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1. INTRODUCCION

1. JUSTIFICACION DEL TEMA

La osteoporosis es uno de los principales problemas médicos secundarios al
tratamiento continuado con glucocorticoides. Aunque este aspecto estd universalmente
aceptado, su patogenia es discutida y, a nivel celular, el mecanismo por el que actiian no
es bien conocido.

El objetivo fundamental de esta tesis doctoral ha sido el estudio de los efectos de
los glucocorticoides sobre la proliferacion y funcion celular de osteoblastos humanos
para analizar los mecanismos celulares de la osteoporosis inducida por dichos fArmacos.
Ello ha sido posible gracias al desarrollo de una linea de cultivo de células dseas, el
cultivo de osteoblastos humanos, continuando la linea de investigacion iniciada
previamente en el Servicio de Reumatologia con el cultivo de células dseas tumorales.
El cultivo de osteoblastos humanos, establecido a partir de hueso trabecular humano,
permite la realizacion del analisis del comportamiento celular en células oseas
"normales", es decir, no obtenidas a partir de otras especies o de tumores Oseos,
aspectos que pueden modificar la informacion aportada por el estudio.

La realizacion de este proyecto de investigacion nos ha permitido profundizar en
el estudio de los efectos de los glucocorticoides sobre el metabolismo de la célula 6sea

y, por tanto, en la etiopatogenia de la osteoporosis inducida por glucocorticoides.
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2. ESTRUCTURA OSEA

El tejido 6seo es un tejido conectivo especializado que, junto con el cartilago,

compone el sistema esquelético. Dicho sistema tiene tres funciones:

- mecanica, de soporte muscular para locomocion,;
- protectora, de 6rganos vitales y médula 6sea; y
- metabdlica, de reserva de iones para todo el organismo,

especialmente calcio y fosforo.

En el esqueleto adulto el 80% del volumen 6seo corresponde a hueso cortical y
el 20% restante a hueso trabecular o esponjoso. Los constituyentes fundamentales del
tejido 0seo son las células y la matriz organica extracelular, constituida esta ultima en

un 90% por fibras de colageno tipo I y en un 10% por proteinas no colagenas.

La disposicion de las fibras colagenas permite clasificar el tejido 6seo en un tipo
maduro o laminar y en otro inmaduro o plexiforme. El tejido 6seo maduro constituye el
esqueleto adulto y se caracteriza por la disposicion ordenada, en laminas paralelas, de
las fibras colagenas de la matriz orientadas en una direccion preferente que alterna de

capa a capa proporcionando al hueso adulto la tipica estructura lamelar, permitiendo la
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mayor densidad de coldgeno por unidad de volumen de tejido. El hueso plexiforme, con

menor densidad mineral, se caracteriza por una disposicion desordenada de las fibras.

La matriz 6sea mineralizada es metabolicamente activa, y se halla formada por
el deposito de iones minerales en forma de cristales de hidroxiapatita en una red de

colageno tipo I (65 % material cristalino inorganico y 35 % matriz orgénica).

2.1. OSTEOBLASTO

El osteoblasto, o célula formadora o6sea, es la célula responsable de la
produccion de los constituyentes de la matriz 6sea (coldgeno y proteinas no coldgenas),
asi como de su mineralizacion. Se origina de células madre de origen mesenquimal.
Estas células, tras ser estimuladas, proliferan y se diferencian en preosteoblastos vy,

posteriormente, en osteoblastos maduros.

A microscopia optica, el osteoblasto se caracteriza por presentar un nucleo

redondo en la base de la célula, opuesto a la superficie 6sea; un citoplasma
marcadamente basofilo; y un aparato de Golgi prominente, localizado entre el nticleo y
el vértice de la célula. La orientacion de sus organelas es polarizada. Cerca de la
superficie 6sea del osteoblasto se halla una gran cantidad de reticulo endoplasmatico
rugoso (RER) el cual se halla separado del nucleo excéntrico por el complejo de Golgi.
Sus caracteristicas histologicas reflejan que es una célula metabdlicamente muy activa.
Su nucleo presenta un material similar al de otras células eucariotas y permanece en

estado no condensado durante la interfase. Presenta, generalmente, de uno a tres
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nucleolos. Tradicionalmente se establecia que el osteoblasto maduro no se dividia, de
modo que las fases de la mitosis (profase, metafase, anafase, telofase) no aparecian en
los osteoblastos. Sin embargo, recientemente se han publicado estudios que establecen

que el osteoblasto es capaz de dividirse bajo un estimulo adecuado .

A nivel ultraestructural, el osteoblasto se caracteriza por la presencia de un

desarrollado reticulo endoplasmatico rugoso (RER) con cisternas dilatadas y un
contenido granular denso profundamente basofilo, mas pronunciado en células activas.
Su aspecto granular es debido a la presencia de una gran cantidad de ribosomas
asociados al RNAm. La abundancia de RER es esperable debido a la marcada actividad
de sintesis proteica y secretora de estas células. Asimismo, es caracteristico de estas
células un gran complejo de Golgi circular, situado entre el nicleo y el RER, presente
debido a la gran cantidad de coldgeno tipo I secretado por estas células. Generalmente,
este aparato no se tifie intensamente y aparece como una zona clara en el centro de la
célula. Se ha demostrado que el osteoblasto posee receptores para estrogenos * y 1,25
dihidroxivitamina Ds a nivel nuclear > *, para andrégenos ° y glucocorticoides en su
citoplasma °, asi como receptores para la hormona paratiroidea (PTH) a nivel de la
membrana basal .

Las prolongaciones citoplasmaticas del polo secretor de la célula se extienden en
profundidad en la matriz osteoide y entran en contacto con los canaliculos de los
procesos del osteocito. A menudo también se hallan complejos de unidn (gap junctions)

entre los osteoblastos.

Una de las caracteristicas del fenotipo osteoblastico es la sintesis de fosfatasa

alcalina (FA), el marcador de diferenciacion mas ampliamente utilizado para identificar
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esta célula osea °. La fosfatasa alcalina del esqueleto se halla principalmente en la
membrana basal del osteoblasto, caracteristicamente rica en esta enzima. A pesar de
hallarse presente en grandes cantidades todavia no se ha identificado su verdadera
funcion, aunque parece tener un papel en la mineralizacion d6sea. Asi, el hallazgo de FA
en las vesiculas de la matriz extracelular que estd en proceso de mineralizacion y el
hecho de que sea capaz de hidrolizar el pirofosfato, inhibidor de la deposicion de
hidroxiapatita, sugieren su intervencion en este proceso. Parece ser que la FA presente
en dichas vesiculas hidroliza los ésteres de fosfato y pone en contacto los aniones
fosfato con el calcio, produciendo la formacion del fosfato célcico, base de la
cristalizacion de la hidroxiapatita. Asimismo, recientemente se ha publicado un estudio
“in vitro” cuyos resultados apoyan la necesidad de una marcada actividad FA de los
osteoblastos en los estadios iniciales de la formacion 6sea para la mineralizacion de la
matriz °. Otras teorias implican un papel de esta enzima en la regulacion de la

proliferacion celular y el transporte de fosfato .

2.1.1. Linaje osteoblastico

Se conocen tres formas de linaje de células osteoblésticas: preosteoblastos o
células osteoprogenitoras, osteoblastos maduros y osteocitos. Desde un punto de vista

filogenético, los osteoblastos proceden de células del tejido mesenquimatoso.

Los preosteoblastos, células progenitoras destinadas a ser osteoblastos, se hallan

fisicamente cerca de las superficies formadoras de hueso, estando generalmente

presentes cuando los osteoblastos maduros activos estan sintetizando tejido 6seo. Su
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apariencia es de una célula alargada con un nucleo elongado. Estas células tienen la
capacidad de dividirse y frecuentemente se hallan en fase de mitosis. Ademas, estas
células presentan una tincion poco intensa para FA y no hay evidencia de RER, es decir,
no han adquirido ain muchas de las caracteristicas diferenciadoras de los osteoblastos

maduros.

El osteoblasto maduro deriva del preosteoblasto y expresa todas las funciones
diferenciadas requeridas para sintetizar tejido 6seo. El paso de una célula a otra es un
gradiente de diferenciacion que se expresa de forma completa cuando la forma madura
de la célula alcanza la superficie 6sea. Una vez el osteoblasto ha alcanzado dicha
superficie su funcion es sintetizar y secretar colageno y posteriormente mineralizarlo.

Los osteoblastos activos se hallan en las superficies de formacion oOsea,
generalmente en grupos de células cuboidales tapizando una capa de matriz extracelular
que ellos estan produciendo, formada por coldgeno maduro no mineralizado. Esta capa
es conocida como “ribete osteoide” y no se halla mineralizada debido al intérvalo de
tiempo que existe entre la formacién de la matriz y su posterior mineralizacién
(aproximadamente 10 dias). En su extremo final, a 5-50 um de distancia de la superficie
osteoblastica, se halla el “frente de mineralizacion” donde ocurre el proceso de
crecimiento del cristal de hidroxiapatita, y constituye el limite de la posterior
mineralizacion.

Los osteoblastos se encuentran orientados en el hueso segun las fibras de la
matriz subyacente. Tras el osteoblasto se hallan generalmente una o dos capas de

células, células mesenquimatosas activadas y preosteoblastos. Las superficies 6seas
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inactivadas estan revestidas por células aplanadas que se cree que son osteoblastos

inactivos (cé¢lulas de revestimiento 6seo).

Hacia el final del proceso de formacion dsea los osteoblastos determinan su
propio destino, llegando a ser una célula plana basal o bien un osteocito.
Aproximadamente se calcula que el 10-20 % de los osteoblastos llegan a ser osteocitos.
En el momento en que dichas células quedan atrapadas en la matriz Osea, la actividad
metabodlica de la célula disminuye intensamente debido a la falta de difusion de
nutrientes y oxigenacion siendo su tunica fuente a través de pequefios canales conocidos
como canaliculos. Estos, remanentes de los procesos celulares osteoblasticos, forman
una extensa red de tubulos conectados y se ha especulado que dichos tubulos sirven,

asimismo, de comunicacion intercelular.

2.1.2. Funciones del osteoblasto

El osteoblasto regula una serie de pasos secuenciales en la formacion del tejido

oseo calcificado:

- la sintesis y el procesamiento intracelular del procolageno tipo I;

- la secrecion y el procesamiento extracelular del colageno tipo I

- la formacién de microfibrillas, fibrillas y finalmente fibras de colageno;

- la maduracion de la matriz colagena con la consiguiente nucleacion y

crecimiento de los cristales de hidroxiapatita y

-10 -
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- la sintesis de proteinas no colagenas.

2.1.2.1. Sintesis y secrecion de coldageno

El coldgeno es la proteina mds abundante del organismo y el principal
componente del tejido conectivo. Hasta 1992 se habian descrito 13 tipos de coldgeno ',
pero actualmente se han identificado al menos 19 tipos de moléculas de colageno
genéticamente distintas '*, dividiéndose, en base a su estructura primaria y union
molecular, en fibrilares y no fibrilares. El colageno tipo I es la forma més abundante de
colageno y se halla ampliamente distribuido localizdndose a nivel de ligamentos,
dentina, esclerdtica, aponeurosis y capsulas y, en altas concentraciones, a nivel de piel,
hueso y tendones, de forma que aproximadamente el 50-70 % del colageno tipo I del
cuerpo esté en el esqueleto.

El colageno tipo I es el mayor componente proteico del hueso, constituyendo el
90 % de la matriz organica, y distinguiéndose del tipo I de otras localizaciones por su

capacidad para retener mineral.

La estructura basica de la red de fibras de la matriz dsea es la molécula de
colageno tipo I. Cada molécula de coldgeno se halla formada por tres cadenas
polipeptidicas, denominadas cadenas a (alfa), enrolladas entre si en forma de espiral,
formando un cordén y constituyendo una triple hélice. El coldgeno tipo I consta de dos
cadenas idénticas a-1 (I), y una estructuralmente similar pero genéticamente distinta o.-
2 (I). Los genes que regulan la sintesis de las cadenas colagenas a1l (I) y a2 (I) se hallan

. 13 .
en los cromosomas 17 y 7 respectivamente ~. Cada cadena a tiene una estructura

-11 -
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primaria relativamente simple y muy repetitiva: glicina-X-Y. La glicina ocupa cada
tercera posicion de aminoacido (AA) de cada dominio helicoidal de cada cadena.
Debido a su pequefio tamafio y a la no existencia de una cadena contraria predominante,
proporciona un elemento plegadizo conveniente para la molécula, confiriéndole la
capacidad de incurvarse y adoptar su estructura tipica en espiral. Los AA X e Y son, a
menudo, prolina e hidroxiprolina. La hidroxiprolina se forma por hidroxilacion
postranslacional de la prolina durante la sintesis de procolageno y contribuye a la

estabilidad de las fibras de colageno por formacién de uniones de hidrogeno.

La sintesis de colageno es relativamente compleja, con un proceso intracelular y
otro extracelular. A nivel intracelular sucede su sintesis en forma de un precursor
denominado procoldgeno I. Dicho proceso intracelular se inicia con la transcripcion del
RNAm desde un gen del colageno. En el citoplasma el RNAm se une a los ribosomas y
a nivel del reticulo endoplasmatico rugoso (RER) son sintetizadas las cadenas proalfa
del procolageno por traslacion del RNAm correspondiente en los ribosomas. El RNA
mensajero de cada cadena de coldgeno codifica un precursor de la cadena de
procolageno de 160000 Da de tamafio. Tras la extraccion de una corta secuencia guia
(aproximadamente 20 AA), la cadena de procoldgeno consiste en una zona central con
forma final hendida de 100000 Da, con extensiones propéptidas unidas a ambos
extremos amino y carboxiterminal de 25000 y 35000 Da respectivamente para la cadena
a-1 (I). El propéptido carboxiterminal (PICP) facilita el plegamiento molecular del
procolégeno, hallandose toda la informacion necesaria para ello en la primera secuencia
de cada cadena coldgena. Una vez se ha formado la triple hélice del precursor, el

procolageno es transportado al aparato de Golgi y preparado para su secrecion por

-12 -
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exocitosis. De alli es transportado a la superficie celular y excretado. Previamente a su
secrecion tienen lugar diversas modificaciones del coldgeno a nivel intracelular
(procolageno). Estas modificaciones incluyen la hidroxilacion de residuos especificos
de prolina y lisina, requiriendo este proceso la presencia, entre otros factores, de
vitamina C; la glucosilacion de residuos de hidroxilisinas y del propéptido
carboxiterminal; la formacién de enlaces de hidrogeno intra e intercatenarios que
estabilizan las interacciones de los polipéptidos; y la formacion de puentes disulfuro
entre los propéptidos carboxiterminales de las tres cadenas alfa, hecho que facilita el

plegamiento de la molécula de colageno.

Concomitantemente o bien después de su secrecion celular, las extensiones
peptidicas de la molécula de procoldgeno son extraidas mediante peptidasas especificas
aminoterminal y carboxiterminal. Estas enzimas se adhieren a dichos extremos
peptidicos durante el proceso de formacion de las fibras colagenas '*. Estos propéptidos
pueden quedar atrapados en la matriz 6sea "> o pueden pasar al torrente sanguineo,
siendo 1til su determinacién como marcadores bioquimicos de formacion Osea

derivados del colageno '°.

Tras la liberacion de los propéptidos terminales, las moléculas de colageno
precipitan espontaneamente en el espacio extracelular formando fibrillas que se colocan
de forma consecutiva. Estas moléculas de coldgeno se hallan unidas quedando un
pequeio espacio entre ellas llamado “gap”. Este espacio parece tener una importancia
funcional en la nucleacion de los cristales de hidroxiapatita durante el proceso de
mineralizacion del osteoide. Las fibras, a su vez, se hallan unidas lateralmente en un

orden escalonado 1/4 de modo que cada molécula se halla separada de su vecina por

- 13-
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aproximadamente 1/4 de su longitud. Esta composicion tridimensional constituye la

estructura de la fibra de colageno hallada en la matriz 6sea extracelular. (Figura 1)

PROPEPTIDO | | = . PROPEPTIDO
1

N-TERMINAL B MOLECULA COLAGENO N - i TERMiN.AL-C
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Figura 1: Sintesis y secrecion de la molécula de coldgeno 1.

A nivel extracelular, tras la formacion de fibrillas, se producen una serie de
modificaciones entre las que se incluyen el desarrollo de puentes intra e
intermoleculares y la unién con proteinas no coldgenas. La accion de la lisiloxidasa
sobre los residuos de lisina y/o hidroxilisina '™ '® de las regiones telopeptidicas de
moléculas de colageno adyacentes permite la formacion de uniones covalentes entre

ellas. Ademas, los aldehidos resultantes reaccionan con los residuos de hidroxilisina de
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1. INTRODUCCION

las moléculas de colageno adyacentes formando puentes intermoleculares inicialmente
divalentes, que posteriormente maduran en estructuras trivalentes (anillo piridinolinico)
e incluso tetravalentes. La gran cantidad de enlaces covalentes intra e intermoleculares,
cuyo tipo y patron difiere del de los tejidos conectivos blandos, convierten a las fibras

19

colagenas Oseas en altamente insolubles Estos enlaces son liberados en la

degradacion de las fibras de coldgeno mineralizadas durante la resorcion dsea.

2.1.2.2. Mineralizacion de la matriz colagena

La segunda funcién importante del osteoblasto es la mineralizaciéon de la
estructura colagena. En el hueso calcificado completamente maduro, el mineral se halla
en forma de cristales de hidroxiapatita carbonados. Estos cristales tienen forma de aguja
y tienen un didmetro de 30-50 A y una longitud de hasta 600 A. Aunque se ha sugerido
que se depositan linealmente sobre las fibras colagenas, el proceso de precipitacion del

mineral no es bien conocido.

Los osteoblastos podrian contribuir a la mineralizacion del colageno tipo I
extracelular eliminando inhibidores de la nucleacion, tales como el pirofosfato, y
aportando cantidades adecuadas de fosfato inorganico para el proceso de
mineralizacion. Asi, en los osteoblastos hallamos diversas fosfohidrolasas, que son
secretadas a la matriz extracelular en forma de vesiculas, que pueden servir para ambas
funciones, como la fosfatasa alcalina que desdobla fosfatos orgéanicos para ofrecer
fosfato inorganico en los puntos iniciales de mineralizacion. Asimismo, se ha
demostrado, en células 6seas en cultivo, la mineralizacion de la matriz extracelular en

presencia de beta-glicerolfosfato, un sustrato fosfato organico * %'
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1. INTRODUCCION

La mineralizacion se inicia entre 2 y 10 um de distancia de la superficie de la
célula osteoblastica y tiene lugar entre 24 horas y 10 dias después del precipitado de
osteoide no mineralizado, recién sintetizado. El precipitado de hidroxiapatita se puede
producir mediante vesiculas de la matriz, predominante en el hueso plexiforme, o por
precipitado a lo largo de fibrillas coldgenas. En el hueso laminar, que predomina en el
hueso adulto y contiene un grueso estrato osteoide (aproximadamente 10 pum), la
mineralizacion se realiza a través del depdsito directo de cristales de hidroxiapatita en
las fibrillas de colageno, a nivel de los espacios entre las triples hélices de colageno. No
se conoce bien el mecanismo por el cual el colageno actia como punto de nucleacioén
aunque se ha sugerido como posibilidad su fosforilacion. Asimismo, la fijacion de
proteinas no coldgenas a fibrillas colagenas puede actuar también como nucleador para
el deposito de hidroxiapatita. En este sentido, la osteocalcina podria modular el
crecimiento del cristal acorde con el crecimiento del tejido en el que se esta produciendo

la mineralizacion.

Por otro lado, algunos resultados obtenidos a partir de estudios experimentales
que analizan el proceso de mineralizaciéon ** ponen de manifiesto la posible existencia
de una barrera idnica entre hueso y sangre que evitaria que el fluido extracelular y la
sangre pudieran ser deplecionados de calcio y fosfato a expensas de la formacion de
hidroxiapatita. Una vez se ha formado el cristal de hidroxiapatita, su posterior
crecimiento podria ocurrir en ausencia de actividad celular, y esta es la razén por la que
el hueso desvitalizado puede mineralizarse si es implantado en tejidos irrigados o

bafiados en soluciones fisiologicas de calcio y fosfato. Por tanto, el continuo proceso de
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1. INTRODUCCION

mineralizacion parece estar controlado tanto en estados iniciales como en los estados de

formacion de hidroxiapatita.

2.1.2.3. Sintesis de proteinas no coldgenas

Las proteinas no colagenas constituyen el 10-15 % del total de proteinas Oseas.
Aproximadamente una cuarta parte de las proteinas no colagenas Oseas son de
procedencia exogena, quedando atrapadas en el espacio de la matriz 6sea . Esta
fraccion estd compuesta principalmente por proteinas séricas de caracter acidico unidas
a la hidroxiapatita. El resto de las proteinas no coldgenas son sintetizadas por el
osteoblasto. Se calcula que la célula Osea sintetiza y secreta tantas moléculas de
colageno como de proteinas no colagenas. Estas se podrian dividir en cuatro grupos

principales:

- proteinas de adhesion celular,
- proteoglicanos,
- proteinas gamma-carboxiladas y

- factores de crecimiento

Las células oseas sintetizan cuatro proteinas que afectan a la adhesion celular:

fibronectina, trombospondina, osteopontina y sialoproteina 6sea ** *°. Las tres ultimas
son potentes fijadores de calcio i6nico y se hallan en la matriz 6sea extracelular

24, 26

mineralizada , aunque la osteopontina se ha hallado también en otros tejidos como

rifion y tejido nervioso 2.

-17 -



1. INTRODUCCION

Los proteoglicanos son macromoléculas que contienen cadenas de polisacaridos
acidos (glicosaminoglicanos) adheridas a una proteina nuclear central. A nivel 6seo
hallamos dos tipos de glicosaminoglicanos: condroitin sulfato (polimero de N-
acetilgalactosamina sulfatada y 4acido glucurdénico), que es la forma predominante, y

heparin sulfato (polimero de N-acetilglucosamina sulfatada y acido glucurénico).

Proteinas gamma-carboxiladas: Existen dos proteinas no coldgenas, la

osteocalcina (bone gla-protein) y la MGP (matrix-gla-protein) que se caracterizan por
poseer residuos glutamil dicarboxilicos (gla). Asi como la osteocalcina es una proteina
predominantemente 6sea, aunque también se halla en la dentina, la MGP se halla en
cartilago y hueso ». El 4cido gamma-carboxiglutamico (gla) es un aminoacido que
resulta de la carboxilacion del 4cido glutamico, requiriendo para esta reaccion la
presencia de vitamina K y de una carboxilasa. Forma parte de la protrombina y de otros
factores de coagulacion dependientes de la vitamina K, donde la unioén del calcio a

cadenas gla es importante para la bioactividad de estas moléculas.

La osteocalcina es una proteina sintetizada exclusivamente por los osteoblastos
¥ v los odontoblastos *°. Forma parte del 1 % de la matriz 6sea y constituye el 25 % de
las proteinas no colagenas del hueso en el adulto, siendo la principal proteina no
colagena de la matriz 0sea **. Su sintesis 6sea es fuertemente estimulada por la 1,25
(OH), vitamina D3 ***', de forma que el calcitriol aumenta la expresién de osteocalcina

interactuando a través de un complejo hormona-receptor.

La osteocalcina es una gla-proteina de 6 kDa de tamafio aproximado, constituida

por una sola cadena polipeptidica compuesta por 49 amino dcidos con un peso
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1. INTRODUCCION

molecular de 5800 D; contiene tres residuos de gla situados en las posiciones 17, 21 y
24, asi como un puente disulfuro en posicion 23-29, lo que caracteriza a la molécula.
Estos residuos de gla facilitan la uniéon de la osteocalcina a la hidroxiapatita
favoreciendo, de este modo, la formaciéon ésea y su mineralizacion. Ademads, la

osteocalcina parece tener un papel como sefial en la cascada del remodelado dseo.

Por otro lado, del 10 al 25 % de la osteocalcina recién sintetizada por los
osteoblastos no se deposita en la matriz 6sea sino que es liberada a la circulacion, donde
es posible medirla por inmunoandlisis. La determinacion de osteocalcina en suero ha
demostrado ser valida como marcador bioquimico de recambio dseo en diversas

r r1: r 32
patologias metabdlicas oseas ™.

Los factores de crecimiento, como el factor transformante beta (TGF-B) y los

factores de crecimiento derivados de la insulina (insulin-like growth factors), son
secretados por los osteoblastos y pueden estimular el crecimiento de las células

- - 33,34
osteoblasticas de forma autocrina o paracrina .

Otra proteina no coldgena producida por las células 6seas es la osteonectina, una
glicoproteina fosforilada, que constituye la principal glicoproteina secretada por los
osteoblastos. Sus funciones a nivel 6seo son multiples y se ha relacionado con el
crecimiento y/o proliferacion osteobldstica, asi como con la mineralizacion de la matriz

Osea.
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2.2. OSTEOCLASTO

El osteoclasto es, en condiciones fisiologicas, la célula dsea responsable de la
resorcion Osea. Es una célula gigante multinucleada, generalmente en contacto con una
superficie Osea calcificada y una laguna (laguna de Howship), resultado de su propia
actividad resortiva. Los osteoclastos proceden de células madre precursoras, comunes
con otras células hematicas como los macréfagos, que se encuentran en la médula oOsea,
en el tejido hematopoyético. Su desarrollo parece exigir la presencia de células de
estirpe osteoblastica, y es probable que esta exigencia implique no sélo la produccion
por el osteoblasto de sustancias que actlien sobre el osteoclasto inmaduro, sino incluso
el propio contacto fisico entre ambos tipos de células. Después de su desarrollo, los
osteoclastos maduros emigran a las superficies del hueso donde se fijan e inician la

resorcion.

A microscopia 6ptica, el nucleo puede tener una apariencia variable: redondo y

eucromatico o bien de contorno irregular y heterocromatico, posiblemente reflejando la
fusién asincronica de precursores mononucleares. Su citoplasma es de aspecto
esponjoso, con multiples vacuolas. La zona de contacto o fijacion en el hueso se
caracteriza por la presencia del caracteristico “ribete en cepillo” rodeado de una zona

clara libre de organelas conteniendo filamentos de actina *.

A nivel ultraestructural se caracteriza por una marcada presencia de

mitocondrias, vesiculas transportadoras cargadas con enzimas lisosdmicas y complejos
de Golgi, dispuestos caracteristicamente alrededor de cada nucleo. Son caracteristicas

del osteoclasto la fosfatasa 4cida tartrato-resistente °, la catepsina B y la anhidrasa
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1. INTRODUCCION

carbonica. Sin embargo, la caracteristica mas destacada del osteoclasto es la existencia
de pliegues profundos de la membrana plasmatica en el area que reviste la matriz osea,
formando el denominado “ribete en cepillo” que se halla rodeado por un anillo de
proteinas contractiles que sirven de anclaje de la célula a la superficie 6sea. Constituye
el punto de resorcion. Sus proyecciones se encuentran entrelazadas con mineral 6seo en
fase de resorcion, pudiéndose identificar en esta interfase fibrillas coldgenas y cristales
minerales, siendo los cristales probablemente fagocitados y divididos en vacuolas
citoplasmaticas. Se cree que los osteoclastos sin “ribete en cepillo” constituyen la forma

movil de la célula.

No se conoce bien la finalizacion de la actividad del osteoclasto, aunque se
considera la posibilidad de que tras finalizar su funcion de resorcion Osea se produciria
una migracion de los osteoclastos hacia los espacios medulares adyacentes donde

experimentarian una degeneracion y posterior desintegracion (apoptosis).
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3. REMODELADO OSEO

El tejido 6seo no es una estructura estitica sino un tejido con una marcada
capacidad de renovacion. Este fenomeno de renovacion se denomina “remodelado”, y

tiene una doble finalidad:

- mantener la integridad mecénica del esqueleto y

- contribuir a la regulacion de la homeostasis fosfocélcica.

Por tanto, el tejido 6seo sufre un continuo recambio existiendo, en condiciones
normales, un equilibrio entre formacion y resorcion actuando de forma coordinada los
osteoblastos (células formadoras) y los osteoclastos (células resortivas) en numerosas
zonas microscopicas distribuidas por todo el esqueleto, constituyendo las unidades de

remodelado 6seo (Bone remodelling unit: BRU), denominandose el nuevo segmento de

tejido dseo resultante de la accion de una BRU unidad estructural dsea (Bone structural

unit: BSU). El volumen de hueso preexistente que es sustituido por otro nuevo por
unidad de tiempo se conoce como recambio o “turnover” Oseo, y depende,
principalmente, del nimero de unidades de remodelacion activas. La diferencia entre el

volumen de hueso formado y resorbido por unidad de tiempo se denomina balance 6seo.
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1. INTRODUCCION

Este fendmeno de coordinacion temporal y espacial por los osteoblastos y los

osteoclastos es conocido como acoplamiento.

En condiciones normales, la formacion y resorcion oseas se hallan en equilibrio
y en el adulto se produce un recambio anual de, aproximadamente, un 10 % de la masa
esquelética. Sin embargo, en los estados de aumento persistente de la resorcion 6sea o
disminuciéon de su formacién se presenta, de manera caracteristica, ciclos de
remodelado con balance negativo que dan lugar a un déficit irreversible y acumulativo

de masa 6sea que resulta en una osteoporosis.

3.1. PROCESO DE REMODELADO

Los conceptos de remodelado 6seo y acoplamiento nacen de las ideas originales
de Frost *’. El ciclo de remodelacion 6sea se ha dividido en una serie de fases que
siguen las BRU siempre de forma similar, activandose cada 10 segundos en el adulto
sano. Este proceso consta de una fase de activacion tras la que se produce la fase
resorcion Osea, una fase de inversion, seguida de la fase formacion dsea, y una fase de

reposo o quiescencia ** (Figura 2).

La fase de activacion se inicia cuando se produce un retraimiento de las células
de revestimiento, de estirpe osteoblastica, situadas en la superficie dsea. Seguidamente,
las células precursoras osteoclésticas alcanzan la superficie 6sea mineralizada y
experimentan una transformacion hacia osteoclastos, inicidndose la fase de resorcién.
Una vez en contacto con el hueso, los osteoclastos excavan la superficie 6sea dando

lugar a una cavidad de forma y dimensiones caracteristicas. En el hueso trabecular dicha
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1. INTRODUCCION

cavidad recibe el nombre de laguna de Howship y en el cortical el de cono penetrante.
Ademas, debe eliminarse una capa de material coldgeno situada entre las células de
revestimiento y el hueso mineralizado. Esta accion se realiza a través de colagenasas

secretadas por estas mismas células. Este proceso dura de una a tres semanas.

Tras una fase de inactividad (fase de inversion), con una duracion aproximada de
dos semanas, se inician, una vez llegados a la zona los precursores osteoblasticos, los
procesos que permitirdn la neoformacion dsea. A diferencia de la resorcion, la
formacién 6sea se produce en dos etapas separadas, tanto en el tiempo como en el
espacio. En primer lugar, los precursores osteoblasticos, diferenciados ya a osteoblastos,
generan los componentes organicos de la matriz 6sea (colageno tipo I, osteocalcina,
osteonectina, fibronectina, proteoglicanos y otros) y rellenan las cavidades previamente
formadas por los osteoclastos. Finalmente, la nueva matriz sintetizada comienza a
mineralizarse. En el transcurso de esta fase, de una duracion aproximada de tres meses,
los osteoblastos rellenan con hueso nuevo la zona excavada por los osteoclastos. Entre
el inicio del deposito de osteoide y el inicio de su mineralizaciéon existe un tiempo de
demora de unos 10 dias (tiempo de desfase de la mineralizacion). La mineralizacion se
inicia en la interfase entre el osteoide y el hueso mineralizado preexistente y avanza
hacia la superficie a lo largo de un plano de barrido de 2 a 3 micras de espesor. Este
plano, integrado en parte por mineral amorfo, se denomina frente de mineralizacion. A
medida que este frente se desplaza va dejando tras de si matriz 6sea mineralizada en
forma de cristales de hidroxiapatita. Por consiguiente, el espesor del osteoide, que en

condiciones normales es de unas 9 pum, es directamente proporcional a la velocidad de
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formacion de matriz orgédnica e inversamente proporcional a la velocidad de avance del

frente de mineralizacién (Mineral appositional rate).

Finalizada la fase de formacion Osea, las células que quedan en la superficie 6sea
completan su transformacion morfologica y funcional a células de revestimiento,

iniciandose la fase de reposo o quiescencia que se mantendra hasta el inicio de un nuevo

ciclo de remodelado 6seo.

A partir de los 40 o 50 afios, en cada BRU se produce un cierto desacoplamiento,
de manera que el volumen de hueso sintetizado por los osteoblastos es menor que el
degradado previamente por los osteoclastos. En este momento el balance 6seo es
negativo, lo cual justifica la pérdida fisiologica de masa dsea que se produce con la

edad.
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Figura 2: Fases del remodelado oseo.
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3.2. REGULACION DEL REMODELADO OSEO

3.2.1. Factores

El proceso de remodelado éseo viene regulado por una serie de factores locales y

3

, . r 4 7
generales que actiian conjuntamente para preservar la masa 6sea > *. En lineas

generales, se halla sometido a dos tipos de controles:

- sistémico, constituido por diversas hormonas, principalmente por la hormona

paratiroidea (PTH), el calcitriol y las hormonas sexuales (estrogenos y androgenos).

- local, constituido por factores de naturaleza fisica y, fundamentalmente,
humoral. Los factores humorales estarian integrados por factores locales de crecimiento,

citocinas y prostaglandinas.

3.2.1.1. Factores sistéemicos

El metabolismo 6seo es regulado por una variedad de hormonas que act@ian
sobre las células formadoras y resortivas dseas de forma directa, o bien de forma
indirecta modulando la accion de un factor local (su sintesis, activacidén, union al
receptor y union a proteinas de este factor) que, a su vez, podria estimular o inhibir la
formacién o resorciéon oOsea. Entre los factores sistémicos destacan: la hormona
paratiroidea (PTH), el calcitriol, las hormonas sexuales (estrogenos y andrégenos), la
calcitonina, la insulina, la hormona de crecimiento, los glucocorticoides y las hormonas

tiroideas.
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La hormona paratiroidea (PTH) es una hormona hipercalcemiante que actua a
nivel 6seo estimulando la resorcidén, al aumentar el nimero y la actividad de los
osteoclastos. Esta accion es de forma indirecta ya que los osteoclastos carecen de
receptores para la PTH, receptores que solo se han hallado en los osteoblastos ’. En
estas células se ha demostrado que la PTH se une a su receptor especifico y estimula el
AMPc; actua de mediadora del transporte de iones y aminodcidos, y regula la sintesis de

. 41-43
colageno

. Aunque la PTH es, en principio, una hormona fundamentalmente
osteorresortiva, cuando se administra de forma intermitente a dosis bajas, desarrolla un
efecto opuesto, osteoformador **. Se cree que ello se debe a que dicha forma de
administracion conduce a un aumento en la sintesis de ciertos factores locales como los
factores de crecimiento derivados de la insulina (IGF I y II), cuyo efecto osteoformador
predominaria sobre el contrario de la PTH, que tal vez seria mas breve. Asimismo, la
PTH actia a nivel renal estimulando la reabsorcion tubular de calcio y, de forma

indirecta, a través de la sintesis de calcitriol, a nivel intestinal aumentando la absorcion

intestinal de calcio. Constituye el principal factor controlador de la homeostasis célcica.

La 1-25 dihidroxivitamina D3 o calcitriol, metabolito activo de la vitamina D,
actua sobre el tejido 6seo estimulando la sintesis osteoblastica de fosfatasa alcalina *>**°

. .y 4 . [
y osteocalcina *° tras la unién a su receptor > * y, a dosis elevadas, aumenta la resorcion

Osea. Asimismo actia a nivel intestinal estimulando la absorcion de calcio y fosfato.

Las hormonas sexuales, estrogenos y andrégenos, son importantes en la

maduracion esquelética de individuos en crecimiento. En adultos, previenen la pérdida

de masa Osea asociada a la edad ya que frenan la resorcion Osea. Aunque se ha
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demostrado que los osteoblastos poseen receptores para estrogenos a nivel nuclear * y
para androgenos en su citoplasma °, el efecto antirresortivo podria ser indirecto, a través
de la inhibicion de la sintesis de ciertos factores locales como interleucinas. Asi, se ha
descrito un aumento de resorcién 6sea mediada por citocinas en situaciones de déficit

estrogénico .

La calcitonina es la Unica hormona que actua directamente sobre los
osteoclastos. Estas células poseen numerosos receptores para la calcitonina en su
.48 . R . S,
superficie —, produciendo esta hormona una inhibicion directa de la resorcion dsea al

disminuir el nimero y actividad de las células resortivas Oseas.

La insulina produce un aumento de la formacién al estimular la sintesis de la

matriz 6sea y favorecer su mineralizacion, de forma directa o a través del IGF-1.

La hormona de crecimiento es necesaria para el mantenimiento de una masa

o0sea normal. Estimula la formacién 6sea a través del aumento local de IGF-1, la
absorcion intestinal de calcio a través del aumento de sintesis de vitamina D, y la

mineralizacion 6sea, produciendo un aumento de masa esquelética.

Los glucocorticoides disminuyen la accion de los osteoblastos y estimulan, de
forma indirecta, la secrecion de PTH al disminuir la absorcidon intestinal de calcio,
produciendo un descenso de masa Osea. A lo largo de este proyecto se discutiran sus

diferentes efectos de forma mas detallada.

Las hormonas tiroideas son necesarias para el crecimiento y desarrollo normal.

Tienen un efecto estimulatorio directo sobre el crecimiento y maduracion del cartilago.
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Sin embargo, sus efectos sobre la formacion 6sea son indirectos mediados, en parte, por

el IGF-1.

3.2.1.2. Factores locales

- de naturaleza fisica: se ha propuesto la existencia de un mecanismo que
regularia la cantidad de masa dsea en funcion de la sobrecarga que el hueso tuviera que

49
soportar .

- de naturaleza humoral: Son los mdas importantes. Generalmente son

sintetizados por las células 6seas. Estan integrados por:

- factores locales de crecimiento:
- factor de crecimiento derivado de la insulina
- factor transformante beta ("transforming growth factor-f")
- factor de crecimiento de los fibroblastos

- factor de crecimiento derivado de las plaquetas.

- citocinas:
- interleucinas
- factor de necrosis tumoral
- factores estimuladores de colonias de macrofagos y
granulocitos

- interferon gamma

- prostaglandinas.
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Los factores locales de crecimiento son polipéptidos secretados por las células
Oseas que regulan su replicacion, diferenciacidon, reclutamiento y accién. Los mas

importantes son:

- Los factores de crecimiento derivados de la insulina (IGF). Son

polipéptidos dependientes de la hormona de crecimiento. Existen dos: IGF I y IGF II,
siendo el primero mas potente que el segundo. Se encuentran entre los factores de
crecimiento mas abundantes en el esqueleto. Se ha demostrado que el IGF I aumenta la
sintesis de colageno Iy de la matriz 6sea ejerciendo un papel fundamental en el proceso
de formacion 6sea y en el mantenimiento de la masa 6sea. Este es a su vez regulado por
hormonas como la PTH y los glucocorticoides, y por factores locales como la
prostaglandina E,. Los IGF se encuentran formando grandes complejos, unidos a
diversos tipos de proteinas fijadoras (IGFBPs), sintetizadas por los osteoblastos. Se
conocen seis de éstas y su interés estriba en que controlan la biodisponibilidad de los
IGF regulando la cantidad de IGF disponible, su especifica localizacion tisular y celular,
y modulando la interaccion con sus receptores. La formaciéon de las IGFBP esta

regulada por la PTH, los estrogenos, los glucocorticoides y diversos factores locales.

- Los factores transformantes beta (TGF-), son una familia de

polipéptidos. A nivel 6seo estan presentes tres formas, las tres con similar actividad
biologica: TGF- B1, TGF- B2, TGF- 3. Estos factores estimulan la sintesis de colageno
y disminuyen asimismo la resorcion 6sea. El TGF beta es secretado en forma latente,
depositandose en el hueso y siendo activado, en su momento, por la enzima proteolitica

plasmina. Parece ser que los estrogenos estimulan la formacion de TGF beta.
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- Los factores de crecimiento de los fibroblastos (FGF) y el factor de

crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) estimulan la replicacion de las células

oseas produciendo un aumento de la sintesis de colageno.

Diversas citocinas, entre las que se incluyen: interleucinas 1 y 6 (IL-1, IL-6),
factor de necrosis tumoral (TNF) y factores estimuladores de colonias de macrofagos y
granulocitos (CSF-GM/M) acttian de forma directa sobre las células Oseas. Estos
factores tienen importantes efectos en el remodelado 6seo estimulando la resorcion
osea. El interferon gamma es una linfocina producida por los linfocitos T activados que

inhibe la resorcion 0sea osteoclastica.

Las prostaglandinas poseen efectos multiples y complejos y el hueso es una

abundante fuente de ellas, sobre todo de prostaglandina E, (PGE,) y de prostaciclina
(PGI,), producidas por los osteoblastos. La PGE; es un potente estimulador de la
resorcion 6Osea, mientras que a nivel de la formacién oOsea su efecto es bifésico:
estimulante a bajas concentraciones e inhibitoria a elevadas concentraciones. La PGI,
también estimula la resorcion Osea, aunque su efecto es menos intenso que el de PGE;.
Las hormonas sistémicas y algunos factores locales pueden actuar, en parte, a través de
la produccién de prostaglandinas, y éstas tener un importante papel en el control local

del metabolismo 0Oseo.
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3.2.2. Regulacion del remodelado 0seo

La regulacion del proceso del remodelado 6seo sugiere la existencia de una
comunicacion entre las células formadoras y resortivas Oseas. La actividad de
osteoblastos y osteoclastos se halla estrechamente relacionada y se cree que la
informacion es transferida desde células de linaje osteobléstico hacia los osteoclastos >
0 De forma semejante, la informacién pasaria de los osteoclastos o de las zonas de
resorcion hacia los osteoblastos maduros, indicandoles la necesidad de iniciar un nuevo
ciclo de formacion dsea. La base bioquimica de esta comunicacién no estd totalmente
establecida. La existencia de un factor unico de acoplamiento capaz de explicar la
comunicacion intercelular ha sido discutida ampliamente pero no ha podido ser

51,52
demostrada ~ -,

Recientemente se ha implicado como posible factor en el proceso de
acoplamiento el ligando de la osteoprotegerina (RANKL), también llamado factor de
diferenciacion osteoclastica (ODF). Este es una glicoproteina de la familia del receptor
de TNF sintetizada por los osteoblastos que, uniéndose a un receptor de membrana de
los osteoclastos denominado RANK, produce un estimulo de la diferenciacion
osteoclastica, favoreciendo, como consecuencia la resorcion oOsea. La actividad
biologica de este factor seria regulada por la osteoprotegerina, receptor soluble de la
familia TNF, sintetizado también por los osteoblastos >, que inhibe la diferenciacion
osteoclastica al unirse al RANKL. El hecho de que los osteoblastos sinteticen
osteoprotegerina y RANKL sugiere la existencia de un bucle de retroalimentacion

negativo en el que el osteoblasto podria modular, por si mismo, la diferenciacion de
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precursores osteoclasticos al presentar moléculas de RANKL en su superficie celular,

cuya actividad seria regulada, a su vez, por la produccion de osteoprotegerina >*.

No obstante, se conoce un gran nimero de procesos que acontecen localmente
en el hueso y que podrian, de alguna forma, influir sobre el fenomeno del remodelado
sin necesidad de involucrar por ello a un Unico factor de acoplamiento. Asi, ciertas
hormonas y factores locales como la PTH, el calcitriol o las prostaglandinas actiian
sobre el osteoblasto produciendo un aumento del activador del plasminogeno,
contribuyendo, de esta manera, a la degradacion de la matriz 6sea durante el proceso de
resorcion dsea >, Asimismo, el factor estimulante de colonias, las prostaglandinas y la
IL-1 podrian también actuar como activadores del osteoclasto a través de la IL-6;
mientras que el TGF y el interferon gamma (IF-y) podrian inhibir su formacion a través

de la accion de las prostaglandinas E; e I,.

En el proceso de remodelado se podria aceptar que los primeros factores en
actuar serian los que ponen en marcha la diferenciacion del precursor del osteoclasto
hacia la forma madura del mismo. En ello estarian implicados el ligando de la
osteoprotegerina (RANKL), el "stem cell factor" (SCF), la interleucina 3 (IL-3), el
factor estimulador de colonias de macrofagos (M-CSF), el factor estimulador de
colonias de granulocitos (GM-CSF), la IL-1, el TNF alfa, la IL-6, el factor inhibidor de
la leucemia (LIF) y la interleucina 11 (IL-11). La mayoria de estos factores son
producidos por osteoblastos, células del estroma de la médula, células endoteliales,
macrofagos y linfocitos del microambiente medular. Su produccion estd, en parte,
regulada por hormonas sistémicas como el calcitriol y la PTH, y por algunos de estos

mismos factores locales, incluyendo las prostaglandinas.
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Junto a las citocinas favorecedoras de la resorcion osea, deben sefalarse las
inhibidoras de la misma, entre las que destacan las interleucinas 4 y 13 (IL-4, IL-13) y
el interferon, que antagonizan los efectos de la IL-1, TNF e IL-6. El IF-y es un potente

inhibidor del desarrollo de la formacion y maduracion de los osteoclastos.

También juegan un papel importante en la regulacion del remodelado los
receptores de los factores locales referidos, que pueden desarrollar distintas funciones
segin la forma en que se encuentran (unido a la membrana o en forma soluble). Los
receptores de la IL-6 parecen ser inhibidos por los estrogenos y androgenos, y

estimulados por la PTH, el calcitriol y la IL-1.

En el desarrollo de los osteoblastos intervienen, de forma primordial, el TGF
beta, las “bone morphogenetic proteins” (BMP) y los IGF I y II. Estos factores son
secretados por los propios osteoblastos durante la fase de formacion, quedando en la
matriz d0sea, y siendo liberados en un ciclo de renovacion posterior cuando los
osteoclastos inician la resorcion, quedando entonces dispuestos para estimular una
nueva generacion de osteoblastos. Por este motivo, podria considerarselos mediadores
del fendmeno de acoplamiento. En la regulacion de su secrecion intervienen las
hormonas calciotropas, que la estimulan, y otros factores locales. Las BMPs son un
grupo de proteinas presentes en la matriz dsea pertenecientes, con la excepcion de la
BMP-1, a la superfamilia TGF-f3. Intervienen en la diferenciacion celular hacia el linaje

osteoblastico.

Por otro lado, los factores de crecimiento se hallan también a nivel sanguineo y

podrian actuar como reguladores sistémicos aunque, probablemente, el factor local
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tendria una funcion mas directa y también mas importante en el crecimiento celular. Los
factores de crecimiento pueden jugar un papel critico en el acoplamiento de la

formacion dsea a la resorcion osea y, posiblemente en procesos fisiopatologicos.

En resumen, el remodelado 6seo es un proceso complejo regulado por hormonas
sistémicas y factores locales. Las hormonas regulan la sintesis, activacion, efectos y
union a proteinas de los factores locales, los cuales tienen una accion directa sobre el
metabolismo celular y modifican la replicacion o la funciéon diferenciada de células de
estirpe osteoblastica u osteoclastica. Es posible que el papel de las hormonas sea
proveer de especificidad tisular a un factor de crecimiento dado, ya que muchos de estos

factores son sintetizados por una variedad de sistemas esqueléticos y no esqueléticos.
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4. MARCADORES BIOQUIMICOS DEL

REMODELADO OSEO

El andlisis de los trastornos del remodelado 6seo se puede realizar “in vivo” de
forma directa, mediante la realizacion de biopsia Osea y su estudio histoldgico sin
descalcificacion previa, o de forma indirecta, mediante la determinacion de marcadores

bioquimicos que reflejan el grado de formacioén y de resorcion dsea.

Los marcadores bioquimicos utilizados valoran la actividad sérica de enzimas
que provienen de las células d6seas, como la fosfatasa alcalina y la fosfatasa &cida
resistente al tartrato; o bien detectan, en suero u orina, componentes de la matriz 6sea
liberados a la circulacion durante los procesos de formacién y resorcion '°. En la Tabla

1 se exponen los marcadores del recambio 6seo habitualmente utilizados en clinica.

Entre los marcadores de resorcion hallamos la fosfatasa 4cida resistente al
tartrato, los telopéptidos amino y carboxiterminal del colageno tipo I, la hidroxiprolina
y la piridinolina y deoxipiridinolina. Todos ellos, salvo la fosfatasa acida, derivan de la
liberacion de fragmentos de la molécula de coladgeno tipo I durante el proceso de

resorcion osea.

Entre los marcadores de formacion é6sea se hallan la fosfatasa alcalina, la

osteocalcina y los propéptidos carboxi y aminoterminal del procolageno 1. La fosfatasa
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alcalina es una enzima presente en la membrana del osteoblasto. El resto de marcadores
reflejan la actividad de los osteoblastos: la osteocalcina, proteina no colagena

sintetizada por los osteoblastos *%; y los propéptidos carboxi (PICP) y aminoterminal

(PINP) del procoldgeno tipo I que se liberan durante el paso de procolageno a colageno

tipo I *°.

TABILA 1. MARCADORES BIOQUIMICOS DEL REMODELADQO OSEQ

FORMACION RESORCION
. Fosfatasa alcalina (s) . Fosfatasa 4cida tartrato resistente (s)
* total
* isoenzima 0seo . Telopéptidos del colageno tipo I:

*carboxiterminal (ICTP) (s)

. Propéptido carboxiterminal del *aminoterminal (NTX) (s) (o)
procolageno tipo I (PICP) (s) *carboxiterminal (CTX) (s) (o)

. Propéptido aminoterminal del . Piridinolina y deoxipiridinolina (o)
procolageno tipo I (PINP) (s) . Hidroxiprolina (o)

. Osteocalcina (s)

(s): Determinacion en suero; (o0): Determinacién en orina.
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4.1. FOSFATASA ALCALINA TOTAL E ISOENZIMA OSEA DE
LA FOSFATASA ALCALINA

La fosfatasa alcalina (FA) esta presente, ademas de en el tejido Oseo, en la
placenta, intestino, higado, rifion y leucocitos. Existen cuatro grupos principales de
isoenzimas de la fosfatasa alcalina: intestinal, placentaria, placentaria “like” y hepatica-
renal-6sea. El verdadero marcador bioquimico de formacioén 6sea corresponde a los
niveles séricos de la isoenzima 6sea de la fosfatasa alcalina, de mayor especificidad y
sensibilidad que la FA. Sin embargo, cuando determinamos la fosfatasa alcalina total en
suero, su actividad es debida fundamentalmente a las isoenzimas 6sea y hepdtica. En el
adulto, ambas isoenzimas se encuentran en suero, en condiciones normales, en igual
proporcién *’. A pesar de esta falta de especificidad, en ausencia de patologia hepatica,
la actividad total de la fosfatasa alcalina sérica se ha utilizado clédsicamente como
marcador de formacion oOsea siendo un marcador 1util en patologias 6seas con un
marcado aumento del recambio 6seo, como la enfermedad de Paget. Sin embargo, en
otras patologias como la osteoporosis, la FA no es suficientemente sensible como
marcador de formacion Osea, teniendo una mayor sensibilidad la osteocalcina. La
isoenzima 6sea de la FA tiene una mayor especificidad y sensibilidad que la FA, pero

un menor balance coste/beneficio en pacientes osteoporéticos.

La determinacion de FA se realiza por método paranitrofenilfosfato-DEA y la de
su isoenzima oOsea puede realizarse mediante anticuerpos monoclonales,

enzimoinmunoanalisis o por técnica inmunoradiométrica (IRMA).
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4.2. OSTEOCALCINA

Como se ha descrito previamente, la osteocalcina es una proteina producida por
los osteoblastos, cuya sintesis es estimulada por la 1,25 dihidroxivitamina Ds;. Tras su
sintesis por el osteoblasto, parte de esta proteina pasa al suero y otra parte se incorpora a
la matriz 6sea, permaneciendo unida al hueso. A nivel sérico, la cantidad de
osteocalcina presente es directamente proporcional a la cantidad de proteina sintetizada,
aunque, al producirse la resorcion Osea, también pasa al suero parte de la osteocalcina
unida al hueso. Sin embargo, la osteocalcina constituye un marcador de remodelado
0seo que parece reflejar mejor la actividad de los osteoblastos que los productos de
degradacion de la matriz 6sea. Dada su procedencia especifica del osteoblasto, los
niveles de osteocalcina se han considerado como un marcador bioquimico muy
especifico de formacion 6sea **°'. Asi, se han hallado niveles elevados de osteocalcina
en mujeres postmenopausicas con aumento del remodelado 6seo y, por tanto de la
formacién Osea; y valores disminuidos en casos de baja actividad osteoblastica °'. Sin
embardo, la osteocalcina también constituye un marcador de recambio dseo en aquellos

. .y 2 r32,62,63
procesos que cursan con acoplamlento entre formacion y resorcion 7 U7 T

En la osteoporosis inducida por glucocorticoides se observa una disminucion de

58, 64, 65

los niveles séricos de osteocalcina , efecto que se aprecia en la primera semana de

administracion del farmaco %06

, manteniéndose unos niveles bajos incluso con
pequenas dosis de glucocorticoides. Tras la suspension del tratamiento los valores de

osteocalcina se normalizan en un corto plazo de tiempo volviendo a cifras

pretratamiento *®. Asimismo, se ha descrito una relacién inversa entre los niveles de
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osteocalcina y la dosis diaria de prednisona recibida ** "°. En pacientes afectos de
hipercorticismo endogeno se han hallado también niveles de osteocalcina sérica
significativamente menores que en individuos sanos ' % lo cual refleja, de forma
indirecta, la supresion de la formacidon dsea que ocurre en estos pacientes. Igualmente,

estos valores vuelven a la normalidad tras la correccion del exceso de cortisol 7> 7.

La osteocalcina circulante experimenta un metabolismo de degradacion por parte
del higado y del rifién, de modo que la proteina sérica no se halla so6lo en forma de
osteocalcina intacta, sino de diversos fragmentos de la misma. Debido a ello, es
fundamental tener en cuenta la inmunorreactividad del ensayo de osteocalcina utilizado,
ya que los distintos métodos comerciales presentan especificidades distintas para los

distintos fragmentos de osteocalcina " .

La determinacion de los niveles circulantes de osteocalcina ha sido validada por
numerosos estudios en los ultimos 15 afios. El método tradicional de determinacion era
por radioinmunoandlisis (RIA) utilizando estandares y trazadores de osteocalcina
bovina, que so6lo difiere de la humana en cinco aminoacidos. Sin embargo, estos
ensayos han manifestado un uso limitado debido a que los anticuerpos policlonales
frente a osteocalcina bovina muestran una afinidad variable por la osteocalcina humana.
Recientemente se ha desarrollado la utilizacién de anticuerpos monoclonales especificos
para determinados epitopes de la molécula de osteocalcina humana, permitiendo la
aparicion de los nuevos métodos inmunoradiométricos (IRMA) para medir osteocalcina.
Esta técnica tiene una mayor sensibilidad y especificidad que la deteccion mediante
RIA, y permite reconocer la molécula intacta y el fragmento medio amino-terminal 1-43

que se libera de la molécula intacta tanto “in vitro” como “in vivo” ’°.
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4.3. PROPEPTIDO CARBOXITERMINAL DEL PROCOLAGENO
TIPO I

El colageno tipo I es sintetizado por el osteoblasto en forma de un precursor
intracelular, la molécula de procoldgeno, que tiene unas secuencias adicionales en los
extremos. A su salida al exterior de la célula son escindidos, por division
endoproteolitica, los dos fragmentos terminales del procolageno I, denominéndose a la
molécula final colageno 1. Estos dos fragmentos liberados constituyen los propéptidos
aminoterminal (PINP) y carboxiloterminal (PICP) de la molécula de procolageno, que
pasan a la sangre donde pueden determinarse '°. Puesto que, por cada molécula de
colageno sintetizada, se libera una de PICP y una de PINP (relacion molar 1:1), la
concentracion de ambos propéptidos en suero refleja, de forma indirecta, el proceso de

formacidn Osea.

El PICP es una glicoproteina globular de 100 kD. Aunque el coldgeno tipo I
también se halla en otros tejidos, el PICP refleja con aceptable fidelidad la sintesis de
coladgeno en hueso, ya que la actividad metabolica del colageno tipo I del tejido dseo es
superior a la de los tejidos blandos. Los valores séricos de PICP se han correlacionado
significativamente con los pardmetros histologicos de formacion en biopsias Oseas
analizadas mediante histomorfometria **”7. Asimismo, se ha demostrado su utilidad en

.y . rqe ’ 8
la deteccion de alteraciones en enfermedades metabdlicas dseas °.

Los niveles de PICP aumentan durante la ¢poca de crecimiento. En adultos sanos
dichos niveles siguen un ritmo circadiano, con valores un 20 % mayores en la

madrugada . Asimismo, en varones la concentraciéon sérica de PICP se halla
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inversamente relacionada con la edad, no habiéndose demostrado estas diferencias en
mujeres **. Sin embargo, tras la menopausia los valores de PICP aumentan un 20 %,

volviendo a valores premenopausicos tras seguir terapia hormonal sustitutiva ***,

En pacientes sometidos a tratamiento con glucocorticoides se han demostrado
unos niveles séricos disminuidos de PICP que vuelven a valores normales tras la

suspension del tratamiento ***,

En estudios realizados en animales se ha demostrado que, en suero, la vida
media del PICP es de 6 minutos, y que esta proteina es eliminada de la sangre por

endocitosis mediada por un receptor de manosa en las células endoteliales del higado ®°.

El suero para determinacion de PICP puede mantenerse incluso durante 2
semanas a 4° C o a temperatura ambiente, pero si debe almacenarse mas tiempo es
necesario congelarlo a -20° C *. El PICP es estable durante el almacenamiento y resiste
los procesos de congelacion y descongelacion, aunque no se deberia someter a los

sueros a mas de tres ciclos de congelacion y descongelacion.

En 1974 ya se describio el primer método de determinacion de procoldgeno por
técnica de radioinmunoanalisis *, aunque no se desarrollé comercialmente hasta 1990
80 permitiendo su utilizacion el desarrollo de diferentes estudios sobre este marcador
bioquimico como indice de formacion 6sea. Recientemente se ha descrito un método
por radioinmunoanalisis en el cual se utiliza PICP humano intacto *’, cuyas secuencias

de AA son idénticas al PICP producido “in vivo”.
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4.4. PROPEPTIDO AMINOTERMINAL DEL PROCOLAGENO
TIPO I

El propéptido aminoterminal del procolageno tipo I (PINP) es una proteina
fosforilada, parcialmente globular y parcialmente helicoidal, de 35 kD. Al igual que el
PICP, deriva también de la molécula de procolageno I, pero difiere de PICP en su
liberacion de las moléculas de coldgeno sintetizadas y en su posterior metabolismo
como propéptido libre. Asi como el PICP es liberado rapidamente tras la sintesis de
procolageno, el PINP puede encontrarse en la superficie de las finas fibras de colageno
formando el pN-colageno. El PINP circula en sangre principalmente en su forma
intacta, formada durante la sintesis de coldgeno, y es metabolizado por las células

endoteliales hepaticas a través de un receptor “scavenger” °°

, cuya regulacion, a
diferencia del receptor “manosa” de PICP *, es independiente del control hormonal,
manteniéndose la tasa de eliminacion de PINP, probablemente, constante. Ademas del
PINP intacto se pueden hallar en sangre productos de degradacion del PINP de bajo
peso molecular denominados PINP Col 1, que son aclarados por via renal. Sin embargo,
estos productos parece que, probablemente, deriven més de la degradacion de moléculas

de colageno (pN-colageno, o coldgeno que retiene el propéptido aminoterminal

adherido a sus fibras) que del PINP intacto.

La determinacioén de PINP en sangre permite valorar la formacion de coldgeno vy,

de forma indirecta, la formacion dsea, habiéndose demostrado que correlaciona bien con

otros parametros de formacion 6sea como la osteocalcina y la fosfatasa alcalina ™.

Asimismo se ha descrito también una buena correlacion entre el PINP y el PICP en

. 90 . e 82
sujetos sanos ~ y en mujeres postmenopausicas .
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Aunque son escasos los trabajos publicados sobre el efecto de los
glucocorticoides en los niveles séricos de PINP, debido a que su determinacién en la
practica clinica es relativamente reciente, se ha demostrado un descenso de sus niveles

en pacientes adultos °' y nifios °* sometidos a este tratamiento.

93,94 siendo la

Para su deteccion en suero se han desarrollado diversos ensayos
técnica de medicion mayormente empleada actualmente la que permite la deteccion del
PINP intacto por radioinmunoanélisis (RIA) *°. Esta técnica utiliza como inmundgeno
un propéptido aminoterminal trimérico del procolageno tipo I humano, altamente
purificado, y un antisuero policlonal de conejo contra la variante alfal-homotrimera de
este propéptido °. Este ensayo forma parte de un kit comercial (Orion Diagnostica) y

['*I] como trazador. Detecta, preferentemente, la forma intacta del propéptido,

utiliza
mostrando s6lo un 1.2 % de reaccién cruzada con los productos de degradacion del
PINP hallado en suero y evitando asi la influencia de la funcién renal en los resultados.
Asimismo, este ensayo refleja mejor la sintesis de coldgeno dsea ya que no detecta el

PINP Col 1, procedente del pN-colageno tipo I o del PINP de tejidos blandos, pero

ausente en la matriz dsea mineralizada.
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5. OSTEOPOROSIS

Cuando existe un desequilibrio entre los procesos de formacion y resorcion osea
(remodelado 6seo), por un aumento de actividad resortiva o por un déficit de formacion
Osea en diversas unidades, se produce una pérdida de masa 6sea y, por tanto, una
osteoporosis. La osteoporosis se define como una enfermedad oOsea sistémica
caracterizada por una masa Osea disminuida asociada a una alteracion de la
microarquitectura del tejido dseo, lo que resulta en un aumento de la fragilidad dsea y,

por tanto, en una mayor facilidad para el desarrollo de fracturas.

La osteoporosis es una enfermedad extraordinariamente frecuente que
actualmente se ha convertido en un problema de salud publica que genera una demanda
de atencion sanitaria cada vez mayor, con un consiguiente coste econémico debido,
fundamentalmente, a los costes derivados de sus consecuencias, las fracturas, sobre todo

las que afectan a la cadera.

La etiologia de la osteoporosis es multifactorial habiéndose implicado en su
aparicion diversos factores. La existencia de una enfermedad subyacente o la
administracion de ciertos farmacos pueden provocar de forma secundaria osteoporosis.
La administracion exdgena de glucocorticoides constituye la causa mas frecuente de

osteoporosis secundaria.
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6. OSTEOPOROSIS INDUCIDA POR

GLUCOCORTICOIDES

Los efectos de los glucocorticoides sobre el hueso se conocen desde 1932 en que
Cushing describio el desarrollo de desmineralizacion esquelética en el contexto de una
hiperproduccién de hormona corticotropa *° y pueden manifestarse conjuntamente con
otras caracteristicas clinicas del sindrome de Cushing. La osteoporosis inducida por
glucocorticoides se observa, ademds, en pacientes expuestos durante un tiempo
prolongado a estos farmacos. Con la utilizacion de los glucocorticoides como agentes
antiinflamatorios e inmunosupresores en el tratamiento de diferentes enfermedades
(reumatologicas, hematoldgicas, neuroldgicas, respiratorias, trasplante de organos) su
incidencia ha aumentado de forma notable en los ultimos afios siendo, actualmente, la

tercera causa de osteoporosis, tras la postmenopausica y la senil.

La utilizacion cronica de dosis moderadas y altas de glucocorticoides se asocia a
una disminucion de masa dsea y a un mayor riesgo de fracturas, constituyendo un
problema sanitario de importante magnitud debido a su morbilidad y mortalidad. Asi, se
considera que, aproximadamente, el 50 % de los pacientes que requieren tratamiento
con corticoides a largo plazo sufren una osteopenia severa y que el 30-50 % de ellos

sufren fracturas osteoporoticas ** .
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6.1. FACTORES QUE INFLUYEN EN EL DESARROLLO DE LA
OSTEOPOROSIS INDUCIDA POR GLUCOCORTICOIDES

Existen diversos factores de riesgo para el desarrollo de osteoporosis inducida

por glucocorticoides ** ',
- Dosis.
- Duracion.
- Tipo de glucocorticoide.
- Via de administracion.
- Factores individuales: -Edad.
-Postmenopausia.
-Factores generales de riesgo de osteoporosis:
- sexo femenino
- raza blanca
- inmovilizacion
- baja masa corporal
- antecedentes familiares
- antecedentes de fractura por
fragilidad

- Enfermedades de base.
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6.1.1. Dosis

Los glucocorticoides pueden inducir la aparicion de osteoporosis si el tejido dseo
se expone a cantidades excesivas de estos esteroides. El grado de pérdida 6sea esta

relacionado, por tanto, con la dosis utilizada y la duracién del tratamiento, de modo que

en la induccion de la osteoporosis influye, probablemente, tanto la dosis diaria como el
tiempo de administracién. Ademas, esta pérdida de masa 6sea no es uniforme a lo largo
del tiempo sino que se produce de forma precoz tras el inicio del tratamiento con
glucocorticoides. Asi, en la actualidad se considera que se deberia prevenir la
osteoporosis inducida por glucocorticoides en aquellos pacientes que reciban dosis

. . . . r 102
iguales o superiores a 5 mg/d de prednisona o equivalentes durante tres o mas meses ',

Otros autores defienden que la severidad de la pérdida osea y, por tanto el riesgo

de fracturas, depende de la dosis acumulada *°, hallando un riesgo de osteopenia
significativo con dosis acumulada de prednisona superior a 10 gr. Varonos et al '*
estudiaron a nifios con artritis crénica juvenil tratados con glucocorticoides y
observaron fracturas vertebrales tras una dosis acumulada de prednisolona igual o
superior a 5 gr. Sin embargo, en otro estudio realizado previamente en pacientes adultos
afectos de artritis reumatoide se observo que el calcio corporal total se correlacionaba

inversamente con la dosis diaria de glucocorticoides pero no con la dosis acumulada o la

.y . 104
duracion del tratamiento .

La administracion de glucocorticoides a dias alternos se ha mostrado efectiva en
el mantenimiento de la supresion de actividad de enfermedades inflamatorias, causando

menos efectos secundarios que la terapia diaria. En este sentido, parece tener un efecto
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beneficioso sobre la supresion del eje hipotdlamo-hipofiso-adrenal. Sin embargo,
diversos estudios realizados sobre la utilizacion de glucocorticoides a dias alternos no

10

han demostrado una reduccion de los efectos adversos sobre el esqueleto ' ni una

prevencion de la pérdida de masa 6sea '* respecto a la terapia diaria.

Asimismo, se ha demostrado que ciertos marcadores de formacién ésea como la

osteocalcina y, de forma menos acusada, la fosfatasa alcalina pueden experimentar un
descenso de sus concentraciones séricas segun la dosis de glucocorticoides recibida,
observandose una relacion inversamente proporcional a la dosis de glucocorticoides

administrada, sugiriendo una relacion dosis dependiente "',

6.1.2. Duracion

La osteopenia inducida por glucocorticoides es también dependiente del tiempo
de administracion de la terapia, aunque la duracién exacta capaz de producir pérdida
6sea no ha sido determinada. Asi, la mayoria de pacientes que han recibido tratamiento
esteroideo durante al menos un afio tienen un mayor riesgo para desarrollar una
osteopenia ', siendo éste mayor en mujeres postmenopausicas debido a la existencia

de otros factores de riesgo adicionales como la edad y la menopausia.

6.1.3. Tipo de glucocorticoide

Estudios clinicos han sugerido que el deflazacort, derivado oxazolinico de la

prednisolona, podria producir una menor alteracion sobre el metabolismo 6seo que otros
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glucocorticoides como la prednisona, manteniendo una accion antiinflamatoria e
inmunosupresiva comparable. Asi, se ha descrito un menor efecto de este farmaco sobre

108, 109
1 > .

el metabolismo minera ; una menor alteracion de la absorcion intestinal de calcio

10 una menor disminucién de los niveles séricos de osteocalcina ''' y una marcada
reduccion en la tasa de pérdida d6sea de hueso trabecular valorada mediante
histomorfometria ''2. Sin embargo, la mayoria de estos estudios se realizaron a una
dosis de deflazacort inferior a la que posteriormente se ha estimado como equivalente

con prednisona, y estudios posteriores no han demostrado un efecto protector de este

medicamento sobre el hueso cuando se utiliza a una dosis terapéutica equivalente *°.

6.1.4. Via de administracion

Se considera que muchos de los efectos sistémicos que producen los
glucocorticoides administrados por via oral, entre ellos la alteracion del metabolismo
calcico, pueden reducirse cuando son administrados por via inhalatoria '". Sin
embargo, estudios recientes han demostrado que los corticoides inhalados pueden
también producir un efecto deletéreo a nivel 6seo. Asi, en pacientes que recibieron
tratamiento con beclometasona inhalada a altas dosis se observd un aumento de los
marcadores bioquimicos de resorcion 6sea ' y una reduccion de la densidad mineral
6sea a nivel vertebral ''°. Asimismo, en pacientes que habian recibido tratamiento con
triamcinolona inhalada a dosis de 1200 pg/dia se hallé una disminucion de la densidad

. r . r ~ : 11
mineral 6sea a nivel de columna lumbar y de fémur a los tres afios de tratamiento ''°.

Igualmente, en otro estudio realizado '’ se ha hallado una correlacion negativa entre la
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dosis acumulada de corticoides inhalados y la densidad mineral 6sea a nivel de fémur y

columna lumbar.

Parece ser que la magnitud de los efectos de los glucocorticoides inhalados sobre
el hueso sea un efecto primariamente dosis dependiente, calculandose que dosis
inferiores a 1 mg/dia de beclometasona o budesonida no parecen ejercer una influencia

9

. , 8 . . .
sobre el metabolismo 6seo en adultos . A igual dosis, los efectos secundarios

ot haen . 114, 118
sistémicos son menores con budesonida que con beclometasona =~ .

Recientemente se ha publicado un estudio en el se concluye que la utilizacion de
corticosteroides inhalados tiene un aumento del riesgo de fractura sobre todo a nivel de
columna vertebral y fémur, aunque tal vez este aumento del riesgo pueda estar
relacionado mas con la enfermedad respiratoria de base que con la utilizacién de

corticosteroides inhalados '*°.

6.1.5. Factores individuales

En la génesis de las fracturas influyen no so6lo la dosis y el tiempo de
administracion de los glucocorticoides sino también otros factores independientes de la
terapia corticoidea relacionados con el propio individuo y la enfermedad de base. La
edad, el nivel de actividad y el estado menopausico son determinantes importantes del
riesgo de fractura. La incidencia de osteoporosis inducida por glucocorticoides
sintomdtica parece mayor en niflos en crecimiento, individuos relativamente
inmovilizados y mujeres postmenopdausicas. En nifios, una tasa de remodelado alta es,

aparentemente, el factor que predispone a la rdpida aparicion de osteopenia severa,
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mientras que en pacientes con actividad fisica reducida y en mujeres postmenopausicas
la relativamente baja masa Osea inicial facilita una rapida reduccion del contenido

mineral éseo a niveles que corresponden a una osteopenia clinicamente significativa.

6.1.6. Enfermedades de base

La existencia de enfermedades concomitantes como artropatias inflamatorias
cronicas también influye en el descenso de la masa dsea, habiéndose demostrado un
mayor riesgo de fractura '*°. Estos pacientes presentan un mayor grado de pérdida osea
debido a los efectos sistémicos del aumento de IL-1, IL-6 y TNF producidos por la

121

enfermedad inflamatoria '“, aunque otros factores como la terapia glucocorticoidea, el

grado de discapacidad funcional y la inmovilizacion relativa que sufren estos pacientes

. . 122
contribuyen a esta osteopenia .

6.2. CARACTERISTICAS DE LA OSTEOPOROSIS INDUCIDA
POR GLUCOCORTICOIDES

6.2.1. Localizacion esquelética

Los pacientes con osteoporosis inducida por glucocorticoides presentan una
mayor pérdida mineral Osea, valorada mediante densitometria o tomografia
computerizada, en aquellas regiones del esqueleto con alto contenido de hueso

1 98, 106, 123, 124

trabecular, como las costillas, columna vertebra o region distal de radio **
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124 . ST . :

. Estos resultados se reflejan en la expresion clinica de la osteoporosis inducida por
glucocorticoides, en la que las fracturas ocurren mas comuinmente en las zonas del
esqueleto con alto contenido en hueso trabecular como la columna vertebral, costillas,

pelvis y region distal de radio **%°.

Sin embargo, otros estudios muestran también una influencia del tratamiento
esteroideo sobre el tejido dseo cortical, disminuyendo su densidad mineral o
aumentando su fragilidad. Asi, en el estudio experimental realizado por Ortoft y
colaboradores en hueso cortical derivado de rata se hallé un aumento de fragilidad del
tejido 6seo cortical tras ser expuesto a tratamiento con glucocorticoides durante 3 m,

debido a una disminuciéon de la resistencia 6sea '>

. Por otro lado, en un estudio
longitudinal en pacientes sometidos a tratamiento con dosis elevadas de
glucocorticoides durante un tiempo igual o superior a un afio, se constatd una
disminucién de la densidad mineral ésea a nivel de fémur proximal '*°. Sin embargo, la

pérdida de masa Osea a nivel cortical no parece significativa durante los primeros 12

meses de iniciada la terapia '*,

6.2.2. Ritmo

Tras el inicio del tratamiento con glucocorticoides se produce una pérdida rapida

de tejido 6seo, predominantemente de hueso trabecular, seguida de una disminucion
4 : : . 98, 112, 126, 127 o1 ,

mas lenta, pero continua, de la densidad mineral del hueso . La pérdida dsea

asociada con el tratamiento con glucocorticoides no es, por tanto, uniforme a lo largo de

todo el tiempo de administracion sino que la maxima pérdida ocurre en los primeros 6-
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12 meses tras el inicio de la terapia '** '*’. Asi, se ha demostrado en biopsias 6seas de
pacientes sometidos a tratamiento con glucocorticoides que el volumen de hueso
trabecular disminuye muy rapidamente tras 6 meses de tratamiento, experimentando una

pérdida maés lenta posteriormente .

Por ello, en pacientes sometidos a tratamiento prolongado con glucocorticoides
. L, . o : : fenn 102
se recomienda la realizacion de evaluaciones periodicas de la densidad mineral dsea ™,

para determinar y prevenir este efecto.

6.2.3. Reversibilidad

Finalmente, estudios de pacientes con sindrome de Cushing que han sido
tratados quirargicamente con éxito muestran una mejoria significativa en la densidad
mineral 6sea, sugiriendo que es posible la recuperacion de masa 6sea > '** '* En un
estudio en pacientes con sindrome de Cushing 73 ge realizo, tras finalizar el tratamiento,
un analisis histomorfométrico mediante biopsia dsea que mostré una mejoria de los
indices de formacion dsea. Asimismo, estos pacientes presentaron un aumento rapido y
persistente de los niveles de osteocalcina sérica asi como de la densidad mineral dsea a
nivel femoral y lumbar, sugiriendo que, al menos en pacientes relativamente jovenes
(<50 afios) tratados con éxito de sindrome de Cushing, los efectos deletéreos de los
glucocorticoides en el esqueleto son reversibles. Asimismo, en otro estudio realizado en
pacientes afectos de enfermedad de Cushing tratada quirurgicamente se observd un
aumento de la actividad osteoblastica en la biopsia Osea realizada 3 meses

o1
postadrenalectomia .
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A diferencia de la enfermedad de Cushing, existen escasos estudios sobre la
reversibilidad de la osteoporosis inducida por glucocorticoides exogenos, debido,
probablemente, a la dificultad de retirar este tratamiento tras su utilizacion durante largo
tiempo sin causar recidivas. No obstante, en casos en que se ha podido suspender este
tratamiento se ha observado una recuperacion de la masa dsea sugiriendo que esta

osteopenia es parcialmente reversible ', sobre todo en pacientes menores de 45 afios

132

6.2.4. Efecto en los parametros bioquimicos y en la concentracion de

PTH y vitamina D

Los cambios bioquimicos en pacientes con osteoporosis inducida por
glucocorticoides no son, generalmente, llamativos halldndose las cifras de calcemia y

fosforemia dentro de los limites de la normalidad '®.

Sin embargo, en estos pacientes se ha sugerido una alteracion del metabolismo

de la vitamina D, habiéndose descrito valores de 25-OH vitamina D3 tanto disminuidos

130, 133, 134 107, 127, 133, 135-13 . .
- 133 13% como normales ' 127> 13 7. Del mismo modo, los niveles de 1,25 (OH),

vitamina Dj, metabolito activo de la vitamina D, se han hallado disminuidos 138,

sugiriendo un aumento del metabolismo del calcitriol inducido por los glucocorticoides;

127, 134, 137,

107, 136
normales . 0 aumentados '*"

, como respuesta fisioldgica al estado de

hiperparatiroidismo secundario producido por estos farmacos.
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Asimismo, en estos pacientes, la concentracion sérica de PTH se ha hallado

107, 127, 134, 136, 137, 139, 140 108, 130, 135, 141, 142
normal >, 127, > 156, 157, 159, >, 150, 155, 141,

o levemente elevada , COMO consecuencia

de un balance célcico negativo producido por estos farmacos.

6.2.5. Efecto en los marcadores bioquimicos de formacion 0sea

En pacientes en tratamiento con glucocorticoides se ha hallado una disminucién
de los valores de marcadores 6seos de formacion derivados del colageno 1. Asi, se han
demostrado valores séricos de PINP disminuidos tanto en adultos °' como en nifios *
asi como niveles menores de PICP en pacientes tratados con glucocorticoides que

; - y - 83, 84
volvian a la normalidad tras la suspension del tratamiento ™ ™.

Asimismo, se ha descrito una disminucién de los niveles séricos de fosfatasa
alcalina (FA) y de osteocalcina tras el inicio de la terapia glucocorticoidea, reflejando la
disminucion de la actividad osteoblastica observada en estos pacientes ** ®* . Los
valores de FA descienden de forma mas gradual y menos acusada que los de
osteocalcina. Este hecho podria ser debido, en parte, a la contribucién de diferentes
tejidos en la sintesis de FA *’, de modo que su concentracion sérica final no reflejaria
solo el metabolismo 0seo. Asimismo, la vida media de la FA es mayor que la de la
osteocalcina, por lo que sus valores en sangre se modifican mas lentamente. Estas
diferencias en la produccion y degradacion de estos marcadores podrian explicar que la
FA sea un marcador 6seo menos especifico y sensible que la osteocalcina en esta

64, 65, 84

patologia . En general, en la osteoporosis inducida por glucocorticoides hallamos
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unas concentraciones séricas de FA normales que pueden aumentar transitoriamente tras

la produccion de fracturas.

Los valores de osteocalcina, ademas de experimentar un descenso agudo, dosis-
dependiente, tras la administracion de glucocorticoides, se mantienen en niveles
inferiores a la normalidad mientras dura el tratamiento, normalizandose sus valores tras

., . 66-68, 84
la suspension del mismo :

. En aquellos pacientes en que la duracién del
tratamiento es prolongada persiste el descenso de este marcador mientras dura el
tratamiento, habiéndose detectado una concentracion media de osteocalcina 50 % menor

: o 58,64
que en pacientes control que no recibian glucocorticoides ™ ™.

6.3. FISIOPATOLOGIA DE LA OSTEOPOROSIS INDUCIDA POR
GLUCOCORTICOIDES

Los glucocorticoides producen una osteopenia que incrementa el riesgo de

123 . . .y , .
fractura “°. La disminucion de masa Osea observada en estos pacientes se debe en parte
a los efectos directos de los glucocorticoides sobre el tejido dseo, y en parte a sus

efectos sobre el metabolismo mineral.

6.3.1. Efectos de los glucocorticoides sobre el metabolismo mineral

A nivel del metabolismo mineral los glucocorticoides producen una reduccion
de la absorcion intestinal de calcio y un aumento de la excrecion urinaria de este

mineral.
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El efecto sobre la absorcién intestinal de calcio ocurre en las primeras semanas

de administracion del farmaco y se correlaciona inversamente con la dosis de

110, 133, 136

glucocorticoides , alterandose la absorcién activa '*

y permaneciendo
inalterada la absorcion difusional. El mecanismo exacto por el que se produce la
alteracion de la absorcion de calcio no esta aclarado, aunque en animales de
investigacion que habian recibido cortisol se ha demostrado una disminucion de la
fraccion soluble de la proteina transportadora de calcio, dependiente de vitamina D, a

nivel de las células de la mucosa intestinal '**.

Inicialmente, ciertos estudios sugerian que la disminucién de la absorcion
intestinal de calcio observada en el tratamiento con glucocorticoides era mediada por
una alteracion del metabolismo de la vitamina D, bien a nivel de los procesos de
hidroxilacién hepatica o renal o bien antagonizando sus efectos a nivel intestinal '>°,
Esta hipotesis se veia apoyada al observar en estos pacientes una mejoria de la
absorcion intestinal de calcio tras tratamiento con calcitriol *>. Sin embargo, el hecho
de que en la mayoria de pacientes tratados cronicamente con glucocorticoides los
niveles de 1,25 (OH), Ds y de 25-OH vitamina Dj suelen ser normales '*7 12" 34137 ayp
persistiendo la inhibicion de la absorcion célcica intestinal, y de que los efectos
depresores de la absorcion intestinal de calcio sélo remiten parcialmente con la

14

.. ., . , . . 5 .
administracion de dosis farmacologicas de calcitriol ™, han sugerido un efecto

inhibitorio de los glucocorticoides sobre las células intestinales no dependiente de

. . 143
vitamina D .

Recientemente se ha postulado que los glucocorticoides podrian alterar la

absorcion intestinal de calcio mediante un efecto combinado: bloquear la diferenciacion

-61 -



1. INTRODUCCION

de las células de las criptas intestinales, causando un estado de vitaminoD-resistencia; e

inhibir, de forma directa, el transporte intestinal de calcio '.

En pacientes tratados cronicamente con glucocorticoides se ha observado un

aumento de la excrecion urinaria de calcio, a pesar de que la absorcion intestinal de

calcio se halla disminuida '**, siendo su valor dos veces superior a la detectada en
107, 142, 147 . . L
controles . Los datos de estos autores sugieren que la hipercalciuria observada

en estos pacientes podria ser el reflejo del calcio no depositado en el hueso debido a la

supresion de la actividad osteoblastica con mantenimiento de la resorcién osea '*’,

combinado con un efecto directo de los glucocorticoides sobre las células renales '** que

produciria una disminucién de la reabsorcion tubular de calcio .

Aunque algunos autores han hallado valores séricos de PTH normales '°7- 127 134

136, 139, 140 108, 135, 141, 142

, se ha descrito un aumento de la actividad paratiroidea en

pacientes tratados con glucocorticoides. Este hiperparatiroidismo se ha considerado
secundario al balance negativo de calcio producido por estos farmacos como
consecuencia de la disminucion de la absorcion intestinal de calcio y del aumento de su
excrecion urinaria. Su desarrollo probablemente se halle relacionado con la dosis y la

2 El hecho de que en animales de

duraciéon de la terapia corticoidea recibida
investigacion sometidos a tratamiento con glucocorticoides se haya demostrado una
hiperplasia de las glandulas paratiroideas apoyaria la existencia de este
hiperparatiroidismo '*. Asimismo, los glucocorticoides podrian alterar el punto de

regulacion de calcemia de las células paratiroideas produciendo, en estos pacientes, una

mayor secrecion de PTH para un determinado nivel de calcio sérico. Ademas, los
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glucocorticoides podrian aumentar la respuesta tisular a la PTH. Asi, estudios “in vitro”
han demostrado que estos fArmacos aumentan la expresion de los receptores de PTH en

%y potencian la sensibilidad de estas células a la PTH actuando las

osteoblastos
células osteoblasticas como mediadoras del aumento de resorcion dsea inducido por
PTH '°. Este hiperparatiroidismo contribuiria a la disminucién de la masa Osea
observada en estos pacientes al aumentar, a nivel renal, la excrecion urinaria de calcio

108 y al inducir, a nivel 6seo, un aumento de la frecuencia de activacion de las unidades

del remodelado 6seo y de la resorcion osteoclastica en cada unidad.

6.3.2. Efectos de los glucocorticoides a nivel dseo

La disminucién de masa 6sea producida por los glucocorticoides tiene un origen
multifactorial, ya que gran parte de las acciones de estos farmacos sobre el metabolismo
6seo “in vivo” son indirectas (Esquema 1). Sin embargo, los glucocorticoides pueden

también producir un efecto directo sobre el tejido dseo.

Los analisis de biopsias 6seas de cresta iliaca realizadas en pacientes tratados

con glucocorticoides han demostrado una disminucion del volumen de hueso trabecular

112, 127, 151, 152 . . :
127 DL 132 By estos pacientes, la cantidad total de hueso reemplazado en cada ciclo

. 1 . , g
de remodelado se halla reducida '>>. Como consecuencia, se produce una pérdida de

masa Osea a expensas de una disminucién del volumen de hueso trabecular,

, r . : 152-154
conservando el nimero de trabéculas pero disminuyendo su grosor “*'**  aunque,

recientemente, se ha descrito que la aparicion de perforaciones en las trabéculas podria

152

ocurrir cuando el grosor trabecular fuera inferior a 70 um Los estudios
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histomorfométricos, por tanto, confirman la disminucion de masa 6sea, principalmente
de hueso trabecular, producida por los glucocorticoides. Sin embargo, ciertos estudios

han sugerido también que estos farmacos pueden afectar el hueso cortical '*> 1.

Esta disminuciéon de la masa oOsea clasicamente se habia atribuido a una
disminucién de la formacion Osea, sin alteracion de la mineralizacion, y a un aumento
de la actividad resortiva, observado en las biopsias dseas de pacientes en tratamiento

s e 130, 151
con glucocorticoides ™ .

En la osteoporosis inducida por glucocorticoides existen suficientes datos
histoldgicos que sugieren que estos farmacos inducen en el tejido 6seo humano una

reduccion de la funcidén osteoblastica, y, como consecuencia, una disminucion de la

formacion o6sea. Asi, se ha hallado una alteracion del nimero y la morfologia de los

osteoblastos, en el sentido de que presentan un aspecto inactivo; una reduccion del
indice de aposicion mineral 6sea, medida mediante doble marcaje de tetraciclinas; y, en
123, 130, 151

algunos casos, una disminucion del nimero de bandas de osteoide , Y como

consecuencia, una reduccion de la fase de formacion 6sea en cada ciclo de remodelado

151

Asociado a esta supresion de la formacion Osea, se ha observado también un

101 151 habiéndose hallado un aumento de los

aumento relativo de la resorcién dsea
parametros de resorcion Osea, tales como la superficie relativa de resorcion y la
superficie relativa de resorcién activa y observandose, ademds, una tendencia al

aumento del nimero y actividad de los osteoclastos. Este aumento de resorcion dsea no

se considera un efecto directo de los glucocorticoides, sino que se ha atribuido a la
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existencia de un hiperparatiroidismo secundario. Sin embargo, el aumento de PTH no
suele producir una reduccion en el volumen de hueso trabecular, ya que en esta
situacion la formacion y la resorcion dseas se hallan generalmente acopladas, y ademas

se suele observar una disminucion principalmente del hueso cortical.

Ello nos indica que en la osteoporosis inducida por glucocorticoides hay,

generalmente, un defecto en la formacién ésea asociado a una alteracion del

acoplamiento del remodelado 6seo, con una formacién disminuida y una resorcion
relativamente conservada. Teniendo esto en cuenta, parece que la reduccion de la
formacion dsea es debida a que la poblacion de osteoblastos en cada BRU permanece en
estado inactivo durante una proporcion anormalmente elevada de su vida total ', Los
efectos de los glucocorticoides parecen mediados directamente, actuando a través de

receptores, sobre estas células.

En resumen, los datos histomorfométricos indican que los glucocorticoides
frenan la funcion osteoblastica y que los efectos inhibidores de estos en la masa dsea se
hallan exacerbados por un aumento de la frecuencia de activacion de las unidades de

remodelado dseo, probablemente debido a una hipersecrecion de PTH.

6.3.3. Otros efectos de los glucocorticoides

- Disminuyen la actividad del IGF-1, que posee una importante actividad
anabolica sobre el hueso, por diferentes mecanismos: inducen un aumento de los niveles
de IGF-1-inhibidor '*°, inhiben la transcripcion de IGF-1 °° e inducen un aumento de la

proteina transportadora del IGF-1 7. Aunque se ha demostrado unos niveles séricos
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normales tanto de IGF-1 como de hormona de crecimiento > , la actividad de IGF-1 se

halla disminuida en pacientes en tratamiento con glucocorticoides.

- Producen también efecto sobre las hormonas sexuales. Los glucocorticoides

alterarian la funcidon gonadal por dos mecanismos:

- indirecto: - a través de la inhibicion de la secrecion hipofisaria de

12 .. o .,
gonadotrofinas '*. Los glucocorticoides inhiben la secrecion de LH en respuesta a

LHRH tanto en varones como en mujeres, produciendo una disminucion de la sintesis
de estrogenos y testosterona a nivel de ovarios y testiculos. Por otro lado, estudios en
animales de investigacion han sugerido que los glucocorticoides pueden también reducir
el n° de sitios de union de las gonadotrofinas en las células testiculares, disminuyendo
su accion .

- debido al efecto inhibidor de los glucocorticoides sobre la
ACTH, lo que produce una disminuciéon de la produccion androgénica suprarrenal en
ambos sexos. En mujeres postmenopdausicas la supresion de ACTH reduciria las
concentraciones de andrégenos y estrogenos ' debido a la inhibicion de la formacion

de estrona a partir de la androstendiona, disminuyendo los niveles séricos de la hormona

estrogénica mas importante en la menopausia.

- efecto directo sobre ovario o testiculos, que parece ser el mecanismo
principal de actuacion de estos farmacos. En varones tratados con glucocorticoides de
forma cronica se ha hallado una reduccion de mas del 50 % de los niveles séricos de
160

testosterona, debido a una disminucién de su produccion por los testiculos

Asimismo, los glucocorticoides inhiben la produccion de estrogenos inducida por FSH a
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nivel del ovario, como se ha demostrado en cultivo de células de la granulosa de rata '°'.
Este efecto sobre la produccion de testosterona y estradiol se cree que es debido muy
probablemente a una accion directa de los glucocorticoides sobre las gonadas,
produciéndose un aumento de gonadotrofinas (FSH/LH) como respuesta hipofisaria

adecuada.

- Los efectos miopaticos inducidos por los glucocorticoides también favorecen

123 S
. Esta miopatia puede desarrollarse tras una corta

indirectamente la pérdida oOsea
exposicion al tratamiento esteroideo y no es siempre dosis dependiente. Parece ser que
existe una asociacion importante entre la existencia de miopatia esteroidea y
osteoporosis. La debilidad muscular resultante puede contribuir a la pérdida 6sea debido
a la desaparicion de las fuerzas normales producidas sobre el hueso por la contraccion

muscular fuerte, y a la inmovilizacién relativa como consecuencia de la debilidad

muscular.
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6.4. MECANISMOS CELULARES DE LA OSTEOPOROSIS
INDUCIDA POR GLUCOCORTICOIDES

Los mecanismos celulares implicados en la osteoporosis inducida por
glucocorticoides no son bien conocidos. Aunque el efecto de los glucocorticoides a
nivel 6seo podria ser ejercido en distintas células diana, actuando sobre los osteoblastos
(cél. formadoras) y/o sobre los osteoclastos (cél resortivas), basandonos en los datos
observados en pacientes sometidos a tratamiento con glucocorticoides, pareceria que el
efecto fundamental de estos farmacos seria sobre la formacion oOsea actuando,
probablemente, sobre los osteoblastos. La introduccion de estudios “in vitro”, utilizando
huesos organo-cultivados o diversos sistemas celulares aislados, ha permitido un mejor
conocimiento de estos mecanismos celulares, como se comenta seguidamente, aunque

aun quedan aspectos por esclarecer.

6.4.1. Efectos de los glucocorticoides sobre la resorcion dsea

Los estudios realizados para demostrar los efectos de los glucocorticoides sobre
la resorcion Osea “in vitro” han resultado, aparentemente, en datos contradictorios,

habiéndose descrito tanto un efecto estimulador como inhibidor.

Asi, estudios realizados “in vitro” demostraron que los glucocorticoides
producian una inhibicién especifica, dosis-dependiente, tanto de la resorcion dsea basal,

162
62 como de la

actuando directamente sobre los osteoclastos a través de su receptor
., , . 1 . . ., .,
resorcion 6sea estimulada por PTH o 25-OH-D; 8 Esta disminucion de la resorcién

podria ser debida a un descenso en la proliferacion de los precursores osteoclasticos; o
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bien, a una estimulacion de la apoptosis de estas células producida por los

glucocorticoides actuando a través de su receptor ',

Sin embargo, “in vivo”, la inhibicién de la resorcion oOsea producida por los
glucocorticoides desempefia un papel menor. Una posible explicaciéon a este hecho
podria ser las diferencias observadas inter-especies. Asi, se ha observado este efecto
inhibitorio en cultivo de osteoclastos derivado de rata '®*; sin embargo en raton se ha
hallado consistentemente una estimulacion de la resorcion osea '®. Ademas, “in vivo”
la existencia de un hiperparatiroidismo secundario asociado podria enmascarar la

inhibicidn de la resorcion 0sea observada “in vitro™.

Contrariamente, otros estudios han demostrado que los glucocorticoides
producen una estimulacidn de la resorcidon Osea en cultivos de células 6seas procedentes
de animales '°'%®. Este efecto estimulatorio sucederia en las primeras 24 h de su

167 al aumentar

administracion y produciria un aumento transitorio de la resorcion Osea
el nimero y la actividad de los osteoclastos '"'®. El aumento de la resorcién Osea
observada podria deberse a un efecto directo de estos farmacos sobre los osteoclastos,

168

actuando a través de su receptor ~, o bien a un efecto indirecto, mediado por

170 al

macrofagos ' o por la induccion de receptores de IL-6 en las células esqueléticas
producir la IL-6 el reclutamiento de osteoclastos *’, desempefiando un papel clave en la

resorcion osea. Estos hechos concordarian con los efectos observados “in vivo”.

Ademas, de forma indirecta, los glucocorticoides podrian estimular la resorcion
60sea al disminuir los niveles de osteoprotegerina (OPG), disminuyendo, como

consecuencia, la inhibicion producida por la OPG del factor de diferenciacion
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osteoclastica o RANKL; a la vez que producen un aumento de los niveles de RANKL
> 4, aumentando, por tanto, la actividad osteoclastica, hecho que podria explicar, en parte,

la resorcion Osea observada en la osteoporosis inducida por glucocorticoides.

Recientemente se ha descrito, en un modelo de implantes 6seos subdérmicos en
ratas, que los glucocorticoides podrian tener unos efectos disociados en diferentes fases
de la resorcion dsea: inhibiendo la recaptacion y diferenciacion de las células resortivas
6seas cuando se administra dexametasona en el mismo momento del implante, pero
estimulando la actividad de los osteoclastos y aumentando la resorcion 6sea al afiadir

este farmaco siete dias después del implante '%.

6.4.2. Efectos de los glucocorticoides sobre la formacion osea

Diversos estudios apoyan el hecho de que el efecto inhibitorio realizado por los
glucocorticoides sobre la actividad osteoblastica tiene un papel primordial en el
desarrollo de la enfermedad metabolica 6sea como resultado del exceso de estos

, 123,151, 171
farmacos <70 .

En este sentido, el resultado principal de la exposicion a un exceso de
glucocorticoides podria ser la reduccion de la formacion dsea, con descenso de la
capacidad proliferativa y funcion de los osteoblastos asi como disminucion del nimero
de precursores osteoblasticos, por lo que el efecto inhibitorio de la funcion osteobléstica

, , . [ . . . 171 .
seria el factor mas importante en la osteoporosis inducida por glucocorticoides . Sin

embargo, en la actualidad, se desconocen multiples aspectos de este efecto.
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6.4.2.1. Accion directa de los glucocorticoides sobre los osteoblastos

Entre los mecanismos de accion de los glucocorticoides sobre los osteoblastos,

se ha propuesto una accion inhibitoria directa basandose en la identificacion en estas

células de receptores especificos para glucocorticoides. Asi, se ha demostrado la
existencia de estos receptores en cultivos de osteoblastos aislados de calota fetal de rata
172-174 ; i 175 , .

, en lineas celulares de sarcoma osteogénico y, mas recientemente, en

6 . ..
osteoblastos humanos °. Estos receptores, a su vez, pueden interactuar de forma positiva

0 negativa con varios factores nucleares.

A nivel molecular los glucocorticoides difunden pasivamente a través de la
membrana celular para unirse a receptores especificos en el citoplasma y nucleo de los
osteoblastos. En su union se produce un complejo esteroide-receptor activado capaz de
unirse a componentes especificos nucleares, induciendo la alteracioén de la expresion de
los genes adyacentes y pudiendo alterar la funcién celular hasta el grado de producir

cambios en el crecimiento y en la diferenciacion celular.

6.4.2.1.1. Efectos sobre la proliferacion celular

Estudios “in vitro” han demostrado que la administracion de glucocorticoides

disminuye la incorporacion de [’H]-timidina al DNA de las células 6seas de forma

172, 176-179

dosis-dependiente en cultivos a largo plazo (96 h) , aunque algunos autores

180-184
80-184 pota

hallan una disminucion que ya se observa tras 24 h de exposicion al farmaco
inhibicion de la proliferacion celular al utilizar concentraciones elevadas de

glucocorticoides se ha demostrado en cultivo de varios sistemas celulares: calota fetal
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de rata "> 176 178 181, calota de raton 177; células MC3T3-El 180; células

179, 182 184-187

osteosarcomatosas y osteoblastos humanos

Sin embargo, los efectos de los glucocorticoides sobre la proliferacion celular

pueden diferir dependiendo de la especie y de las condiciones experimentales del

cultivo. En este sentido, se ha demostrado que en cultivos con elevada concentracion de
células, los glucocorticoides reducen la proliferacion de células osteoblasticas de raton y
aumentan la proliferacion de osteoblastos de rata, mientras que en cultivos poco densos

77 Bstos hechos enfatizan la

inhiben la proliferacion celular de ambas especies
importancia de las diferencias entre especies y la dificultad de comparar un sistema a
otro, incluso en especies estrechamente relacionadas como el raton y rata. Ademas, los

datos muestran que las condiciones del cultivo en el momento del tratamiento influyen

notoriamente en las respuestas de estas células a los glucocorticoides.

Otro factor que puede influir en los efectos de los glucocorticoides sobre la
proliferacion celular es el tiempo de adicion del farmaco al cultivo celular. Asi, se ha
observado que cuando los glucocorticoides estan presentes desde el inicio del cultivo su
efecto es estimulatorio, pero si son anadidos tras un periodo de expansion in vitro, su

efecto es inhibitorio '*°.

En cultivo de osteoblastos humanos sometidos a tratamiento con
glucocorticoides se ha observado un efecto bifasico sobre la proliferacion celular '™: a
corto plazo (3 dias) se observé que la dexametasona estimulaba la proliferacion celular

de forma dosis-dependiente. Sin embargo, en cultivos a largo plazo (igual o superior a 6

dias), la dexametasona ejercia un efecto bifasico, estimulando la proliferacion celular a
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dosis baja (1-10 nM) e inhibiéndola a dosis elevada (igual o superior a 100 nM).
Asimismo se observé que otros glucocorticoides testados como hidrocortisona,
prednisolona y deflazacort ejercian casi idénticos efectos bifasicos en la proliferacion
celular en cultivos de 12 dias, produciendo una estimulacion a bajas concentraciones (1-
10 nM) y una marcada inhibicion, superior al 50-60 %, a dosis iguales o superiores a

100 nM.

.. . . . 18

Asimismo, en otro estudio realizado en cultivo de osteoblastos humanos '*’ se
observo una estimulacion de la sintesis de DNA tras 6-12 h de exposicion al tratamiento
con glucocorticoides, y una inhibicion a las 48 h, més evidente en cultivos sometidos a

tratamiento con dexametasona y metilprednisolona.

Estos datos sugeririan que los glucocorticoides tienen dos efectos distintos en la
tasa de proliferacion de osteoblastos humanos: un efecto estimulatorio débil observado
en periodos cortos de incubacion y bajas concentraciones, y un efecto bifasico a largo
plazo: estimulatorio a dosis bajas e inhibitorio a altas dosis, efecto que superaria el

efecto estimulatorio inicial.

En cultivos derivados de calota fetal de rata '®!

tratados con deflazacort,
glucocorticoide con menor efecto osteopenizante, a dosis 1-100 nM durante 72 h se ha
observado también una inhibicion de la proliferacion celular. En cultivo de osteoblastos
humanos sometidos a tratamiento prolongado con deflazacort (12 d) se ha observado,
asimismo, un efecto bifasico, con estimulacion a dosis 1-10 nM, e inhibicioén superior a

50-60 % respecto a control con dosis iguales o superiores a 100 nM. ',
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6.4.2.1.2. Efecto sobre los precursores osteoblasticos

A concentraciones fisioldgicas, los glucocorticoides inducen la diferenciacion de
las células preosteoblésticas en células maduras, capaces de expresar el fenotipo
osteobléstico 1%, Asi, se ha descrito, en cultivo de osteoblastos humanos, que dosis
fisiolégicas de dexametasona producen un aumento significativo de la actividad

18

fosfatasa alcalina '*°, reflejando que los glucocorticoides estimulan un fenotipo

osteoblastico mas diferenciado. Asimismo, la presencia de glucocorticoides es necesaria

. S . Y 188, 189
para la mineralizacion de la matriz 6sea recién sintetizada =~ .

Sin embargo, a dosis farmacoldgicas los glucocorticoides producen una

disminucién del n°® de precursores osteoblasticos ya que reducen la replicacion de las
células preosteoblasticas. En este sentido, en estudios realizados en cultivos de

172, 1 1 . g e e,
72,176,178 <o ha observado una inhibicién

osteoblastos derivados de calota fetal de rata
de la proliferacion de los precursores osteoblasticos en cultivos a largo plazo (96 h). En
estos casos se observa, ademas, una inhibiciéon mas generalizada, afectando no solo a la
sintesis de DNA sino también a la sintesis de colageno y de proteinas no colagenas,
como consecuencia de la disminucion del n°® de precursores osteoblasticos. Esta
inhibicion, dosis-dependiente, comportaria, a largo plazo, una disminucién de la nueva

formacion dsea, al reducirse la poblacion de células osteoprogenitoras, deteniéndose

gradualmente la sintesis de matriz osea.

De este modo, dependiendo de la dosis utilizada, los glucocorticoides ejercen

efectos paradodjicos sobre la funcion de las células oseas, inhibiendo la proliferacion de
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células del linaje osteoblastico e induciendo su diferenciacion, asi como inhibiendo

aspectos especificos de la funcion diferenciada de los osteoblastos.

6.4.2.1.3. Efectos sobre la apoptosis

Otro mecanismo por el que los glucocorticoides pueden afectar la proliferacion y
funcion celular de los osteoblastos es a través del control de la muerte celular
programada. Diversos estudios han demostrado que los glucocorticoides producen una
disminucién del numero de osteoblastos maduros y de osteocitos por apoptosis ' 12,
Asi, en los analisis histomorfométricos de biopsias 6seas de ratones y de pacientes
humanos que habian recibido tratamiento de forma prolongada con glucocorticoides se
observa una elevada proporcion de osteoblastos que muestran apoptosis '°'. Como

consecuencia, la vida media activa de los osteoblastos se veria reducida lo que

provocaria como resultado una disminucion de la formacion dsea.

Asimismo, se ha observado “in vitro” un aumento dosis-dependiente del nimero
de células apoptoticas en cultivos de osteoblastos de rata y de ratén tras 72 h de

. .. 192
tratamiento con glucocorticoides '*.

Asi, la disminucién de la formacidon 6sea producida por los glucocorticoides

puede ser debida, en parte, a un aumento de la apoptosis.
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6.4.2.1.4. Efectos sobre la funcion celular: sintesis proteica

Otro aspecto importante del efecto de los glucocorticoides es su accion sobre la

funcidn osteoblastica. Estos fArmacos, probablemente, modifican su sintesis proteica. Se

ha demostrado que dosis farmacologicas de glucocorticoides producen una inhibicién

93

de la sintesis proteica en cultivo de osteoblastos derivados de calota de raton ' y de

calota fetal de rata '™, a las 24 h y 96 h respectivamente de exposicion al tratamiento.

Sin embargo, en otros ensayos experimentales se ha sugerido un efecto bifasico
dependiendo de las condiciones del cultivo, de forma que dosis fisioldgicas y periodos
cortos de exposicion inducirian una estimulacion de la sintesis de colageno, no asociado
con ningln incremento en la incorporacion de [*H]-timidina al ADN, mientras que dosis
suprafisiolégicas y periodos de exposicion prolongados inhibirian la sintesis de
proteinas colagenas y no colagenas '"°. Asi, se ha demostrado en cultivo de osteoblastos
derivados de calota fetal de rata '’® que los glucocorticoides producirian a corto plazo
(24 h) una estimulacion de la sintesis de colageno a dosis fisioldgicas (10 nM) y una
inhibicion a dosis farmacolégicas (1-10 uM), valorado por la incorporacién de [*H]J-
prolina. A largo plazo (96 h) se observa un descenso en la sintesis de coldgeno dosis-
dependiente, efecto atribuido en parte a la disminucion de la conversion de precursores
osteoblasticos en osteoblastos maduros. Basandonos en estos resultados, los
glucocorticoides ejercerian un efecto dual en la sintesis de colageno tipo I en cultivo de
osteoblastos de calota fetal de rata: un efecto estimulatorio transitorio y observable s6lo
a dosis bajas y un efecto inhibitorio tras largo plazo de exposicion. El efecto

estimulatorio observado sobre la sintesis proteica a concentraciones fisiologicas
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sugeriria que los glucocorticoides pueden ser importantes para el mantenimiento de la

funcidn diferenciada de los osteoblastos.

Por otra parte, se han demostrado efectos antagénicos de los glucocorticoides
sobre la sintesis proteica, estimuldndola o inhibiéndola, en lineas celulares de

179 ’
7 demostrando que estas lineas

osteoblastos derivados de osteosarcoma de rata
celulares son fenotipicamente heterogéneas, y sugiriendo que en el hueso normal

pueden existir distintas subpoblaciones de osteoblastos con rasgos fenotipicos diversos

con respecto a la regulacion de la sintesis proteica.

Ademas, al reducir la replicacion celular, los glucocorticoides disminuyen, de

forma indirecta, la sintesis proteica ya que disminuyen una poblacion celular que es

capaz de sintetizar colageno 6seo ' °.

Otro mecanismo por el que estos farmacos alteran la sintesis proteica es que los

glucocorticoides reducen la velocidad de transcripcién del gen de la cadena o, del
procoldgeno I a nivel osteoblastico de forma dosis y tiempo-dependiente. Asimismo,

producen una disminucién de la estabilidad del ARNm de la cadena oyl sintetizado,

produciéndose, como consecuencia, una disminucion de la sintesis de colageno tipo I

por mecanismos transcripcionales y postranscripcionales 7.

Asimismo, los glucocorticoides regulan la sintesis de las metaloproteinasas de la

matriz osea %> 19

, familia de enzimas proteoliticas entre las que se incluyen
. . . 197 .
colagenasas, gelatinasas y estromelisinas ', importantes en el proceso de remodelado

0seo. Asi, se ha demostrado, en cultivo de osteoblastos derivados de calota fetal de rata,
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que el cortisol estimula la expresion de colagenasa intersticial mediante mecanismos
postranscripcionales, al aumentar la estabilidad de los transcriptos '*>. Por otro lado, los

glucocorticoides reducen la expresion del inhibidor tisular de la metaloproteinasa 1 a

nivel osteoblastico '”', glicoproteina que inhibe una variedad de metaloproteinasas
incluyendo la colagenasa intersticial. De este modo, el aumento de la colagenasa junto
con la reduccion del inhibidor tisular de la metaloproteinasa 1 pueden desempefiar un
papel en la degradacion del colageno tipo I y contribuir a la reduccion de la matriz
colagena del hueso. Al ser el coldgeno tipo I la principal proteina estructural de la
matriz O0sea, una disminucion de su expresion y un aumento de su degradacion son
factores importantes para el desarrollo de las acciones inhibidoras de los
glucocorticoides sobre la matriz y la masa dseas, y explican muchas de las acciones

inhibidoras de los glucocorticoides sobre la formacidon dsea observadas “in vitro™.

6.4.2.1.4.1. Efectos sobre la sintesis de osteocalcina

Se ha demostrado una disminucién de la secrecion de osteocalcina en cultivos de
células derivadas de osteosarcoma humano '** y de osteoblastos humanos & ' 18- 187- 198
sometidos a tratamiento con glucocorticoides. Esta inhibicion seria dosis-dependiente,
observandose tanto en cultivos con exposicion corta o prolongada a glucocorticoides, e

independiente de los cambios en la sintesis total de proteinas, de colageno o en la

actividad fosfatasa alcalina >'.

Sin embargo, en cultivos celulares de osteoblastos derivados de calota fetal de
rata '’ los glucocorticoides producen un leve efecto estimulatorio sobre la sintesis de

osteocalcina. Esta diferencia observada en la produccion de osteocalcina en ciertas
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especies animales respecto a humanos podria sugerir que la disminucion de la sintesis
de osteocalcina tras exposicion a glucocorticoides seria una caracteristica de las células

osteoblasticas trabeculares humanas.

A nivel celular, se han demostrado multiples sitios de union del receptor de los
glucocorticoides en el promotor de osteocalcina *”°, cercanos a elementos respondedores
a vitamina D. Los glucocorticoides, actuando a través de su receptor, podrian
interaccionar con secuencias de ADN del gen de la osteocalcina estimuladas por la 1,25-
dihidroxivitamina Ds alterandolas, produciendo una reduccion de la transcripcion de
dicho gen y, como consecuencia, una disminucion de la sintesis de osteocalcina. Sin
embargo, la inhibicion del promotor de la osteocalcina no parece un modelo de
represion simple, sino que sugiere ademas la existencia de ciertos factores, regulados

. ., . . 201
por los glucocorticoides, que se unirian a los elementos respondedores a vitamina D “.

6.4.2.1.5. Efectos sobre la produccion de fosfatasa alcalina

Se han descrito efectos variables de los glucocorticoides sobre la actividad

fosfatasa alcalina segun el tiempo de exposicion. Asi, en cultivo de osteoblastos

17 2

derivados de calota fetal de rata '™ y de calota neonatal de rata ** estos farmacos
causan un pequefio y transitorio aumento en la actividad FA, no dosis dependiente tras
12-24 h de tratamiento; mientras que tras 48-96 h de exposicion, el efecto es inhibitorio
y dosis dependiente. Estos efectos no podrian ser atribuidos a cambios en la liberacion

del enzima de hueso a medio dado que los glucocorticoides no afectan la actividad FA

en el medio de cultivo.
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Por otro lado se ha descrito, en cultivo de osteoblastos obtenidos a partir de
explantes de periostio de embrion de pollo, que dosis 107 M de dexametasona

aumentan la expresion de FA tras 3 dias de tratamiento **. Asimismo se ha descrito

19

tanto en cultivo de células del estroma medular de rata '° y del estroma medular

189 6, 185

humano como en osteoblastos humanos , un aumento significativo de la
actividad fosfatasa alcalina tras largo tiempo de exposicion a dosis fisiologicas de
dexametasona, sugiriendo que los glucocorticoides favorecerian la diferenciacion

celular en células maduras con un fenotipo més osteobléstico.

6.4.2.2. Accion indirecta de los glucocorticoides sobre los osteoblastos

Los glucocorticoides pueden también actuar sobre los osteoblastos de forma
indirecta modulando su respuesta a la accion de diversos agentes como la hormona
paratiroidea (PTH), 1,25 dihidroxivitamina Ds, prostaglandinas y factores de

crecimiento .

Los glucocorticoides aumentan la sensibilidad de los osteoblastos a la PTH '**

193, 202 149, 204

, aumentando el nimero de receptores para la PTH , y la respuesta de la

adenilato-ciclasa a esta hormona, hecho observado en cultivo de osteoblastos derivados

205

de calota fetal de rata 2 y de osteosarcoma de raton 2°°, con el consiguiente incremento

de la produccion de AMPc.

Asimismo, se ha sugerido una regulaciéon del nimero de receptores de 1,25

dihidroxivitamina D; identificados en osteoblastos * por parte de los glucocorticoides.
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Asi, en cultivo de osteoblastos derivados de calota fetal de rata se ha demostrado un

208 tras tratamiento con

aumento del numero de receptores de calcitriol 2
glucocorticoides, debido, probablemente a wuna inhibicion de su degradacion,
produciéndose, como consecuencia, un aumento de la magnitud de las biorrespuestas
dependientes de la 1,25 dihidroxivitamina D;. Por otra parte, se ha demostrado, en
cultivo de células derivadas de ratén que los glucocorticoides aumentan la sensibilidad
celular al calcitriol *”. Esta potenciacion por parte de los glucocorticoides de la
actividad del calcitriol iria en paralelo con la previamente descrita de la PTH. Asi, a
través de la regulacion del n® de receptores de estas dos hormonas, los glucocorticoides

podrian ejercer parte de sus acciones de forma indirecta, amplificando la respuesta de

estas hormonas.

Sin embargo, los efectos de los glucocorticoides sobre los receptores de

calcitriol varian segun las diferentes especies. Asi, en cultivo de osteoblastos de raton

210 211

y de células derivadas de osteosarcoma humano “, se ha demostrado una
disminucion del n°® de receptores del calcitriol tras tratamiento con glucocorticoides, al

inhibir la transcripcion de RNAm del receptor de vitamina D.

Los glucocorticoides modifican la produccion de prostaglandinas,

principalmente PGE,, por parte de los osteoblastos, inhibiendo su sintesis y
produciéndose, seguidamente, una disminucion en la sintesis de DNA que es revertida

180 r
. Basandose en este hecho, se ha

significativamente al afiadir PGE; a los cultivos
sugerido que la disminucion de la proliferacion osteoblastica producida por los

glucocorticoides podria estar mediada, parcialmente, por un descenso de la sintesis de

PGE,.
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También se ha demostrado que los efectos estimuladores de los factores de
crecimiento sobre la proliferacion celular y la sintesis de coldgeno son directamente

inhibidos por los glucocorticoides:

5 212

- IGF-I: En cultivo de osteoblastos de rata '*® y humanos se ha
demostrado que dosis farmacologicas de glucocorticoides (cortisol a dosis 10 M)
inhiben la expresion de IGF-I, probablemente de forma directa, ya que esta inhibicion es
ya aparente a las 6 h del inicio del tratamiento con glucocorticoides *'*. Asimismo, se ha
demostrado que la disminucion de PICP inducida por los glucocorticoides se normaliza

214 Este hecho sugiere que algunos de los

tras la adicion de IGF-I al medio de cultivo
efectos de los glucocorticoides sobre la formacién 6sea pueden ser mediados por el
descenso de IGF-I. Ademas, se ha demostrado que los glucocorticoides disminuyen los
niveles de proteinas transportadoras de IGF (IGFBP) en cultivo de osteoblastos

215 216 ;1. -
y de osteoblastos humanos “°, indicando que parte de las acciones

derivados de rata
de estos farmacos pueden deberse a la regulacion de la produccion de estas proteinas,

modulando, como consecuencia y de forma indirecta, los niveles de IGF-I.

- TGF-B: Los glucocorticoides alteran la union de TGF B1 a los
osteoblastos, disminuyendo sus efectos anabolicos a nivel 6seo *'’. En cultivo de

osteoblastos derivados de calota fetal de rata 2!’

, el tratamiento con cortisol (100 nM)
reduce los efectos estimulatorios de TGF-B1 (una de las 3 isoformas de TGF-f3) sobre la
replicacioén celular y la sintesis de coldgeno, al disminuir su unién a los receptores

implicados en la transduccion de la senal intracelular (complejos de union 1y II), y

favorecer su union al complejo receptor tipo III, sitio de reserva de TGF-f3 extracelular.
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De este modo se disminuye la bioefectividad del TGF-B1, sugiriendo que parte de los
efectos de los glucocorticoides pueden ser mediados por cambios en las acciones locales

de TGF- en el tejido esquelético.

El tratamiento con glucocorticoides puede, asimismo, modular la funcién de los
osteoblastos a través de su efecto en la expresion de integrinas, receptores de superficie
celular que modulan la adhesién de los osteoblastos a las proteinas de la matriz
extracelular como fibronectina y coldgeno I. Asi, se ha descrito recientemente en cultivo

de osteoblastos derivados de calota de rata '% 2!

y de células derivadas de
osteosarcoma de rata *'° que los glucocorticoides disminuyen la produccién del receptor
de superficie celular [B;, principal subunidad [ integrina de los osteoblastos,
disminuyendo, como consecuencia, la habilidad de los osteoblastos para unirse a estas
proteinas de la matriz 6sea. Esta inhibicion de la adhesion osteoblastica puede contribuir

al descenso de la sintesis de la matriz Osea, inhibiendo, como consecuencia, la

formacion 6sea.

En resumen, hemos revisado los diferentes mecanismos celulares descritos hasta
la actualidad implicados en la osteoporosis inducida por glucocorticoides. No obstante,
y a pesar de los numerosos estudios realizados, los resultados son, en muchos casos,
contradictorios, y son escasos los estudios realizados en osteoblastos humanos, modelo
que, como veremos a continuacion, refleja mejor el comportamiento de las células en el

organismo.
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7. CULTIVOS CELULARES

Para la evaluacion de los mecanismos implicados en la fisiopatologia dsea es
importante el desarrollo de ciertas técnicas que permitan el estudio del metabolismo
0seo bajo condiciones controladas de experimentacion. En este sentido, la utilizacion de

cultivos celulares como modelo experimental constituye una poderosa herramienta para

el estudio de defectos intrinsecos celulares o bien de alteraciones producidas por
estimulos externos. Ademads, eliminan la presencia de otros factores, como son los
efectos sistémicos sobre el metabolismo mineral, que podrian conducir a conclusiones
erroneas. Los cultivos celulares son un procedimiento tecnolégico de mantenimiento y
estudio de células vivas en un medio artificial que permite reproducir, de forma bastante

fiable, las condiciones biologicas que las células tienen en su lugar de origen.

Para el estudio de la patologia metabdlica dsea el cultivo celular idoneo seria el
de células obtenidas del organo de interés, en este caso de hueso. Dado que en la
osteoporosis inducida por glucocorticoides existen suficientes datos que sugieren que el

factor patogénico principal es la alteracion de la formacién dsea, el modelo

experimental que mejor nos ayudaria a estudiar su fisiopatologia seria la utilizacion del

cultivo de células osteoblasticas.
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7.1. TIPOS DE CULTIVOS CELULARES

Se han desarrollado diversas técnicas de cultivo de células osteoblasticas "in

vitro" y existen numerosos modelos de cultivos celulares segiin su procedencia: de

organo, de tejido o de células aisladas.

- En los cultivos de drgano se utiliza hueso obtenido generalmente de

4, 1 174, 1 1 181, 1 202, 218 7 51, 163 1 n Sl cos : :
34, 165, 174, 176, 178, 181, 183, 202, 218 " fapyyr 31 193 ¢ tibia °! cultivandose “in vitro” de

calota
forma intacta. Contienen osteoblastos totalmente diferenciados asi como sus precursores
celulares, permitiendo el estudio de la sintesis de la matriz 6sea. Sin embargo, al
hallarse presentes en el cultivo de 6rgano multiples tipos celulares como osteoclastos o
células de la médula osea, el estudio de la respuesta a un agente particular puede verse

interferido por la presencia de mediadores locales, siendo dificil identificar su

mecanismo de accion.

- El cultivo de tejido resulta mas especifico que el de 6rgano, dada su

., , .. e .. . 20. 203
funciéon mas especializada, utilizdndose, frecuentemente, tejido peridstico 0. 0

’ , 53, 189, 190, 219-222
médula 6sea > .

- Sin embargo, aunque inicialmente se utilizaron cultivos de o6rgano o

tejido, actualmente el tipo de cultivo mas utilizado es el de células aisladas ya que

permite estudiar de forma mas simple los mecanismos fisiologicos o patologicos a nivel
0seo, evitando la complejidad del cultivo de 6rgano con mas de un tipo celular con
diferentes funciones. Este cultivo logra la supervivencia fuera del organismo de células

independientes capaces de mantener sus funciones “in vitro”.
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7.2. CULTIVOS DE CELULAS OSTEOBLASTICAS

7.2.1. Cultivos de células osteoblasticas de origen animal

Inicialmente, la mayoria de los cultivos de células osteoblésticas eran obtenidos
de animales jovenes, recién nacidos o fetales. Asi, se han obtenido cultivos celulares
derivados de calota fetal de rata 156 17% 173 177, 181, 188, 194, 195, 199, 205, 207, 208, 213, 215, 217,219 4,
calota neonatal de rata ** '*°) de calota neonatal de raton 77 9% 20% 210" qe hueso de

1 2 . .
3.3 y bovino fetal 3 En estos casos, el hueso obtenido es

embriones de pollo
fragmentado y sometido a digestion secuencial con colagenasa, obteniéndose la

poblacion celular.

También se han obtenido clones celulares como el cultivo de células MC3T3-

E1, clon de linea osteoblastica de calota de raton 180, o el cultivo de células UMR 201
que es un clon de células no transformadas derivadas de calota neonatal de rata ***. La
utilizacion de estos clones celulares evita el potencial de crecimiento de células no

osteobldasticas, disminuyendo el riesgo de contaminacion por otras series celulares.

Sin embargo, aunque estos cultivos exhiben diversas propiedades y
caracteristicas tipicas de osteoblastos, el comportamiento de estas células dista de ser
andlogo del de las células oOseas humanas adultas debido al distinto desarrollo
(embriones, fetos, neonatales) y a diferencias interespecies. En los estudios realizados se
han observado diferencias en relacion con las diversas especies animales pudiendo, por
tanto, modificar la informacion aportada por el estudio y no siendo, como consecuencia,

modelos apropiados para el estudio de la fisiopatologia 6sea humana.
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7.2.2. Cultivo de células osteoblasticas tumorales

Otro tipo de cultivo de células osteoblasticas es el establecido a partir de tumores

oseos, fundamentalmente de sarcoma osteogénico. Se han obtenido cultivos a partir de

osteosarcoma de rata y humano. Las lineas celulares ROS 17/2 3% 3% #3173, 179, 182, 204
ROS 17/2.8 #1:149:179.195.200.206.219 "o 5, /3 182 0§ 12 '7°, UMR 106 ** y UMR 106-01

55 . Lo ’
son clones de lineas celulares de sarcoma osteogénico de rata. Entre las lineas

. 53, 15 186, 190, 211, 224
celulares derivadas de osteosarcoma humano destacan: MG-63 > 157, 186, 190, 211,

b

SAOS-2 53,190, 220 TE-85 157,190 y U2 0OS 157,190

Las lineas celulares derivadas de osteosarcoma permiten la utilizacion de
grandes cantidades de células genotipicamente homogéneas que retienen su fenotipo
tras multiples pases de cultivo. Son faciles de cultivar dado su rapido crecimiento y
pueden ser utiles para el estudio de los efectos de un factor simple en un medio definido

asi como para el aislamiento de productos sintetizados por estas células.

Sin embargo, son células transformadas y aunque presentan algunas
caracteristicas del fenotipo osteoblastico, no expresan el fenotipo completo del
osteoblasto humano. Asi, difieren en sus procesos de control de crecimiento,
organizacion citoesquelética, expresion de oncogenes y produccion de factores de
crecimiento. Por este motivo, pueden responder anormalmente a hormonas o factores de
crecimiento, como consecuencia de procesos relacionados con la transformacion

tumoral de las células.
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7.2.3. Cultivo de células osteoblasticas humanas

La introduccién del cultivo de osteoblastos humanos ha permitido la obtencion

de un modelo experimental mas fidedigno para el estudio de la patologia metabolica
Osea, evitando las posibles conclusiones erréneas al utilizar otro tipo de cultivos
celulares que, como consecuencia, no permitiera una extrapolacion de sus resultados a

lo que sucede “in vivo”.

7.2.3.1. Aislamiento

Para el aislamiento de células O0seas humanas se desarrollaron una serie de

métodos:
- a partir del estroma dseo: obteniéndose cultivos de médula dsea de los
que se derivan células que sufren una diferenciacion osteobléstica, capaces de sintetizar

. . . . 53,189, 220-222, 225
proteinas 6seas como osteonectina u osteocalcina > " ’

- a partir de periostio: se han establecido cultivos de osteoblastos

22 r1: 22
6 o cubito **’. Las

humanos obtenidos de periostio de huesos largos como fémur
muestras obtenidas son fragmentadas y mantenidas en medio de cultivo hasta que las
células osteoblasticas inician su crecimiento a partir de los explantes de periostio. Estas
células poseen la capacidad de diferenciarse en osteocitos y formar tejido 6seo humano

calcificado “in vitro” 2%°,
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- a partir de hueso trabecular: El método original descrito por Beresford
31 permite la obtencion de células semejantes a osteoblastos humanos por crecimiento a

partir de fragmentos de hueso trabecular adulto *® % 18187212, 214,228,229

Una variacion de esta técnica es el método utilizado por Marie 20
en el que se produce una migracion sobre una malla de nylon de las células proliferadas
desde la superficie trabecular 6sea. Con ello se evita la contaminacion con células de la
médula 6sea al no adherirse éstas a la malla. Posteriormente esta malla es transferida a
placas de cultivo y las células adheridas a la malla separadas mediante tripsina y

posteriormente cultivadas hasta su confluencia. %' 2.

Ademas del método de Beresford, uno de los mas utilizados es el método

de Robey -Termine **’. El hueso trabecular humano obtenido para cultivo, una vez

fragmentado, es sometido a una digestion secuencial con colagenasa. Con ello se evita
la contaminacion de células de la médula 6sea (hematopoyéticas, adipocitos) asi como
del tejido conectivo (fibroblastos). Posteriormente, los fragmentos dseos son sembrados
para el inicio del crecimiento celular > &+ 137 190. 198,220

- finalmente, otro método de obtencion de cultivo de células con

caracteristicas osteoblasticas ha sido a partir de células aisladas tras pretratamiento con

colagenasa 2% *** 738 Ep este caso se utilizan las células liberadas en el sobrenadante
tras tratamiento de los explantes 0seos con colagenasa. El problema reside en que
podemos detectar en este cultivo la produccion de colageno tipo III, lo que es indicacion

de contaminacion fibroblastica.
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7.2.4. Cultivo de células osteoblasticas humanas modificadas

- Otro tipo de cultivos utilizados son las células HOBIT (human
osteoblast-like initial transfectant). Esta es una linea celular establecida a partir de hueso
trabecular humano adulto transferido con el plasmido pSV3neo, que incluye secuencias
y promotores para los antigenos T del virus SV-40 (virus simio 40) °” *°. Aunque
presentan caracteristicas osteoblasticas, a diferencia de los osteoblastos humanos su
proliferacion es mas rapida y no muestran actividad adenilato ciclasa en respuesta a

tratamiento con PTH (1-34).

Otras lineas celulares similares son:

- FOB en la que el virus SV-40 se ha transferido a hueso trabecular fetal

humano "
- SV-HFO 9, derivada de calota humana inmortalizada con el virus SV-
40. Al ser una linea inmortalizada, pierde parte de las caracteristicas osteoblasticas, y

tiene una naturaleza mas mesenquimal, mostrando escasa actividad fosfatasa alcalina y

minima produccién de osteocalcina.

7.3. APLICABILIDAD DE LOS CULTIVOS CELULARES DE
OSTEOBLASTOS HUMANOS

El sistema celular de osteoblastos humanos aislados de explantes trabeculares ha

demostrado ser un modelo fiable y efectivo para el estudio de la regulacion

osteoblastica. Constituye un modelo valido para el analisis de las caracteristicas de las
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células osteoblasticas humanas y su capacidad osteogénica en relacién con la formacion
osea. En este sentido, constituye el nico modelo experimental que permite estudiar el
comportamiento de dichas células en condiciones semejantes al tejido dseo normal.
Ademads, una de las ventajas de este método es la pequena cantidad de material
necesario para la obtencion del cultivo celular. Las células 6seas obtenidas de hueso
trabecular humano muestran caracteristicas osteoblasticas (actividad fosfatasa alcalina,
sintesis de colageno I, sintesis de osteocalcina, actividad AMPc tras estimulo con PTH).
Su utilizacion permite un sistema experimental que puede ser utilizado para el estudio

de las funciones osteoblasticas en condiciones normales y patoldgicas.

Los estudios iniciales realizados por Mills ** demostraron la posibilidad de

realizar cultivos celulares prolongados a partir de hueso obtenido de pacientes con

enfermedad de Paget.

Posteriormente, y durante estos afos, diversos estudios 2BL24L 29 pan

demostrado la utilidad de estos cultivos en la evaluacion de la funcion osteoblastica,
correlacionandose los resultados obtenidos en cultivos celulares “in vitro” con la
actividad celular 6sea “in vivo™ a través del analisis de biopsias Oseas. Estos estudios
han sugerido que las células derivadas de hueso trabecular pueden ser de potencial
interés para identificar un defecto celular o molecular en pacientes afectos de patologias
Oseas, permitiéndonos analizar las alteraciones a nivel celular responsables de un

aumento o disminucion de la formacidn dsea observada histolégicamente.
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Se han desarrollado diversos estudios “in vitro” utilizando osteoblastos humanos
derivados de hueso trabecular para valorar las anormalidades osteoblasticas asociadas

con alteraciones de la formacion 6sea en diversas patologias Oseas:

- En pacientes afectos de enfermedades oseas congénitas como

e hiperfosfatasia 23

osteogénesis imperfecta 2*, raquitismo resistente a vitamina D
se observo que los cultivos de células 6seas humanas obtenidos de ellos comparados

con células de pacientes control permitian el estudio de defectos intrinsecos de la

funcidn osteoblastica.

- En pacientes con insuficiencia renal terminal que presentaban osteitis

fibrosa y enfermedad ésea adindmica se observo que la tasa anormal de formacion Osea,

analizada mediante histomorfometria en biopsias de cresta iliaca, se correlacionaba con

una alteracion paralela en la tasa de proliferacion celular “in vitro” 23! #2,

- Otros estudios realizados en mujeres con 0steoporosis

postmenopdusica, hombres osteoporéticos eugonadales y pacientes con varias

231, 233-235

enfermedades Oseas mostraron que la alteracion de la formacion Osea

observada en estas enfermedades se asociaba con una anormalidad concomitante en la
proliferacion celular “in vitro” de osteoblastos derivados de superficie 6sea. Las
correlaciones halladas entre los pardmetros de replicacion celular “in vitro” y los indices
histomorfométricos de formacion ésea sugieren que la reduccion en la formacion osea
en estas enfermedades Oseas puede ser consecuencia de una menor actividad

proliferativa de las células derivadas de la superficie celular.
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Asimismo, otros estudios han demostrado que el aumento de formacion
osea y de volumen de hueso trabecular, analizado por histomorfometria, inducido por

fluoruro en pacientes osteoporoticos se correlaciona con un incremento “in vitro” de la

proliferacion de osteoblastos humanos obtenidos de hueso trabecular 2*°.

Los estudios “in vitro” disponibles demuestran que la capacidad proliferativa de
los osteoblastos en cultivo refleja la tasa de formacion oOsea. De este modo, la
monitorizacion de la replicacion osteoblastica “in vitro” puede ser una via funcional
para valorar la formacion d6sea y determinar si su alteracion en patologia metabdlica
osea es el resultado de una alteracion en la capacidad proliferativa y/o de sintesis de los

osteoblastos.

El desarrollo de estos estudios comparando el comportamiento de células
osteoblasticas humanas “in vitro” y formacion oOsea sugiere que los cultivos de
osteoblastos pueden ser una interesante aproximacion al estudio de otras anormalidades
adquiridas de la formacidon 6sea como es la osteoporosis inducida por glucocorticoides,

al permitirnos valorar la funcion osteobléstica en pacientes sometidos a este tratamiento.

La utilizacion de cultivo de osteoblastos humanos permite el analisis de los
efectos de los glucocorticoides “in vitro”, en condiciones similares a “in vivo”, evitando
las diferencias en el comportamiento celular observadas en cultivos obtenidos de
animales, debido a las diferentes respuestas observadas entre especies, o en cultivos de
lineas tumorales, que pueden responder de forma anormal a hormonas o factores de

crecimiento como consecuencia de su transformacion tumoral.
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2. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta tesis fue estudiar el efecto de los glucocorticoides, a
distintas concentraciones y tiempos de exposicion, sobre la proliferacion y la funcion
celular de osteoblastos humanos “in vitro” para analizar los mecanismos celulares de la

osteoporosis inducida por glucocorticoides.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1. Establecer el cultivo de células osteoblasticas a partir de fragmentos de hueso

trabecular humano.

2.2. Analizar los efectos de distintas concentraciones y tiempos de exposicion de
glucocorticoides en cultivo de osteoblastos humanos.

Este objetivo se concretd en dos aspectos:

2.2.1. Determinar el efecto de los glucocorticoides sobre la proliferacion celular

de osteoblastos humanos a través de la sintesis de DNA por la incorporacion

de timidina marcada.

2.2.2. Analizar la influencia del tratamiento con glucocorticoides en la funcién

celular de osteoblastos humanos, valorada mediante la sintesis de colageno 1.
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La sintesis de colageno tipo I fue valorada mediante:

2.2.2.1. La determinacion de la sintesis de procolageno tipo I intracelular,

por técnica de inmunoperoxidasa.

2.2.2.2. La secrecion de los propéptidos amino y carboxiterminal del

procoldgeno tipo I en el sobrenadante de los cultivos, por

técnica de radioinmunoanalisis.
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1. CULTIVO DE OSTEOBLASTOS HUMANOS

1.1. MATERIAL PARA EL ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO

Para la preparacion de los reactivos asi como para el procesamiento de las
muestras y la obtencion y el mantenimiento del cultivo celular es necesario trabajar
siempre en condiciones estériles, utilizando material de proteccion esterilizado
desechable (guantes, bata, mascarilla) y realizando el procedimiento en campana de
flujo laminar para evitar el riesgo de contaminacion. Se trabajo en el laboratorio de

Inmunologia utilizando campana de flujo laminar vertical, previa exposicion a radiacion

ultravioleta durante 5 minutos, cada vez que se iniciaba su utilizacion, para asegurar la
realizacion del proceso en condiciones estériles. Durante la preparacion de los diferentes
reactivos asi como del cultivo celular se utilizaba hipoclorito s6dico como desinfectante

de superficies para mantener las condiciones de asepsia.

1.1.1. Instrumental

El instrumental utilizado para la preparacion de los reactivos fue,

principalmente, de vidrio, debiendo utilizarse siempre previamente esterilizado.

Utilizamos pipetas seroldgicas estériles de vidrio (CORNING) de 5, 10 y 25 ml y
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pipetas Pasteur (230 x 7 mm) para la preparacion de los reactivos y el mantenimiento
del cultivo. Para la preparacion de diluciones se emplearon jeringas estériles de 50 ml (3
cuerp luer lock) y filtros millipore steril 0.22 pm (Millex-GS SLGS 025 BS,

MILLIPORE).

1.1.2. Reactivos

Los reactivos utilizados son especificos para la realizacion de cultivos celulares
y previamente han sido sometidos a diferentes tests para excluir cualquier posible
agente infeccioso, como bacterias, virus o micoplasma, que pudiera contaminar el

244247

cultivo celular. Los medios de cultivo utilizados se hallan formados

fundamentalmente por (Anexo 1):

- sales inorganicas (Earle's balanced salt solutions), entre las que destaca
el bicarbonato. Su presencia es necesaria debido a sus beneficios nutricionales sobre el
metabolismo celular y a que es requerido por la mayoria de lineas celulares de
mamiferos.

- glucosa, como nutriente basico.

- aminoécidos (AA) esenciales y no esenciales, requeridos para el
crecimiento celular. Aunque, a diferencia de los AA esenciales, la célula sea capaz de
sintetizar los AA no esenciales, éstos suelen afiadirse igualmente para compensar la
incapacidad celular de sintetizarlos en suficiente cantidad o bien su difusion en el medio
de cultivo.

- vitaminas
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Ademas de estos componentes basicos, los medios de cultivo pueden contener

otros compuestos adicionales como:

- metales: Cu, Zn, Fe, necesarios para el metabolismo celular.

- tampones: necesarios para equilibrar el pH del medio. El bicarbonato
tiene una reducida capacidad de tamponamiento a pH fisioldgico y su presencia puede
influir en los cambios de pH. Es necesario la adicion de otro compuesto al medio de
cultivo como HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2-Ethane Sulphonic Acid) el
cual proporciona un tamponamiento adicional manteniendo un control de pH entre 7.2 y
7.6, evitando las fluctuaciones de pH debidas a cambios en el metabolismo celular y en
el medio ambiente del cultivo que podrian interferir en el crecimiento celular al
inhibirlo. Es el tampon mayormente utilizado para estabilizar el pH pues no tiene las
limitaciones o toxicidad de otros, como es el caso del bicarbonato o Tris,
respectivamente.

- indicadores, como el rojo fenol.

Una vez constituido el medio de cultivo éste suele estar suplementado por varios

compuestos como:

- albumina (suero bovino fetal)

- factores de crecimiento como insulina-transferrina-selenio

- acido ascdrbico, necesario para la sintesis de colageno

- antibidticos, como gentamicina. La gentamicina es un antibidtico que se
utiliza en cultivos celulares debido a su ausencia de toxicidad celular y a su amplio

espectro, con cobertura de bacterias grampositivas y gramnegativas asi como actividad
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antimicoplasma. A diferencia de la combinacidon penicilina/ estreptomicina (PS),
utilizada también como antibidtico en cultivos celulares, la gentamicina es activa
también contra Pseudomonas y contra cadenas de Proteus y Estafilococos que pueden
ser resistentes a PS. Asimismo, la gentamicina se mantiene estable en el medio de
cultivo a 37° C aunque haya variaciones de pH (rango: 2-10), mientras que la penicilina
y la estreptomicina a pH acidos o alcalinos son inadecuadas o se destruyen. La
gentamicina se utiliza en concentracion: 5-50 pug/ml y su estabilidad en medio de cultivo
a 37° C son 5 dias. Su actividad no se altera por la presencia de suero en el medio de
cultivo, mientras que la penicilina ve reducida el 30 % de su actividad cuando se afiade

a un medio de cultivo que contiene suero.

1.1.2.1. Preparacion de los reactivos

Seguidamente se detalla el procedimiento realizado para la preparacion de los

diferentes reactivos utilizados en el procesamiento y mantenimiento del cultivo celular

de osteoblastos humanos:

1.1.2.1.1. Reactivos del cultivo de osteoblastos humanos

- Medios de cultivo:

- Medio 1: En un frasco de 500 ml, previamente esterilizado en
autoclave, anadir 250 ml de DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium (1X), con
4500 mg/l de glucosa, 25 mM HEPES, bicarbonato y glutamina, sin piruvato sodico;

con rojo fenol) *** de GIBCO, 250 ml de HAM F-12 (Nutrient mixture Ham's Formula-
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12 (1X), con glutamina y bicarbonato) ** de GIBCO, 100 ml de suero bovino fetal
(FBS) (al 20 %), previamente descomplementado, 1 ml de la dilucion de insulina-
transferrina-selenio, 5 ml de la dilucién de &cido ascorbico, previamente descongelada,
y 0.5 ml de sulfato de gentamicina. Se mantiene en nevera, a 4° C, con parafilm,

cubierto de betaplate.

- Medio 2: En frasco de 500 ml, autoclavado, afiadir 250 ml de
DMEM, 250 ml de HAM F-12 y 0.5 ml de sulfato de gentamicina. Se guarda en nevera,

a 4° C, con parafilm, cubierto de betaplate.

- Medio 3: En frasco de 500 ml, autoclavado, afiadir 250 ml de
DMEM, 250 ml de HAM F-12, 50 ml de FBS (al 10 %), previamente
descomplementado, 1 ml de la diluciéon de insulina-transferrina-selenio, 5 ml de I-
glutamina, previamente descongelada, 5 ml de la dilucién de 4acido ascorbico y 0.5 ml
de sulfato de gentamicina. Guardar en nevera, a 4° C, con parafilm, cubierto de
betaplate.

- Medio 4: En frasco de 500 ml, autoclavado, afiadir 250 ml de
DMEM, 250 ml de HAM F-12, 1 ml de la dilucion de insulina-transferrina-selenio, 5 ml
de l-glutamina, 25 ml de la diluciéon de 4cido ascorbico y 0.5 ml de sulfato de

gentamicina. Guardar en nevera, a 4° C, con parafilm, cubierto de betaplate.

- MEM: (Minimum Essential Medium) (Eagle MEM) **, de
GIBCO. Suplementado con FBS al 2 %, l-glutamina, gentamicina y anfotericina B.

Guardar en nevera a 4° C.
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- Suero bovino fetal (FBS sterile for cell culture), botellas de 500 ml de

ICN. Previamente a su utilizaciéon se ha de descomplementar. Para ello, se ha de
descongelar la botella que contiene el FBS manteniéndola a temperatura ambiente.
Seguidamente, el FBS se calienta a 56° C, al bano Maria, manteniéndolo durante 30
minutos, con agitacion intermitente. Aliquotar en tubos de 50 ml y cubrir con parafilm.

Guardar en congelador a -20° C para su utilizacidon, apuntando el n° de categoria, el n

de lote y la fecha de preparacion.

- Hank's Balanced Salt Solution (HBSS), botella de 100 ml (10X) de

GIBCO, sin bicarbonato sddico. Repartir los 100 ml de HBSS (10X), en 2 botellas
autoclavadas de 500 ml (50 ml/ botella). Anadir 450 ml de agua bidestilada (MEIN)
autoclavada en cada botella. Guardar en nevera a 4° C, con identificacion y fecha,

cubierto con parafilm.

- Insulina-transferrina-selenio (ITS), vial con 25 mg de insulina, 25 mg

de transferrina y 25 pug de selenio, de SIGMA. Afiadir 10 ml de HBSS (1X) en el vial y

disolver bien. Guardar en nevera a 4° C, cubierto con parafilm.

- Acido ascérbico (L-ascorbic acid, sodium salt), 25 g de SIGMA. Pesar

100 mg de &cido ascorbico en balanza de precision con betaplate y colocarlos en botella
estéril con 100 ml de HBSS (1X). Filtrar la solucion con jeringa estéril de 50 ml y

filtros millipore y aliquotar en tubos estériles de 15 ml (NUNC), con 5 ml/ tubo (5000

ug/ tubo). Cubrir con betaplate y congelar a -20° C.

- Sulfato de gentamicina, vial 80 mg de BRAUN. Se utiliza pura.

Guardar en nevera a 4° C.
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- L-glutamina, botella de 100 ml (100X) 200 mM (29.2 mg/ml), de
GIBCO. Se utiliza sin diluir. Aliquotar en tubos estériles (NUNC), 5 ml/ tubo y guardar

en congelador a -20° C.

- Colagenasa tipo V, 100 mg, de SIGMA. Mantener en congelador a -20°

C. Debe permanecer a temperatura ambiente antes de utilizarla. Poner 90 ml de medio
de cultivo DMEM/ HAM F-12 sin suero (medio 2) en botella autoclavada de 100 ml.
Anadir los 100 mg de colagenasa previamente diluidos en 10 ml de medio 2. Disolver

bien y hacer aliquots de 5 ml (concentracién 1 mg/ml). Guardar en congelador a -20° C.

- Tripsina-EDTA, Tripsina liquid 2.5% (1:250) (25g/1) (10X) 20 ml de

GIBCO y EDTA 100 g de SIGMA. Se prepara solucion de tripsina 0.025 % y EDTA
0.5 %. Disolver 0.5 g de EDTA en 100 ml de agua bidestilada. Utilizar agitador
magnético en platina rotatoria y afiadir NaOH hasta que su pH sea de 8. Autoclavar.
Retirar 1 ml de la solucion de EDTA 0.5 % y afiadir 1 ml de tripsina pura 2.5 %,
previamente descongelada. Aliquotar en tubos de 1 ml y congelar a -20° C. Se utiliza
para la disociacion de células en monocapa ya que permite la separacion celular de

forma efectiva manteniendo su viabilidad.

- Azul Trypan: 0.4 %, de GIBCO. Preparado en solucion salina 0.85 %.
Guardar a temperatura ambiente. Se utiliza para valorar la viabilidad celular, mostrando

las células muertas una tincion positiva con azul Trypan.

- Acido a-naftilfosfato, monosodium salt. 1 gr, de SIGMA.
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- Tris HCI: Trizma base 100 g de SIGMA. Disolver 6 g de Trizma base
en 500 ml de agua bidestilada. Agitar bien. Ajustar pH con pHmetro afadiendo HCI

hasta que el pH final de la solucion sea de 10. Guardar a temperatura ambiente.

- Fast Blue RR salt crystalline, 5 g, de SIGMA.

- Anfotericina B (Fungizona) viales 50 mg. Se utiliza a concentracion de

0.25 — 2.5 pg/ ml. Disolver el vial de 50 mg con 10 ml de agua bidestilada filtrada.
Aliquotar en 40 tubos Eppendorf con 0.25 ml/ tubo (= 1.25 mg de anfotericina B/ tubo).
Cubrir con betaplate y guardar a -20° C. Se utiliza 1 tubo por cada frasco de medio de
cultivo, obteniendo una concentracion final de 0.0025 mg/ ml = 2.5 pg/ml. Es activa

contra hongos y levaduras y su estabilidad en medio de cultivo a 37° C es de 3 dias.

1.1.2.1.2. Reactivos del ensayo experimental

- Dexametasona water soluble 100 mg, de SIGMA. (Peso molecular:
392.5). Anadir 5 ml de agua bidestilada filtrada al vial de dexametasona (DEX),
obteniendo una concentracion de DEX de 5.102 M. Disolver 0.5 ml de esta solucion en
49.5 ml de medio 4, obteniendo una concentracion final de DEX de 5.10* M. A partir
de esta solucién se preparan las dos soluciones que se utilizaran en el ensayo
experimental:

-3.10"° M. Afiadir 300 L de solucion 5.10* M en 50 ml de medio 4.

-3.107 M. Afiadir 30 L de solucion 5.10* M en 50 ml de medio 4.
Las concentraciones de DEX han de ser (3X) ya que en cada pocillo (300 L) se afiade

una cantidad de solucién de DEX de 100 L.
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- Medio suplementado con vitamina D: Para la determinacién de la

actividad fosfatasa alcalina se suplement6 el medio de cultivo con la adiciéon de 1, 25
(OH), vitamina Ds; Vial disuelto en etanol 100 % a concentracion de 10 M,
conteniendo 1.007 mg de lalfa, 25-dihidrocolecalciferol (Peso molecular: 416.65). Esta
vitamina no se halla comercializada para su utilizacion en cultivos celulares, y fue
cedida por los Drs. U. Fischer y P. Weber, de F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Suiza.

Guardar cubierta de betaplate a -20° C. Se utiliza a concentracion final de 10 M.

- RPMI 1640 500 ml **| de GIBCO. Suplementado con FBS, I-glutamina y

gentamicina. Guardar en nevera a 4° C.

- 3,3'-Diaminobenzidine (3,3', 4,4'-tetraaminobiphenil) (DAB), 100 mg, SIGMA.

1.2. SELECCION DE LOS PACIENTES Y OBTENCION DE
PIEZAS OSEAS

El cultivo celular de osteoblastos humanos se establecio a partir de hueso
trabecular humano obtenido de pacientes sometidos a intervencion quirdrgica, en el
Quirdfano de Cirugia Ortopédica, para colocacion de una protesis articular, en la
mayoria de los casos de cadera. Las muestras fueron obtenidas de acuerdo con el
proceso aprobado por el comité ético de la Institucion. La utilizacion de los fragmentos
Oseos para el estudio experimental se realizé previo consentimiento de la intervencion

quirtrgica (Anexo 2).
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Este material se obtuvo de los fragmentos de cabeza femoral que son resecados
mediante broca perforada segun instrumental de Miiller para la colocacion de la protesis
y que son remitidos habitualmente al Servicio de Anatomia Patoldgica para su analisis.
El tamafio aproximado de las piezas Oseas fue de 1 cm. de didmetro y 2 cm. de altura.
En ningun caso la utilizaciéon de dichos fragmentos modifico la intervencion quirtrgica
ni interfiri6 en el estudio anatomopatologico. Asimismo, se excluyeron aquellos
pacientes con sospecha clinica de osteoporosis a partir de un analisis de factores de

riesgo para esta enfermedad (Anexo 3).

1.3. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

El tejido 6seo obtenido fue colocado en tubo estéril de 50 ml con medio de
cultivo n° 2 (DMEM/ HAM F-12 1:1), manteniéndose a 4° C hasta su utilizacion, en las
primeras 24 horas de la intervencion. La obtencion del cultivo de osteoblastos humanos

. : ., . 237
se realizd siguiendo una modificacion del método de Robey -Termine °.

La muestra 6sea obtenida fue lavada repetidamente con medio de cultivo n°® 2
para eliminar los restos hematicos y, seguidamente, fragmentada mediante la utilizacion
de tijeras rectas y posteriormente bisturi, en particulas de 2 mm® después de haber

retirado la envoltura cortical.

Las particulas trabeculares fueron colocadas en frasco estéril para ser digeridas
con dilucion de colagenasa tipo V (1 mg/ ml) en estufa a 37° C, durante 60 minutos, con
rotacion permanente mediante colocaciéon de barra imantada en el frasco estéril y

soporte de platina rotatoria, manteniéndola a velocidad media (n° 5). Seguidamente, el
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sobrenadante fue aspirado y los fragmentos dseos cubiertos con una nueva dilucion de

colagenasa segun el procedimiento anteriormente descrito.

Después de la tercera digestion con colagenasa, se lavaron las piezas 6seas con
HBSS 20 ml x 2 veces para eliminar la colagenasa y posteriormente con medio de
cultivo n® 3 (DMEM/ HAM F-12 1:1 con 10 % de FBS), 25 ml x 2 veces. Los
fragmentos Oseos se sembraron en placas de cultivo con tapa, de 90 mm de diametro
(NUNC) (area: 63.6 cm?), con 15 ml. de medio de cultivo n° 1 (DMEM/ HAM F-12 1:1
suplementado con suero bovino fetal al 20 %, mezcla de insulina-transferrina-selenio
(ITS) disuelta en Hank's buffered solution (HBSS) con una concentracion final de 1 %,
acido ascorbico 10 pg/ml y gentamicina 50 pg/ml). El cultivo se mantuvo a temperatura
constante en estufa a 37° C en una atmoésfera humidificada (95 %) con una

concentracion de 95 % O, y 5 % CO..

1.4. MANTENIMIENTO DEL CULTIVO CELULAR

El medio de cultivo, suplementado con suero bovino fetal (FBS) al 20 %, (medio
n°® 1) se cambid cada 48 horas hasta el inicio del crecimiento celular, mediante pipeta
Pasteur evitando el desplazamiento de los fragmentos Oseos. Tras la aparicion de
células, la concentracion de FBS del medio de cultivo se redujo al 10 %, afiadiéndose 1-
glutamina 2 mM (medio n° 3), y manteniéndose la concentracion inicial de acido

ascorbico, ITS y gentamicina hasta que las células fueron confluentes.
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1.5. TRIPSINIZACION Y RECUENTO CELULAR

Tras alcanzar la confluencia, las células se mantuvieron en cultivo durante
veinticuatro horas con DMEM/ HAM F-12 1:1 sin suero bovino fetal (medio n°® 4).
Seguidamente se incubaron con 10 ml de solucion de EDTA 0.5% / tripsina 0.025%
disuelta en HBSS, durante 4 minutos a 37° C, afiadiéndose posteriormente 10 ml de
medio de cultivo con 10 % de FBS para parar la reaccion (medio n°® 3). Tras la
tripsinizacion, las células 6seas se despegaron del frasco de cultivo con "cell scraper”
(COSTAR) centrifugandose el sobrenadante del cultivo a 1000 rpm durante 10 minutos

a 20° C y decantandose posteriormente conservando solo el "pellet" celular.

El "pellet" obtenido se resuspendi6é en 1 ml de medio (DMEM/ HAM F-12) sin
suero (medio n°® 4). De dicha solucion se tomaron 10 L para la realizacion del recuento
celular en cdmara de contaje (Neubauer), valorandose el n° de células al microscopio
optico (10 aumentos). El n° total de células se obtuvo segun la férmula:

N° cél totales = recuento celular x 10 / n® campos contados x 10

Asimismo se estudio la viabilidad celular mediante la tincién con azul Trypan:

Viabilidad = n° ¢él vivas (no tefiidas) / n° cél totales (%)
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2. ENSAYO EXPERIMENTAL

2.1. CARACTERIZACION CELULAR

Previamente al ensayo experimental, las células obtenidas de cada cultivo de
hueso trabecular se sembraron en portas con camara (“chamber slides” con 16 pocillos,

de NUNC) para determinar la actividad fosfatasa alcalina (FA) que confirma su fenotipo

osteoblastico. La determinacion de la actividad FA se realizdo por método citoquimico
4 utilizando 4cido a-naftilfosfato como sustrato para la reaccién enzimatica de la
fosfatasa, a pH alcalino, y una sal de diazonio (Fast Blue RR) como revelador de la

reaccion colorimétrica.

Las células sembradas se incubaron a 37° C durante 72 horas con medio de
cultivo DMEM/ HAM F-12 suplementado con 1,25 vitamina D; 10° M, para estimular
la sintesis de FA, 100 pug/ml de acido ascorbico y antibioticos. Posteriormente, las
células en cultivo se lavaron dos veces con 2 ml de HBSS y a continuacion se fijaron

con 2 ml de metanol / acetona (1:1) durante 5 minutos a 4° C.

Seguidamente se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente con una
solucion de 4cido a-naftilfosfato al 0.1% en buffer Tris HC1 0.1 M con pH 10, al que se

habia afiadido 0.1% de Fast Blue RR para contrastar. Lavado y montaje en glicerina.
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Las células que presentaban actividad fosfatasa alcalina se identificaron por
microscopia Optica presentando una tincion positiva. Los resultados se expresaron en

porcentaje de células tefiidas respecto al total de células, por pocillo.

Como control del cultivo de osteoblastos se utilizé el cultivo de fibroblastos
humanos (células MRC-5) para comparar la morfologia y caracteristicas bioquimicas

respecto al cultivo de osteoblastos.

Los fibroblastos humanos fueron cultivados en medio MEM suplementado con
2% FBS, glutamina, gentamicina y anfotericina B. Una vez confluentes, se realizo la
tripsinizaron celular, y las células se sembraron en portas con camara con medio de
cultivo a 37° C. Se mantuvieron en cultivo durante 72 h y, posteriormente, fueron

fijadas con metanol / acetona para valorar su actividad FA.

2.2. DISENO DEL ESTUDIO

Tras su caracterizacion celular como osteoblastos humanos, las células obtenidas
de cada pieza 6sea se sembraron en placas de 96 pocillos con tapa (NUNC), o bien en
portas con camara de 16 pocillos (NUNC) a una densidad de 2 x 10* células / cm?,

siendo el area de cada pocillo 0.328 cm?, para la realizacion del ensayo experimental.

2.2.1. Tratamiento de las células

Se establecieron tres grupos de estudio:
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- Control: cultivo de osteoblastos humanos en medio de cultivo (n° 4)
libre de glucocorticoides para valorar su proliferacion celular

y sintesis proteica en condiciones basales.

- Estudio: cultivo de osteoblastos humanos en medio de cultivo con

adicion de glucocorticoides (dexametasona) a distintas

concentraciones suprafisioldgicas:

- grupo estudio 1: incubacion de osteoblastos humanos

con dexametasona a concentracién 10 M.

- grupo estudio 2: incubacion de osteoblastos humanos

., 7
con dexametasona a concentracion 10 M.

2.2.2. Ensayo experimental

El ensayo experimental se subdivididé con el fin de analizar los efectos de los

glucocorticoides sobre la proliferacion y funcion celular de osteoblastos humanos:

A. Estudio de la proliferacién celular, a través de la sintesis de DNA

por la incorporacion de timidina tritiada.

B. Estudio de la funcién celular, valorado a través de la sintesis de colageno .
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La sintesis de colageno I fue valorada mediante:

B.1. La sintesis de procoldgeno tipo I intracelular por técnica de

inmunocitoquimica.

B.2. La secrecion de los propéptidos amino y carboxiterminal del

procolageno tipo I (PINP y PICP) en el sobrenadante de los cultivos

mediante su cuantificacion por técnica de radioinmunoanalisis.

Cada parte del ensayo experimental (A, B1, B2) se realizd, al menos, por
duplicado en cada uno de los grupos estudio y control de las muestras 6seas obtenidas.
Los pardmetros estudiados se determinaron a las 24 y 48 horas del inicio del ensayo

experimental.

2.3. ESTUDIO DE LA PROLIFERACION CELULAR

El estudio de la proliferacion celular se determiné de forma indirecta a través de

248 .
. Los cultivos de

la sintesis de DNA por la incorporacion de timidina marcada
osteoblastos humanos fueron sembrados en placas de 96 pocillos a densidad de 2 x 10*
cél/ em’, y cultivados con y sin adicion de glucocorticoides. Se afiadio 1.25 pCi de

timidina tritiada en cada pocillo durante las doce ultimas horas del tiempo de incubacioén

establecido (24 6 48 horas) para inferir la sintesis de DNA.
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Esta medicion se realizo fijando los nucleos en papel de Betaplate previa lisis
celular en Cell Harvester (1295-001 Wallac). Se determiné la cantidad de [*H]-timidina
incorporada al material precipitable de 4cido tricloroacético en medidor de centelleo
Betaplate 1205 (Wallac). Los resultados finales se expresaron en n° de cuentas por
minuto (cpm) por pocillo. El estudio de la proliferacion celular mediante is6topos

radiactivos se realizo en el Laboratorio de Inmunologia.

2.4. DETERMINACION DE LA SINTESIS DE PROCOLAGENO I
INTRACELULAR

El estudio de la funcidon celular se realizd6 mediante la determinacion de la

sintesis de procoldgeno tipo I intracelular por técnica de inmunoperoxidasa. Una vez

confluentes, las células se tripsinizaron y sembraron en portas con camara (“‘chamber-
slides”) a una densidad de 2 x 10" cél /cm?, y fueron incubadas en el medio de cultivo
con y sin adicion de dexametasona, durante 24 6 48 horas. Una vez finalizada la
incubaciodn, las células se lavaron con HBSS vy, posteriormente, fueron fijadas con
metanol / acetona (1:1) para la determinacion de procoldgeno I por técnica de

inmunocitoquimica.

Técnica de inmunocitoquimica: Las células fijadas se hidrataron con

HBSS y se colocaron en camara himeda para su incubacién con un anticuerpo
monoclonal de raton IgG1 anti fraccion aminoterminal de procolageno I, en nevera a 4°

C durante una noche.
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. Obtencion del anticuerpo monoclonal: Este Ac monoclonal fue

obtenido a partir de la purificacion del sobrenadante de la linea celular SP1-DS,
hibridoma murino cedido por la Dra. C. Frondoza (Department of Orthopaedic
Research, Johns Hopkins Medical Institution, Baltimore, USA), que fue mantenida en
cultivo con RPMI 1640 suplementado con FBS, I-glutamina y gentamicina. La
purificacion del Ac monoclonal IgG1 se realizé a partir del sobrenadante de la linea
celular SP1-D8 con columna de afinidad Protein G HiTrap Column (Amersham
Biosciences). Se utilizaron 4 tampones diferentes: tampon de inicio (fosfato disdédico 20
mM pH 7.0), tampo6n de elucién (glicina 0.1 M pH 2.7), tampdn de equilibrado (fosfato
disodico 1 M pH 9.0) y tampon de conservacion (fosfato disdédico 20 mM pH 7.0 con
0.01% de azida sddica). Se realiz6 lavado y equilibrado de la columna de afinidad con 6
volimenes de tampon de inicio. Se paso el sobrenadante de la linea celular lentamente
por la columna y se realizaron lavados con 5 volumenes de tampon de inicio hasta que
la densidad optica a 280 nM fue nula. Se diluyé con tampoén de elucion hasta que la
absorbancia de las fracciones fue cero. Se recogieron las fracciones de 3 ml con 10 %
del volumen total de tampon de equilibrado para tamponar la muestra. La concentracion
de la dilucion se midio en el espectrofotometro, siendo la maxima concentracion de la
dilucion de 0.850 UDO, que corresponde a una concentracion de anticuerpo de 0.60
mg/ml. La concentraciéon final de anticuerpo monoclonal en la técnica de

inmunocitoquimica fue de 60 pg/ml.

Una vez incubadas las células con el anticuerpo monoclonal IgG1 se aplicéd
sobre este anticuerpo primario, previo lavado con HBSS para eliminar el anticuerpo no

fijado, un anticuerpo secundario biotinilado que forma parte de un kit comercial (ABC
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kit IgG de raton, PK 4002 de Lab. VECTOR) manteniéndolo en cdmara humeda
cubierta durante 30 minutos a temperatura ambiente. Basandose en la extraordinaria
afinidad entre biotina y avidina (k afinidad > 10"> M™") se aplicé, sobre este anticuerpo
secundario un conjugado covalente de avidina con una enzima (complejo avidina-

biotina-peroxidasa) **

que permite la fijacion de peroxidasa al anticuerpo secundario.
Las células fueron lavadas con HBSS para eliminar el anticuerpo secundario no fijado, e
incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente con peroxido de hidrogeno como
sustrato de la reaccion de inmunoperoxidasa, utilizandose clorhidrato de niquel como
intensificador de sustrato y diaminobenzidina (DAB) para la reaccién colorimétrica.
Lavado y secado a temperatura ambiente. Finalmente las preparaciones se incluyeron en
glicerina y se analizaron de forma cualitativa al microscopio 6ptico identificandose las

células que presentaban una tincion positiva. Los resultados se expresaron en porcentaje

de células tenidas respecto al total de células, por pocillo.

Como control negativo de la inmunotincidén, se utiliz6 un anticuerpo IgG

irrelevante, el anticuerpo monoclonal de ratéon antiCD3 (antilinfocito), dilucion 1/500,
como anticuerpo primario en lugar del anticuerpo antiprocoldgeno I, para obviar una

posible unidén inespecifica de la fraccion ab.

2.5. ESTUDIO DE LA SECRECION DE LOS PROPEPTIDOS
AMINO Y CARBOXITERMINAL DEL PROCOLAGENO I:
PINP Y PICP EN EL MEDIO DE CULTIVO

Se determinaron las concentraciones de los propéptidos amino 'y

carboxiterminal del procolageno tipo I, PINP y PICP respectivamente, en los
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sobrenadantes de los cultivos de osteoblastos humanos tratados con y sin adicion de
glucocorticoides. La determinaciéon de ambos resultados se realizd en el Servicio de

Bioquimica del Hospital Clinic, por técnica de radioinmunoanalisis.

Al igual que en los estudios anteriores, una vez las células fueron confluentes se
tripsinizaron y se sembraron en placas de 96 pocillos o en “chamber slides” a densidad
de 2 x 10* ¢él /em® y fueron incubadas en el medio de cultivo con y sin adicion de
dexametasona a dos concentraciones: 10° M y 10”7 M. El sobrenadante de cada pocillo

fue aspirado a las 24 6 48 horas de incubacion y mantenido a -70° C.

Al final de los ensayos experimentales se procesaron los sobrenadantes para la
cuantificacion de PICP y PINP intacto, utilizando los kits de Orion Diagnostica (Espoo,
Finlandia). El antisuero PICP reacciona con un propéptido-C trimérico del procoldgeno
I, el cual contiene ambas cadenas pro-alfa 1 y pro-alfa 2, mientras que el antisuero PINP
reacciona con el principal dominio globular aminoterminal de las cadenas pro-alfa 1 del

propéptido-N del procolageno I.

Al realizar las determinaciones se utilizd una saturacion secuencial para
aumentar la sensibilidad de la técnica en lugar de las condiciones de equilibrio
habitualmente recomendadas para las determinaciones séricas. Los resultados se

expresaron en ng/ml.

Asimismo, y dado que ambos propéptidos, PINP y PICP, son sintetizados en
concentracion equimolar (relacion 1:1), se analizé la correlacion existente entre ellos en
el sobrenadante de los cultivos, asi como la correlacion entre la sintesis de procolageno

I intracelular y cada uno de estos propéptidos, PINP y PICP.
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3. ESTUDIO ESTADISTICO

Los resultados de las distintas variables se introdujeron en una matriz de datos
para el andlisis estadistico. Se analizaron las diferencias entre los pacientes y la relacion
con la edad y el sexo. Ademas, se valord la influencia de la administracion de
glucocorticoides, la dosis administrada y el tiempo de exposicion. El estudio incluy6
también el andlisis de la correlacion existente entre la sintesis intracelular de
procolageno tipo I y los propéptidos amino y carboxiterminal del procoldgeno I
determinados en el sobrenandante de los cultivos. En la Tabla 2 se resumen las distintas

variables analizadas.

Para analizar las diferencias entre pacientes se utilizd la prueba de Kruskal-
Wallis y para comparar las medias de las variables cuantitativas continuas se empleo la
"U" de Mann-Whitney. Las diferencias de los resultados de los cultivos celulares
tratados y no tratados con glucocorticoides se valoraron utilizando el test de Wilcoxon.
La correlacion entre la immunorreactividad para procoldgeno 1y los propéptidos amino

y carboxiterminal del procolageno I se estudié mediante el analisis de regresion lineal.

Los resultados se expresan como media + error standard de la media (ES). Se
consideraron significativos los valores de p < 0.05. El andlisis estadistico se realizo

utilizando el programa informatico SPSS (version 10.0).
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TABLA 2. VARIABLES ANALIZADAS EN EL ESTUDIO ESTADISTICO
Parametros SINTESIS PROCOLAGENO 1 PINP PICP
Variables DNA
Edad: <65a
>65a X X X X
Sexo: H
M X X X X
Concentracion de
glucocorticoides:
- basal X X X X
-10° M X X X X
107" M X X X X
Tiempo de
incubacion:
-24h X X X X
-48 h X X X X

La Tabla 2 resume los distintos datos analizados en el estudio estadistico. En abscisas se

describen los distintos parametros determinados en los cultivos de osteoblastos humanos, y en

ordenadas las diversas variables en relacion a las que se analizaron los cultivos celulares. Los

analisis realizados se expresan mediante X.
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1 CULTIVO DE OSTEOBLASTOS HUMANOS

1.1. OBTENCION DE PIEZAS OSEAS. SELECCION DE
PACIENTES

Se obtuvieron 22 piezas 0seas de 21 pacientes, 13 hombres y 8 mujeres,
mediante broca perforada segun instrumental de Miiller en el quir6fano de Cirugia
Ortopédica. La edad media de los hombres fue 63.3 afios (rango: 48-72) y la de mujeres
67.8 afos (rango: 28-79). En 21 casos las piezas 0seas procedian de cabeza femoral y en

1 caso de condilo femoral. Sus caracteristicas se resumen en la Tabla 3.

1.2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS Y
MANTENIMIENTO DEL CULTIVO CELULAR

Cada muestra obtenida fue procesada segiin el método modificado de
Robey-Termine »*’, obteniéndose en todas ellas el cultivo de osteoblastos humanos. En
casi todos los pacientes el cultivo se obtuvo por duplicado, 2 lineas celulares de cada
fragmento Oseo, con caracteristicas morfologicas y bioquimicas de osteoblastos

humanos.
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El inicio del crecimiento celular se produjo, en la mayoria de los cultivos, a los
5-7 dias de su procesamiento. Estas células suelen emerger alrededor de los fragmentos
Oseos, aunque también se observan aisladas. Aunque inicialmente las células presentan
un aspecto alargado, conforme avanza el crecimiento celular su aspecto se hace mas
poligonal y estrellado, con un solo ntcleo y uno o varios nucleolos, y multiples
prolongaciones citoplasmadticas que permiten contactar con otras células. (Figura 3)

La confluencia celular al 100 % se alcanz6 en 3-4 semanas. En ninglin caso se

observé contaminacion por fibroblastos.

Como complicaciones cabe destacar contaminacion fingica de los cultivos 6, 7,

11 y 15, hecho que obligb a la suspension de dichos cultivos y a la adicion al medio de
cultivo de anfotericina B, farmaco que no interfiere el cultivo celular. Asimismo, los
cultivos 5, 9, 10, 19, 20 y 22 se suspendieron por sospecha de contaminacién (cambio
de pH, disminucion del crecimiento celular), aunque el cultivo microbioldgico del

sobrenadante result6 negativo.
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TABLA 3. CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS
N° muestra Patologia Sexo Edad
1 Coxartrosis D H 53
2 Coxopatia D M 28
3 Coxartrosis I H 66
4 Coxartrosis D H 67
5 Coxartrosis | H 65
6 Coxopatia D M 74
7 Gonartrosis D M 67
8 Coxartrosis D H 66
9 Coxopatia [ M 74
10 Coxopatia D H 52
11 Coxopatia | M 28
12 Coxartrosis D M 77
13 Coxartrosis | H 72
14 Coxartrosis | H 70
15 Coxartrosis D M 79
16 Coxartrosis D H 48
17 Coxartrosis I M 77
18 Coxartrosis | H 66
19 Coxartrosis I H 61
20 Coxartrosis I H 69
21 Coxartrosis I H 68
22 Coxartrosis I M 67
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Figura 3 A. Cultivo de células osteobldsticas humanas obtenido a partir de explantes oseos.

(Microscopia contraste de fases x 100)
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Figura 3.B. Cultivo de células osteobldsticas obtenido de hueso trabecular humano.

(Microscopia optica x 200).

- 128 -



4. RESULTADOS

1.3. TRIPSINIZACION Y PASE CELULAR

Tras su confluencia, se realiz6 el proceso de tripsinizacion de los cultivos
celulares obtenidos de las muestras 1, 2, 3, 4, 8, 12-14, 16-18 y 21 obteniéndose un n°
total de células de 10°-10° en cada cultivo. La viabilidad analizada en todos ellos

mediante la tincién de azul Trypan supero el 95 %.

Una vez realizada la tripsinizacion celular, los fragmentos 6seos que
quedan en el frasco de cultivo permiten la realizacion de un nuevo cultivo de
osteoblastos, siguiendo el método de cultivo anteriormente descrito. Este procedimiento
se realizo s6lo una segunda vez, dado que a partir del segundo pase las células pueden
presentar un fenotipo mas osteocitico. Dicho proceso se realizd con éxito en las
muestras 1, 2, 3, 4, 8, 12-14, 16-18 y 21 (2° pase celular) observandose de nuevo el
crecimiento de células con caracteristicas morfologicas y bioquimicas de osteoblastos

humanos.

1.4. CARACTERIZACION CELULAR

La caracterizacion celular se realizo en los cultivos celulares obtenidos
de las muestras 1, 2, 3, 4, 8, 12-14, 16-18 y 21, presentando el 94.4% de las células una
tincion positiva para fosfatasa alcalina y tipificandose, por tanto, como osteoblastos
(Figura 4). El cultivo de fibroblastos humanos utilizado como control negativo no

mostrd actividad fosfatasa alcalina (Figura 5).
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Figura 4.A. Osteoblasto humano mostrando actividad fosfatasa alcalina valorado mediante

técnica citoquimica (dacido a-naftilfosfato y Fast Blue). (Microscopia optica x 200)

Figura 4.B. Células osteoblasticas humanas que presentan una tincion positiva para fosfatasa

alcalina determinada por técnica citoquimica, como se describe en la seccion de Material y

Meétodos. (Microscopia optica x 200).
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Figura 5. Cultivo de fibroblastos humanos (células MRC-5), que no mostro actividad fosfatasa

alcalina. (Microscopia optica x 200).
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2. ENSAYO EXPERIMENTAL

El ensayo experimental se realizdé en los cultivos celulares obtenidos de 12
pacientes, 9 hombres y 3 mujeres, correspondientes a los n° de muestra: 1, 2, 3, 4, 8, 12-

14, 16-18 y 21 de Tabla 3.

La edad media de los hombres (n=9) fue de 64 afios, rango (48-72) afios, y la de
las mujeres (n=3) de 60.66 anos, rango (28-77) anos. Del grupo de mujeres, 2 eran

postmenopausicas y una premenopausica.

Se incluyeron los 12 ensayos experimentales realizados como n° final en el

analisis estadistico global de datos.

2.1. PACIENTES

Existian diferencias significativas entre cultivos celulares obtenidos de
diferentes pacientes (p = 0.000). Como consecuencia, los resultados obtenidos en los
grupos estudio y control se analizaron de forma individual para cada paciente (datos

apareados), en vez de analizar estos datos de forma global.
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2.1.1. Sexo

No se observaron diferencias significativas entre los resultados obtenidos
de los distintos parametros analizados y el sexo de los pacientes origen de los cultivos

celulares (p=NYS).

2.1.2. Edad

Se analiz6 si existia relacion entre los diversos parametros estudiados y la
edad de los pacientes de los que se obtuvo el cultivo celular. Se dividieron los pacientes
en dos grupos en funcion de la edad: jovenes (< 65 afos) y viejos (>= 65 afios). Se
observé una disminucion de los valores basales de todos los parametros estudiados, en
todos los tiempos de incubacion, directamente relacionada con la edad, hallandose
valores mas elevados en pacientes jovenes. Sin embargo, estas diferencias s6lo fueron

estadisticamente significativas en el grupo de PICP (p=0.048)

2.2. ESTUDIO DE LA PROLIFERACION CELULAR

Se estudio la proliferacion celular analizando la sintesis de DNA a través
de la incorporacion de timidina tritiada en los 12 ensayos experimentales realizados. Se
analizaron las diferencias entre los valores medios de timidina del grupo control
respecto a los valores de los distintos grupos de estudio (adicion de dexametasona 107

My 10”7 M) tras 24 y 48 horas de incubacion.
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No se observaron diferencias significativas (p=NS) entre el grupo control
y el grupo tratado con dexametasona (10° M y 107) en ambos tiempos de exposicion

(24y 48 h). (Tabla 4).

TABLA 4. PROLIFERACION CELULAR

24 horas 48 horas
Control 241.2 +£34.9 344.0 £26.3
DEX 10°M 252.3 +44.5 337.2+£40.8
DEX 10" M 278.5 +56.8 298.5+37.9

Los resultados expresan la sintesis de DNA a través de la incorporacion de timidina tritiada en
cultivos de osteoblastos humanos con y sin adicion de diferentes dosis de glucocorticoides.
Valores expresados en cpm/pocillo (medias £ ES) de 12 ensayos experimentales. No se

observaron diferencias significativas entre los resultados. p=NS.

Asimismo, se analizaron las diferencias en relacion a los distintos
tiempos de incubacion, 24 y 48 horas, del grupo control y de los grupos tratados con
adicién de dexametasona a dosis 10° M y 107. Se observd un aumento de la
proliferacion celular a las 48 horas respecto a las 24 horas en todos los grupos, siendo
estadisticamente significativo en el grupo control (p=0.015) y en el grupo estudio de 10

M (p=0.050). (Figura 5)
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SINTESIS DE DNA
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Figura 5. Estudio de proliferacion celular, mediante la incorporacion de timidina marcada, de
los grupos estudio y control de cultivos de osteoblastos humanos en relacion con el tiempo de
incubacion. Se observa un incremento de la sintesis de DNA a las 48 h respecto de las 24 h en
todos los grupos, que es significativo en el grupo control y DEX 10° M. *(p<0.05). Valores

expresados en cpm/pocillo (medias + ES) de doce ensayos experimentales.

2.3. DETERMINACION DE LA SINTESIS DE PROCOLAGENO I
INTRACELULAR

Se analiz6 la sintesis de procolageno tipo I intracelular, mediante técnica
de inmunoperoxidasa, en ocho ensayos experimentales. Las células que presentaron

inmunorreactividad para procolageno I mostraron, a microscopia dptica, una tincion a
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nivel del reticulo endoplasmatico y del aparato de Golgi, observandose, generalmente,
un citoplasma uniformemente tefiido (Figura 6), debido a la elevada actividad de
sintesis proteica de esta célula. En la Tabla 5 se muestra el porcentaje de células que

presentaron una inmunorreactividad positiva para procolageno tipo I intracelular.

i

Figura 6. Células osteoblasticas humanas con tincion citoplasmdtica positiva, expresando
inmunorreactividad para procolageno tipo [ intracelular. Técnica de inmunoperoxidasa
utilizando un anticuerpo antiprocolageno I, como se ha descrito en la seccion de Material y

Meétodos. (Microscopia optica x 200)

- 136 -



4. RESULTADOS

TABLA 5. INMUNOREACTIVIDAD INTRACELULAR PARA PROCOLAGENO TIPO [

24 horas 48 horas
Control 70.0 £ 7.0 69.5 £ 4.8
DEX 10° M 47.6 + 6.6 * 44.1 £ 4.2*
DEX 107 M 49.7 + 6.9% 41.4 + 6.0%

Porcentaje de osteoblastos humanos con inmunotincidén positiva para procolageno I en el grupo
control y estudio, con adicion de glucocorticoides. Valores expresados como medias = ES de

ocho experimentos. * p<0.05 respecto al grupo control.

En los cultivos de osteoblastos humanos tratados con adicion de
glucocorticoides se observod una inhibicion significativa de la inmunorreactividad
intracelular respecto al grupo control (p=0.012). Esta inhibicion fue ya aparente a la 24
h de incubacion, y maxima a las 48 h, observandose un descenso del porcentaje de
células que presentaban inmunorreactividad del 32.5 + 5.5 % a las 24 h, y del 34.9 + 6.1
% a las 48 h, en cultivos tratados con DEX 107 (Figuras 7, 8). El porcentaje de células
que mostraron inmunorreactividad celular no mostrd diferencias significativas entre
ambas concentraciones de dexametasona, 10° y 107 M, (p=NS). No se hallaron
diferencias significativas en relacion al tiempo de incubacidon en ninguno de los grupos,

estudio y control, a 24 y 48 h (p=NS).
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Figura 7. Efecto de dos concentraciones suprafisiologicas de DEX, 10°y 107 M, sobre la
inmunorreactividad intracelular para procolageno I en cultivos de osteoblastos, a las 24 y 48 h
de incubacion. Valores expresados como porcentaje de inhibicion de las células tratadas que
presentaron inmunotincion positiva respecto a los controles (medias + ES). *p<0.05 respecto a

control.

Figura 8. En las siguientes figuras (A,B,C), se muestra la inmunorreactividad intracelular de
células osteoblasticas humanas, obtenidas del mismo paciente, tratadas con dos diferentes dosis

suprafisiologicas de dexametasona (10° M y 10”7 M), respecto al grupo control.
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Figura 8.A. Células osteobldsticas humanas sin adicion de dexametasona, mostrando una

fuerte inmunorreactividad positiva para anticuerpo antiprocolageno I. (MO x 200).

-~

. , ;. 7
Figura 8.B. Células osteoblasticas humanas tratadas con 107 M de dexametasona mostrando
una inmunotincion moderadamente positiva en comparacion con las células del grupo control.

(Microscopia optica x 200).
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"}1

Figura 8.C. Células osteobldsticas humanas tratadas con dexametasona 10° M mostrando
inmunorreactividad débilmente positiva comparado con las células del grupo control y las

células tratadas con 107 M de dexametasona. (Microscopia éptica x 200).

- Control negativo:

Se observaron diferencias significativas entre los cultivos de osteoblastos
incubados con anticuerpo anti-CD3 como anticuerpo primario (control negativo)
(Figura 9) y los incubados con anticuerpo monoclonal anti-porcidon aminoterminal del
procolageno tipo I (control positivo) (Figura 10). Ninguno de los tratados con anti-CD3

mostré inmunorreactividad celular positiva para procolageno. (Figura 9).
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Figura 9. Técnica de inmunoperoxidasa. Osteoblastos humanos con tincion inmunocitoquimica

de control, con anti-CD3, mostrando tincion citoplasmatica negativa. (MO x 200).

"

Figura 10. Tecnica de inmunoperoxidasa. Osteoblastos humanos tratados con anticuerpo

antiprocoldgeno I mostrando tincion citoplasmadtica positiva. (Microscopia optica x 200).
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2.4. ESTUDIO DE LA SECRECION DE LOS PROPEPTIDOS
AMINO Y CARBOXITERMINAL DEL PROCOLAGENO I
EN EL MEDIO DE CULTIVO

Se realizaron ocho ensayos experimentales para la determinacion de
PICP y de PINP en el sobrenadante de los cultivos de los grupos estudio, tratados con
dos concentraciones de dexametasona, 10° M y 107 M, y el grupo control. Se

determinaron los valores a dos tiempos de incubacion, 24 y 48 horas.

Se observd una disminucion estadisticamente significativa en la
secrecion de PINP en el medio de cultivo en el grupo de células tratadas con
dexametasona respecto al grupo control (p=0.012). Este efecto inhibitorio fue de similar
magnitud con ambas concentraciones de DEX, 10° M y 107 M, y ambos tiempos de

incubacioén (Tabla 6 y Figura 11).

Igualmente, se observo un descenso de la secrecion de PICP en el medio de
cultivo de las células tratadas con DEX 10° M y 107 M (p=0.012), sin observarse
diferencias entre ambas concentraciones. Aunque parece apreciarse un mayor efecto
inhibitorio de DEX a las 24 h, especialmente para PICP, no se observaron diferencias

entre ambos tiempos de incubacion.

A las 24 h de tratamiento con DEX 10°® M el porcentaje de inhibicién de PINP
fue de 20.3 £ 7.7 % y de PICP de 22.4 + 9.9 % (p<0.05). Tras 48 h, estos porcentajes
fueron 18.6 £ 4.8 % para PINP y 14.3 + 2.7 % para PICP (p<0.05). La adiciéon de DEX

a 107 M presentd analogos efectos en los valores de PINP y PICP.
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TABLA 6. EFECTOS DE DEXAMETASONA SOBRE LA SECRECION DE PINP Y PICP EN

EL SOBRENADANTE DE LOS CULTIVOS

PINP PICP
24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
Control 3.8+14 50+14 38.8 £15.2 44.1+£11.3
DEX 10°M 29+1.1*% 43+13* 31.9+149 * 37.3+10 %
DEX 10" M 2.6+1.0* 39+1.2* 304+129 * 37.0+9.4 *

Cuantificacion de los propéptidos PINP y PICP en el medio de cultivo de osteoblastos humanos

con y sin adicion de dexametasona a diferentes concentraciones. Los valores son expresados

como ng/ml (media = ES) de ocho experimentos. *p<0.05 respecto a control.
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2.5. CORRELACION ENTRE LA SINTESIS DE PROCOLAGENO 1
INTRACELULAR Y LOS PROPEPTIDOS AMINO Y
CARBOXITERMINAL SECRETADOS EN EL MEDIO DE
CULTIVO

Se observd una correlacion estadisticamente significativa entre los
valores de inmunorreactividad intracelular para procolageno I y los valores de PINP (r =
0.515; p<0.001) y de PICP (r = 0.486; p<0.001) en cultivos de osteoblastos humanos en

condiciones basales y tras adicion de glucocorticoides.

Asimismo, se observo una correlacion estadisticamente significativa
entre ambos propéptidos, PINP y PICP, en el sobrenadante de los cultivos (r = 0.827;
p<0.001). En la Figura 12 se muestra la relacion entre los valores de ambos propéptidos
en el medio de cultivo y los correspondientes a la inmunorreactividad intracelular de

procoldgeno I en condiciones basales y experimentales.
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En la primera parte de este estudio se establecid el cultivo de osteoblastos

humanos a partir de hueso trabecular, previamente sometido a repetidos lavados con
medio de cultivo y a digestion posterior con colagenasa, para evitar la presencia de
células hematicas o fibroblastos que pudieran contaminar el cultivo celular. La elevada
actividad fosfatasa alcalina (FA), enzima generalmente localizada en la superficie
celular, que presentaba el cultivo celular aislado es uno de los criterios histoquimicos
aceptados para la identificacion osteoblastica. Ademas, la elevada inmunorreactividad
para procolageno I intracelular que presentaron estas células en condiciones basales
indicaba que la poblacién celular aislada estaba constituida, principalmente, por

osteoblastos bien diferenciados.

Una vez establecido el cultivo de osteoblastos humanos como modelo
experimental, el objetivo de nuestro estudio fue analizar los efectos de dosis
suprafisioldgicas de dexametasona sobre la proliferacion celular y la sintesis intracelular
de procoldgeno tipo I, asi como sobre la secrecion de los propéptidos amino y

carboxiterminal del procolageno I en el sobrenadante de los cultivos.

La determinacion de la sintesis de coldgeno en cultivos celulares de osteoblastos

se realiza, generalmente, mediante la medicion de la incorporacion de prolina marcada
’ : : 46, 1 1 1 181, 1 1 1 1 202, 21 r . . .
en las proteinas sintetizadas ¢ 176 178 179 181 183, 186, 193,199, 202. 217 "Eotg técnica radiactiva
. . ., . C g eqe . 250
requiere una instalacion apropiada y presenta una alta variabilidad interensayo “, ya
que el porcentaje de coldgeno I sintetizado es calculado utilizando un factor de
correccion debido a la relativa abundancia de prolina en el colageno comparado con su

proporcion en las proteinas no coldgenas. Ademads, otro factor que puede contribuir a
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una disminucion de la precision de este método es la necesidad de utilizar colagenasa,
con el riesgo de una actividad enzimatica no especifica que podria dar resultados

erroneos.

Para el andlisis de la sintesis de procolageno I intracelular nosotros utilizamos la
técnica de inmunoperoxidasa (IMP), técnica que ha sido utilizada recientemente en
osteoblastos para la inmunolocalizacion del receptor estrogénico B *°' y del péptido

. .o 252
relacionado con la hormona paratiroidea *

. Esta técnica se basa en un procedimiento
inmunocitoquimico utilizando un anticuerpo primario especifico contra el antigeno que
queremos localizar, y la posterior adicion de un anticuerpo secundario biotinilado unido
al complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC) **’. La localizacion del antigeno se

consigue mediante una reaccion colorimétrica con un sustrato precipitable, apropiado

para la peroxidasa.

En nuestro estudio el anticuerpo primario fue un anticuerpo monoclonal
antiprocolageno I (SP1-D8), obtenido de un hibridoma murino que, mediante la técnica
de IMP, nos permiti6 determinar el porcentaje de células que presentaban
inmunorreactividad y que, por tanto, habian sintetizado procolageno tipo I. Resulta una
técnica especifica, no tifiendo otras proteinas de la matriz dsea sintetizadas por el
osteoblasto; el color de la tincion se mantiene estable, y evita la utilizacion de isotopos
radiactivos. IMP es, por tanto, un método sensible y sencillo, facil de realizar, seguro ya
que no utiliza material radiactivo, y especifico, ya que mide exactamente la presencia
intracelular del precursor del colageno 1. El principal inconveniente de IMP es que es

una técnica semicuantitativa.
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Asimismo, la sintesis de colageno tipo I puede ser valorada “in vitro” de forma
indirecta, por la cuantificacion del propéptido carboxiterminal del procolageno tipo I
(PICP) en el medio de cultivo **°. Sin embargo, hasta la actualidad, la cuantificacion del
otro propéptido derivado del procolageno I, el propéptido aminoterminal (PINP), no ha

sido previamente valorado como medida de la sintesis del colageno tipo I “in vitro”.

En este estudio se analizaron los efectos de dos concentraciones de
dexametasona sobre la proliferacion celular y la sintesis intracelular de procoldgeno I,
mediante técnica inmunocitoquimica, asi como sobre los propéptidos amino y

carboxiterminal del procolageno tipo I secretados en el medio de cultivo.

Los resultados de este estudio “in vitro” mostraron que los glucocorticoides, a
concentraciones suprafisiologicas, dexametasona 10° M y 107 M, producen una

inhibicidn significativa de la sintesis del procoldgeno I intracelular, valorada por técnica

de inmunoperoxidasa (Tabla 5 y Figura 7 de la seccion de Resultados), no derivada de
una disminucion de la proliferacion celular, ya que se observo un aumento de la sintesis
de DNA directamente relacionado con el tiempo de incubacion (Figura 5 de la seccion

de Resultados).

Este efecto inhibitorio fue observado a corto plazo, ya que fue evidente a las 24
h de incubacion y persistio a las 48 horas. El escaso tiempo transcurrido entre la adicion
de dexametasona y la inhibicion de la sintesis de coldgeno I sugiere que los
glucocorticoides podrian tener un efecto inhibitorio directo sobre la funcion celular
pudiendo actuar sobre el osteoblasto maduro, probablemente a través de receptores

especificos para glucocorticoides, en lugar de sobre los precursores osteoblasticos.
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En relacion con este efecto, estudios previos realizados por otros autores han

hallado también una inhibicién de la sintesis de colageno tanto en cultivos de células

181, 193, 199, 217, 253 181, 183

osteoblasticas como en cultivos de organo tratados con

glucocorticoides.

Sin embargo, otros autores han hallado el efecto contrario. Asi, se ha descrito en
cultivos de células Oseas tratados con cortisol un aumento de la sintesis de colageno a

las 24 horas de tratamiento 2°?

, aunque este efecto estimulatorio fue observado a
concentraciones fisiologicas y podria sugerir mas una accion de los glucocorticoides

sobre la diferenciacion celular que un efecto estimulatorio.

Asimismo, se ha descrito también un efecto bifasico de los glucocorticoides
sobre la funcion celular. Asi, en cultivos de calota fetal de rata tratados con dosis
fisiologicas de glucocorticoides se observa un efecto estimulatorio sobre la sintesis de
colageno tras 24 horas de exposicion, determinado por la incorporacion de [*H]-prolina,
no asociado a un aumento de la proliferacion celular, mientras que dosis
suprafisioldgicas producen un efecto inhibitorio '’®. Ademas, se ha hallado un doble
efecto de los glucocorticoides dependiendo de la duracion del tiempo de incubacion.
Asi, en cultivos de osteoblastos derivados de calota fetal de rata, la sintesis de colageno

I es estimulada en periodos cortos de cultivo e inhibida en cultivos a largo plazo 7% .

Ademas, se han descrito también efectos antagénicos de los glucocorticoides
sobre la sintesis de coldgeno, observandose tanto una estimulacion como una inhibicion,

. . 179
en cultivos celulares derivados de osteosarcoma de rata ', demostrando que estas
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lineas celulares tienen diferentes expresiones fenotipicas y que se pueden observar

efectos contrapuestos en relacion con la linea celular.

Estos hechos enfatizan la importancia de la utilizacion de cultivos de
osteoblastos humanos como modelo experimental para evitar conclusiones erroneas
debido a las diferencias interespecies. Para minimizar estas diferencias realizamos el

ensayo experimental en osteoblastos humanos.

En nuestro estudio no se observd una inhibicion de la proliferacion celular de

osteoblastos humanos tras un corto tiempo de exposicion (24-48h) a dosis
suprafisioldégicas de dexametasona. Estos resultados no se corresponden con los
hallazgos descritos por otros autores en osteoblastos humanos, ya que se ha observado,
generalmente, un descenso de la proliferacion osteoblastica tras tratamiento con
glucocorticoides '™ 2>, Asi, Chevalley et al. hallan una inhibicion de la proliferacion
celular de osteoblastos tras 24 h de tratamiento con dexametasona 10° M ' Sin
embargo, se ha observado también un efecto estimulatorio, dosis-dependiente, en
cultivo de osteoblastos humanos, tras tres dias de exposicion a dexametasona '™.
Asimismo, otros autores han hallado una estimulacion de la sintesis de DNA en cultivo
de osteoblastos humanos tras 6-12 h de tratamiento con glucocorticoides '*. Los
motivos de estos resultados discordantes no quedan claros. Es posible, sin embargo, que
nuestros resultados reflejen los efectos bifasicos de los glucocorticoides sobre las

células osteoblasticas ya que los efectos inhibitorios han sido, generalmente, descritos

en cultivos a largo plazo.
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Ademas, los estudios de Wong et al.'"™ hallan un efecto estimulador de los
glucocorticoides cuando éstos estan presentes desde el inicio del cultivo de células
oOseas, pero un efecto inhibidor si son afiadidos tras un periodo de crecimiento celular
“in vitro”. Estos hechos remarcan también la importancia del momento de la adicion del
glucocorticoide en los efectos observados. Estas observaciones sugieren que los efectos
de los glucocorticoides sobre la proliferacion celular en osteoblastos humanos pueden
ser complejos y, aunque estos farmacos inhiben la osteoblastogénesis y reducen la vida
media de los osteoblastos **°, en cultivos a corto plazo los glucocorticoides pueden tener

un efecto diferente.

Por el contrario, en los resultados de nuestro estudio observamos, de forma
constante, un efecto inhibitorio tras la adicidon de dexametasona sobre la sintesis de
procolageno tipo I intracelular valorado por la técnica de immunoperoxidasa, asi como
mediante la cuantificacion de los propéptidos secretados en el medio de cultivo. Este
efecto fue ya evidente a las 24 horas de exposicion, con ambas dosis de
glucocorticoides. Es interesante constatar que la disminucion de la formacion oOsea
producida por los glucocorticoides, secundaria a la reduccion de la sintesis de colageno,
puede agravarse al inducir estos farmacos un aumento de la apoptosis de las células
osteoblasticas, como se ha observado tanto en estudios “in vitro”, tras 72 h de

L1922 Bh nuestro estudio la

. . 192 . . .
tratamiento con corticosterona -, como en estudios in vivo
inhibicion de la sintesis de colageno se produjo de forma precoz, en las primeras 24 h
tras la adicion de dexametasona, mientras que el aumento significativo de la muerte

celular programada inducido por el tratamiento con glucocorticoides se observo a las

48 h 2. Este hecho refuerza nuestra hipotesis de que la inhibicion de la sintesis de
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colageno tipo I observada en nuestro estudio es debida a un efecto directo de los
glucocorticoides sobre los osteoblastos mas que a una reduccion del numero de células

o6seas inducido por apoptosis.

Al analizar los propéptidos amino y carboxiterminal del procoldgeno I en el

medio de cultivo tras adicion de glucocorticoides hallamos una inhibicion de la
secrecion de ambos propéptidos que se observo ya tras 24 h de tratamiento con ambas

dosis de dexametasona (Tabla 6 y Figura 11 de la seccion de Resultados).

En concordancia con nuestros resultados, otros investigadores han descrito
asimismo un efecto inhibitorio de la secrecion de PICP en el sobrenadante de los
cultivos de osteoblastos humanos tratados con glucocorticoides '*” *'*. Asimismo se
han descrito valores disminuidos de PICP en cultivo de osteoblastos humanos tras
adicion de diferentes tipos de glucocorticoides (dexametasona, metilprednisolona,

prednisolona y deflazacort) '’

Este efecto inhibitorio es consistente con los resultados observados “in vivo” en
pacientes tratados con glucocorticoides * 3. Asi, una disminucion de los valores séricos
de PICP se ha descrito en el rango de 0.1 mg/ kg/ dia de prednisona, lo que corresponde
a una concentracion molar aproximada de 107, dosis similar a la concentracion de
glucocorticoides que produce una inhibicion de la secrecion de PICP “in vitro” *. La

83
” * tuvo lugar en las

disminucién de la concentracion sérica de PICP observada “in vivo
primeras 48 horas tras el inicio de la terapia con glucocorticoides, indicando una rapida

inhibicion de la sintesis de coldgeno “in vivo” que concordaria con los resultados

observados “in vitro”.
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La determinacion sérica del propéptido aminoterminal del procolageno tipo I,
PINP, mediante radioinmunoanalisis ha sido desarrollada recientemente °° para evaluar
la formacion ésea y, por tanto, la actividad osteoblastica “in vivo”. Hasta la actualidad
se han publicado muy pocos articulos analizando los efectos de los glucocorticoides
sobre los niveles séricos de PINP, pero tanto en adultos *' como en nifios ** se han
hallado niveles disminuidos de PINP en pacientes que recibian este tratamiento. Sin
embargo, su aplicacion “in vitro” es aun escasa y, en la actualidad, s6lo se ha utilizado
para determinar la secrecion de PINP en el sobrenadante de cultivo de odontoblastos
humanos y de tejido de mucosa oral *>’. Hasta el momento presente no se habia
valorado si los resultados obtenidos mediante la determinaciéon de PINP en cultivos
celulares eran equivalentes a los obtenidos mediante la determinacion de la sintesis de
procolageno I intracelular o la cuantificacion de PICP en el sobrenadante de los cultivos
para evaluar la funcion celular. Tampoco se habian analizado los valores de PINP en

cultivos de células 6seas tratados con glucocorticoides.

Al analizar la relacion existente entre PINP, PICP y la sintesis intracelular de
procolageno I, hallamos una correlacion estadisticamente significativa entre los valores
de la inmunotincion intracelular y PINP, asi como con PICP, sugiriendo que tanto PINP
como PICP reflejan, de manera adecuada, la sintesis de procolageno tanto en
condiciones basales como tras tratamiento con glucocorticoides. Estas correlaciones
sugieren que es posible valorar la sintesis de procolageno intracelular mediante analisis
en el medio de cultivo. En relacion con estos resultados se ha descrito también una
correlacion significativa entre los valores secretados de PICP y la sintesis de colageno I,

valorada mediante la incorporacién de [*H]-prolina, en cultivo de osteoblastos humanos
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1 »° Sin

tratados con diferentes concentraciones de suero humano o bovino feta
embargo, hasta el momento actual no se habia descrito la existencia de correlacion entre

los valores de PINP y la sintesis de coldgeno tipo 1.

Asimismo, en nuestro estudio observamos una excelente correlaciéon entre los
dos propéptidos del procoldgeno I tanto en condiciones basales como experimentales
(Figura 12 de la seccion de Resultados). Teniendo en cuenta que los propéptidos PINP y
PICP son secretados en una relacion molar 1:1, estos resultados no serian sorprendentes,
y este hecho concordaria con algunos resultados observados “in vivo”. Asi, se ha
descrito una correlacion significativa entre las concentraciones séricas de PINP y PICP
en sujetos sanos %0 y en mujeres postmenopausicas tanto antes como a los 6 y 12 meses

Ce . . T 82
de inicio de tratamiento hormonal sustitutivo “~.

Sin embargo, otros estudios realizados “in vivo” han hallado resultados
contradictorios al analizar ambos propéptidos, con una mayor sensibilidad para el PINP
., 82,90, 258 . . : ;
en la evaluacion de la formacion dsea . Estas discrepancias podrian ser debidas,
. . . e Lol 2
en parte, a las diferencias en el aclaramiento plasmatico de estos propéptidos *° y, en

parte, a la no influencia hormonal en el metabolismo del PINP *°

Sin embargo, basandonos en los resultados de nuestro estudio, se podria sugerir
que “in vitro” tanto la determinacion de PINP como de PICP es igualmente valida para

analizar la funcion osteoblastica.

Ademas, la determinacién de estos propéptidos en el sobrenadante de los
cultivos puede realizarse por un procedimiento facil que permite el estudio de la sintesis

osteoblastica de coldgeno sin necesidad de fijar las células y, por tanto, permitiendo el
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mantenimiento del cultivo celular en condiciones viables. Como consecuencia de la
buena correlacion con la sintesis intracelular de procolageno, la especificidad de esta
técnica para evaluar la sintesis de coldgeno I es buena, sin requerir el examen
intracelular. Es un método rapido, especifico y reproducible, permitiendo, si fuera
necesario, la repeticion de nuevas determinaciones al poderse mantener una fraccion del

sobrenadante de cada muestra congelada.

En conclusion, nuestro estudio revela que los glucocorticoides a dosis
suprafisioldgicas producen una inhibicion de la sintesis de procoldgeno I en osteoblastos
humanos, no asociada a una disminucién de la proliferacion celular. Asimismo, la
actividad osteoblastica en sobrenadante valorada mediante PINP y PICP se correlaciona
directamente con la sintesis intracelular de procoldgeno 1. Y, finalmente, la
determinacion de la inmunorreactividad intracelular para procoldgeno I mediante
inmunocitoquimica y de los propéptidos del procoldgeno I secretados en el medio de

cultivo son métodos utiles para analizar la funcidn osteoblastica “in vitro”.
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En esta tesis se han investigado los efectos de los glucocorticoides sobre la
proliferacion y la funcion celular de osteoblastos derivados de tejido trabecular humano.
Para ello se ha estudiado el efecto de distintas concentraciones suprafisiologicas de
dexametasona sobre la sintesis de DNA, sobre la sintesis de procoldgeno tipo I
intracelular, y sobre la secrecion de PICP y PINP en el sobrenadante de los cultivos. Tras
analizar los resultados de estos experimentos “in vitro”, podemos realizar las siguientes

conclusiones:

1. Los glucocorticoides a dosis suprafisioldgicas no produjeron una inhibicion de la
proliferacién celular de osteoblastos humanos tras un corto tiempo de exposicion,

sino que se observo un incremento en relacion con el tiempo de incubacion.

2. El aumento de la proliferacion celular se observo de forma precoz, a las 48 h de
incubacion, en osteoblastos humanos tratados con glucocorticoides desde el inicio

del cultivo celular.

3. No se observo relacion entre el aumento de la proliferacion celular y la dosis de

glucocorticoides administrada.

4. Los glucocorticoides a dosis suprafisioldogicas produjeron una inhibicion

significativa de la sintesis de procolageno I intracelular en osteoblastos humanos.

5. La inhibicién de la sintesis de procolageno I intracelular fue ya evidente a las 24

horas de incubacion, persistiendo a las 48 h.
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No se hallaron diferencias significativas entre distintas concentraciones

suprafisiologicas de dexametasona, 10y 107 M, en la sintesis de procolageno I.

Los glucocorticoides a dosis suprafisiologicas produjeron una inhibicion
significativa de la secrecion de los propéptidos amino y carboxiterminal del

procolageno I (PINP, PICP) en el medio de cultivo.

La inhibicién de la secrecion de PINP y PICP se produjo de forma precoz, siendo

ya evidente a las 24 h de incubacion.

No se observaron diferencias significativas en la secrecion de PINP y PICP entre

ambas concentraciones de dexametasona.

10. La actividad osteoblastica valorada en el medio de cultivo mediante la

11.

12.

determinacion de PINP y de PICP se correlacionaba directamente con la sintesis

intracelular de procolageno tipo I.

Ambos marcadores derivados del colageno, PINP y PICP, se correlacionan de

forma significativa entre si “in vitro”.

La funcidn osteoblastica “in vitro” puede ser valorada de forma adecuada
a través de la determinacion de los propéptidos del procolédgeno I secretados en
el medio de cultivo asi como por valoracion de la inmunorreactividad

intracelular para procolageno I mediante técnica inmunocitoquimica.
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CONCLUSIONES GENERALES

1.

Los glucocorticoides a dosis suprafisiologicas producen una inhibicioén precoz de
la sintesis de colageno tipo I, analizada mediante la determinacién de
procoldgeno I intracelular y de los propéptidos PINP y PICP en el medio de

cultivo, no asociada a una disminucioén de la proliferacion celular.

La determinacion de la inmunorreactividad intracelular para procoldgeno I
mediante inmunocitoquimica y de los propéptidos del procolageno I secretados
en el medio de cultivo son métodos adecuados para analizar la funcion

osteoblastica “in vitro”.
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ANEXO 1

Dulbecco’s Modified Eagle Medium Minimum Essential Medium (MEM)

Nutrient Mixture Ham'’s F-12

Component Componeql
INORGANIC SALTS: mg/L Component INORGANIC SALTS: mg/L
CaCLs 2H,0 264.00 INORGANIC SALTS: mol CaCL (anhyd) 200.00
CaCLj(annyd.) — CaCl, (anhyd.) = CaCl.g 2H,0 —
Fe(NO;) * 9H,0 0.10 CaCl, » 2H,0 44.00 KCt 400.00
KC! 400.00 CuS0,*5H,0 0.0024 KH,PO, -
MgSO0, (anhyd.) = FeSO, « 7H,0 0.83 MQCL, +GH0
MgSO0, + 7H,0 200.00 KCI 22360 MgS0, (anhyd)) 97.67
NaCl 3500.00 MgCi, (anhyd.) - MgSO, * 7TH,0 —
NaHCO, 3700.00 MgCl,  6H,0 122.00 NaCl 800,00
NaH,PO, 2H,0 — NaCl 7599.00 NaHCO, —
NaHPO, < H,0' 125.00 NaHCO, 1176.00 Nal,PO,<H,0 14000
OTHER COMPONENTS: Na,HPQ, (anhyd.) 142.00 NaH,PO,* 25,0 —_
0-Glucosa 4500.00 2030, » 7H,0 0.86 Na;HPO, « THO =
Phenot Red 15.00 OTHER COMPONENTS: OTHER COMPONENTS:
HEPES 5958.00 D-Glucose 1802.00 D-Giucose 100000
Sodium Pyruvate — Hypoxanthine 4.00 HEPES —
Aminopterin — Hypoxanthine (sodium salt} - Phencl Red 1000
Hypoxanthine — Linoleic Acid 0.084 -
T:::uaim — DL-68 Thioctic Acid 0.20 AMINO ACIDS:
AMIND ACIDS: Phenol Red 120 L-Alanine —
L-Alanine — Putrescine 2HCI 0.161 L-Arginine » HCI 12600
L-Asparagine — Sodium Pyruvate 110.00 L-Asparagine * H,0 -
L-Arginine * HCI 84.00 Thymidine 0.70 L-Aspartic Acid -
L-Aspartic Acid - AMINO ACIDS: L-Cystine —
L-Cystine 48.00 L-Alanine 8.90 L-Cystine * 2HC! 31.29
tgﬁ;’:w i:? — C-Arginine « HCI 21100 L-Glutamic AGO =
L-Glutamine 580.00 L-Asparagine * H,0 - L-Glutamine : 29200
L-Alanyl-L-Glutamine — L-Asparagine (free base) 13.00 L-Alanyl-L-Glutamine —
Glycyl-L-Glutamine — L-Aspartic Acid 13.30 Glycine —_
Glvcine 30.00 L-Cysteine HCI 36.00 L-Histidine HCI « H,0 4200
L-Histidine HCI < H,0 42.00 L-Cysteine HCI + H,0 - L-Isoleucine 5200
L-1soleucine 105.00 L-Glutamic Acid 14.70 L-Leucine 5200
L-Leucine 105.00 L-Glutamine 146.00 L-Lysine HC! 72.50
L-Lysine HC! 146.00 L-Alanyl-L-Glutamine - L-Methionine 15.00
L-Methionine 30.00 Glycine 7.50 L-Phenylalanine 3200
L-Phenylalanine 66.00 L-Histidine * HCl « H,0 21.00 L-Proline —
L-Proline — L-Isoleucine 4.00 L-Serine —_
L-Serine 42.00 L-Leucine 13.00 L-Threonine 4800
L-Threonine 95.00 {-Lysine » HCI 36.50
L-Tryptophan 16.00 L-Methionine 4.50 L-Tryptophan 1000
L-Tyrosine 72.00 L-Phenylalanine 5.00 L-Tyrosine -
L-Tyrosine (disodium satt) — L-Proline 3450 L-Tyrosine (disodium salt) 51.90
‘L"‘T/:"':;' s 9400 {-Serine 1050 ;'"V:"'::"s 4600
D-Ca pantothenate 400 t%xg& ﬁg D-Ca pantothenate 100
Chofine Chioride 4.00 Fyrost ) Choline Chioride 100
Follc Acd 400 yrosine ' Folic A 100
Nicotinamide 4% L-Valine .70 Nicotinamide 100
Pyridoxine HCI 400 VITAMINS: Pyridoxine HC) 100
Riboflavin 0.40 Biotin 0.0073 Ribofiavin 010
Thiamine HC! 4.00 0-Ca Pantothenate 0.50 Thiamine HCI 100
Choline Chioride 14.00
Folic Acid 1.30
Hnositol 18.00
Niacinamide 0.036
Pyridoxine HCI 0.06
Riboflavin 0.037
Thiamine HCI 0.30
Vitamin B,, 1.40
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RPMI 1640 Medium
Component g/l
Component INORGANIC SALTS: _
INORGANIC SALTS: mg/L CaCl, (anhyd.) 1.40
CalNO,), + 4H,0 100.00 e 150
KCl 400.00 KH,PO, 0.80
MgS0, (anhyd} — MyCL 00 1.00
MgS0,+ 7H,0 100.00 MgS0, »7H,0 1.00
NaCl €000.00 NaCl 80.00
MNaHCO -

NaHCO, 2000.00 Na,HPO, -
L Lol S E:I-'I-IEF;UE.G?;P%NEHTS' =
OTHER COMPONENTS: D-Glucose [ dume ]
D-Glucose 20600.00 Phenol Red® [ o0 |

Glutathione {reduced) 1.00

HEPES —

Pheno! Red 5.00

AMIND ACIDS:

L-Arginine (free base) —

L-Arginine HCI 200.00

L-Asparagine (free base) 50.00

L-Aspartic Acid 20.00

L-Cystine 50.00

L-Cystine * 2HCI —

L-Glutamic Acid 20.00

L-Glutamine 300.00

L-Alanyi-L-Glutamine —

Glycyl-L-Glutamine 5

Glycine 10.00

L-Histidine (free base) 15.00

L-Hydroxyprofine 20.00

L-Isoleucine 50.00

L-Leucine 50.00

L-LysinaeHC! 40.00

L-Methionine 15.00

L-Phenylalanine 15.00

L-Proline 20.00

L-Serine 30.00

L-Threonine 20.00

t-Tryptophan 5.00

L-Tyrosine 20.00

L-Tyrosine {disodium salt) —

L-Valine 20.00

VITAMINS:

D-Biotin 0.20

D-Ca pantothenate 0.30

Choline Chioride 3.00

Folic Acid 1.00

{-Inositol 35.00

Nicotinamide 1.00

Para-aminobenzoic Acid 1.00

Pyridoxal HCI 1.00

Riboflavin 0.20

Thiamine HCI 1.00

Vitamin 8,, 0.005
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8. ANEXO

ANEXO 2

CONSENTIMIENTO DEL PACIENTE

La osteoporosis es una enfermedad metabdlica dsea que afecta principalmente a
personas mayores de 50 afios produciendo una fragilidad 6sea y un aumento del riesgo de
fracturas. Ademas de la edad, existen otros factores que aumentan el riesgo de padecer dicha
enfermedad como son la existencia de ciertas enfermedades o la ingesta de determinados
medicamentos como los glucocorticoides.

El objetivo de nuestro estudio es investigar, a nivel celular, los mecanismos
implicados en la osteoporosis inducida por glucocorticoides. Para ello realizaremos un estudio
experimental in vitro en el cual analizaremos los efectos que producen los glucocorticoides
sobre las células Oseas.

En el transcurso de la intervencidon quirtrgica que usted precisa por su patologia de
cadera se le extraeran unos fragmentos 6seos para la colocacion de la protesis. Posteriormente
y, en el caso de que Vd. dé su consentimiento, se utilizaran dichos fragmentos para la
realizacion del estudio experimental antes mencionado.

Este estudio contribuird a un mejor conocimiento de los mecanismos implicados en

el desarrollo de esta enfermedad y, como consecuencia, a un abordaje terapéutico mas

especifico.
Fdo.: EI Paciente El Médico
DNI N° colegiado
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8. ANEXO

ANEXO 3

FACTORES DE RIESGO MAYOR DE OSTEOPOROSIS

(Criterios de exclusion)

- Diabetes

- Hiperparatiroidismo

- Hipertiroidismo

- Sd. Cushing

- Acromegalia

- Hipogonadismo

- Osteogénesis imperfecta

- Sd. malabsorcion intestinal
- Hepatopatia cronica

- Insuficiencia renal cronica
- Enfermedades hematologicas: Sd. mieloproliferativos

Sd. linfoproliferativos

Disglobulinemias
- Enfermedades neoplésicas
- Enolismo cronico
- Tratamiento actual o previo
de forma prolongada con: Glucocorticoides
Anticonvulsivantes
Heparina

Dosis farmacologicas de vitamina D

Quimioterapia
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