etcheverry, 1995] que, bajo estas condiciones, este bioensayo
colorimétrico muestra una fuerte correlacion con la proliferacion celular determinada
mediante el recuento en camara de Neubauer. Con el objetivo de evaluar el posible rol del
calcio en la modulaciéon de la proliferacion osteobléastica por los productos de glicacion
avanzada y/o bisfosfonatos, en ciertos experimentos también se incluyé 10 uM de Nifedipina,
un bloqueante de canales L de Calcio, en el medio de incubacion.

11.2.4.2-Ensayos para evaluar la diferenciacion a osteoblastos.

La diferenciacion osteoblastica se evalud en las lineas celulares MC3T3-E1 y UMR-
106 mediante la determinacion de la actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina, la
produccion de coldgeno tipo 1 y la formacién de noédulos de mineralizacion (solo en la linea
MC3T3ELl).

11.2.4.2.a-Actividad de fosfatasa alcalina

La actividad de fosfatasa alcalina se ensay6 como lo describieron Cortizo y Etcheverry
[1995]. La monocapa de células se lavo con PBS y se solubilizd en Triton X-100 al 0.1%.
Una alicuota del extracto celular se us6 para determinar proteinas por el método de Bradford
[Bradford, 1976]. La actividad de fosfatasa alcalina se midi6 espectrofotométricamente
utilizando para-nitrofenilfosfato (p-NPP) como sustrato. El p-nitrofenol (producto coloreado
de la hidrodlisis) se determind por Absorbancia a 405 nm luego de incubar la mezcla de
reaccion a 37°C en buffer pH 10.4, durante un periodo de tiempo predeterminado segun el
tipo celular. Los resultados se expresaron como nmol p-NP/mg proteina*min.

11.2.4.2.b-Produccion de colageno tipo |

La produccion de colageno tipo I se evalud utilizando un microensayo colorimétrico
mediante la técnica de Sirius Red [Tullberg-Reinert y Jundt, 1999]: las células se fijaron con
mezcla de Bouin (Ac. picrico: formaldehido 35%: Ac. acético glacial — 15 : 5 : 1) durante 1h.
Se lavo la monocapa celular con agua y se tifio con una solucion de Sirius Red (Rojo serio)
por 1h. El material tefiido se disolvio en 1 ml de hidroxido de sodio 0.1 N y se midi6 la
Absorbancia a 550 nm.. La curva de calibracion que se utilizé fue pg col = 41.88* DOsgonm-
3.89 y se realizd de la siguiente manera: se depositaron de 2 a 40 pg de colageno disuelto en
0.02 N acido acético en los pocillos plasticos, se incub6 a 37°C para la formacion del film por
evaporacion del solvente [McCarthy et al, 2001a]. Los film obtenidos fueron lavados y

sometidos al mismo procedimiento que las muestras.
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11.2.4.2.c-Mineralizacion

Los depositos de calcio extracelulares (nddulos de mineralizacion) se evaluaron luego
de 21 dias de diferenciacion usando la tincion de Rojo de Alizarina S [Ueno et al, 2001]. Los
depositos de calcio tefiidos se extrajeron con 1 ml de solucion de hidroxido de sodio 0.1N y la
densidad optica se midi6 a 548 nm.

11.2.4.3-Evaluacion de la muerte celular

La apoptosis se evalud usando el ensayo de Anexina V/loduro de propidio como se
describe en el trabajo de Molinuevo et al [2004]. La fase temprana de la apoptosis se
caracteriza por la externalizacion de la fosfatidilserina desde la capa interna a la capa externa
de la bicapa lipidica que forma la membrana plasmatica. De esa manera puede unirse a la
Anexina V marcada con fluoresceina (una proteina que naturalmente tiene afinidad por la
fosfatidilserina) y ser evidenciada por microscopia de fluorescencia [Varga et al, 1999]. Las
células cultivadas sobre cubreobjetos e incubadas 24 h con BSA o AGE y/o Alendronato 10°
*M, se lavaron e incubaron con Anexina V-FITC (1pg/ml) y Ioduro de propidio (2.5 pg/ml)
en buffer de union (10mM Hepes / 140 mM NaCl / 2.5mM CaCl,, pH 7.4). Luego de lavar
exhaustivamente con PBS, las células se fijaron con paraformaldehido 4% en PBS durante 10
minutos y se montaron en portaobjetos. Se observo usando un microscopio de fluorescencia
(Nikon 5000). El porcentaje de células apoptoticas y necréticas se determind contando las
células marcadas por campo utilizando un aumento de 400X en un total de 30 campos para
cada condicion experimental.

Los estadios tempranos de la apoptosis se evidencian como Anexina V-FITC (+)/PI (-)
mientras que estadios apoptdticos /necrdticos fueron caracterizados como Anexina
V(+)/PI(+).

11.2.4.4-Determinacién de la produccion intracelular de especies de oxigeno
reactivas (ROS)

La generacion intracelular de radicales libres en osteoblastos se evalué mediante la
oxidacion de dihidrorodamina 123 (DHR 123) a rodamina segin la técnica previamente
descripta por McCarthy et al [2001]. La técnica se basa en que las especies altamente
oxidantes como el OH"y ONOO’/ ONOOH, son capaces de oxidar la DHR a rodamina, un
compuesto fluorescente, de manera que puede ser detectada la A emision =532 nm utilizando
una A excitacion = 495 nm [Kooy et al, 1994]. Las monocapas de células osteoblasticas se
cultivaron en platos de 24 pocillos bajo diferentes condiciones experimentales durante 24 h.

Al final de este periodo de incubacion, el medio fue reemplazado por DMEM libre de suero
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con DHR 10 pM vy las células se incubaron por 4 h. mas. Las células se lavaron con PBS
varias veces y luego la monocapa se lisé en 1 ml de 0.1% Triton X-100. La concentracion de
producto oxidado (Rodamina) presente en el extracto celular fue determinada midiendo la
intensidad de fluorescencia relativa con respecto a un estdndar 0.5uM de Rodamina. [Cortizo
et al, 2000] Una alicuota del extracto se uso para determinar proteinas totales por el método
de Bradford [Bradford, 1976].

11.2.4.5-Ensayo Fluorogeénico de Fosfatasas Neutras

Para evaluar el efecto de los AGEs y bisfosfonatos sobre la actividad de fosfatasas
neutras osteoblasticas de utilizé un ensayo fluorogénico. El mismo se llevd a cabo incubando
la monocapa de células con 200 pg/ml de BSA o AGEs mas diferentes concentraciones de
bisfosfonatos (10, 10° o 10°® M) por 24 h. Luego se realizé un lisado celular con Tritén
X100 al 0.1% y se incubd una alicuota conteniendo 50 pg de proteinas con el sustrato
fluorogénico DiFMUP (6,8-difluoro-4-metilumbeliferil 86 fosfato) por 10 minutos como lo
describié Molinuevo et al., 2007. El producto fluorescente se midi6 a intervalos de un minuto
durante 10 minutos a una A excitacion: 360 nm y A emision: 450 nm utilizando un
espectrofluorometro Shimadzu RF-1500.

11.2.4.6-Reaccion citoquimica para fosfatasa acida tartrato-resistente

En los modelos de cocultivo de células UMR-106/ Raw264.7 se determind la
presencia de células gigantes multinucleadas con actividad fosfatasa acida tartrato-resistente
(TRAP (+)) utilizando un kit para una reaccion citoquimica (Sigma-Aldrich), con el objetivo
de evaluar la formacion y maduracion de los osteoclastos. Dicha reaccion involucra una
diazotacion en la cual se forma un precipitado violaceo en las células que presentan actividad
TRAP. Para ello las células se lavaron con PBS y se fijaron 30 segundos con una soluciéon que
contiene citrato, acetona y formaldehido37%. Luego se lavé con abundante agua destilada y
se incuba una hora a 37°C al resguardo de la luz con una soluciéon que contiene naftol AS-Bi
fosfato y sal de Fast Garnet GBC (como agente copulador). Este compuesto de diazonio se
acopla rapidamente a pH acido, formando depositos altamente insolubles. El acido tartarico se
utiliza para demostrar la presencia de fosfatasa acida tartratorresistente. El naftol AS-BI,
liberado por la hidrdlisis enzimatica, se acopla inmediatamente con la sal de Fast Garnet
GBC, formando depdsitos de color castafio insolubles en los puntos de actividad. Las células
con fosfatasa acida sensible al acido tartarico estan desprovistas de actividad, mientras que las
células osteoclasto simil con fosfatasa resistente al acido tartarico no estan afectadas por dicho

tratamiento.
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11.2.4.7-Determinacion de TRAP por colorimetria

Los cocultivos se lavaron con PBS y se solubilizaron en 250 pl de Triton X-100 0.1%
y se reservaron en tubos eppendorf [Valcourt et al, 2007]. Una alicuota del extracto celular se
incub6 con el buffer de reaccion (412 mM acido acético, 0.209% Triton X-100, 412 mM
NaCl, 4.12 mM EDTA, 10.6mM acido ascorbico, 10.ImM p-nitrofenilfosfato, 41.6mM
tartrato de sodio a pH = 5.5) durante 1 h a 37°C en oscuridad. (Vol. final: 1 ml). Luego se
detuvo la reaccion agregando 200 pl de NaOH 300 mM. Los cambios colorimétrico se
midieron por Absorbancia a 405 nm. Con otra alicuota del extracto se determind la
concentracion de proteinas por el método de Bradford. Se expresaron los resultados como
Actividad TRAP especifica = nmol de p-NP/ mg de Prot.* min.

11.2.4.8 -Estudios de inmunofluorescencia indirecta

Las células subconfluentes crecidas sobre cubreobjetos de vidrio se lavaron 2 veces en
PBS frio y se fijaron con paraformaldehido 4% en PBS durante 20minutos a temperatura
ambiente. Luego se permeabilizaron con metanol 100% durante 4 minutos a -20 °C y se
lavaron con PBS. Con el fin de evitar las uniones inespecificas, se realizé un bloqueo con 1%
BSA en PBS (pH=7.4) durante 30 minutos. Se incub6 con el primer anticuerpo (anti RAGE,
anti tubulina o anti FAK, en los ensayos correspondientes) 1:200 con PBS (pH=7.4) 1% BSA
durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavo con PBS tres veces durante 10 minutos.
Posteriormente, se realizd una incubacion con el segundo anticuerpo adecuado marcado con
fluoresceina en PBS pH=7.4, durante 60 minutos a temperatura ambiente (1:200). Se lavd con
PBS tres veces durante 10 minutos y se montd con glicerol 80 %. En algunos ensayos los
ntcleos se tifieron con loduro de Propidio (rojo). Se observaron los preparados con un
microscopio de fluorescencia Nikon 5000 y se tomaron fotografias usando una camara Nikon
coolpix. En el caso del ensayo para determinar RAGE en los osteoclastos también se
observaron por microscopia confocal (Microscopio Confocal Leica TSC SP5 AOBS)

11.2.4.9-Estudios de inmunofluorescencia directa para fibras de actina

Las células se plaquearon sobre cubreobjetos de vidrio en DMEM 10% FBS, luego se
lavo con PBS, se fijo con paraformaldehido 4% por 10 minutos. Se permeabilizaron las
células con metanol frio por 4 minutos y se bloque6 por dos horas con BSA al 3% en PBS.
Luego se las incubd con paloidina-FITC (1:100) por 2 horas a temperatura ambiente. Luego
se lavo con PBS tres veces durante 10 minutos y se montd con glicerol 80 %PBS. En el

segundo lavado se agrego loduro de propidio para tefiir los nucleos celulares. Se observaron
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los preparados con un microscopio de fluorescencia Nikon 5000 y se tomaron imagenes para

su analisis [Cortizo y Kreda, 2000].

11.2.5 Técnicas de microscopia.

11.2.5 1 Microscopia Confocal:

El equipo utilizado es un Microscopio Confocal Leica TSC SP5 AOBS perteneciente
al consorcio conformado en la Fac de Cs Exactas de la UNLP.

El principio en el que se basa fue postulado por Minsk en 1955, se basa en eliminar la
luz procedente de los planos fuera del foco. Un diafragma o pinhole colocado delante del
detector permite eliminar la luz procedente de los planos fuera de la zona de plano focal. (Fig.
I1.2.51)

El microscopio trabaja en epiluminacion, es decir con muestras que reflejan la luz o
emiten fluorescencia. La fluorescencia es una propiedad que poseen ciertas moléculas que
consiste en emitir luz de una longitud de onda mayor al ser excitadas con luz de una
determinada longitud de onda. Las sustancias que tienen fluorescencia se denominan
fluorocromos y tienen espectros de emision y excitacion caracteristicos. Por ejemplo los
usados en este trabajo son el ioduro de propidio (rojo) Aexc/ A emision: 536/617nm y FITC
(isotiocianato de fluoresceina) (verde) anclado a algin anticuerpo Aexc/ Aemision:
494/520nm

La luz procedente del plano focal es recogida en un fotomultiplicador donde se
transforma en una sefial eléctrica que se digitaliza y almacena en un ordenador visualizandose
a través del monitor. Cada nimero de la matriz (pixel) es visualizado en el monitor del
ordenador con una intensidad de color o nivel de gris en funcion de una determinada paleta de
colores, formandose de este modo la imagen que ve el observador.

Aplicaciones del microscopio confocal:

-Observacion de imagenes tefiidas con un marcaje simple: lo cual permite
obtener imagenes de mejor calidad que con el microscopio dptico de fluorescencia al
eliminar la luz procedente de los planos fuera del foco.

-Observacion de imagenes tefiidas con marcaje multiple: permite estudiar
muestras marcadas con mas de un fluorocromo recogiendo las sefiales en imagenes
distintas o combinandolas en la misma imagen.

-Observacion tridimensional de la muestra (xyz) Variando la posicion del plano

focal es posible obtener imagenes a diferentes profundidades obteniéndose un
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conjunto de secciones Opticas que nos dan informacion sobre la estructura
tridimensional de la muestra. Esta opcidén permite determinar, por ejemplo en que

region celular se encuentra la marca.

Microscopio de Fluorescencia Microscopio Confocal de Fluorescencia

Lampara de argon Laser

Diafragma de excitacion Diafragma de excitacion

Filtro de excitacion o Pinhole

Ocular

Objetivo

Objetivo
- - q ] Filtro de emisién

Filtro de emision Diafragma de emisién

Fig. 11.2.5 1 Esquemas comparativos de un microscocopio de fluorescencia optico y
un microscopio confocal.

11.2.5 2 Microscopia Electronica de Barrido Ambiental (E-SEM)

Se utilizd esta técnica para observar la morfologia de los cultivos y las células en
particular. Para ello, las células se cultivaron sobre cubreobjetos, luego se lavaron con PBS, se
fijaron por 10 minutos con glutaraldehido 5%, se lavaron con agua destilada y se observaron
con E-SEM. La ventaja que presenta el modo ambiental de observacion con respecto al SEM,
entre otras, es que las muestras no tienen un tratamiento previo ni deben ser recubiertas con
metales para transformarlas en superficies conductoras [Muscariello et al, 2005]. Permite
observar a las células en su condicion natural.

El equipo que se emple6 es FEI- Quanta 200 (Holanda) y se utilizd en Modo
Ambiental (E-SEM, environmental scanning electron microscopy). Las condiciones que se
fijaron para obtener las imagenes fueron 3 °C en la celda y 5 torr, con 75% de humedad
relativa. Previamente se realizd una purga de 4 ciclos yendo de 10 a 8 torr, para que no se
dafien las células. El detector que posee el equipo es un detector gaseoso de electrones

secundarios GSED (gaseous secondary electron detector) [Stokes, 2003, Stokes et al, 2003].
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11.2.6-ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media + SEM y fueron obtenidos a partir de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. Las diferencias entre grupos se
establecieron mediante Oneway ANOVA con test Tukey post-hoc. Para datos con
distribucion no normal se utilizo no-parametrical Kruskal Wallis con test Dunn post-hoc
usando el programa estadistico GraphPad In Stat version 3.00 (Graph Pad Software, San
Diego, California, USA). Un valor p< 0.05 se consider6 significativo para todos los andlisis

estadisticos.

81



11
RESULTADOS




Resultados

111.1-RESULTADOS OSTEOBLASTOS
111.1.1-EFECTO DE AGES SOBRE LA PROLIFERACION Y LA MORFOLOGIA
OSTEOBLASTICA.

Con el objeto de corroborar resultados previos de nuestro grupo [McCarthy et al,
1997], en una serie de estudios se investigo el efecto de los AGEs sobre la proliferacion en las
dos lineas de osteoblastos en cultivo.

Las células MC3T3-El y UMR-106 se incubaron por 24 h con concentraciones
crecientes de BSA o AGEs-BSA (50, 100 y 200 ug/ml). Luego de este periodo de incubacion,
se evalu¢ la proliferacion celular mediante el bioensayo de Cristal Violeta.

Como podemos ver en la Figura III.1.1.1 la incubacién con AGEs a la concentracion
de 50 pg/ml no produce una inhibicion significativa de la proliferacion en ninguna de las dos
lineas celulares. Por su parte, las concentraciones de 100 y 200 ug/ml de AGEs, producen una
inhibicion que es dependiente de la dosis y es mas marcada en la linea MC3T3-E1 que en las

células UMR-106.
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Figura 111.1.1.1- Efecto de los AGEs sobre la proliferacion los osteoblastos.
Las células MC3T3-El (izquierda) y UMR-106 (derecha) se incubaron con BSA o AGEs durante 24 h. Se
determiné la proliferacion por Cristal Violeta y se grafico como % basal vs concentracion (* p<0.01, **
p<0.001 respecto de BSA)

A continuacion se investigo si los AGEs producen algiin cambio sobre la morfologia
celular. Para ello, los osteoblastos de las dos lineas celulares (MC3T3-E1 y UMR-106)
cultivados sobre cubreobjetos se incubaron con AGEs y BSA (como control) 100 pg/ml por

24 horas. Luego las muestras se observaron por E-SEM. (Figura II1.1.1.2).
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MC3T3-El

BSA AGEs

Figura 111.1.1.2- Iméagenes de E-SEM del efecto de los AGEs sobre los osteoblastos.
Las células MC3T3-E1 y UMR-106 se incubaron durante 24 h en presencia de BSA (izquierda) o AGEs
100 ug/ml (derecha). Las flechas sefialan las zonas birrefringentes que corresponden a porciones despegadas
de las células. (aumento: 2400x para las células MC3T3-E1 y 2800x para las células UMR-106)

Al observar las fotos podemos ver que en ambas lineas, las células incubadas con
BSA, presentan el citoplasma extendido y bordes regulares, hecho que se traduce en las
imagenes de E-SEM como estructuras opacas. Mientras que los osteoblastos expuestos a los
AGEs, muestran menos superficie adherida a la matriz. Con BSA las células presentan una

forma aplanada, mientras que en presencia de AGEs se observan mas globosas y en relieve.
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111.1.2-MODULACION DE LA PROLIFERACION DE LOS OSTEOBLASTOS POR
AGEs Y BPs

Las células MC3T3-E1 y UMR-106 se incubaron por 24 h con 100 ug/ml de BSA o
AGEs-BSA, con o sin diferentes concentraciones de Alendronato, Pamidronato o Zoledronato
(10°M, 10°M o 10°*M). Estas concentraciones se eligieron dado que en pacientes
osteoporoticos bajo tratamiento con bisfosfonatos (BPs), se postula que los osteoblastos se
encuentran expuestos a niveles menores a 10°M [Spreafico et al., 2006] que es la dosis

terapéutica. Luego de este periodo de incubacion, se evaluo la proliferacion celular mediante

el método de Cristal Violeta.

20 . . . N . . .
0 10-8 M 10-6 M 10-4 M 0 10-8 M 10-6 M 10-4 M

20 . . I n . . .
0 10-8 M 10-6 M 10-4M 0 10-8 M 10-6 M 10-4 M

Figura I11.1.2-Efecto de los AGEs y BPs sobre la proliferacion celular.
Las células MC3T3-El fueron incubadas por 24 h con 100 pg/ml BSA (A) o AGEs-BSA (B), con o sin
diferentes concentraciones (10°M, 10°M o 10“M) de Alendronato, Pamidronato o Zoledronato. Las células
UMR-106 se incubaron con 100 pg/ml BSA (C) o AGEs-BSA (D), en presencia o ausencia de diferentes
concentraciones de Alendronato, Pamidronato o Zoledronato (10*M, 10°M o 10®*M) durante 24h. Los
resultados estan expresados como % del basal (BSA solo) y se muestran como la Media + SEM. (* p<0.01

respecto de BSA)
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Como se puede apreciar en la Figura III.1.2, la presencia de AGEs disminuy6
significativamente la proliferacion osteoblastica y ese efecto fue revertido por la co-
incubacion con Alendronato, Pamidronato o Zoledronato en concentracion 10°M o 10°M,
particularmente en la linea MC3T3-El. Sin embargo, la co-incubacion con altas
concentraciones (10*M) de los tres BPs resulté toxica para los osteoblastos y ese efecto fue

independiente de la presencia o no de AGEs.

111.1.3-EFECTO DE LOS AGEs Y BPs SOBRE LA APOPTOSIS OSTEOBLASTICA
Una posible explicacion para la modulacion diferencial de la proliferacion
osteoblastica que muestran los AGEs y BPs, podria ser que indujeran efectos opuestos sobre

la apoptosis de los osteoblastos.
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Figura 111.1.3- Efecto de AGEs y Alendronato sobre la induccion de apoptosis en células

osteoblasticas UMR106 o MC3T3El.
Las células fueron incubadas durante 24 h con 100 pg/ml de BSA o AGEs-BSA, con o sin 10°M de
Alendronato. La apoptosis fue evaluada mediante tincion con Anexina V/Ioduro de Propidio. El % de apoptosis
fue determinado contando el numero de células por campo en 30 campos. Los resultados estan expresados como
% del basal (BSA solo), y se muestran como la Media + SEM. (* p<0.01 con respecto a BSA)

Con el objeto de probar esta hipotesis, las células MC3T3-E1 y UMR106 se incubaron
durante 24 h con 100 pg/ml de BSA o AGEs-BSA, con o sin 10*M Alendronato, luego de lo
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cual se evaluo la induccion a apoptosis mediante el método de Anexina V / PI como se
describe en Materiales y Métodos.

La Figura III.1.3 muestra que en ambas lineas celulares, los AGEs indujeron un
significativo aumento en la apoptosis, el cual fue completamente revertido por dosis bajas de
Alendronato. Ademas, no se encontr6é un efecto directo del Alendronato solo (Ale + BSA)

sobre la apoptosis de ambas lineas celulares, a la dosis estudiada.

111.1.4-EFECTO DE AGEs y BPs SOBRE LA DIFERENCIACION OSTEOBLASTICA

En otros experimentos, se evalud el efecto de AGEs y BPs sobre la maduracion de
células osteoblasticas Para ello, los pre-osteoblastos MC3T3-E1 fueron inducidos a
diferenciarse en presencia de un medio osteogénico (B-glicerol-fosfato y acido ascorbico)
durante dos semanas. Al final de este periodo se los incub6 por 72 h con 100 ng/ml de BSA o
AGEs con o sin Alendronato 10°M. Por otro lado, cultivos confluentes de células de
osteosarcoma UMR106 (48 h), se incubaron en presencia de 100 pg/ml BSA o AGEs con o
sin Alendronato 10®M durante 72 h. Luego de esta incubacion, se evalué en ambas lineas
celulares la expresion de fosfatasa alcalina (FAL) y la produccion de colageno tipo 1, como se
describe en Materiales y Métodos.

Como se muestra en la Figura II1.1.4.1 y Figura II1.1.4.2, en ambas lineas celulares la
incubacion con bajas dosis de Alendronato no afect6 la diferenciacion celular en condiciones
basales, es decir en presencia de BSA no modificado. Por otro lado, los AGEs disminuyeron
significativamente la expresion de FAL (Figura I11.1.4.1(A)) y la produccion de colageno tipo
1 (Figura III1.1.4.1 (B)). Sin embargo, en ambos casos la co-incubacién con Alendronato a
bajas dosis inhibié completamente el efecto deletéreo inducido por AGEs.

Finalmente, se investig6 el efecto de AGEs y Ale sobre la mineralizacion en células
MC3T3-El inducidas a diferenciaciéon en un medio osteogénico durante 21 dias. En los
ultimos 5 dias de esta diferenciacion se adicioné 100 pg/ml de BSA o AGEs-BSA, en
presencia o ausencia de Alendronato 10®M, luego de lo cual se midi6 la formacién de
nddulos de mineralizacion. Se encontrd que en presencia de AGEs la mineralizacion de la
matriz se vio inhibida respecto al control de BSA (Figura III1.1.4.2). El Alendronato no afecto
la formacion de nodulos de mineralizacion bajo condiciones basales (BSA), pero fue capaz de

prevenir completamente el efecto inhibitorio inducido por los AGEs.
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Figura 111.1.4.1- Efecto de AGEs y BPs sobre la diferenciacion osteoblastica.
Los osteoblastos MC3T3E1 (pre-tratados con B-glicerol-fosfato y acido ascorbico durante dos semanas) o las
células UMR106 plaqueadas e incubadas hasta confluencia fueron expuestas durante 72h a 100 pg/ml de BSA o
AGEs-BSA, con o sin Alendronato 10*M. En ambas lineas celulares se evalud la expresion de fosfatasa alcalina
(A), y la produccion de colageno tipo 1 (B) (* p<0.01 con respecto a BSA)
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Figura 111.1.4.2- Efecto de AGEs y BPs sobre la diferenciacion osteoblastica.
En las células MC3T3E1 diferenciadas durante 21 dias se determind la formacion de nddulos de mineralizacion
bajo diferentes condiciones: con 100 pg/ml de BSA o AGEs-BSA, en presencia o ausencia de Alendronato 10°
¥M durante los ultimos 5 dias de diferenciacion. Los resultados estan expresados como % del basal (BSA solo) y
se muestran como la Media = SEM (* p<0.01 con respecto a BSA)

I11.1.5- EFECTO DEL AGES Y ALENDRONATO SOBRE LA MORFOLOGIA DE
OSTEOBLASTOS EN CULTIVO.

A las células UMR-106 se las plaqued sobre cubreobjetos y se ensayaron 6 condiciones:

a-BSA 100ug/ml b-AGEs 100pg/ml
¢-BSA 100pg/ml - Alendronato 10°*M d-AGEs 100pg/ml - Alendronato 10*M
e-BSA 100ug/ml - Alendronato 10°M f-AGEs 100ug/ml - Alendronato 10°M

Se incubaron 24 horas, se fijaron las células rapidamente con glutaraldehido 5% y se
lavaron con agua destilada. Las condiciones de observacion fueron 3°C, 5 torr y 75% de
humedad relativa.

En las imagenes de la Figura I11.1.5 podemos observar que las células incubadas con
BSA (condicion (a): control) poseen el citoplasma extendido y los bordes regulares y bien
adheridos al vidrio, se observan planas y se evidencian los nucleos con los nucleolos. Las
células que fueron incubadas ademas con Alendronato 10*M (condicion (C)) conservan estas
caracteristicas, no asi las que se expusieron a Alendronato 10°M, las cuales tienen un menor
cantidad de conexiones intercelulares, con procesos celulares muy finitos y en relieve entre

las células vecinas (observar en la figura la condicion (e)).
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Por otra parte en las células expuestas a AGEs (condicion (b)) se aprecian
modificaciones en la morfologia respecto a la condicion control. Tal como describimos en la
seccion I11.1.2, podemos ver que el citoplasma en algunas zonas se contrae y se vuelve mas
voluminoso dando regiones de alto contraste al observar por E-SEM. Lo mismo podemos
observar en la condicion (d) en la cual las células se incubaron también con Alendronato 10
*M. En la ultima condicion (f) podemos ver que algunas células estan mucho mas afectadas
por el tratamiento conjunto de AGEs y Alendronato a alta concentracion. Se observa el
citoplasma muy contraido con numerosos procesos celulares finos entre las células y mucho

més evidentes que cuando se incub6 con Alendronato 10°M solamente.

111.1.6- EFECTO DE AGEs Y BPs SOBRE EL CITOESQUELETO DE
OSTEOBLASTOS EN CULTIVO.

El ensayo se realiz6 por inmunofluorescencia directa incubando las células UMR-106
con paloidina-FITC. Se utilizaron las seis condiciones que se ensayaron en la seccion II1.1.5 y
las imagenes obtenidas se presentan en la Figura II1.1.6.

Los osteoblastos en las diferentes condiciones presentan las mismas caracteristicas
morfologicas que describimos en la seccidn anterior. Pero en este caso podemos incluir la
descripcion de lo que sucede con las fibras de estrés de actina en cada condicion

Los osteoblastos incubados con BSA (condicion control (a)) presentan una alta
densidad de fibras de estrés de actina, las cuales se distribuyen en forma longitudinal en la
célula, de borde a borde y se observan multiples procesos interconectando células vecinas. En
los osteoblastos que se incubaron con AGEs (b) podemos ver una desorganizacion de los
filamentos de actina, los cuales se hacen mas cortos ¢ irregulares y no se distribuyen de borde
a borde celular. También se observa la pérdida de procesos intercelulares y por lo tanto una
disminucién en el area de contacto entre ellas.

La incubacion con Alendronato 10™M (c) induce un incremento en la densidad de
fibras de actina en el citoesqueleto de las células que de otra manera mantienen su forma
habitual. En las células incubadas con Alendronato 10°M (e) se observan importantes
alteraciones, con fibras de actina mas cortas, mas gruesas y desorganizadas mostrando un
recorrido en zigzag. Ademas las células perdieron el contacto entre ellas o lo hacen a través de

procesos intercelulares muy finos.
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Las células incubadas con AGEs y Alendronatol0™®M (d), presentan caracteristicas de
las dos condiciones (b) y (C). Es decir, encontramos un aumento en la densidad de fibras de
actina pero la presencia de AGEs produce una pérdida de procesos intercelulares.

Finalmente la coincubacién de AGEs con Alendronato 10°M (f ) provoca una
desorganizacion mayor del citoesqueleto de actina, con fibras muy cortas y al azar, lo que
afecta notablemente la forma de las células con bordes muy irregulares. El contacto entre
células vecinas también se ve afectado y caracterizado por escasos procesos intercelulares

muy delgados (se vuelven a observar claramente entre las células como en la seccion I11.1.5)

111.1.7-ACCION DE ALTAS DOSIS DE BPs SOBRE LA ACTINA, TUBULINA Y FAK
EVALUADA POR INMUNOFLUORESCENCIA

Para profundizar el estudio del efecto téxico de altas dosis de BPs sobre los
osteoblastos, las células UMR-106 se incubaron con o sin BP (Zolendronato y Alendronato)
10™*M durante 24 h. Posteriormente se realizo el ensayo de inmunofluorescencia para actina,
tubulina y quinasas de adhesion focal (FAK).

Como se puede apreciar en la Figura II1.1.7, las células no tratadas con los BPs
presentan una forma poligonal y una cierta cantidad de procesos intercelulares. Bajo estas
condiciones, también se observa una distribucion regular de las fibras de estrés de actina y
tubulina en el citoplasma, mientras que la fluorescencia asociada con FAK esta
uniformemente concentrada en los niicleos. Al incubar las células en presencia de BPs 10*M
se inducen cambios en la morfologia celular y en la reorganizacion del citoesqueleto de
actina, teniendo el Zoledronato una accidon mas potente que el Alendronato. De esta manera,
las células tratadas con BPs se observan menos planas, con una disminucion en el nimero y
longitud de los procesos intercelulares, mientras que los nucleos y el citoplasma aparecen mas
pequefios y condensados. Ademas, las células expuestas a 10*°M de BP muestran una
redistribucion de la actina del citoplasma a la membrana plasmatica, una red de tubulina

citoplasmatica mas difusa y una distribucion relativamente desigual de FAK en los ntcleos.
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nag I a0 urm 1311 - \ F 40 um

(c) BSA + Alendronato 10 M (d) AGEs + Alendronato 10 *M

i

(e) BSA + Alendronato 10 °M (f) AGEs+ Alendronato 10 °M

Figura 111.1.5- Efecto del AGEs y Alendronato sobre la morfologia de

osteoblastos en cultivo: Imagenes de E-SEM.
Las células UMR106 se incubaron durante 24 h en presencia de BSA (@) o AGEs 100 ug/ml, (b)
con o sin Alendronato 10®M (c) y (d) o 10°M (e) y (f). Las imagenes se realizaron a 2500x.
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(a) BSA ' (b) AGEs

(c) BSA + Alendronato 10 *M (d) AGEs + Alendronato 10 %M

(e) BSA + Alendronato 10 M (f) AGEs + Alendronato 10 *M

Figura 111.1.6- Efecto del AGEs y Alendronato sobre las fibras de actina.
Las células UMR106 se incubaron durante 24 h en presencia de BSA (a) o AGEs 100 ug/ml, (b)
con o sin Alendronato 10*M (¢) y (d) o 10°M (e) y (f). Luego se incubaron con paloidina-FITC
para determinar por inmunofluorescencia directa los filamentos de actina (en verde). Los nucleos
celulares se tifieron con Ioduro de propidio (en rojo). Las imagenes estan tomadas a 1000x.
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111.1.8-MODULACION DE LA PROLIFERACION OSTEOBLASTICA. ROL DEL

CALCIO INTRACELULAR

En una serie de experimentos, se evalud la posible participacion del calcio intracelular
sobre los efectos deletéreos de los AGEs asi como sobre el efecto de bajas dosis de BP. Para
ello, en algunos experimentos se preincubaron las células durante 10 h con 10 uM de
Nifedipina (un inhibidor de canales de calcio sensibles al voltaje de tipo L) con o sin 10°M

Alendronato.
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Figura 111.1.8- Rol del calcio intracelular en el efecto de AGEs y BPs

sobre la proliferacion osteoblastica
Las células MC3T3-E1 y UMR-106 se incubaron 24hs con BSA o AGEs-BSA 100 pg/ml, en presencia o
ausencia de Alendronato 10®M y preincubados por 10 h con Nifedipina 10 uM. Se determiné la proliferacion
celular por el método de Cristal Violeta. Los resultados estan expresados como % del basal (BSA solo), y se
muestran como la Media = SEM. (* p<0.01 con respecto a BSA)
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Luego se adicionaron 100 pg/ml de BSA o AGEs-BSA al medio de cultivo y la
incubacion se siguié hasta completar las 24h. Aunque la Nifedipina no influy6é sobre la
disminucion en la proliferacion celular provocada por los AGEs, si anulé completamente la
reversion producida por el Alendronato sobre el efecto de los AGEs mencionado

anteriormente (Figura I11.1.8) en ambas lineas celulares.

111.1.9-EFECTO DE AGEs y BPs SOBRE LA PRODUCCION DE ESPECIES DE
OXIGENO REACTIVAS (ROS)

Se ha demostrado previamente que ciertos efectos de los AGEs son mediados por la
generacion intracelular de ROS como segundos mensajeros, en particular aquellos efectos que
dependen de la interaccion de los AGEs con su receptor RAGE [Ding et al, 2006]. De esta
manera, quisimos evaluar si esta via de traduccion de sefiales estaba involucrada en los

efectos de los AGEs y BPs sobre los osteoblastos.
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Figura 111.1.9- Produccion intracelular de ROS: efecto de AGEs y BPs
Los osteoblastos MC3T3E1 fueron incubadas por 24 h con 100 ug/ml de BSA o AGEs-BSA, con o sin 10* M de
Alendronato (Ale) y en presencia o ausencia de 50 uM de vitaminas C y E (como agentes antioxidantes). Los
resultados fueron referidos a la condicion basal en la cual se incubaron con BSA solamente y de muestran como
la Media + S.E.M (* p<0.01 con respecto a BSA)
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Para ello, se incubaron las células osteoblasticas con 100 pg/ml de BSA o AGEs-BSA,
con o sin Alendronato 10°M y en presencia o ausencia de 50 uM de vitaminas C y E (como
antioxidantes), luego de lo cual se evalud la produccion intacelular de ROS mediante el
método de DHR, como se describe en Materiales y Métodos

En la Figura II1.1.9 se puede observar que las células osteoblasticas expuestas a los
AGEs mostraron un incremento significativo de la produccion intracelular de ROS. En
presencia de Alendronato a bajas dosis y/o antioxidantes ese aumento se vio completamente

bloqueado.

111.1.10-EFECTO DE AGEs Y BPs SOBRE LA ACTIVIDAD DE FOSFATASAS
NEUTRAS

En otros estudios se evalu6 la acciéon de los BPs sobre la actividad de fosfatasas
neutras intracelulares, como otro posible mecanismo para la regulacion del desarrollo
osteoblastico. Para ello, la monocapa confluente de células osteoblasticas se incub6 durante
24 h con BSA o AGEs, y en presencia o ausencia de diferentes concentraciones de
Alendronato. Los lisados celulares obtenidos se incubaron por 10 minutos con el sustrato
fluorogénico DiIFMUP: la actividad de las fosfatasas neutras se determiné mediante la

velocidad de aparicion del producto fluorescente (DiFMU).

Tabla 111.1.10-Efecto de BSA, AGEs y diferentes dosis de Alendronato sobre la actividad de
las fosfatasas neutras totales en las células osteoblasticas UMR106.

Condiciones Actividad Actividad
[% de BSA 200] | [% de AGEs 200]

BSA 200 pg/ml 100

BSA 200 + 10°M Ale 57

BSA 200 + 10°M Ale 41

BSA 200 + 10“M Ale 32

AGEs 200 pg/ml 43 100

AGEs 200 + 10°M Ale 45 103

AGEs 200 + 10°M Ale 36 83

AGEs 200 + 10“M Ale 27 63
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Figura 111.1.10- Efecto de AGEs y BPs sobre la actividad de Fosfatasas Neutras en

osteoblastos.
La monocapa confluente de células osteoblasticas UMR106 fue incubada por 24 h con 200 pg/ml de BSA o
AGEs-BSA, en presencia o ausencia de diferentes concentraciones (10*, 10° o 10° M) de Alendronato (Ale).
Luego, alicuotas del lisado celular (50 pg de proteinas) fueron incubadas durante 10 minutos con el sustrato
fluorogénico DiFMUP. El producto fluorescente resultante fue medido cada minuto como se describe en
Materiales y Métodos. Para cada condicion experimental, las pendientes fueron calculadas mediante regresion
lineal con el objeto de cuantificar la actividad de fosfatasas neutras totales, lo cual se muestra en la Tabla I11.1.10
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Como puede observarse en la Fig. I11.1.10 y en la Tabla III.1.10, encontramos que los
AGE:s inhibieron un 50% de la actividad de las fosfatasas neutras, en comparacion con la
actividad obtenida en presencia de BSA (note las diferentes escalas utilizadas en las Figura
II1.1.10 A y B).

Por otro lado en presencia BSA, el Alendronato 10°M indujo un efecto similar al
AGEs, es decir, un 50% de inhibicion en la actividad de fosfatasas neutras (Figura I11.1.10.A).

El efecto de AGEs y Alendronato no fue aditivo, dado que no se encontr6 diferencia
en la actividad de fosfatasas neutras en presencia de AGEs solo y AGEs mas Alendronato
10°M (Figura I11.1.10.B).

Finalmente observamos que la actividad de fosfatasas neutras fue inhibida en forma
dosis-dependiente por concentraciones crecientes de Alendronato (10°M y 10™*M), tanto con
BSA como con AGEs-BSA. Estos niveles de Alendronato son compatibles con una

significante quelacion de cationes divalentes por parte del bisfosfonato.
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111.2-RESULTADOS OSTEOCLASTOS

111.2.1-COCULTIVOS: MODELO DE OSTEOCLASTOS

Para la obtencion de este modelo de osteoclastos se utilizé el método de cocultivo de
osteoblastos y macrofagos. Se cocultivaron células UMR-106 (linea osteoblasticas) con
células Raw 264.7 (linea monocito-macrofagica) durante aproximadamente 4 dias, cambiando
el medio cada dos dias, hasta observar la formacion de células gigantes multinucleadas al
microscopio optico. Con el objetivo de evaluar la formacién y maduracion de los osteoclastos,
se determino la presencia de células con actividad de fosfatasa 4cida tartrato-resistente (TRAP

(+)) utilizando un kit para dicha reaccion citoquimica. (Figura I11.2.1).
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Figura 111.2.1-.Cocultivo de ocho dias en los que podemos observar
células multinucleadas TRAP(+) (flechas). Obj 40x

111.2.2-CINETICA DE EXPRESION DE TRAP EN FUNCION DEL TIEMPO DE
COCULTIVO

Para evaluar la evolucion de la expresion de la TRAP en los cocultivos UMR106—Raw
264.7, éstos se cocultivaron durante diferentes tiempos, luego de lo cual se realizo la
determinacion de la actividad enzimdtica en un lisado celular total. Los niveles basales de
TRAP, correspondientes a las células Raw264.7 fueron de 42 nmol de p-NP/min*mg de
proteina, mientras que en las células UMR106 esta actividad fue de 6 nmol de p-NP/min*mg
de proteina, Los cambios de actividad TRAP con el tiempo se pueden apreciar en la Figura
I1.2.2. Al observar la curva obtenida, vemos que a la semana de iniciado el cocultivo, la
actividad TRAP se duplica con respecto a la condicion basal de los macrofagos Raw 264.7

Asimismo, al cuarto dia ya se puede ver un aumento significativo en dicha actividad.
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Figura I111.2.2-Cinética de expresion de TRAP
Los cocultivos de UMR-106/Raw264.7 se mantuvieron por diferentes periodos de cultivo, luego de lo cual se
determino la actividad TRAP con un ensayo colorimétrico. Se expresaron los resultados en actividad TRAP
especifica = nmol de p-NP/mg de Prot* min.

111.2.3-ACCION DE LOS AGEs SOBRE LA ACTIVIDAD TRAP

En otra serie de estudios quisimos evaluar el efecto de los AGEs sobre el desarrollo y
actividad de los osteoclastos. Para ello, a cocultivos de 4 dias le agregamos distintas
concentraciones de BSA o AGE-BSA (50ug/ml, 100pg/ml, 200 ug/ml) y se mantuvieron en
esas condiciones hasta completar los 8 dias de cultivo. Como muestra la Figura II1.2.3, los
AGEs inhibieron en forma dosis dependiente, la actividad TRAP entre 10 y 30% del basal
(incubado en presencia de BSA).
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Figura I11.2.3-Efecto de los AGEs sobre la actividad TRAP.
Las células UMR106 y Raw264.7 se cocultivaron durante 4 dias hasta la aparicion de células multinucleadas, y
luego se incubaron con diferentes concentraciones de BSA o AGEs-BSA (50 pg/ml, 100 pg/ml y 200 pg/ml) por
4 dias mas. La actividad TRAP se determind determind colorimétricamente en los lisados celulares. Los
resultados se expresan como %basal y se presentan como la media +/-SEM. Se grafica una sola barra para BSA,
pero que en realidad cada condicion de AGE se comparo con su propio control de BSA. (* p<0.05, ** p<0.01)
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111.2.4-ACCION DE LOS AGEs Y DISTINTAS CONCENTRACIONES DE
ALENDRONATO SOBRE LA ACTIVIDAD TRAP DE LOS OSTEOCLASTOS

Una vez evaluado el efecto de los AGEs, investigamos el posible efecto del agregado
de diferentes dosis de Alendronato en coincubacion con los AGEs. Para ello elegimos la
concentracion de 100 pg/ml de AGE, la cual inhibe aproximadamente un 13% la actividad
TRAP respecto al control con BSA (Figura II1.2.4). Como resultado de estos experimentos,
encontramos que bajas dosis de Alendronato (10®M-10°M) indujeron una inhibicion
significativa, y similar al AGE, sobre la actividad de TRAP de cocultivos desarrollados en
presencia de BSA. Por el contrario, en presencia de AGE no se observd una inhibicion
adicional de las bajas dosis de Alendronato, a la ya producida por el AGE. Por otro lado, altos
niveles de Alendronato (10°M-10"M) inhibieron la actividad TRAP en forma significativa,
observando un 20-25% de inhibicion respecto al cultivo con BSA y un 17% inhibicion
respecto al cultivo en presencia de AGEs. Asi, pareceria haber un pequefio efecto aditivo de
los dos agentes sobre la actividad de TRAP observada en presencia de AGE y altas dosis de
Alendronato (aproximadamente 30% de inhibicidon respecto al cultivo en presencia de BSA

basal).
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Figura I11.2.4-Efecto de los AGEs y distintas concentraciones de Alendronato sobre la
actividad TRAP.

Las células UMR106 se cocultivaron con los macrofagos Raw264.7 durante 8 dias. Al cumplirse 4 dias de
cultivo se les agregd BSA o AGEs-BSA en presencia o ausencia de Alendronato en concentraciones crecientes
(10*M - 10*M) y se incub6 hasta completar los 8 dias de cultivo. Finalmente se evalu¢ la actividad TRAP por el
método ya descripto. Los resultados se expresan como % basal y se presentan como la media +/-SEM (* p<0.05,
** p<0.001 respecto de BSA) (# p<0.001 respecto de AGEs)
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111.2.5-ACCION DE LOS AGEs Y ALENDRONATO 10°M SOBRE LA ACTIVIDAD
TRAP DE OSTEOCLASTOS EN DISTINTOS MOMENTOS DEL COCULTIVO

Para evaluar en qué fase del cocultivo actia cada uno de estos agentes (AGEs y
Alendronato) se realizd una serie de ensayos para abarcar las distintas etapas:

1- Un cocultivo de 8 dias con las diferentes condiciones desde el inicio (desde la formacion de
los osteoclastos)

2- Un cocultivo corto de 4 dias incubado con las condiciones.

3- Un cocultivo de 8 dias en el cual se colocaron las condiciones desde el cuarto dia hasta el
final.

Las incubaciones se realizaron con Alendronato10”M coincubado con BSA o AGEs-
BSA 100ug/ml. Luego se lisaron las células y en los lisados se determind la actividad TRAP
por ensayo colorimétrico midiendo la Absorbancia a 405 nm. Los resultados se expresan
como % basal y se presentan como la media +/-SEM.

En la Tabla III1.2.5 se puede ver que el AGE inhibe significativamente la actividad
TRAP bajo todas las condiciones experimentales probadas.

El Alendronato10” M comienza a actuar en la segunda fase, dado que la incubacion
con Alendronato en el cocultivo corto no produce una inhibicion significativa en la actividad
TRAP. En la ultima columna puede observarse que la coincubacidon con ambos compuestos
induce un efecto aditivo, tanto si se agregan en la segunda fase como durante todo el periodo

de cultivo de 8 dias.

Tabla I11.2.5-Accion de los AGEs y Ale 10 M sobre la actividad TRAP de osteoclastos (*

p<0.05)
BSA 100 BSA5AIe 10 AGEs 100 AGE Ale 10°M
pg/ml M pg/ml

Sidias cf 100+/-2 86+/-5 * 86+-3 * 69+/-2 *
condiciones

SRS  100+/-2 98+/-6 7543 * 7345 *
condiciones
8dias, 4 dias

finales 100+/-1 75+/-6 * 86+/-2 * 69+/-3 *
condiciones
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111.2.6-ACCION DE LOS AGEs Y ALENDRONATO SOBRE EL NUMERO DE
OSTEOCLASTOS.

A cocultivos de 4 dias, incubados sobre cubreobjetos colocados en platos de 6
pocillos, se les agregd BSA o AGEs 100ug/ml, con Alendronato 10®M o con Alendronato 10
M. Se incubaron por 4 dias, luego de los cuales se fijaron, se tifieron con Giemsa, se
montaron sobre portaobjetos y se contaron las células con 3 o mas nticleos en 50 campos a
400x.

En la Fig. I11.2.6 puede observarse el numero promedio de osteoclastos por campo en
las distintas condiciones. Como podemos apreciar, la presencia de AGEs en el cocultivo,
produjo una inhibicion significativa del nimero de osteoclastos (55 % del BSA), mientras que
el Alendronato indujo una disminucion significativa y dosis dependiente en el nimero de
osteoclastos. Asi, el agregado de bajas dosis de Alendronato en presencia de AGE, no indujo
un efecto adicional sobre la inhibicion producida por el AGE sobre el ntimero de osteoclastos.
Por el contrario, altas concentraciones de Alendronato (10°M) indujeron una inhibicion
significativa sobre el numero de osteoclastos desarrollados en presencia de AGE (16% con

respecto a AGEs).
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Figura 111.2.6- Efecto de los AGEs y Alendronato sobre el nimero de osteoclastos.
Se grafico el numero promedio de osteoclastos por campo en las diferentes condiciones. Para ello se contaron las
células con 3 o mas nucleos en 50 campos a 400 x. Los resultados se expresaron como la Media +/- SEM
(* p<0.05, ** p<0.001 respecto de BSA) (# p<0.01 respecto de AGEs)
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111.2.7-EXPRESION DE RAGE EN OSTEOCLASTOS.

En vista de los efectos inhibitorios del AGE sobre el desarrollo de osteoclastos y la
expresion de TRAP, decidimos investigar si esos efectos podrian involucrar una modulacion
en la expresion de RAGE, uno de los receptores previamente descriptos en osteoclastos para
los AGEs [Valcourt et al, 2007]. Para este fin realizamos un ensayo de inmunofluorescencia
indirecta para RAGE, utilizando cocultivos incubados sobre cubreobjetos en condiciones
basales durante 4 dias, y sometidos luego, durante 4 dias adicionales, a las siguientes

condiciones experimentales:

1-BSA 100ug/ml

2-AGEs 100pg/ml

3-BSA 100pg/ml - Alendronato 10® M
4-AGEs 100pg/ml - Alendronato 10 M
5-BSA 100ug/ml - Alendronato 10° M
6-AGEs 100pg/ml - Alendronato 10° M

Se utiliz6 un anticuerpo anti-RAGE conjugado con FITC (fluorocromo verde),
mientras que los nucleos se tifieron con loduro de propidio (fluorocromo rojo). Las muestras
se montaron en portaobjetos, se sellaron y se observaron por dos medios distintos:

111.2.7.1- Microscopia de Fluorescencia Optica.

Por medio del microscopio de fluorescencia se obtuvieron imagenes de las muestras
(Fig 11.2.7.1 (A)), que luego se analizaron con el programa Image J para cuantificar la
fluorescencia asociada a RAGE. Los resultados de la cuantificacion se graficaron en la Fig
II1.2.7.1 (B). En el grafico podemos ver que los osteoclastos incubados con AGEs presentan
un incremento del 52% en la fluorescencia asociada a RAGE comparado con los controles de
BSA. Por otro lado, el agregado de Alendronato 10®M en presencia de BSA indujo también
un incremento significativo en la fluorescencia asociada al RAGE (aproximadamente 30% del
respecto de BSA solo). Por el contrario, altas dosis de Alendronato no modificaron la
expresion del RAGE en los cocultivos incubados con BSA. Finalmente, pudimos observar
que bajas dosis de Alendronato en presencia de AGEs no alteraron la “up-regulation” del
RAGE inducida por los AGEs. Sin embargo, cuando los osteoclastos se incubaron con AGEs
y Alendronato 10°M, este bisfosfonato bloque6 el efecto estimulante de los AGEs sobre la
expresion de su receptor RAGE.

111.2.7.2-Microscopia de Fluorescencia Confocal

Con las observaciones hechas con el microscopio confocal, se pudieron obtener

imagenes de mayor resolucion y sobre todo, determinar la localizacion sub-celular de la
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marca fluorescente asociada al RAGE. Las imagenes capturadas con el microscopio confocal
se presentan en las Figuras 111.2.7.2.1 y 111.2.7.2.2.

Para determinar la localizacion de la marca se hizo un barrido en el eje z, del campo
que incluia a la célula multinucleada y se obtuvieron 10 planos focales por muestra. Las
imagenes seleccionadas corresponden a planos que incluyen a varios nacleos.

En la Figura II1.2.7.2.1 se muestra la serie de imagenes obtenidas de los osteoclastos
incubados con BSA solo y con Alendronato 10®M o 10°M (condiciones 1, 3 y 5
respectivamente), mientras que en la Figura I11.2.7.2.2 se muestra la serie andloga para
osteoclastos incubados con AGEs y Alendronato (condiciones 2, 4 y 6 respectivamente).

Las iméagenes de la primera columna de ambas figuras corresponden al canal verde
donde se observa la fluorescencia asociada al RAGE. El andlisis de la intensidad de
fluorescencia de estas imagenes tiene la misma tendencia que el realizado a partir del
microscopio de fluorescencia optico (datos no presentados).

En el panel de BSA (Figura I11.2.7.2.1) vemos que la presencia de Alendronatol10*M
produce un aumento de la fluorescencia asociada al RAGE tanto en el citoplasma como en el
nicleo de los osteoclastos. En cambio los osteoclastos incubados con Alendronatol0°M
presentan una intensidad de fluorescencia similar al control de BSA.

En las imagenes de la Figura I11.2.7.2.2 puede observarse nuevamente que las
muestras que se incubaron con AGEs expresan una mayor intensidad de fluorescencia que en
el control con BSA, tanto en el citoplasma como en el niicleo, especialmente en los nucleolos
y en la membrana nuclear (observar las flechas en las fotos de la seccion I11.2.7.2). El
agregado de Alendronato 10°M en presencia de AGEs no modifico este patron de marcacion.
Sin embargo, la coincubacién con AGEs y Alendronato 10°M indujo una disminucion en la
fluorescencia asociada al RAGE en el citoplasma, pero no asi en el ntcleo, los nucleolos o la

membrana nuclear
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Figura 111.2.7.1-Determinacion de RAGE en osteoclastos por IFI
Los cocultivos se incubaron con BSA o AGEs (100 ug/ml) en presencia o ausencia de Ale 10°M o 107
M. Luego se realizo el ensayo de inmunofluorescencia para RAGE. (A) Las imagenes estan tomadas a
1000x, se cuantifico la fluorescencia de las mismas y se grafico como % del basal (BSA) (B)
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Discusion

El hueso es un tejido dindmico, que es continuamente remodelado durante toda la vida
no sdlo para mantener la homeostasis del calcio, sino también para reparar microdafios y
mantener asi la calidad del hueso. Esta continua remodelacion del hueso es consecuencia de la
accion de las células que se esfuerzan por lograr una coordinada y equilibrada resorcion de
hueso viejo, los osteoclastos, y de los osteoblastos, responsables de una adecuada formacion
de hueso nuevo, de manera local, coordinada y secuencial. Este proceso se denomina
acoplamiento y se entiende como la formacién de hueso en respuesta a los resultados de la
resorcion Osea, con una cantidad de hueso formada igual a la eliminada por resorcion. El
desacoplamiento se produce cuando el equilibrio entre la formacién y la resorcion se disocia
lo cual puede llevar a situaciones que abarcan desde la osteopetrosis hasta la osteoporosis. A
pesar de que se ha visto que la formacion de hueso esta estrechamente unida a la resorcion
osea en el recambio normal del hueso adulto, este acoplamiento se puede disociar en
circunstancias fisioldgicas como durante el crecimiento esquelético (ganancia dsea neta) o la
posmenopausia (pérdida neta de hueso), asi como en patologias como la Diabetes mellitus
[Karsdal et al, 2007; Schwartz, 2003].

Los productos de glicacion avanzada (AGEs) son compuestos resultantes de
glicaciones no enzimaticas y se acumulan con la edad en diversos tejidos de forma inevitable,
pero se ven incrementados en pacientes con diabetes mellitus. Las personas con diabetes
tienen concentraciones séricas de AGEs significativamente mas altas que los sujetos no
diabéticos [Sharp et al, 2003]. También se han encontrado altos niveles séricos de los AGEs
(pentosidina y CML) en pacientes con osteoporosis primaria [Hein et al, 2003].

Los AGEs estan implicados en el desarrollo y progresion de complicaciones diabéticas
cronicas [Ulrich y Cerami, 2001; Brownlee, 2005]. La influencia de los AGEs en las
microangiopatias y macroangiopatias diabéticas esta bien descripta en la literatura [Barbosa et
al, 2008; Goh y Cooper, 2008; Peppa y Vlassara 2005]. Las complicaciones crénicas de la
diabetes incluyen también una disminuciéon en la formacioén y recambio 6seo y han sido
estudiadas por diversos autores [Bouillon, 1991; Krakauer, 1995; Schwartz, 2003]. En
particular, Krakauer et al (1995) en un estudio clinico de 12 afios de seguimiento, mostré un
deterioro significativo en la produccion de matriz extracelular osteobldstica y la
mineralizacion 6sea de pacientes con diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2.

La presencia de AGEs puede alterar directamente las propiedades fisicas del colageno
0seo y de esa manera alterar el proceso de formacion o6sea. Los estudios sobre las lineas

celulares indican que los AGEs también afectan el metabolismo de las células 6seas.
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En particular, nuestro grupo demostrd que el colageno modificado por AGEs es capaz
de regular la proliferacion y la diferenciacion de las células osteoblasticas dependiendo de la
etapa de desarrollo [McCarthy et al, 2001; McCarthy et al., 1997]. También hemos visto que
la adicion de AGE-BSA (proteina soluble) a cultivos de células osteoblasticas, resultdé en una
reduccion significativa de la sintesis de osteocalcina, fosfatasa alcalina y colageno tipo L.
Estos efectos estarian mediados por los receptores de AGE (RAGE) que se han descripto en

las células osteoblasticas [Cortizo et al, 2003; McCarthy et al, 1999; Mercer et al, 2007].

Los AGEs pueden ejercer un efecto negativo sobre el hueso interfiriendo en la
diferenciacion osteoblastica y en la produccion de proteinas de matriz como son colageno y
osteocalcina [Alikhani et al, 2007]

En este trabajo de tesis vimos que AGEs-BSA produce una inhibicion dependiente de
la dosis, de la proliferacion de los osteoblastos en cultivo, corroborando resultados obtenidos
anteriormente por el grupo. Ademads la presencia de AGEs en los cultivos produce una
disminucién en la adhesion al sustrato, y consecuentemente alteraciones en la morfologia de
estas células lo que llevaria a un detrimento en su funcion.

Se han descripto resultados similares en células endoteliales donde se ve que los
AGES alteran la funcién de estas células. Por ejemplo, Guo et al, [2009] demostrd una
disfuncion en la barrera de las células endoteliales provocada por AGEs, y que la misma
esataba asociada con cambios morfoldgicos de la F-actina, asi como con alteraciones en la via
de las proteinas ERK y MAPK p38.

Otros autores estudiaron los cambios en la estructura del citoesqueleto y el mecanismo
de sefializacion inducido por AGEs en células endoteliales humanas. La estimulacion de la via
de RAGE por AGE-BSA indujo la activacion de Rho, la formacién de gap intercelulares, la
presencia de prominentes fibras de estrés de actina y contraccion celular. Estos hallazgos
sugieren que la activacion de RAGE / Rho inducida por los AGEs, participaria en la
hiperpermeabilidad encontrada en la diabetes [Hirose et al, 2010].

Los bisfosfonatos son probablemente la familia de drogas antiosteoporodticas mas
ampliamente utilizada, y aunque su accion primaria tiene por objetivo principal inhibir la
funcién y la supervivencia osteoclastica, también se ha demostrado que puede influir
positivamente en el desarrollo osteobléstico y en el potencial de formacion 6sea [Tsuchimoto
et al, 1994; Plotkin et al, 1999; Viereck et al, 2002].

Los bisfosfonatos se utilizan para el tratamiento de pacientes con diabetes mellitus y

osteoporosis, aunque con resultados contradictorios [Dagdelen et al, 2007; Yamauchi, 2007].
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Una vez absorbidos los BPs (suministrados por via oral), se localizan principalmente
en los sitios de remodelacion activa del tejido 6seo, donde actuan como potentes inhibidores
de la actividad osteoclastica [Rogers et al, 2000]. Sin embargo, se ha postulado que los BPs
también pueden tener efectos sobre los precursores hematopoyéticos de los osteoclastos y
sobre otras células en el microentorno 6seo como los osteoblastos y macrofagos [Frith et al,
1997].

En este trabajo de tesis nos propusimos investigar si los bisfosfonatos nitrogenados
(N-BPs) podrian revertir en los osteoblastos, los efectos nocivos de los AGEs que hemos
descrito anteriormente [McCarthy et al, 1997; McCarthy et al, 2001].

Los resultados obtenidos respaldan esta hipotesis: se observd que los AGEs inducen en
las dos lineas osteoblasticas una disminucion en la proliferacion celular y que ese efecto fue
revertido por la coincubaciéon con Alendronato, Pamidronato y Zoledronato en bajas
concentraciones (10*M-10"°M). Yamagishi et al [2006] postularon un efecto similar de los N-
BPs sobre los efectos nocivos de los AGEs. Estos autores demostraron que Incadronato y
Minodronato eran capaces de revertir los efectos deletéreos de los AGEs, en experimentos
con células endoteliales de vena umbilical humana (HUVECs) [Okamoto et al, 2002;
Yamagishi et al, 2005]. Los autores adicionalmente demostraron que la accion beneficiosa de
estos N-BPs es debida a la supresion de la generacion intracelular de ROS por la NADPH
oxidasa, probablemente a través de la inhibicion de la geranil-geranilacion de Rac. La union
del AGEs a su receptor RAGE produce una sefalizacion en las células de la pared vascular
que involucra a los ROS y a la proteina pequeiia G Rac, un componente critico del complejo
NADPH oxidasa.

En nuestro trabajo encontramos también que concentraciones altas de BPs (107M)
resultaron toxicas para los osteoblastos tanto en presencia de BSA como de AGEs. Rogers et
al [2000] consideran que la concentracion extrapolada in vivo de Alendronato en la laguna de
resorcion del osteoclasto se encuentra en el rango de 10*M y 10°M, aunque los osteoblastos
no llegarian a estar a concentraciones tan elevadas. Varios autores reportaron resultados
similares a los nuestros. Chou et al [2009] rescata el efecto bifasico, estimulatorio a dosis
bajas e inhibitorio a dosis altas, del Alendronato sobre los osteoblastos. Entre los efectos que
menciona estd la inhibicion de la apoptosis de osteoblastos a bajas dosis de Alendronato
[Plotkin et al, 2006]. Otros autores observaron que bajas dosis de N-BPs estimulan la

proliferacion y la diferenciacion osteoblastica in vitro [Giuliani et al, 1998; von Knoch et al,
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2005; Im et al, 2004]. Altas dosis de N-BPs muestran un efecto no estimulatorio sobre
osteoblastos e inhibitorio de la formacion dsea.

Im et al [2003] estudido el efecto de Alendronato y Risedronato sobre células
osteoblasticas. Este autor encontré que estos BPs aumentaban el numero de células, con un
pico a 10™M, estimulando marcadores de diferenciacion osteoblastica (FAL, colageno tipol,
osteocalcina y BMP2).

Giuliani et al [1998] reportaron que el Etidronato estimula la formaciéon de nodulos de
mineralizacion en el rango de concentraciones entre 10°M y 10°M.

Diferentes autores han investigado la modulacion directa de los N- BPs sobre la
actividad de la fosfatasa alcalina osteoblastica y la expresion del coldgeno tipo 1. En general,
encontraron que los bisfosfonatos inducen un aumento significativo en ambos parametros en
osteoblastos en cultivo [Fromigué y Body, 2002; Spreafico et al., 2006; Boanini et al., 2008].
Estas observaciones estan de acuerdo con nuestros resultados actuales, en los que hemos
encontrado que en osteoblastos, el Alendronato induce una reversion total de la inhibicién por
AGEs de la actividad especifica de fosfatasa alcalina, asi como de la produccion de colageno
tipo 1.

En este trabajo de tesis se vio que los AGEs afectan el potencial de formacion dsea
osteoblastico, ya que la incubacion con AGEs disminuy6 la expresion de FAL y colageno tipo
I en las dos lineas celulares MC3T3El y UMRI106, asi como la formaciéon de nodulos de
mineral en las células MC3T3EI diferenciadas 21dias en un medio osteogénico. Sin embargo,
estas acciones nocivas de los AGEs fueron completamente prevenidas por bajas
concentraciones de Alendronato.

La reversion con bisfosfonatos del efecto anti-proliferativo de AGEs, podria ser
explicada, al menos en parte, por la accidon anti-apoptdtica de los bisfosfonatos, como se
muestra en el presente trabajo, y que también ha sido reportado por otros autores [Plotkin et
al, 1999; Plotkin et al, 2006]. La apoptosis es un proceso de muerte celular programada que
esta involucrada en varios procesos fisiologicos. En este evento la muerte es iniciada y
completada de manera ordenada, a través de la sintesis y/o activacion de productos génicos
necesarios para la destruccion celular. Recientemente se ha documentado el rol pro-apoptoético
de los AGEs y algunos mediadores inflamatorios en distintos tipos celulares [Civera et al
2010; Desta et al, 2010].

La hipotesis mas fuerte que involucra el mecanismo de las complicaciones diabéticas

es el estrés oxidativo inducido por los AGEs ya que los ROS se encuentran aumentados en
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esta patologia y producen disfuncion celular en varios tipos celulares. Estudios in vitro
demostraron que el estrés oxidativo inhibe la diferenciacion osteoblastica e induce dafio y
apoptosis en los osteoblastos [Hamada et al, 2009]. E1 CML-colageno induce apoptosis en
cultivos primarios de osteoblastos o en las células MC3T3-El in vitro. Este efecto fue
mediado a través de la interaccion con el receptor RAGE [Alikhani et al, 2007].

Para confirmar la hipotesis de la regulacion de la apoptosis por los AGEs y BPs,
utilizamos un ensayo especifico con anexina V/ioduro de propidio [Varga et al, 1999]. Este
estudio permite detectar células en diferentes estadios del proceso apoptotico. Cambios
tempranos en la estructura de la membrana plasmatica, tales como la exposicion de
fosfatidilserina son detectados a través de la tincidon con anexina V, mientras que cambios
estructurales tardios como por ejemplo la apertura de poros en la membrana plasmatica son
detectados con ioduro de propidio, ya que este colorante no difunde en la membrana intacta
pero si cuando esta dafnada.

Asi pudimos observar que los AGEs tienen caracteristicas pro-apoptdticas mientras
que el Alendronato ejerce un efecto anti-apoptoético sobre los osteoblastos, de manera que la
induccion de la apoptosis que vemos en presencia de AGEs en las dos lineas celulares, vuelve
a los valores basales en presencia de un N-BP a bajas concentraciones. Resultados similares
de BPs fueron descriptos previamente por el grupo de Bellido quienes analizaron el efecto
anti-apoptotico de los BPs en osteocitos y osteoblastos [Plotkin et al, 1999].

Los resultados de nuestro grupo y los reportados por estos autores sugieren que la
capacidad de los BPs para prevenir la apoptosis seria un mecanismo de los BPs para preservar
al hueso en distintas situaciones patologicas.

El citoesqueleto de actina juega un papel importante en la determinacion de la forma
celular, y su propia reorganizacion esta sujeta a modulacion por interacciones extracelulares
[Small et al, 1999 b].

De los tres polimeros que componen el citoesqueleto, los filamentos de actina que
subyacen a la membrana celular son los que contribuyen directamente al mantenimiento de la
forma celular [Small et al, 1999c]. Hemos visto que los productos de glicacion avanzada
provocan un cambio en la morfologia celular, asi cuando las células osteoblasticas cultivadas
en monocapa son expuestas a AGEs-BSA pierden parcialmente la adhesion al sustrato. La
actina se dispone en forma de microfilamentos denominadas fibras de estrés, las cuales se
estabilizan por interaccion con paloidina marcada con fluoresceina, para observarlas mas

facilmente [Small et al, 1999a] (en nuestras fotografias se observan con fluorescencia de color
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verde). Las células en presencia de BSA conservan los microfilamentos bien desarrollados,
mientras que las células incubadas con AGEs han perdido su patrén normal por la accion
nociva del mismo. Los filamentos de estrés permiten a la célula anclarse al sustrato mediante
diferenciaciones tipicas llamadas contactos o adhesiones focales. Al perderse este patron
normal, las células pierden la adhesion al sustrato y se despegan y poco después mueren, por
falta de adhesion, algo vital para células que crecen pegadas al sustrato.

Estudios previos realizados por nuestro grupo demostraron que la acumulacion de
AGEs sobre una matriz de colageno de tipo I, inhibe la adhesion de osteoblastos mediada por
receptores integrinas [McCarthy et al., 2004]. Adicionalmente, un estudio de Howard et al
[1996] sugiere que el entrecruzamiento de las fibrillas de colageno producido por la
glicosilacion no enzimadtica altera las propiedades fisicas de la matriz extracelular, dando
lugar a cambios intracelulares en la organizacion del citoesqueleto de actina. Asi, ambos
mecanismos podrian estar mediando la menor adhesividad osteobléastica a su matriz en
presencia de AGEs.

La adhesion de la célula a la matriz extracelular regula la homeostasis celular de
multiples maneras. Esta regulacion se efectua directa o indirectamente a través de conexiones
de integrinas al citoesqueleto de actina [Delon y Brown, 2007], de los receptores del factor de
crecimiento y cascadas de transduccion de sefales intracelulares. La interrupcion de esta
conexion a la matriz extracelular tiene efectos perjudiciales sobre la supervivencia celular.
Esto lleva a un tipo especifico de apoptosis que se conoce como anoikis en la mayoria de tipos
de células no transformadas [Reddig y Juliano, 2005].

Curiosamente, Dobler et al [2006] informaron recientemente que las enfermedades
cronicas vasculares en la diabetes estan asociadas con la disrupcion de las interacciones de
células adherentes endoteliales con la matriz extracelular (MEC), poniendo en peligro la
supervivencia celular y alterando la estructura vascular. Los autores muestran que el
metilglioxal, cuya formacion esta aumentada en la hiperglucemia, provoca una fuerte
modificacion en los sitios de unioén de las integrinas en el colageno IV de la membrana basal
vascular, provocando el desprendimiento de las células endoteliales, anoikis, y la inhibicion
de la angiogénesis. Por lo tanto, el aumento de formacion de metilglioxal y la glicacion de la
MEC en la hiperglucemia afectan la supervivencia de las células endoteliales y la
angiogénesis y probablemente contribuyen a una disfuncion vascular similar en la diabetes

[Chiarugi y Giannoni, 2008].
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Los elementos del citoesqueleto ademas de ser criticos para la morfologia celular y la
transduccion de senales, estan involucradas en diversos procesos celulares, incluyendo la
movilidad, el transporte intracelular y la diferenciacion. Algunas proteinas pequefias de union
a GTP (proteinas G) de la familia Ras, como RhoA, influyen sobre diversos elementos del
citoesqueleto. La proteina pequefia RhoA estabiliza el citoesqueleto de actina y promueve la
formacion de adhesiones focales en las células osteoblasticas. Los N-BPs cuando alcanzan
ciertas concentraciones (5 x 10°M) en los osteoblastos pueden afectar el citoesqueleto de
actina y las adhesiones focales a través de acciones sobre grupos geranilgeranil de RhoA vy,
potencialmente, a través estos efectos pueden influir en la remodelacion 6sea [Kazmers et al,
2009].

En el presente trabajo hemos visto que tanto el citoesqueleto de actina, como la
morfologia de las células expuestas a Alendronato 10°M estan afectados, probablemente
mediante el mismo mecanismo descripto por Kazmers que involucra a la inhibicion de la
geranilacion de las proteinas pequeias (RhoA). Aunque no se estudio en este trabajo de Tesis,
estos mecanismos de accion del Alendronato podrian ser operativos en los osteoblastos,
previniendo la modificacion de proteinas Rho y la integridad del citoesqueleto. Varios autores
demostraron previamente que el Alendronato es capaz de inhibir enzimas de la via del
mevalonato, previniendo la prenilacion de proteinas de union a GTP pequefias que son
responsables de la integridad del citoesqueleto y de la sefializacion intracelular en osteclastos
[Fisher et al. 1999; van Beek et al. 1999b; Bergstrom et al. 2000]. Recientemente se demostrd
que el Alendronato es capaz de inhibir la prenilacion de proteinas en osteoblastos en cultivo
[Idris et al 2008]. Estos autores observaron también que este N-BP inducia apoptosis de los
osteoblastos a concentraciones de 10™*M, e inhibia la mineralizacion a concentraciones de
10"M, pero a través de mecanismos independientes de la prenilacion de proteinas.
Claramente se necesitan mas estudios in vitro e in vivo para poder definir completamente el
modo de accion de los BP en los osteoblastos.

Por su parte, las células coincubadas con AGEs y alta concentracion de Alendronato
(10°M) presentan una desorganizacion aun mayor del citoesqueleto de actina, posiblemente
por la accion conjunta de los dos agentes. Por una lado el efecto que describimos recién del
N-BP a altas concentraciones y por el otro la accion de AGEs posiblemente a través de la
activacion RAGE/ RhoA generando gap intercelulares, prominentes fibras de estrés y

contracciodn celular, como se describio para las células endoteliales [Hirose et al, 2010].
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En la ultima etapa de este trabajo sobre los osteoblastos, tratamos de dilucidar los
mecanismos de sefializacion que estarian involucrados en la accion de los BP y los AGEs.

Mathov et al [2001] han demostrado que los BPs pueden aumentar directamente la
proliferacion de los osteoblastos, por la activacion de las quinasas reguladas por senales
extracelulares (ERK) a través de la entrada de calcio. Estos resultados nos llevaron a
investigar si en nuestras condiciones de cultivo, los BPs podrian regular la proliferacion
osteoblastica a través de alguno de estos mecanismos. Utilizando nifedipina demostramos
que, aunque el efecto anti-proliferativo de AGEs es calcio-independiente, la reversion de los
mismos con BPs requiere la entrada de Ca’ a través canales calcio de tipo-L voltaje
sensibles. Los canales de calcio tipo L dependientes de voltaje se encuentran en las células
oseas, incluyendo tanto los osteoblastos [Guggino et al, 1989] como a los osteoclastos [Teti et
al, 1989]. Varias lineas de evidencia demostraron que cuando los canales de calcio en los
osteoblastos se activan, la densidad del hueso se incrementa [Guggino et al, 1989] y la
resorcion del hueso se reduce [Ritchie et al, 1994]. Hay evidencias que demuestran que el
calcio intracelular juega un papel fundamental en las vias mecanotransduccion y que el
citoesqueleto de actina es un componente crucial para el proceso de transduccion de sefiales.
Estos autores sugieren un papel regulador del citoesqueleto de actina en la actividad de los
canales de calcio tipo L en las células osteoblasticas [Li et al, 2011]

En otra serie de experimentos se evalud la produccion intracelular de especies
reactivas de oxigeno (ROS). Numerosos estudios indican que los AGEs incrementan la
produccion de radicales libres, generando estrés oxidativo en diferentes tipo celulares: células
endoteliales [Zhang et al, 2006; Wautier y Schmidt 2004], en hepatocitos [Guimaraes et al,
2010], adipocitos [Unno et al, 2004] y en osteoblastos [McCarthy et al, 2001a]. Estos
radicales libres pueden formarse extracelularmente (formados a partir de la reactividad de
estructuras AGEs acumuladas sobre proteinas extracelulares de vida media larga como el
colageno) o intracelularmente (generados por AGEs intracelulares, o como via de
transduccion de sefiales del RAGE luego de su interaccion con AGEs presentes fuera de la
célula) [Negre-Salvayre et al, 2009].

Los radicales libres se pueden definir como moléculas o fragmentos de moléculas que
contienen uno o mas electrones desapareados en orbitales atomicos o moleculares. Ese
electrén desapareado le confiere al radical libre un considerable grado de reactividad [Valko
et al, 2007]. El efecto nocivo de los radicales libres, como causantes de dafio biologico

potencial, se denomina estrés oxidativo y estrés nitrosativo. Esto ocurre en los sistemas
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bioldgicos cuando hay un exceso de produccion de ROS / RNS (especies reactivas de oxigeno
y nitrogeno respectivamente) por un lado, y una deficiencia de antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos, por el otro. En otras palabras, el estrés oxidativo resulta de las reacciones
metabolicas que utilizan oxigeno y representa una alteracion en el estado de equilibrio de
reacciones prooxidantes/ antioxidantes en los organismos vivos. El exceso de ROS puede
dafiar a los lipidos, proteinas, o DNA de las células inhibiendo su funcién normal. Debido a
esto, el estrés oxidativo ha sido implicado en una serie de enfermedades humanas, como la
diabetes, asi como en el proceso de envejecimiento [Valko et al, 2007].

Dentro de las moléculas antioxidantes enddgenas, encontramos al glutation y enzimas
encargadas de la detoxificacion de radicales libres (catalasa, superdxido dismutasa,
tiorredoxina, etc). Sin embargo también existen antioxidantes exogenos que agregados al
sistema experimental pueden prevenir o revertir el estrés oxidativo inducido por AGEs
[Zhang et al, 2006].

Nosotros utilizamos una mezcla de Vitamina C y E como antioxidantes exogenos. La
vitamina E (a-tocoferol) constituye el antioxidante liposoluble mas importante en sistemas
biologicos. Posee la capacidad de inhibir la peroxidacién lipidica, evitando asi dafios en la
membrana y la modificacién de las lipoproteinas de baja densidad, al interactuar con los
radicales peroxilo mas rapidamente que éstos con los lipidos y proteinas de las membranas
plasmaticas [Stahl y Sies, 1997]. El acido ascorbico se ha demostrado que es un antioxidante
muy eficiente en fase acuosa en sistemas vivos. El acido ascorbico también se ha demostrado
que protege las membranas y otros compartimentos hidrofobicos mediante la regeneracion de
la vitamina E a la forma antioxidante [Beyer, 1994]. De esta manera el uso combinado de
vitaminas E y C como antioxidantes se fundamenta en que esta tltima contribuye al reciclado
de la vitamina E incrementando asi la accion antioxidante de cada una.

En este trabajo de Tesis se estudio la produccion intracelular de ROS en las células
MC3T3-E1 y UMR-106, en presencia o ausencia de una mezcla de vitamina E y vitamina C,
con el objeto de evaluar la posible intervencion de la via RAGE en el mecanismo de accion de
los BPs. Se encontr6 que la presencia de Alendronato a bajas dosis y/o antioxidantes en el
cultivo frena completamente el aumento en la produccion de ROS inducido por los AGEs en
ambas lineas. Estos resultados estan de acuerdo con los encontrados por otros autores, en los
que se cultivaron HUVECs con AGEs y BPs [Okamoto et al, 2002; Yamagishi et al, 2005]: en
esas condiciones de cultivo, se observo que los BPs son capaces de suprimir la generacion de

ROS intracelular inducida por los AGEs, a través de la inhibicion de geranil-geranilacion de
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Rac, un componente importante de la NADPH oxidasa. Aunque no lo hemos probado
directamente, es probable que haya operado la misma modulacion de los mecanismos de
transduccion de sefales en nuestras condiciones experimentales.

En trabajos previos hemos mostrado que diferentes dosis de BPs pueden inhibir
fosfatasas osteoblastica tanto neutras como alcalinas [Vaisman et al, 2005; Molinuevo et al,
2007]. Ademas, otros investigadores han demostrado que la fosforilacion intracelular de
proteinas es esencial para el proceso de diferenciacion osteoblastica [Xiao et al., 2002]. Asi,
en el presente trabajo se evaluo la posible modulacion de la actividad de las fosfatasas neutras
osteoblasticas por los productos finales de glicacion avanzada y por bisfosfonatos.

Se demostrd que el Alendronato inhibe la actividad de PTP lo que sugiere que podrian
ser dianas moleculares de Alendronato cuando se utiliza en el tratamiento de trastornos 0seos.
Sin embargo, el mecanismo de la inhibicion de PTP por Alendronato no se comprende
totalmente. Se ha reportado que el mecanismo de inhibicion de la PTP por Alendronato ocurre
a través de la oxidacion de la cisteina del sitio activo, aunque se discute la pertinencia del
mecanismo propuesto en un sistema biologico [Skorey et al, 1997].

Se ha postulado que el Alendronato se une al mineral 6seo y es internalizado por los
osteoclastos que disuelven el mineral o6seo. Una vez que el Alendronato alcanza
concentraciones criticas en la célula, se inhibe la actividad de los osteoclastos. Las
estimaciones indican que en la interfase osteoclasto-hueso, las concentraciones de
Alendronato pueden llegar a 100 uM o mas, que seria suficiente para inhibir las PTP que se
expresan en los osteoclastos. El Alendronato y el Etidronato inhiben las PTP con una potencia
similar. La diferentes potencias observadas in vivo pueden reflejar diferencias en la
farmacocinética en la captacion celular o en la PTP objeto de inhibicion [Schmidt et al, 1996].

Nuestros resultados actuales son compatibles con la siguiente interpretacion: altas
dosis de Alendronato (10°-10*M) podrian inhibir la funcién de fosfatasas neutras que son
dependientes de cationes divalentes. Por otro lado, tanto AGEs y como bajas dosis de
Alendronato (10°M) podrian inhibir principalmente fosfatasas neutras independientes de
cationes divalentes (como la tirosina fosfatasas). Curiosamente, ya hemos demostrado que la
actividad osteoblastica de fosfatasas neutras disminuye en un 45% en presencia de vanadato
(un inhibidor de fosfatasas de tirosina) [Molinuevo et al, 2007], que es un grado de inhibicion
similar al que hemos encontrado con los AGEs y 10°M de Alendronato en el presente

estudio.
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Con todo, si nuestros resultados pudieran ser extrapolados a la practica clinica,
significarian una vuelta a la normalidad de la maduracion de los osteoblastos expuestos
simultaneamente a una matriz extracelular enriquecida en AGEs y N-BPs, y que posiblemente
lleve a una adecuada capacidad formadora de hueso de los osteoblastos.

En una segunda etapa de este trabajo de Tesis decidimos estudiar los efectos de AGEs
y BPs sobre el desarrollo y maduracion de los osteoclastos.

Para ello, utilizamos un modelo de cocultivo de Raw 264.7 y UMR-106. Los
monocitos/macrofagos Raw 264.7 son células que tienen el potencial de diferenciarse en
células similares a osteoclastos in vitro en la presencia de RANK-L. En nuestro caso la fuente
de RANK-L fueron los osteoblastos UMR-106. Las células simil osteoclasto presentan tres
rasgos caracteristicos de osteoclastos maduros: son células multinucleadas que expresan
elevada actividad TRAP (fosfatasa acida resistente al tartrato) y muestran podosomas de
actina in vitro.

Nosotros caracterizamos nuestro sistema y evaluamos la cinética de expresion de
actividad TRAP. Vimos que a la semana de iniciado el cocultivo, la actividad TRAP se
duplicé con respecto a la condicion basal de los macrofagos Raw 264.7. Asimismo, al cuarto
dia ya se pudo ver un aumento significativo en dicha actividad.

Los osteoclastos son ricos en fosfatasa acida resistente al tartrato (TRAP) la cual se
utiliza como un marcador de este tipo celular. Los niveles séricos de la isoforma especifica de
los osteoclastos, TRAPSD, se correlaciona con la actividad de resorcion y puede ser utilizado
como marcador clinico de la actividad de resorcion en diversas situaciones clinicas. La TRAP
tiene dos actividades enzimaticas diferentes. Funciona como una fosfatasa y también es capaz
de generar especies reactivas de oxigeno a través de la reaccion de Fenton. La catepsina K,
otra enzima que secreta el osteoclasto, activa TRAP por escision proteolitica. Considerando
que se han hallado ambas enzimas (TRAP y catepsina K) junto con productos de degradaciéon
de los huesos en las vesiculas transcitoticas se estima que esta activacion se produce también
in vivo. La actividad de generacion de ROS de la TRAP facilita la degradacion del colageno y
por lo tanto puede tener un papel en la degradacion final de los productos de la resorcion
intracelular [Vdénédnen y Laitala-Leinonen, 2008].

Como los osteoclastos son blancos de accion de los BPs, sus efectos y mecanismos de
accion han sido bien estudiados. Sin embargo el efecto de los AGEs sobre los osteoclastos no
esta aun completamente dilucidado y las evidencias que se han obtenido son controversiales

[Saito y Marumo, 2010]. Solo dos grupos han estudiado el efecto de los AGEs sobre

121



Discusion

osteoclastos, el grupo de Miyata en 1997 y el grupo de Valcourt diez afios después. A
continuacion vamos a discutir brevemente los resultados mas importantes.

Miyata et al [1997] encontré6 un aumento en el numero de los pits o lagunas de
resorcion cuando los osteoclastos eran cultivados sobre cortes delgados de dentina modificada
por AGEs. Para estos estudios los autores utilizaron cultivos in vitro de células de médula
osea de raton no fraccionadas conteniendo osteoclastos. No hubo aumento en el nimero de
osteoclastos formados de novo, indicando un aumento en la actividad de los osteoclastos
existentes. El aumento en la resorcion dsea inducida por los AGEs, fue apoyada in vivo
demostrando que particulas 6seas modificadas por AGEs eran resorbidas en mayor extension
que las particulas controles no glicadas, cuando se implantaron subcutaneamente.

En contraste Valcourt et al [2007], muestra un efecto opuesto al que encontré6 Miyata
et al, en un estudio in vitro usando osteoclastos maduros de conejo y de humano. Ellos
mostraron que el proceso de resorcion era inhibido fuertemente cuando los osteoclastos
maduros se plaquearon sobre cortes delgados de marfil conteniendo pentosidina, un AGE bien
caracterizado. Esta inhibicion de la resorcion o6sea fue confirmada por una marcada reduccion
de la liberacion de fragmentos de colageno tipo I generados por las enzimas colagenoliticas
secretadas por los osteoclastos en el medio de cultivo de las matrices mineralizadas
modificadas por AGEs. Este efecto es probablemente el resultado de una disminucion de la
solubilidad de las moléculas de colageno en presencia de AGEs.

Los resultados de Miyata estan de acuerdo con evidencia que muestra que la
formacion de AGEs estd aumentada en los huesos de pacientes con osteoporosis
postmenopausica y con falla renal cronica [Saito et al, 2006; Urena et al, 1999], situaciones de
alto recambio 6seo. Por otro lado, los resultados de Valcourt parecen explicar el aumento en
la formacion de pentosidina en huesos de animales con modelos de Diabetes tipol y tipo2 con
bajo recambio dseo [Saito et al, 2006; Silva et al, 2009]

La acumulacion de AGEs (como la Pentosidina) esta aumentado en el hueso de
patologias con escaso recambio 6seo, tales como en la Diabetes [Saito et al 2006; Silva et al
2009], cuando se suprime la resorcion 6sea con bisfosfonatos [Saito et al 2008; Tang et al
2008], o durante el proceso de envejecimiento. Sin embargo, en estudios in vivo se demostrd
que un aumento de los AGEs en el hueso se produce tanto en situaciones de bajo como de
elevado recambio 6seo. Saito y Marumo [2010] han demostrado que el hueso cortical y

esponjoso de pacientes con osteoporosis primaria que no tienen diabetes o insuficiencia renal,
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pero con alta tasa de recambio Oseo tienen mayor contenido pentosidina tanto en osteonas
jovenes recién formadas, como en osteonas mas viejas

En el presente trabajo de Tesis observamos que los AGEs inhibieron en forma dosis
dependiente el proceso de diferenciacion osteoclastica, encontrando una marcada disminucion
en la actividad TRAP, asi como en el nimero de células multinucleadas desarrolladas en
presencia de AGEs. Estos resultados concuerdan con observaciones similares del grupo de
Valcourt et al [2007] en la linea celular monocitica Raw 264.7 y en monocitos humanos
primarios pero diferenciadas a osteoclastos en presencia de RANKL recombinante.

Una vez evaluado el efecto de los AGEs, investigamos el posible efecto del agregado
de diferentes dosis de Alendronato en coincubacion con los AGEs sobre la diferenciacion de
los osteoclastos. Para ello elegimos la concentracion de 100 pg/ml de AGE, la cual inhibe
aproximadamente un 13% la actividad TRAP y un 55% el ntimero de osteoclastos, respecto al
control con BSA. Como resultado de estos experimentos, encontramos que bajas dosis de
Alendronato (10"8M—10'6M) indujeron una inhibicién significativa, y similar a la inhibicion
producida por los AGEs, sobre la actividad de TRAP de cocultivos desarrollados en
presencia de BSA. Por el contrario, en presencia de AGEs no se observd una inhibicion
adicional del Alendronato a bajas dosis, respecto de la ya producida por los AGEs. Estos
efectos fueron reproducidos por bajas dosis de otros N-BPs como el Zoledronato y
Pamidronato (datos no presentados). Por lo tanto podriamos sugerir que los BPs nitrogenados
a bajas concentraciones disminuyen la actividad de TRAP en condiciones basales (BSA) pero
no afectan posteriormente la accion inhibitoria de los AGEs sobre esta actividad.

Por otro lado, altos niveles de Alendronato (10°M-10*M) inhibieron la actividad
TRAP en forma significativa, observando un 25% de inhibicion respecto al cultivo con BSA y
un 17% de inhibicidén respecto al cultivo en presencia de AGEs. Asi, pareceria haber un
pequetio efecto aditivo de los dos agentes sobre la actividad de TRAP observada en presencia
de AGE y altas dosis de Alendronato.

Al ensayar la accion del Alendronato sobre el ntimero de osteoclastos vemos que
indujo una disminucion significativa y dosis dependiente, la cual es mas marcada a
concentraciones altas (10°M). Por otro lado, mientras que el agregado de bajas dosis de
Alendronato en presencia de AGEs, no indujo un efecto adicional sobre la inhibicion
producida por el AGEs sobre el nimero de osteoclastos, altas concentraciones de Alendronato
(10°M) indujeron una inhibicién significativa sobre el numero de osteoclastos desarrollados

en presencia de AGEs (16%).
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En resumen, vemos que tanto el nimero de osteoclastos como la actividad TRAP
(marcador de diferenciacion osteocléastica), son inhibidos por el Alendronato en una forma
dependiente de la dosis. En cambio en presencia de AGEs, el Alendronato en bajas
concentraciones (10*M) no afecta la inhibicion en la actividad TRAP y el nimero de
osteoclastos, producida por los AGEs solos, mientras que la coincubaciéon con Alendronato
10°M produce una inhibicién significativa respecto a AGEs de estos dos parametros. Esto
sugeriria que la coincubacion de AGEs y Alendronato en alta concentracion potencia la
inhibicion de la diferenciacion osteoclastica que vemos para cada uno de los agentes.

Extrapolando a la situacion in vivo, estas condiciones serian analogas a las que podria
encontrar un osteoclasto en la laguna de resorcion donde la concentracion de BPs alcanza
valores cercanos a 10*M [Rogers et al, 2000] y los AGEs presentes en el colageno del hueso
se liberan.

En un intento por desentrafiar en que momento de la diferenciacion osteoclastica
acttan los agentes estudiados (AGEs y Alendronato), se realizaron una serie de experimentos
evaluando la expresion de TRAP en cocultivos de diferentes tiempos de incubacion. Como
resultado pudimos ver que el Alendronatol0”°M comienza a actuar en la segunda fase del
cocultivo (una vez formadas las células multinucleadas), dado que la incubacidon con
Alendronato en el cocultivo corto (4 dias) no produce una inhibicion significativa en la
actividad TRAP. En cambio los AGEs inhiben significativamente la actividad TRAP tanto en
los cultivos cortos como en los de 8 dias. Asi, parecen afectar el primer paso de la
osteoclastogénesis, probablemente inhibiendo las células precursoras osteoclasticas y de esta
manera su diferenciacion a osteoclastos maduros. Estos resultados coinciden con
observaciones previas del grupo de Valcourt [2007]. Por ultimo, la coincubacion de ambos
compuestos induce un efecto aditivo si se agregan en la segunda fase o durante todo el
periodo completo de cultivo.

Aunque los mecanismos siguen siendo desconocidos, se ha sugerido que los AGEs
pueden interferir con la diferenciacion de los osteoclastos y la actividad resortiva a través de
su interaccion con receptores especificos de la superficie celular [Valcourt et al, 2007]. Tanto
los progenitores de los osteoclastos como los osteoclastos maduros expresan diferentes
receptores de AGE, incluyendo al RAGE (receptor de AGE). Adicionalmente la importancia
de la interaccion de AGEs y su receptor RAGE en la maduracion de osteoclastos y su funcion,
ha sido demostrada por Zhou et al. [2006]. Estos autores sugieren que la interaccion de los

AGEs con el RAGE tendria importantes consecuencias sobre la remodelacion o6sea. Los
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ratones que carecen de RAGE presentan un aumento en la masa 6sea, densidad mineral dsea,
asi como una disminucion de la actividad de resorcion 6sea in vivo. Los osteoclastos RAGE-
deficientes diferenciados in vitro mostraron una disrupcion en el anillo de actina y la zona de
sellado a la matriz, un deterioro en la maduracion, y una reducciéon de la actividad de
resorcion osea.

Basado en estas observaciones, en este trabajo de Tesis investigamos la expresion y
localizacion de RAGE en los osteoclastos murinos por inmunofluorescencia indirecta.

El RAGE fue detectado en bajos niveles en las células multinucleadas generadas bajo
condiciones basales (incubadas con BSA). Como ya se ha descripto en otros sistemas, la
incubacion de osteoclastos maduros en presencia de AGEs-BSA indujo un incremento en la
expresion de RAGE (50% en comparacion con BSA no glicado). Las células incubadas con
AGEs expresaron una mayor intensidad de fluorescencia asociada al RAGE, tanto en el
citoplasma como en el ntcleo, y en esta tltima localizacion principalmente en los nucleolos y
en la membrana nuclear.

Por otro lado, nos preguntamos si bajas dosis de Alendronato, que ejercen un efecto
similar al AGE sobre los osteoclastos, podrian afectar la expresion del RAGE. Encontramos
que Alendronato 10°*M indujo un incremento significativo en la fluorescencia asociada al
RAGE tanto en el citoplasma como en el nucleo de los osteoclastos incubados bajo
condiciones basales (con BSA). Por ¢l contrario, altas dosis de Alendronato no modificaron la
expresion del RAGE bajo condiciones basales, presentando una intensidad de fluorescencia
similar al control con BSA.

Finalmente, la adicion de bajas dosis de Alendronato en presencia de AGEs no alterd
la “up-regulation” del RAGE inducida por el AGEs manteniendo el patron de marcacion
encontrado para AGEs. Sin embargo, cuando los osteoclastos se incubaron con AGEs y
Alendronato 10°M, este BP bloque el efecto estimulante del AGEs sobre la expresion de su
receptor RAGE e indujo una disminucion en la fluorescencia asociada al RAGE en el
citoplasma pero no asi en el nacleo, los nucleolos o la membrana nuclear.

En conjunto los resultados obtenidos en los osteoclastos sugieren que a bajas dosis el
efecto inhibidor del Alendronato podria ser mediado por el RAGE bajo condiciones basales.
Por otro lado en presencia de AGEs, altas concentraciones de Alendronato ejercen un efecto

inhibitorio independiente del receptor RAGE.

125



V
CONCLUSIONES




Conclusiones

En este trabajo de Tesis se extendieron los estudios previos de nuestro grupo sobre los

efectos de los AGEs en células dseas en cultivo, alcanzando las siguientes conclusiones:

v

Los AGEs ejercen efectos deletéreos sobre células Oseas en cultivo: inhiben el
crecimiento y diferenciacion de osteoblastos y osteoclastos y alteran la morfologia y
ultraestructura del citoesqueleto de los osteoblastos.

Los BPs ejercieron un efecto inhibitorio dosis-dependiente sobre los osteoclastos. Por
el contrario, en los osteoblastos se observo un efecto bifasico, siendo citotoxicos a
dosis superiores a 10”M.

Los efectos deletéreos de los AGEs sobre los osteoblastos en cultivo fueron
completamente revertidos por bajas dosis de Alendronato (10%-107M), a nivel de la
proliferacion, apoptosis y diferenciacion celular, aunque solo parcialmente a nivel de
la morfologia celular.

En los osteoblastos los AGEs generan su accion a través de la interaccion con
receptores RAGE y Galectina-3 (resultados previos), induciendo estrés oxidativo e
inhibicion de PTPasas neutras. Aunque no totalmente dilucidado, los BPs actuarian a
través de varios mecanismos: la entrada de calcio via canales de tipo L sensibles al
voltaje, como scavengers de ROS y por inhibicion de PTPasas neutras.

Los efectos inhibitorios de los AGEs sobre los osteoclastos no fueron revertidos por
los BPs. Por el contrario, demostramos que altas dosis de Alendronato (>10°M)
generan un efecto aditivo sobre el de los AGEs evidenciado a nivel de la actividad
TRAP y el nimero de osteoclastos desarrollado.

En los osteoclastos los AGEs actan incrementando la expresion de RAGE. El efecto
inhibitorio de bajas dosis de Alendronato sobre el crecimiento y desarrollo
osteoclastico correlaciona con su capacidad para inducir la expresion de RAGE bajo
condiciones basales. Por otro lado, altas dosis citotoxicas de Alendronato y sus efectos
aditivos al AGEs no se asocian con la regulacion positiva del RAGE, sugiriendo un
mecanismo de accion de los BPs alternativo.
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