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ABSTRACT

Bone is a highly complex tissue formed by organic matrix and specific bone cells.
These cells are categorized in a presumed linear sequence progressing from
osteoprogenitors to pre-osteoblasts, osteoblasts and osteocytes. Osteoblasts are functionally
the most important cells, characterized by their localization in bone, ability to form
mineralized matrix, and capacity to synthesize bone proteins. The proliferation and
differentiation of osteoblastic cells are regulated by complex interactions among systemic

hormones, cytokines and local growth factors.

Osteoblasts play a fundamental role in bone formation and repair. Also these cells
have additional functions related to the immune system, including phagocytic activity, T-
lymphocyte stimulation and cytokine synthesis. The specific antigenic profile of
osteoblasts has been investigated Iin vivo in bone tissue sections and in Vitro in primary
cultures and human osteosarcoma cell line MG-63. This profile is modulated by the
presence of different cytokines and growth factors. These data suggested that osteoblasts
may be functionally related to certain dendritic cells and may play an additional role in

bone tissue to the one they are classically assigned.

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are among the most widely
prescribed drugs worldwide and have multiple therapeutic indications e.g., skeletal muscle
diseases and cephalalgias. They are administered postoperatively to achieve analgesia and
reduce inflammation, especially after surgery affecting bone tissue. The effect of NSAIDs
on bone healing has been evaluated in several studies, which have shown that some

NSAIDs have an adverse effect on bone tissue through regeneration delay.

The main pharmacological effect of NSAIDs is the suppression of cyclooxygenase
(COX) activity, and thus suppresses prostaglandin (PG) synthesis. PGs, especially PGE;

and PGE,, have been indicated to stimulate bone formation and resorption in vivo and in
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vitro. The mechanism by which NSAIDs exert their action on cell growth is under debate.
Some authors cite the capacity of NSAIDs to inhibit synthesis of PGs, but on the other
hand, recent studies have reported that these drugs have a direct effect on the cell cycle and
induction of apoptosis. In vitro findings show that therapeutic doses of Ketorolac,
Indomethacin, or Diclofenac induce cell death in osteoblasts cultures from rat foetal
calvaria and may suppress bone formation and impair bone remodelling by arresting cell

cycle in phase Go/Gj.

The objective of the present study was to analyze the short-term effect of four
NSAIDs, Dexketoprofen, Ketorolac, Metamizole and Aspirin on different cell parameters
of human osteoblasts-like cells (line MG63): growth, differentiation, antigenic expression,

phagocitic activity and cell adhesion.

Human MG-63 osteosarcoma cell line was used in our study because it is widely

used to investigate human osteoblasts because of their similar properties.

MTT spectrophotometry was used to determine cellular proliferation and cell
adhesion. Flow cytometry was used to study antigenic profile, phagocytic activity,
apoptosis and cell cycle. The osteoblastic differentiation was evaluated by mineralization
(Alizarin red S staining), alkaline phosphatase activity (spectrophotometric analysis) and

synthesis of collagen fibers (Sirius Red F3Ba).

In relation to cellular growth our data showed that the proliferative capacity of
MG63 cells was inhibited after 24 hours of treatment in a dose-dependent manner. Thus,
different doses of Dexketoprofen and Ketorolac evaluated (0.1, 1, 5, 10, 100 y 1000 uM)
showed an inhibitory effect on proliferative capacity; however, the Metamizol exerted an
adverse effect on growth of MG63 line from the dose 10 pM; while treatment with

Aspirin, only showed adverse effect from the dose 20 uM. Moreover, cell cycle analysis
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showed an increase the percentage of cells in phase G¢/G; in cultures treated with
Dexketoprofen and Ketorolac at 1 and 10 uM doses. Moreover, we observed an increased
number of apoptotic cells after treatment with Ketorolac and Dexketoprofen at doses of 1
uM and 10 uM respectively. These findings suggest that the adverse effects of these drugs
on osteoblast growth could be depending on an arrest of cell cycle and/or induction of cells

apoptotic.

In contrast, Metamizol treatment showed a slighter effect on osteoblast proliferation
at therapeutic doses. Only after a dose 10 uM showed a slight decrease in the number of
viable cells over the control group. We detected a greater effect on the cellular
proliferation at 100 and 1000 pM. In relation with cell cycle, none of these doses showed a
significant effect, however a slighter increased in the percentage of apoptotic cells were
detected at 10 pM. At this point, it could be speculated that the decrease of number of
viable cells after 24 h may be due to the presence of this drug at doses 10, 100 and 1000

uM.

Our result with Aspirin at therapeutic doses, allow us to rule out an adverse effect
on bone. Above dose 10 uM only we observed a decrease of osteoblast proliferative
capacity over the control group. These data are closely related to the results obtained by

analysing the effect of Aspirin on cell cycle and apoptotic induction.

An important data was the adverse effect shown in osteoblastic-cell growth by the

treatment with all the NSAIDs at high doses (100 y 1000 pM).

Regarding our results, we observed that treatment of osteoblastic cells with
Dexketoprofen, Ketorolac, Metamizol and Aspirin, at therapeutic doses, inhibited the

differentiation. This is showed by inhibition of alkaline phosphatase synthesis after 24 h,
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inhibition of mineralization process by decreasing of the number and size of calcium

nodules obtained by MG63 cell-line cultured in osteogenic medium.

Cellular adhesion is an important process on bone repair and it is in relation to cell
growth, cell migration and cell differentiation. Our results showed that Dexketoprofen,
Ketorolac and Metamizol, especially at dose of 10 uM, significantly increased the
adhesiveness of MG63 line on plate surface in the early hours of treatment (1-2 h).
However, Aspirin cultures treated with different doses of Aspirin (1, 10 y 20 uM) did not

show any effect on the cells adhesion.

Osteoblasts express a number of surface antigens, which are related to the degree of
differentiation and/or cellular activation and are as follow: CD54, CD80, CD86 and HLA-
DR. Our data showed that treatment for 24 h with different NSAIDs increased the CD54
percentage of expression. This marker is expressed in high percentage in preosteoblasts
and osteblasts inmature. After treatment, we did not observe any changes in the expression
of the other markers studied. Thus, Dexketoprofen at 1 uM reduced CD80 and CD86
expression; Ketorolac at 10 puM, only decreased CD86 expression and Aspirin only
modulated CD86 expression at dose of 20 uM. Metamizol produced a modulation of the
three markers CD80, CD86 and HLA-DR at two doses studied. In this sense, immature
dendritic cells treated with aspirin enhanced CD54 expression and decreased costimulators

molecules expression.

Osteoblasts have phagocytic activity against different target particles. Our results
showed a decrease in phagocytic capacity of MG63 cell line, as a result of treatment with
the four NSAIDs tested. This effect is attributed to inhibition of differentiation that was

observed after treatment.
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In conclusion, our results suggest that Dexketoprofen and Ketorolac at therapeutic
doses reduce osteoblast growth by arresting cell cycle in phase G¢/G;, and apoptosis
induction. Metamizol and Aspirin only have shown effect at 10 and 20 uM, respectively.
The four NSAIDs studied inhibited the differentiation process. We think that this effect is

in relation with antigenic expression modulation and phagocytic capacity.
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1. TEJIDO OSEO.

El tejido 6seo es el principal componente del esqueleto adulto y constituye uno de
los sistemas mayores del organismo. Es un tejido dinamico, que consta de un componente
celular y una matriz orgénica calcificada. Ademds de proporcionar proteccion a los
organos vitales y el apoyo estructural para los musculos, ligamentos y tendones, el hueso
es el principal reservorio de iones esenciales, ofrece un lugar de apoyo para la
hematopoyesis y regula el metabolismo (McGee-Lawrence y Westendorf, 2011,
Ksiezopolska, 2010). El esqueleto humano se compone de 213 huesos propiamente
formados; los cuales, presentan formas y tamafios diferentes, pero poseen una estructura
comun. Una corteza con una mayor densidad que constituye el hueso compacto o cortical
cuya superficie interna se halla en continuidad con hueso menos denso y de aspecto
esponjoso o hueso trabecular. Entre el hueso cortical, que viene a representar el 80% del
total del hueso y el trabecular, que constituye el 20% restante, no existen limites

perfectamente marcados, s6lo pequenas zonas de transicion (Bostrom, 2000).

1.1. Las células del tejido 6seo.

El componente celular del tejido dseo lo forman tres poblaciones bien definidas:

- Los osteoblastos: células responsables de la formacién de tejido.

- Los osteocitos: células principales del tejido adulto.

- Los osteoclastos: células responsables de la resorcion del tejido 6seo.

Todas estas células tienen un origen comun y proceden de un “pool” de células
madres mesenquimatosas indiferenciadas y pluricelulares, las cuales, se multiplican y
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diferencian, en los tres tipos mencionados. Las células Oseas estan organizadas en unidades
especiales llamadas unidades oOseas multicelulares (Bone Multicelular Units; BMUSs)
(Eriksen, 2010; Papachroni y col., 2009; Kassen y col., 2008; Frost, 2001). La principal
funcion de éstas BMUSs es mediar en la remodelacion 6sea, manteniendo la integridad del
esqueleto a través de repetitivos ciclos de resorcion y formacion de hueso (Eriksen, 2010;

Kassen y col., 2008; Frost, 2001; Parfitt, 1991).

Osteoblastos:

Los osteoblastos son las células responsables de sintetizar y secretar la matriz dsea
y se localizan en las superficies activas del hueso (Yonezawa y col., 2011; Manolagas,
2000; Ducy y Karsenty, 1998). Morfologicamente los osteoblastos tienen un cuerpo celular
cubico o prismatico del que nacen prolongaciones citoplasmaticas mas o menos alargadas.
Poseen un nucleo redondeado situado en el extremo que se halla mas alejado de la
superficie dsea sobre la que se asientan, y con un nucleolo voluminoso. El citoplasma, rico
en ribosomas libres y mitocondrias, presenta abundantes cisternas de reticulo
endoplasmatico rugoso y un aparato de Golgi yuxtanuclear bien desarrollado (Lian y col.,
1999). Estas caracteristicas son tipicas de aquellas células con capacidad para segregar

grandes cantidades de proteinas (Puzas, 1996).

Cuando los osteoblastos terminan con la fase de formaciéon de hueso, pueden
quedarse en la superficie como células de revestimiento 6seo, o bien, se rodean a si mismas
con la matriz convirtiéndose en osteocitos (Eriksen, 2010). La principal funcion de los
osteoblastos, como células de revestimiento, es formar y secretar las enzimas que eliminan
la capa de osteoide que cubre a la matriz mineralizada. De esta forma los osteoclastos

pueden adherirse al hueso e iniciar la resorcion (Buckwalter y Cooper, 1987).

12
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Osteocitos:

Los osteocitos derivados por diferenciacion de los osteoblastos, forman parte del
tejido 6seo adulto y constituyen mas del 90% de las células del hueso humano maduro
(Eriksen, 2010). Los osteocitos estan encargados de mantener la integridad estructural de la
matriz mineralizada. Intervienen ademads, en la liberacion o depdsito de calcio para el
mantenimiento de la homeostasis del calcio en el cuerpo y expresan moléculas especificas
que controlan la formacion de hueso y el metabolismo del fosfato, tales como, la proteina
de matriz dentinaria 1 (DMP-1), el factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF-23) y la

esclerostina (Eriksen, 2010; Bonewald, 2006).

Morfolégicamente, el cuerpo celular de los osteocitos caracterizado por ser
fusiforme o estrellado, da nacimiento a numerosas y finas prolongaciones tubulares mas o
menos alargadas, conectadas entre si y con células de la superficie (osteoblastos). Estas
conexiones permiten sentir a las células como se deforma el hueso debido a las fuerzas
mecanicas, y coordinar el proceso de remodelado (Lian y col., 1999; Boivin y col., 1990).
Su muerte por microfisuras se ha sugerido como el evento principal en el inicio de la
resorcion osteoclastica del hueso (Eriksen, 2010; Cardoso y col., 2009). Su citoplasma
contiene los mismos organulos que los osteoblastos pero en menor cantidad, al tener una
capacidad metabolica escasa, aunque su presencia parece necesaria para mantener las
propiedades biomecénicas del tejido dseo. La cavidad de la matriz 6sea que contiene el
cuerpo celular del osteocito se denomina laguna osteocitaria y los diminutos canaliculos
que albergan sus prolongaciones citoplasmaticas reciben el nombre de conductos
calcoforos. El estudio de la ultraestructura del osteocitos muestra que esta poblacion

celular posee un aparato de Golgi y un reticulo endoplasmatico rugoso menos desarrollado
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que los osteoblastos. Estas organelas se concentran en el cuerpo celular donde se disponen

alrededor de un nuacleo ovalado.

La situacion de los osteocitos es tedricamente ideal para detectar el estrés mecanico y
las microlesiones de la matriz. Estas células podrian transmitir sefiales a las células de
revestimiento que utilizarian la informacion recibida para modular localmente el

remodelado (Aubin y col., 1995y 1993).

Osteoclastos:

Los osteoclastos son células 6seas muy voluminosas, de forma generalmente
redondeada. Se caracterizan morfolégicamente por tener la particularidad de poseer varios
nucleos, y por presentar en su citoplasma abundantes organelas, mitocondrias, lisosomas,
vesiculas y numerosas microvellosidades. Los osteoclastos proceden de las células madres
hematopoyéticas extraesqueléticas, y se encuentran en la superficie del hueso que va a
sufrir la resorcion. Para poder reabsorber la matriz, los osteoclastos se unen a la superficie
Osea acidificando el medio al secretar enzimas y protones, rompiéndole asi, los enlaces
entre los cristales de hidroxiapatita y el colageno (Khan y col., 2001; Peck y Woods,

1998).

1.2. Matriz Osea.

Las células del tejido 6seo estan ubicadas en la matriz 6sea, estructura formada por

una matriz organica impregnada de sales minerales.

La matriz organica estd formada por coldgeno tipo I, que representa el 90%, y el

10% restante lo compone un largo nimero de proteinas no colagénicas, las cuales,

14
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participan en el proceso de maduracion de la matriz, la mineralizacion y, aunque sus
funciones no son del todo conocidas, parece que regula la actividad funcional de las células

oseas (Kassem, 2008).

Las sales minerales son el componente inorgénico del hueso, que estd compuesto
por depdsitos de fosfato célcico cristalino y una pequena cantidad de fosfato calcico
amorfo. Junto al fosfato célcico, el tejido 6seo contiene numerosos iones que parecen estar
adsorbidos sobre la superficie de los cristales de hidroxiapatita; entre ellos estan: el
magnesio, potasio, sodio, carbonato, citrato, y algunos menos comunes como el plomo, el

oro y otros minerales pesados (Geneser, 2000).

La matriz del tejido dseo esta recorrida por un sistema de cavidades fusiformes que
contienen a los osteocitos y sus prolongaciones. Estas cavidades denominadas
osteoplastos, se comunican entre si mediante canaliculos. De cada uno de estos
osteoplastos, que contiene el cuerpo celular de un osteocito, parten los canaliculos, que son
unos tuneles finos y numerosos, que se comunican unos con otros formando una pared
canalicular anastomoética; que contiene las prolongaciones citoplasmaticas (no
anastomosadas) de los osteocitos. Entre la membrana citoplasmatica de los osteocitos y de
sus prolongaciones, por una parte, y la pared de los osteoplastos y de los canaliculos, por

otra, existe una débil cantidad de liquido intersticial (Eriksen, 2010).

1.3. Organizacion macroscopica del hueso.

Existen dos tipos de organizacion del tejido 6seo en los huesos:

- Tejido esponjoso (hueso trabecular): formado por una serie de trabéculas o laminas

intersticiales colocadas de forma irregular, que al entrecruzarse dejan unos espacios
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huecos intercomunicados donde se aloja la médula 6sea (Cui, 2011; Eriksen, 2010;
Fernandez-Tresguerres-Hernandes-Gil y col. 2006). Predomina en el esqueleto
axial y es adecuado para resistir las fuerzas de compresion y tension que se generan

en esta region (Stevens y Lowe, 2007).

- Tejido compacto (hueso cortical): masa compacta sin espacios huecos visibles.
Existe una red de finos canales longitudinales (conductos de Havers) y
transversales (conductos de Volkmann) que alberga los nervios y los vasos, estos
ultimos posibilitan su nutricion. El hueso compacto predomina en el esqueleto
apendicular y es adecuado para resistir la flexion, la torsion y el cizallamiento (Cui

2011; Fernandez-Tresguerres- Hernandes-Gil y col., 2006).

Todos los huesos estan recubiertos por una capa vascularizada de tejido conectivo,
intimamente adherida al hueso, donde se insertan musculos, tendones y ligamentos,

denominada periostio (Stevens y Lowe, 2007).

Los extremos largos de los huesos se denominan epifisis. El tallo o parte media es
conocido como diafisis y la parte cartilaginosa entre la diafisis y la epifisis se llama
metafisis, que permite el crecimiento de los huesos en la edad joven (Stevens y Lowe,

2007).

1.4. Formacién y crecimiento del tejido éseo.

En la formacion del hueso pueden distinguirse cuatro etapas, independientemente

del tipo de tejido 6seo obtenido y el lugar de formacion:

- Diferenciacion de los osteoblastos a partir de las células-madre.
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Secrecion por los osteoblastos de la matriz organica.

Mineralizacion de la matriz orgénica.

La aparicion de los osteoclastos.

La osificacion es la aparicion de tejido 6seo en un tejido no 6seo al que sustituye

progresivamente. Segun la naturaleza de este tejido no dseo, se distinguen dos tipos de

osificacion:

1.5.

Endoconjuntiva (directa): Las células mesenquimatosas indiferenciadas se
transforman en osteoblastos en el seno del tejido conjuntivo y se lleva a cabo la
osteogénesis. Cuando se ha constituido una pequefia zona de tejido Oseo, otras
células mesenquimatosas se diferencian en osteoblastos, que se disponen alrededor
de la zona 6sea formando una hilera de osteoide, que es la denominacion que tiene

la matriz 6sea cuando no esta calcificada. (Cui, 2011; Poirier, 2002).

Endocondral (indirecta): tiene lugar en el tejido cartilaginoso, el cual, es
reemplazado por tejido 6seo seguido de un crecimiento longitudinal del hueso. Es
el mecanismo por el cual, la mayoria de los huesos de los vertebrados se

desarrollan (Carl y col., 2004; Kronenberg, 2003; Poirier, 2002).

Modelado y Remodelado del tejido éseo.

El tejido oseo al igual que el resto de tejido del organismo, sufre un proceso de

crecimiento y desarrollo desde el comienzo de la vida a la edad adulta. Este es un proceso

dindmico, en el que estdn implicados el proceso de modelado, responsable del control del

crecimiento y morfologia del hueso y el proceso de remodelado, responsable del equilibrio
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entre la formacion y la resorcion. De tal modo que, aunque macroscopicamente el
esqueleto parece ser un oOrgano estatico, el tejido d6seo es bastante activo a nivel
microscopico. Cada hueso estd disefiado para poder soportar niveles maximos de tension
mecanica con la menor masa de hueso posible. Debido a ésto, es por lo que los huesos
presentan una fase dindmica de crecimiento y una fase de resorcion. (Ksiezopolska-

Orlowska, 2010; Papachroni y col., 2009).

Por tanto, el modelado y remodelado, son los procesos que dan lugar a los cambios

en la geometria y la masa del hueso (Einhorn, 1996).

El modelado es el proceso organizado de la célula dsea que permite el crecimiento
0seo y regula la resistencia del hueso, mediante la actividad de los osteoblastos y los
osteoclastos situados estratégicamente. Se realiza por medio del crecimiento dseo
endocrondral y constituye la base del crecimiento longitudinal del hueso. Es una etapa de

crecimiento que se prolonga hasta la adolescencia (Frost, 1990).

La remodelacion 6sea (formacion y resorcion) es un proceso continuo y secuencial
de degradacion y reparacion de las cavidades microscopicas del hueso. En el adulto, cerca
de un 8% del tejido 6seo es renovado anualmente, esta cifra es superior en el joven e
inferior en el anciano. Esta basado en la resorcion y formacion de poblaciones celulares en
relacion con el reemplazamiento de hueso viejo por joven, con el fin de asegurar la

integridad del esqueleto (Eriksen, 2010; Gallager, 2008).

Esta renovacién permanente del tejido dseo adulto traec consigo dos consecuencias

importantes:

- permite al tejido 6seo desempenar su funcidon metabolica (liberacién de minerales

en el momento de su destruccion);
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- permite una continua adaptacion del hueso a las nuevas condiciones mecanicas para

la reorganizacion de su arquitectura interna.

La remodelacion dsea se lleva a cabo por un grupo de células que constituyen la
BMU, que comprende los osteoclastos, osteoblastos y osteocitos. Estd sometida a un
estricto control, estableciéndose un equilibrio entre la formacién dsea y la resorcion
(Papachroni y col., 2009; Roodman, 1996). En este proceso, los osteoclastos son las células
encargadas de la resorcion dsea y los osteoblastos, ocupando los espacios vacios dejados
por los osteoclastos, de la formacion Osea, lo que constituye la unidad remodeladora del
hueso (URH)  (Yonezawa, 2011; Seeman, 2002; Frost, 1991). Este proceso de
remodelacion se puede dividir en varias etapas: el cese de la actividad osteoclastica y la
desaparicion de los osteoclastos del lugar de resorcidn, la atraccion de los precursores de
osteoblastos a dicho lugar; la proliferacion de los precursores de osteoblastos; la
diferenciacion de estos precursores a osteoblastos maduros con capacidad de secretar
colageno y formacion de matriz mineralizada y el cese de la actividad osteoblastica
(Ksiezopolska-Orlowska, 2010; Pfeilschifter y Mundy, 1987). Se cree que la carga
mecanica juega un papel regulador sobre el proceso de la remodelacion ejerciendo una
retroalimentacion entre la formacion del hueso y la resorcion. Los osteoclastos son
activados en respuesta de una bajada de la carga, mientras que los osteoblastos son
estimulados por un incremento de la carga positiva (Ksiezopolska-Orlowska, 2010; Brandi,

2009; Smith y col., 2002).

La resorcion dsea es mucho mas rapida que la formacion: un area de hueso puede
estar resorbida en 2-3 semanas pero el hueso tarda como minimo tres meses en la

reconstruccion de dicha 4rea (Harada y Rodan, 2003).

19



EFECTO DE LOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS SOBRE EL OSTEOBLASTO:
DETERMINACION DEL MECANISMO DE ACCION

La remodelacion de hueso comienza con la ostedlisis a cargo de los osteoclastos,
que liberan los minerales y degradan la sustancia osteoide cuya profundidad varia entre las
60um de las personas jovenes y las 40um de las personas mayores; este periodo de
resorcion tiene una duracion media de 30 a 40 dias (Eriksen, 2010). Las lagunas resultantes
son reparadas por osteogénesis (formacion de hueso), obra de los osteoblastos, que en
primer lugar segregan la sustancia osteoide y después intervienen en su mineralizacion. Al
final de la secuencia de remodelacion, cuando no se requiere mas sintesis de matriz osea,
los osteoblastos pierden su capacidad sintética y quedan como osteoblastos inactivos, o
bien, son atrapados en el frente de calcificacion, incluyéndose en el hueso como osteocitos,
los cuales tienen a su cargo la nutricion del hueso y pueden desarrollar actividad
desmineralizante. La duracioén de esta fase del ciclo en el hueso cortical es mas corta que
en el esponjo. De tal modo que, en el hueso cortical la media de tiempo es de 120 dias,
mientras que la superficie total de hueso esponjoso estd completamente remodelada tras un
periodo de dos afios (Agerback y col.,, 1991). La ostedlisis y la osteogénesis estan
acopladas, pero el remodelamiento no es perfecto, ya que, al final de cada ciclo queda un
pequeno déficit de masa dsea, lo que explica que a partir de la tercera y cuarta década
aparezca una pérdida paulatina de hueso (Robling y col., 2006; Ducy y col., 2000). En
estados de enfermedad como la osteoporosis, el defecto principal es que los osteoblastos no
pueden volver a llenar el vacio de resorcion que conduce a una pérdida neta de hueso en

cada evento de remodelacion (Ksiezopolska-Orlowska, 2010; Eriksen, 1990).

Ademas, los osteoblastos se ven sometidos a procesos de muerte celular o apoptosis
en los lugares de remodelacion, observandose numerosos signos en los lugares de
resorcion como consecuencia de la actividad osteoclastica, con aumento de los niveles de

calcio (Zaidi, 1990) y de fosfato (Yates y col., 1991).
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1.6. Reparacion osea.

La reparacién 6sea es el proceso que tiene lugar después de un trauma 6seo y
generalmente ocurre en dos fases: una fase de reparacion inicial y una segunda fase de
remodelacion. Es un proceso complejo que requiere de la interaccion de las células
mesenquimales en las diferentes etapas de diferenciacion y de una cascada coordinada de
factores de crecimiento, citoquinas y proteinas osteoinductoras (Coulibaly y col., 2010,

Papachroni y col., 2009; Mott y col., 2002).

En primer lugar, en la zona afectada por un trauma, se produce un hematoma que es
reabsorbido por los macrofagos. Paralelamente, y como consecuencia del proceso
inflamatorio, granulocitos, monocitos y linfocitos migran a la herida acompafiados de
c¢lulas mesenquimales pluripotenciales. Estas células producen en el lugar del trauma un
exudado con citoquinas y mediadores de la inflamacién que reclutan mas células
inflamatorias y factores de crecimiento (Boursino, 2009). Dependiendo del estimulo, las
células emigran, proliferan y se diferencian en células endoteliales, fibroblastos,
condroblastos y osteoblastos, los cuales, produciran los vasos y un nuevo tejido conectivo
local que reemplazaré al codgulo que se origina como consecuencia de la hemorragia que
produce el trauma. Las células con propiedades fagociticas como los macréfagos, digeriran
los restos de tejido (LaStayo y col., 2003). Esta fase se conoce como fase de inflamacion

(Van Gaalen, 2008).

La fase de reparacion inicial aparece a continuacion de la fase de inflamacion. En
ella, son las células formadoras de hueso las que intervienen. Estas células establecen
puentes de tejido dseo inmaduro, sin orientacion espacial definida (callo de fractura), que

unen entre si los extremos del hueso fracturado.
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En una fase posterior se lleva a cabo la remodelacion. El tejido 6seo inmaduro
formado en la fase inicial es sustituido por otro tejido de tipo laminar, orientado segun las

lineas de fuerza que actuan sobre la zona (Van Gaalen, 2008; LaStayo y col., 2003).

En el hueso también es comun que se produzcan microfacturas trabeculares, las
cuales no modifican la morfologia externa del hueso y suelen ser causadas por la fatiga
mecanica. Estas fracturas microscopicas son igualmente reparadas a través de la formacion
de microcallos de fractura, los cuales se forman mediante una dindmica similar a la seguida

en la formacion de los grandes callos (LaStayo y col., 2003).

2. OSTEOBLASTO.

El osteoblasto es la célula del hueso responsable de la formacion del tejido 6seo. Se
origina a partir de células mesenquimales primitivas, que dan lugar a una progenie con

capacidad de diferenciacion limitada.

Los mediadores que inducen el proceso de diferenciacion no se conocen bien,
aunque esta demostrado que los glucocorticoides, factores hormonales, factores de
crecimiento y ciertas citoquinas desempefian una funcion reguladora en estadios de
diferenciacion temprana en algunas lineas celulares (Papachroni y col., 2009; Robling,

2006; Mott, 2002).
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2.1. Diferenciacion.

La diferenciacion de cualquier poblacion celular es el término reservado para la
especializacion de la estructura y de la funcion celular. Tienen caracter progresivo y al

parecer irreversible (Becker y col., 2009).

Segun las etapas de proliferacion celular, la secuencia del desarrollo osteoblastico
comprende tres fases: proliferacion, sintesis de matriz 6sea o maduracion y mineralizacion

(Liuy col., 1994; Malaval y col., 1994).

Las células osteoblasticas se dividen en una sucesion lineal desde osteoprogenitoras

a preosteoblastos, osteoblastos y osteocitos.

Célula 1, Célula - Célula — Osteoblasto — Osteocito
mesenquimal Osteoprogenitora Pre-osteoblastica l
Maduracién Mineralizacion

Proliferacion
Matriz extracelular Matriz extracelular

Fibronectina Runx-2/Cbfa-1

Runx-2/Cbfa-1

Runx-2/Cbfa-1

TGF-B Fosfatasa Alcalina Osteopontina

c-Fos /c-Jun Colageno tipo | Osteocalcina

Msx-2 Sialoproteina désea
Proliferacion s Maduracidon/Matriz extracelular =====  Mineralizacion/Matriz extracelular

Figura 1. Division del linaje osteoblastico.
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Las células osteoprogenitoras, también conocidas como células madre, son células
indiferenciadas con morfologia fibroblastica. Durante la formacién del hueso estas células
sufren una division y diferenciacion a células formadoras de hueso. En reposo, son capaces
de transformarse en osteoblastos y secretar matriz ésea. Se encuentran en las superficies
externas e internas de los huesos (células peridsticas y células enddsticas). Son capaces de
dividirse y proliferar, y se diferencian en tres tipos de células, ademas de los osteoblastos:

adipocitos (Gimble y col., 1996), condroblastos y fibroblastos (Hall y col., 2001).

Los preosteoblastos son células de aspecto fibroblastico que se encuentran cercanas
a la superficie 6sea, pero separadas de ésta, por otros tipos celulares como las células del
endostio (Puzas, 1996). Derivan de una célula madre del estroma medular, y en ellas recae

el potencial proliferativo del linaje osteoblastico.

Los osteoblastos son células fusiformes con citoplasma basoéfilo y ricas en unas
isoenzimas especificas de la fosfatasa alcalina (AP) (Puzas, 1996). Suelen considerarse
células con diferenciacion terminal, por tanto incapaces de dividirse. No obstante, existen

datos que sugieren que conservan, al menos en parte, la capacidad proliferativa.

Los osteoblastos totalmente maduros, se hallan en contacto directo con la superficie
6sea formando grupos compactos de una sola capa de espesor, que se caracterizan por
tener la capacidad de sintetizar la matriz mineralizada, controlando el deposito de sales
minerales. Ademas, son los responsables de la formacion del componente organico de la
matriz dsea, la sintesis de colageno tipo I (COLL-I), osteonectina, osteopontina,
osteocalcina, AP, factores de crecimiento, el ligando de receptor activador para el factor
nuclear kB (RANKL), el cual, es necesario para la diferenciacion de los osteoclastos, asi

como el receptor para la hormona paratiroidea (PTH) (Eriksen, 2010; Kassen y col., 2008;
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Bonewald, 2006; Murshed y col., 2005). Los cambios en la expresion de estas moléculas,

estan relacionados con los distintos grados de desarrollo y maduracion de los osteoblastos.

Los osteoblastos pasan por tres estados funcionales, tanto in vivo como in vitro
(Lian y Stein, 1992; Lian y Stayn, 1993): proliferacion celular y sintesis de los
componentes organicos de la matriz 6sea; maduracion de la matriz 6sea (cambios en la
composicidon y organizacion de la matriz que la hacen competente para ser mineralizada), y

depdsito de mineral.

Los osteoblastos pueden alojarse en la superficie 6sea o quedar rodeados por la
matriz que sintetizan. Cuando permanecen en la superficie, finalizan la sintesis de la
matriz, se aplanan y pasan a ser células de revestimiento, conocidas como “lining cell” o
células del endostio. Estas células a través de la produccioén de factores locales como la
Interleuquina-6 (IL-6) o la Interleuquina-11 (IL-11) parecen desarrollar un control sobre el
remodelado 6seo (Manolagas y col., 1995). Los osteoblastos que quedan en el espesor de
la matriz se diferencian, adquiriendo una apariencia estrellada, denominandose osteocitos

(Lian y Stein, 1992).

Por tanto, una vez que el osteoblasto ha desempenado su funciéon, como célula
formadora de hueso, y no se requiere mas sintesis de matriz 6sea, los osteoblastos se
inactivan perdiendo su capacidad sintética, quedando como células de revestimiento que
cubren todas las superficies de los huesos o bien son atrapados en el frente de calcificacion,

incluyéndose en el hueso como osteocitos (Eriksen, 2010).
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2.2. ldentificacion.

Cléasicamente, la identificacion del osteoblasto se ha venido realizado por su
ubicacion en el hueso, si bien, actualmente se realiza en base a cuatro parametros:

morfoldgicos, bioquimicos, genéticos y antigénicos.

a) Identificacion morfologica

Los osteoblastos son células grandes con forma cubica o prismatica, el nicleo es
redondeado y tienen un unico nucleolo muy desarrollado, situado con frecuencia en el
extremo de la célula y lo mas distante de la superficie 6sea. El citoplasma es rico en
ribosomas y mitocondrias, lo que sugiere que estas células poseen un metabolismo muy
activo. Dado que estas células son las responsables de la formacion del tejido 6seo, se
ubican en el frente de avance del hueso que crece o se desarrolla; disponiéndose en una
capa epiteloide de células cuboideas conectadas con otras, a través de expansiones finas y

cortas.

El estudio ultraestructural, muestra que entre el nucleo y la membrana celular, se
sittan de manera sucesiva el aparato de Golgi y abundantes cisternas del reticulo
endoplasmatico rugoso (Puzas, 1996). Hay numerosas vacuolas que contienen material
amorfo o grumos de apreciable densidad. Estas caracteristicas son tipicas de células con
capacidad para segregar grandes cantidades de proteinas. En ocasiones, se observan gotitas
lipidicas y cuerpos densos limitados por membranas que se identifican como lisosomas

(Tullberg-Reinert y Jundt, 1999).

b) Identificaciéon Bioquimica

Desde un punto de vista bioquimico los osteoblastos se caracterizan por la
secrecion de distintas proteinas como osteopontina, osteocalcina, colageno tipo I y AP.

26



INTRODUCCION

Sintesis de osteopontina: Es una glicoproteina hidrofilica y fosforilada, que posee
aproximadamente 314 aminodcidos. El 20% de su peso molecular corresponde al acido
sidlico. Es producida por una gran variedad de tipos celulares entre ellos el osteoblasto,
estimulados por la 1-a-1,25-dihidroxivitamina D. Dicha molécula se une a la hidroxiapatita
y a las células, participando en la resorcion osea, mediante la fijacion de los osteoclastos a
la superficie de la fase mineral (Reinholt y col., 1990). Estd expresada en zonas de
inflamacion y se liga a una gran variedad de receptores de superficie celular (integrinas y

CD44).

La osteopontina tiene funciones proinflamatorias: presenta funcidon quimiotactica,
induccién de la proliferacion de células B y por lo tanto produccion de anticuerpos, y
aumenta la supervivencia celular de células inflamatorias; asi como, funciones reparadoras:
esta implicada en la reparacion de tejidos y tiene una actividad antiinflamatoria, inhibiendo

la produccién del 6xido nitrico.

Sintesis de osteocalcina: Es una proteina morfogenética sintetizada por los osteoblastos
que solo se encuentra en el hueso y representa entre un 10 y un 20% de las proteinas no

colagénicas totales de la matriz extracelular (Coulibaly y col., 2010).

La sintesis de osteocalcina constituye un indice especifico de la fase media de la
diferenciacion de los osteoblastos y desempefia un papel en el proceso de mineralizacion,

en la calcificacion dsea y en la inhibicion del cartilago (Yang y col., 2001).

Sintesis de AP: se trata de un enzima hidrolitica o hidrolasa responsable de eliminar grupos
de fosfatos de varios tipos de moléculas. Es un marcador elevado en todos los tejidos
mineralizantes. El hueso es una de las principales fuentes de AP, que es una ectoenzima de
los osteoblastos capaz de generar fosfato inorganico extracelular. Se encuentra en el

plasma de la membrana de los osteoblastos (Coulibaly y col., 2010). Es un indicador de la
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actividad osteoblastica y osteolitica, cuya expresion, en los osteoblastos, guarda relacion

con el grado de maduracion celular (Ducy y col., 2000).

La realizacion de técnicas citoquimicas para la localizacion de la AP se usa para la
localizacion de poblaciones osteoblasticas en el hueso en desarrollo, asi como, los
preosteoblastos del tejido conectivo mesenquimal y del estroma medular (Dodds y col.,

1994).

Sintesis y secrecion de colageno: el Colageno tipo I, es sintetizado por los osteoblastos
durante los ltimos periodos de proliferacion y los primeros periodos de la maduracion de
la matriz (Lian y Satyn, 1993; Stein y col., 1996). Es una molécula triple helicoidal
compuesta por dos cadenas o-1 polipéptidas y una cadena a-2 (Coulibaly y col., 2011).
Esta proteina es el mayor componente proteico del hueso, constituye el 90% de la matriz
organica y se encuentra distribuida en concentraciones elevadas en hueso, piel, tendones y

a nivel de los ligamentos, esclerética, dentina, aponeurosis y capsulas.

c) Identificaciéon Antigénica:

Los osteoblastos poseen un perfil antigénico propio, en el que se combinan
diferentes antigenos que son coexpresados por otras células que tienen su origen en la

médula dsea.

Entre los antigenos tipicamente expresados en células hematopoyéticas y que han
sido descritos en osteoblastos humanos en cultivo cabe sefialar la expresion del CD34,
antigeno asociado con un origen hematopoyético. Si bien, la expresion de este marcador
varia segun la linea celular y el anticuerpo monoclonal (Abmo) utilizado, detectandose
solo con un Abmo que es un “pool” frente a distintos epitopos de CD34, no detectandose el

CD45, antigeno propio del linaje leucocitico. En relacion a los antigenos de células B, los
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osteoblastos son positivos para los antigenos CD20 y CD23, y negativos para el CD19. Los
marcadores de la linea celular mielomonocitica detectada en el osteoblasto son el CD11b,
CD13 y CD16; sin embargo, no expresan los antigenos CD14, CD15, CD33 y CD68. Los
osteoblastos también muestran expresion positiva para los antigenos propios de células
presentadoras de antigenos como CD44, CD54, CD80, CD86 y HLA-DR, para el marcador
de células Natural Killer (NK), el CD56 y para una serie de antigenos cuya expresion no es
especifica de una determinada poblacion celular como es CD10, CD25, CD38 y CD69.
Finalmente, sefalaremos expresion positiva del antigeno especifico de las células

foliculares dendriticas (FCD y DRC-1) (Reyes-Botella y col., 2002, 2000 y 1999).

Cabe senalar que los marcadores anteriormente indicados, no siempre se expresan
en el 100% de la poblacién analizada. Asi, mientras que los antigenos CD10, CD13, CD44
y el antigeno especifico de células dendriticas se expresan en el 100% de los osteoblastos
humanos y no sufren cambio en su expresion como consecuencia del tratamiento con
distintas citoquinas y/o factores de crecimiento, los antigenos CD54, CD80, CD86 y HLA-
DR son antigenos que se expresan en parte de la poblacion, y su expresion se ve modulada
en respuesta a distintos tratamientos (Diaz-Rodriguez y col., 2012; Pérez y col., 2006;

Reyes-Botella y col., 2002).

Los antigenos de membrana CD10, CD13, CD44, CD54, CD80, CD86, HLA-DR se
han descrito tanto en osteoblastos humanos en cultivos primarios aislados a partir de
muestras de tejido 6seo (Reyes-Botella y col., 2002), en osteoblastos presentes en cortes de
hueso humano (Garcia-Martinez y col., 2006), como en osteoblastos transformados, es el
caso de la linea celular de osteosarcoma humano, MG63 (Diaz-Rodriguez y col., 2009).
Este hecho, junto a la modulacion del perfil antigénico, bien de los osteoblastos humanos

en cultivo o bien de la linea celular MG63, observada como consecuencia de distintos
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tratamientos, es lo que ha llevado a algunos autores a sugerir que en el osteoblasto hay
unos antigenos constitutivos y otros antigenos modulables (Diaz-Rodriguez y col., 2012;

Diaz-Rodriguez y col., 2010; Pérez y col., 2006).

d) Identificacién genética:

Los genes expresados en los fibroblastos y condrocitos, los podemos encontrar
igualmente expresados en los osteoblastos, pero ademads, éstos tienen dos genes
transcriptores especificos que son: la osteocalcina, inhibidor de la funcién osteoblastica
que es expresada solamente por los osteoblastos que estan completamente diferenciados y

el factor de transcripcion Cbfal (Karsenty, 2000; Ducy y col., 2000).

El Cbfal tiene un papel dominante en la diferenciacion osteoblastica, y debido a
ésto, se puede deducir que también puede desempefar un papel importante en la
regeneracion del hueso e inducir un ambiente (regenerador) embrionario en los tejidos
finos dafiados del adulto; por tanto, el Cbfal tiene todas las propiedades como factor de
diferenciacion para el linaje osteoblastico. Durante el desarrollo embrionario, el Cbfal es
expresado justo antes de la diferenciacion de los osteoblastos y so6lo en células
mesenquimales comprometidas para convertirse o en osteoblastos o en condrocitos (Ducy
y col, 1997). Es el marcador mas temprano y mas especifico de la osteogénesis
(Fernandez-Tresguerres-Hernandes-Gil y col.,, 2006). Actia como activador de Ila
transcripcion pudiendo inducir la expresion del gen especifico de osteoblastos en
fibroblastos, incluso en mioblastos. La expresion del Cbfal es regulada por distintos
factores, como las proteinas morfogenéticas dseas (BMPs) (Ducy y col., 1997), o el propio

gen (Ducy y col., 1999).
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2.3. Funciones del osteoblasto.

La funcion principal del osteoblasto a nivel del hueso es sintetizar los componentes
de la matriz 6sea y controlar la actividad de resorcion de los osteoclastos. No obstante,
junto a esta funcion clasica del osteoblasto actualmente se le atribuyen otras funciones
asociadas al sistema inmune, como la sintesis de citoquinas, la estimulacién y/o
presentacion de antigenos a los linfocitos T y la capacidad fagocitica frente a distintas
dianas en cuanto a naturaleza y tamafo de éstas (Stanley, 2006; Rifas y col. 2003; Ruiz y

col., 2003).

Varios estudios han demostrado que los osteoblastos secretan citoquinas, tales
como las citoquinas proinflamatorias, entre las que se encuentran: Interleukina-1 (IL-1),
Interleukina-6 (IL-6), Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a), Interleukina-12 (IL-12),
Interleukina-18 (IL-18), Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y Mastocitos
(GM-CS/FM), quimioquinas como la Proteina Quimiotactica de Monocitos tipo 1 (MCP-
1), la Proteina Inflamatoria de Macrofagos (MIP) y la IL-8 (Matsuo e Irie, 2008;
Schindeler y col., 2008; Bost y col., 2001; Bost y col., 2000; Udagawa y col., 1997).
Igualmente se ha descrito la secrecion por parte del osteoblasto de distintos factores de
crecimiento como el TGFp1, el cual, puede también actuar como un factor inflamatorio
(Reyes-Botella y col., 2002b; Robey y col., 1987). El osteoblasto, incluso, posee una
expresion positiva a nivel intracitoplasmatico para una serie de citoquinas que
generalmente son expresadas y/o sintetizadas por células presentadoras de antigeno tales
como IL-4, IL-12, IL-15, IL-18 o Interferon ganma (IFNy), expresion que se ve modulada
por el tratamiento con distintos factores de crecimiento (FGF, TGFB1 o PDGF), o bien por

distintas citoquinas (IL-1 o IFNy) (Ruiz y col., 2007).
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Junto a la sintesis y secrecion de citoquinas se sabe que esta poblacion celular
expresa receptores para distintas citoquinas, los cuales, mediatizan la respuesta para
secretar productos de linfocitos activados (Rifas y col., 2003; Takeuchi y col., 1995;

Ishibashi col., 1995).

Los osteoblastos, como se ha descrito anteriormente, expresan antigenos propios de
células inmunocompetentes, y mas concretamente de células presentadoras de antigeno,
entre las que se incluyen moléculas co-estimuladoras y ligandos para dirigir las moléculas
de la superficie de las células T, aspecto éste documentado, tanto en lineas de osteoblastos
humanos, como en tejidos 6seos intactos (Lisignoli y col., 2004; Reyes-Botella y col.,
2002; Okada y col., 2002; Kikuchi y col., 2001; Nelissen y col., 2000; Reyes-Botella y
col., 2000). La presencia de estos marcadores en la superficie celular del osteoblasto tiene
una clara implicacién funcional, como lo demuestra la capacidad del osteoblasto para
estimular alogénicamente a los linfocitos T, lo que impulsé a autores como Ruiz y col.
(2003) sugerir que los osteoblastos poseen capacidad presentadora de antigeno. En esta
misma linea, Stanley y col., (2006), muestran que los osteoblastos humanos tienen
propiedades inmunocompetentes e interaccionan bidireccionalmente con los linfocitos T,
sugiriendo que estas interacciones observadas en estudios in vitro pueden extrapolarse a

nivel fisiologico y sobre todo en situaciones patologicas que tienen lugar in vivo.

En relacion con la capacidad fagocitica atribuida al osteoblasto, estudios realizados
in vitro, tanto con células de origen humano, como con células de rata, han puesto de
manifiesto dicha capacidad, al demostrar la incorporacion en el citoplasma celular de
distintas particulas diana después de un periodo de incubacion conjunta. Las particulas
diana estudiadas, son polimeros sintéticos y particulas de desecho de material protésico de

diferente composicion. En cuanto al tamafio de la particula fagocitada, en general, eran de
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pequefio tamafo con un diametro comprendido entre 1 y 3 um (Heineman y col., 2000;
Lohman y col., 2000; Pioletti y col., 1999). Posteriores estudios mostraron que esta
capacidad fagocitica se extiende tanto a material sintético no degradable (bolitas de latex),
como a distintos microorganismos (Candida Albicans, Escherichia Coli y Klebsiella) (Ruiz

y col., 2003).

Las particulas fagocitadas ya sean restos de desecho de material protésico como
material biolégico, se incorporan al citoplasma celular. Cuando el material fagocitado son
restos de material protésico, después de periodos prolongados de incubacioén, a nivel
celular se observan signos de apoptosis o de necrosis celular (Lohman y col., 2000; Pioletti
y col., 1999). Sin embargo, cuando las dianas fueron microorganismos, no se describen
signos de deterioro celular, aunque si se observan cambios a nivel de la membrana
citoplasmatica, la cual, mostraron una superficie irregular con abundantes extensiones
citoplasmaticas y también se detecta un aumento del nimero de lisosomas y de inclusiones
granulares (Ruiz y col., 2003). Heineman y col., (2000) muestran que los osteoblastos al
ser incubados durante un largo periodo de tiempo con particulas diana poseen capacidad
fagocitica y expresan el antigeno CD68, marcador propio de los macréfagos. Esta
expresion fue dependiente del periodo de incubacion pero independiente de la naturaleza
quimica de la particula. Estos resultados llevaron a este grupo de investigacion a especular
con la posibilidad de que el osteoblasto, posea un fenotipo mixto en relacién con el

macrofago.

Algunos autores han sugerido que durante la diferenciacion osteobléstica, una
subpoblacion de células podria verse involucrada en funciones inmunes, tales como, la
fagocitosis y la activacion de las células T. Asi, cuando los osteoblastos estdn en contacto

con microorganismos y materiales endoprotésicos, desarrollan funciones inmunoldgicas
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para eliminarlos. Esta actividad, puede conllevar cambios a nivel morfoldgico, antigénico y
bioquimico. Esta nueva funcidn, puede ser importante en algunas situaciones como en
procesos inflamatorios que van acompaifiados de la liberacion de citoquinas. Estas tltimas,
actuarian modulando y acentuando el fenotipo antigénico de los osteoblastos y, por tanto,
su papel funcional inmunologico (presentacion de antigeno y fagocitosis), el cual, podria,
parcialmente, detener el proceso de diferenciacion y maduracion, por ejemplo, la
formacion 6sea. Este proceso, es propuesto como un mecanismo de emergencia y no como

un proceso fisioldgico (Ruiz y col., 2003).

En relacion con la anterior propuesta hay varios estudios que la confirman. Asi la
exposicion, tanto de osteoblastos murinos como de osteoblastos humanos con dos
patogenos bacterianos tan diferentes como Salmonella, una enterobacteria Gram negativa,
y Staphilococcus aureus, un coco Gram positivo, produce un aumento de la expresion de
moléculas de clase II (HLA-DR) y de la molécula coestimulante CD40 (Schrum y col.,
2003a y Schrum y col., 2003b). Ambos microorganismos estan frecuentemente asociados
con enfermedades 6seas. En relacion al HLA-DR y al CD40, sefialar que ambas moléculas
juegan un papel importante en el mecanismo de activacion de los linfocitos T y su
expresion es propia de macréfagos y células dendriticas, en definitiva, de células
presentadoras de antigeno. Por otra parte, los osteoblastos en cultivo expuestos a S. aureus
y Salmonella secretan cantidades significativas de citoquinas proinflamatorias, factor
estimulante de colonias y quimiocinas, las cuales, podrian actuar favoreciendo el
reclutamiento de macrofagos, neutréfilos y linfocitos T al tejido 6seo (Gasper y col., 2002;
Bost y col., 2001; Bost y col., 2000). Todos estos datos sugieren que los osteoblastos
juegan un papel importante en la iniciacion de la activacion de los linfocitos T en los
lugares donde hay una infeccion en el hueso. Por lo tanto, los osteoblastos pueden

desempefiar un papel importante en la iniciacion de la respuesta inmune del huésped
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después de la infeccion bacteriana del hueso (Schrum y col., 2003a y Schrum y col.,

2003b).

3. INFLAMACION

La inflamacion es la respuesta defensiva del organismo ante una agresion de
cualquier naturaleza fisica, quimica, mecanica o biologica. Es por tanto, un mecanismo
inmunolodgico inespecifico, que tiene como objetivo eliminar el agente causal, cicatrizar el
tejido danado y restablecer la funcion normal (Garcia-Barreno, 2008; Feria, 2008). La
respuesta inflamatoria estd coordinada por un numeroso dispositivo de mediadores que se

organizan en complejas redes reguladoras (Garcia-Barreno, 2008).

Hay varias vias inflamatorias, cada una de las cuales, progresa a través de una
cascada de procesos bioldgicos, por lo que, cada etapa en el proceso, tiene la propiedad de
inducir las etapas subsecuentes y dar origen a una respuesta integrada. El conjunto de
procesos particulares que tienen lugar durante una respuesta inflamatoria, dependen de
multiples factores: la naturaleza del estimulo desencadenante, su puerta de entrada y las

caracteristicas del huésped (Pape y col., 2010).

En los procesos infecciosos, en donde el dafio tisular es de naturaleza biologica, la
inflamacion es una respuesta elemental, pero rapida, de defensa frente a la infeccion que
precede y prepara la respuesta especifica. En esta repuesta inmunoldgica, tiene lugar la
liberacion de mediadores, que son los responsables de los cambios vasculares que
acompafian a la respuesta inflamatoria, y que a su vez, originan los signos tipicos de la
inflamacion: tumor, rubor, calor y dolor (Garcia-Barreno, 2008; Pérez-Ruiz y col., 2002;

Diaz-Rubio y Espinds, 1994).
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La inflamacion es, por tanto, una respuesta fisiologica, aunque en determinadas
circunstancias se puede hacer patologica como en la inflamacion créonica (Algarrada y col.,

2001).

3.1. Fases de la inflamacion.

En la inflamacion, tienen lugar una serie de fases sucesivas. En la primera de ellas,
como consecuencia del traumatismo, el mastocito se degranula, liberando un numero
importante de mediadores de la inflamacion (histamina, heparina, kininogenasas y factores
quimiotacticos, entre otros). Algunos, actiian sobre las células endoteliales que tapizan

internamente los vasos, aumentando la permeabilidad.

Esto permite que en una primera etapa pasen moléculas circulantes de la sangre
como anticuerpos, factores del complemento o proteinas de la fase aguda, hacia el foco
inflamatorio, o lo que es lo mismo, al tejido que ha sufrido el traumatismo. Las células
endoteliales activadas por los mediadores de la inflamacidén, expresan determinadas
moléculas de adhesion que se unen a sus ligandos expresados por los leucocitos que
circulan por la sangre y determinan, en una fase tardia, la llegada de estos leucocitos al

foco inflamatorio.

Las moléculas y leucocitos atraidos hasta el tejido que ha sufrido el traumatismo,
desarrollan sus funciones inmunologicas en dicho foco. La respuesta inflamatoria, es
activada por citoquinas pro-inflamatorias, tales como la IL-1, IL-6 o el TNF (Kulinsky,
2007) y citoquinas de inmunidad celular THI como el IFNy, e inhibida por citoquinas de

inmunidad celular TH2 como la IL-4, IL-10, TGFB1 y, glucocorticoides.
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Una vez que el problema ha sido resuelto, en el caso de que la agresion sea de
origen bioldgico y cuando la infeccion ha sido eliminada, se inicia el proceso de
reparacion, el cual, constituye la ultima etapa de la respuesta inflamatoria. En esta etapa, es
muy importante la participacion de células fibroblasticas, sobre todo en el tejido
conjuntivo. Estas cé€lulas producen fibras de la matriz extracelular e inducen la retraccion

de las heridas (Serhan, 2006).

3.2. Mediadores de la inflamacién.

En el proceso inflamatorio, participan conjuntamente células y moléculas.

El componente celular, estd formado, segiun el orden de participacion, por: los
monocitos, los neutréfilos, los mastocitos, los macrofagos, los eosindfilos, las plaquetas,

los linfocitos y las células endoteliales (Esplugues y Barrachina, 2008).

Las moléculas que participan en la inflamacion son muy variadas y poseen distinta
naturaleza quimica (Connell y Mclnnes, 2006; Abbas y Lichtman, 2006). Entre estos

mediadores destacan los siguientes:

e Proteinas plasmaticas, como son las del sistema del complemento, las kininas, o las

proteinas fibrinoliticas y de la coagulacion.

e Mediadores lipidicos o mediadores de novo sintetizados in Situ, como las

prostaglandinas (PGs), los tromboxanos (TXs), leucotrienos y lipoxinas.

e Péptidos y Aminas, como histaminas, serotonina, quimioquinas y citoquinas (IL-1,

IL-6, IL-12, TGFB1)
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4. LOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS.

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), comprenden un grupo heterogéneo
de medicamentos, la mayoria de los cuales son acidos orgéanicos con acciones
antiinflamatoria, analgésica, antipirética y anti-agregante plaquetaria. Estos medicamentos
son comunmente usados por tener un amplio rango de aplicacion en la practica clinica,
tanto en el tratamiento de dolencias musculoesqueléticas, como en otra gran gama de
indicaciones debido a dichas acciones. Sin embargo su uso se ve limitado por la posible
aparicion de efectos adversos, potencialmente letales, como puede ser la enfermedad
ulcerosa péptica o la insuficiencia renal. Tanto su efecto terapéutico como su potencial de
toxicidad se deben a la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa (COX) y, en consecuencia,
a la inhibicion de PGs y TXs. Ante la necesidad de reducir sus efectos gastroerosivos se
han desarrollado nuevos farmacos, antiinflamatorios selectivos de la COX-2 que,
manteniendo sus propiedades terapéuticas, producen menores efectos adversos a nivel

gastrointestinal (Boursinos, 2009; Vallano, 2002).

La inflamacion es una respuesta de caracter protector contra los agentes agresores,
no obstante en ocasiones, la reaccion inflamatoria puede ser perjudicial por su propio
mecanismo de acciéon, de modo que los AINEs potencian los efectos beneficiosos de la
inflamacion controlando al mismo tiempo sus secuelas nocivas, de manera que sea util para
localizar y aislar, al mismo tiempo que curar y reconstruir al tejido lesionado (Pérez-Ruiz,

2002).
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4.1. Mecanismo de accion.

Cuando hay un dafio en la membrana celular, la enzima fosfolipasa A, actfia
hidrolizando los enlaces éster presentes en los fosfolipidos de membrana, lo que lleva a la
liberacion del acido araquidénico (Boursinos, 2009; Hilario y col., 2006, Kudo y col,
1993). El acido araquiddnico libre al metabolizarse se transforma en leucotrieno, a través
de la acciéon de la enzima lipoxigenasa, y en PGs, TXs y prostaciclinas por medio de la

accion de la COX (Hilario, 2006; Narumiya y Fitzgeral, 2001; Smith y col., 1992).

l/ f’% - Fosfolipasa A, '_»_:'}

/v""‘{'fir':iooxygen;s_a"? B
COX-1,COX-2y )
~__C0X3 _~

< Lipoxigenasa

Figura 2. Mecanismo de accion de los AINEs

La COX, estd compuesta por tres isoenzimas: COX-1, COX-2, y COX-3. Su
consecuente bloqueo por los AINEs interfiere en la produccion de PGs y TXs, mediadores
de la inflamacion que originan, entre otros, dolor y fiebre (Fracon, 2008; Hilério y col.,

2006; Vallano, 2002). Este enzima, tiene una porcidn que presenta una disposicion
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tridimensional en el espacio complementaria a la del AINE que puede encajar en ella (Radi
y Khan, 2005; Kiefer y col, 2000). La union del AINE a la COX, le confiere un cambio
estructural a la enzima que anula su accion en la cascada del 4cido araquidonico, evitando
la sintesis de PGs que actian como mediadores de inflamacion y favorecedores de la

transmision del estimulo nervioso.

Las tres isoenzimas, se expresan en circunstancias fisiologias, pero existen diversos
procesos inflamatorios, donde la expresion de la COX-2, aumenta hasta 20 veces, mientras
que la expresion de la COX-1 no se afecta o lo hace en menor grado entre 2 y 3 veces

(Feria, 2008).

La COX-1, tiene caracteristica de enzima constitutiva y su actividad tiene que ver
con la participacion de las PGs y TXs en el control de funciones fisioldgicas (Fracon,
2008; Hilario y col., 2006; Si-Young y col., 2005; Vallano, 2002; Smith y col., 2000). En
cambio la COX-2, tiene caracteristicas de enzima inducible en determinadas células bajo
circunstancias patologicas (por ejemplo en macrofagos, monocitos, células endoteliales y
sinoviales en el curso de un proceso inflamatorio), y estd inducida fuertemente, por
distintas citoquinas y factores de crecimiento (Simon, 2005; Vallano, 2002; Williams y

col., 1999).

La COX-1, se encuentra perfectamente asociada al reticulo endoplasmatico, y se
expresa constitutivamente en la practica totalidad de los tejidos, especialmente, en
plaquetas, células endoteliales, tracto gastrointestinal, microvasculatura renal, glomérulos y
tubulos colectores; mientras que la COX-2 se asocia en mayor medida a la envoltura

nuclear (Fracon, 2008; Hilario y col., 2006; Radi y Khan, 2005).

La COX-2 es la enzima mas implicada en la regulacion de la sintesis de PGs como

respuesta a distintos factores de resorcion oOsea; tales como el FGF-b, la IL-1 y la PGE,;
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(Onoe y col., 1996; Harrison y col., 1994). La importancia terapéutica que representaria
disponer de un inhibidor selectivo de la COX-2, reside en el hecho de poder utilizarlo en el
tratamiento de procesos inflamatorios, sin ocasionar ninguna de las reacciones adversas

gastrointestinales o renales que caracterizan a los AINEs clasicos (Simon, 2005).

La COX-3 es una variante de la COX-1, que deriva de los mismos genes (Botting y
Ayoub, 2005), y comparte todas las caracteristicas cataliticas de COX-1 y COX-2 (Muiioz,
2010; Warner y Mitchell, 2004). Esta presente principalmente en el cerebro y en la medula
espinal (Kis y col., 2003). Actualmente no se conoce exactamente el papel que desempeiia,
pero hay evidencias que sugieren que la COX-3 actua en la sensibilidad del dolor y en la
regulacion de la temperatura corporal a nivel hipotalamico (Botting y Ayoub, 2005), esta
idea se basa en estudios que se centraron en el mecanismo de accion del Paracetamol,
evocado como inhibidor de la COX-3 (Chadrasekharan, 2002), lo que podria explicar su
efecto antipirético y analgésico, debido a una disminucion de la PGE; por inhibicion de la
COX-3 a nivel del sistema nervioso central (Sobolewski y col., 2010; Botting y Ayoub,

2005).

El mecanismo de accion de los AINEs se caracteriza por interferir en la produccion
de ciertas PGs en forma de eicosanoides, el cual, tiene varios efectos en los vasos
sanguineos y en las terminaciones nerviosas, con un papel sensibilizador de los
neuroreceptores, y en las células inmersas en los procesos antiinflamatorios (Harder, 2003;

Pérez-Ruiz, 2002).

Este es el punto en el que actiian los AINEs por interferencia con la actividad de la
enzima COX, inhibiendo la produccion de PGs. No obstante, cada familia de AINEs
presenta un mecanismo diferente de inhibicion de la COX (Hilario, 2006). Asi, los AINEs

de primera generacion inhiben a ambas COX (1 y 2), mientras que los AINEs de nueva
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generacion inhiben de manera mas especifica la COX-2 (Simon y O’Connor, 2007;
Gestenfeld y col.,, 2007). Por ejemplo, el Ibuprofeno y Naproxeno inhiben
irreversiblemente a ambas COX; el Celecoxib inhibe de manera especifica la COX-2 y el
Paracetamol bloquea la COX por retencion de radicales libres y por inhibicion de la COX-

3 (Frendrick y Greenberg 2009).

En general, los AINEs tienen un uso clinico en cefaleas, artralgias, mialgias u otros
dolores moderados. Como la gran mayoria de los fArmacos, presentan efectos secundarios,
y los mas frecuentes se deben, principalmente, a la inhibicion de la COX (Fracon, 2008;

Hilario y col., 2006; Vallano, 2002).

4.2. Laaccion farmacoldgica.

Los AINEs presentan una serie de acciones farmacoldgicas con interés terapéutico,
entre las que se encuentra la analgésica, antipirética, antiinflamatoria, antiagregante

plaquetario, o la uricosurica

La accion analgésica de los AINEs tiene lugar a nivel periférico mediante la
inhibicion de la sintesis de PGs producidas en respuesta a una agresion o lesion tisular,
impidiendo que los eicosanoides, a través de su accion sensibilizadora, contribuyan a
aumentar la accién estimulante del dolor de otros mediadores como la histamina o

bradiquina, que se liberan.

Su actividad analgésica es de intensidad media, por lo que son utiles en dolores
articulares, musculares, dentarios o cefaleas de etiologia diversas (Feria, 2008). Incluso, la
actividad antiinflamatoria, contribuye a disminuir la cascada de produccion, liberacion y
acceso de sustancias que pueden sensibilizar directamente las terminaciones sensitivas. A
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medida que los AINEs controlen este proceso junto a la infiltracion celular, se manifestara

en mayor medida la accion analgésica (Feria, 2008).

Otras de sus acciones es la antitérmica, ya que reducen la temperatura corporal en
estados febriles, principalmente por su capacidad de disminuir las concentraciones de
PGE, mediante la accion directa de la actividad enzimatica COX-2. Las PGs actuan como
mediadores en la produccion de fiebre a nivel del hipotalamo, donde se localiza el centro
regulador de la temperatura corporal; este aumento de PGE; a nivel hipotalamico es debido

a la accidn de las citoquinas, interleukinas, y el IFN a y B (Florez, 2008).

La capacidad de reducir la inflamacién por parte de los AINEs es, junto a su
actividad analgésica, la mdas valorada terapéuticamente hablando. Su efecto
antiinflamatorio varia dependiendo del tipo de proceso, de la participacion de los
eicosanoides en €1, y de la posibilidad de que actien a través de mecanismos de accion
independientes de la inhibicion de las COXs. La eficacia de la accion antiinflamatoria
depende del grado de participacion de las PGs en la inflamacion, y de la capacidad de estas
sustancias de interferir con los mecanismos de la inflamaciéon no dependientes de estas

sustancias (Fracon, 2008; Hilario y col., 2006; Feria, 2008).

Como consecuencia de su efecto inhibidor sobre la COX-1, los AINEs poseen
propiedad antiagregante. Las plaquetas, son incapaces de sintetizar nuevas proteinas y una
vez acetilada su COX, resulta inhibida durante toda la vida de la plaqueta. Como
consecuencia, se produce un descenso de los niveles de TXA; plaquetario, responsable de
parte de los mecanismos que provocan la agregacion plaquetaria (Schafer, 1995). Por ello,
se utilizan los AINEs en la prevencion de los accidentes tromboemboliticos coronarios y
cerebrales, aunque puede devenir como reaccion adversa la aparicion de hemorragias

(Morita y Schhindler, 1995).
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La accion farmacolégica uricosurica de los AINEs se debe a la inhibicion del
transporte del acido urico desde la luz del tabulo renal hasta el espacio intersticial. Es un
proceso de competencia en el transporte de acidos organicos que solo es apreciable con
algunos AINEs, por ejemplo, a dosis elevadas de salicilato, fenilbutazona y sulfinpirazona.
Esto no limita la utilidad de otros AINEs en el tratamiento del ataque de gota, que a dosis

altas son utiles por su accion analgésica y antiinflamatoria (Feria, 2008).

Recientemente, se ha visto que la enzima COX se sobreexpresa en diversas situaciones
patolégicas, como en células transformadas, por lo que surgen nuevas indicaciones
terapéuticas para los AINEs como farmacos con actividad anticancerigena. Por ejemplo, la
COX-2 se encuentra sobreexpresada en los tumores malignos, por lo que se pueden utilizar
los AINEs como tratamiento coadyuvante de adenomas y carcinomas (Sobolewski y col.,
2010). En pacientes con metastasis de tumores solidos, también se ha demostrado actividad
anticancerigena de los AINEs (Axelsson, 2010), siendo atribuido el mecanismo de accion a
la inhibicion de la COX-1 y la COX-2. Varios estudios, in vitro, sugieren que el
Ibuprofeno puede disminuir el crecimiento del cancer de pulmoéon de células pequenas
(Andadre y col., 2000). Datos que se corresponden con diferentes estudios epidemioldgicos
en los que se observa que el uso regular y prolongado en el tiempo de Aspirina e
Ibuprofeno, entre otros AINEs, protegen frente al desarrollo de muchos tipos de cancer,
entre los que destacan los gastrointestinales y de ovarios (Liao y col., 2011; Harris y col.,

2005).

Junto a los AINEs anteriormente citados, se suman nuevos AINEs que muestran
efectos sobre distintos tipos de células cancerigenas. Asi, el Meloxicam ha mostrado
actividad antitumoral sobre células cancerigenas de colon, pulmén y hueso (Sobolewski y

col., 2010; Naruse y col., 2006). Lo mismo ocurre con el Celecoxib, que inhibe la
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proliferacion celular en células de osteosarcoma humano (Wang y col., 2004). Ademas se
ha visto que los AINEs inhibidores especificos de la COX-2 y ciertos AINEs no
especificos, inducen la apoptosis e inhiben la proliferacion celular de diferentes y
numerosas lineas tumorales, disminuyendo asi la capacidad de metastasis (Sobolewski y

col., 2010; Naruse y col., 2006).

4.3. Reacciones adversas.

Los AINEs ejercen su actividad antiinflamatoria a través de la inhibicién de la
COX-2 en el sitio de la inflamacion. Pero también estos farmacos son capaces de inhibir la
COX-1 en los tejidos gastrointestinal y renal, lo que genera efectos no deseados (Pérez-
Ruiz, 2002). Es por esta razon que los AINEs estan asociados con una mortalidad y
morbilidad significativa, particularmente en términos de efectos adversos a nivel

gastrointestinal (Green y col., 2001).

Por tanto, los AINEs muestran efectos secundarios a nivel gastrointestinal, renal,

hematologico, e incluso desencadenan reacciones de hipersensibilidad.

La lesion en el aparato digestivo, se produce como consecuencia de los efectos
toxicos directos del farmaco, pero los mas importantes derivan de sus efectos sistémicos
que incluyen los derivados de la inhibicién de la sintesis de PGs endogenas y otros

citotoxicos mediados por neutrofilos y citoquinas (Prieto 2007; Kelly y col., 1996).

El efecto regulador del flujo sanguineo y la proteccion géstrica, esta mediado por la
COX-1, aunque parece que la COX-2 también podria estar implicada (Hirata y col., 1997).
El efecto inhibidor de los AINEs sobre la COX-1 produce la inhibicion de las PGs, las
cuales, son necesarias para mantener integra la mucosa géstrica (Warner y col., 1999). Por
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ello, los inhibidores selectivos de la COX-2 se asocian a una menor toxicidad, debido a que
la COX-2 no se expresa en la mucosa gastrica en condiciones habituales, aunque si en la
fase cicatricial de la ulcera péptica. Los AINEs también pueden ejercer un efecto irritante o
erosivo sobre la mucosa gastrica, debido a que algunos de ellos poseen la capacidad de

convertirse en liposolubles a un pH bajo (Hawkins y Hanks, 2000).

Las PGs desempefian un papel muy importante en la funcionalidad del aparato
renal, modulan el tono vascular y la homeostasis hidrosalina. La inhibicion de la sintesis de
PGs, debido a la ingesta de AINEs, impide el efecto vasodilatador de éstas sobre la arteria
renal, pudiendo alterar la filtracion glomerular de manera reversible y/o promoviendo la
retencion de agua, sodio y potasio. También se puede producir la llamada neuropatia
analgésica, por lesion directa del tejido renal, especialmente con el consumo prolongado
(Rang y col., 2003; Aranza y col., 2004). Si previamente a la ingesta del farmaco, la
funcioén renal se encuentra deteriorada puede presentarse una insuficiencia renal aguda. Los
inhibidores selectivos de COX-2 pueden producir deterioro de la funcion renal en pacientes
que presenten una insuficiencia cardiaca congestiva, con deplecion de volumen, con
patologia renal previa, hiponatremia, hipoalbuminemia, enfermedad hepatica o que estén

sometidos a tratamiento con diuréticos, (Whelton y col., 2000; Rossat y col., 1999).

La mayoria de las reacciones hematologicas, cuya frecuencia es baja, se deben a
fenémenos en los que intervienen mecanismos inmunitarios como la agranulocitosis, la
anemia aplasica, la trombocitopenia y la anemia hemolitica (Feria, 2008). A nivel
hematologico, es bien conocido que algunos AINEs, como la aspirina, inhiben de manera

irreversible la agregacion plaquetaria (Martindale, 2000).

Finalmente, las reacciones de hipersensibilidad observadas como consecuencia del

tratamiento con AINEs, probablemente estan relacionadas con la inhibicion de la sintesis
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de PGs en conexion con una sensibilidad individual. Esta hipersensibilidad se manifiesta
fundamentalmente con rinitis alérgicas, hipotension, asma bronquial y shock anafilactico.
Si bien, cabe sefialar que estas reacciones presenta una escasa incidencia, afectando al 2%

de los paciente sometidos a un tratamiento antiinflamatorio (Gonzélez y col., 2002).

4.4. Clasificacion segiin Grupo farmacoldgico.

Los AINEs se clasifican segun su grupo farmacologico en: (ver tabla 1)

A) Derivados del acido acético: son fadrmacos que comparten diversos anillos
(inddlicos, pirrdlicos, fenilos o piranoinddlicos) conteniendo acido acético. Existen

diversas series de derivados:

- Indolacético: Indometacina, es un inhibidor de la COX-1 y COX-2; sus acciones
farmacolégicas son similares a las del Acido acetilsalicilico (AAS), presentando una
poderosa actividad antiinflamatoria, antipirética y analgésica, muy eficaz en el tratamiento
de gota como antiinflamatotio. Aunque su eficacia como antiinflamatorio es muy notable,
su uso se ha visto limitado por la alta incidencia de efectos secundarios intolerables, a

veces irreversibles y potencialmente fatales.

-Pirrolacético: Ketorolaco, muy eficaz y elevado poder analgésico. Posee efecto

antipirético y moderada eficacia antiinflamatoria e inhibe la agregacion plaquetaria.

-Fenilacético: Diclofenaco, es inhibidor de la COX-2, inhibe la sintesis de PGs pero,
ademas, disminuye la concentracion de acido araquidonico en leucocitos; de amplio uso en

nuestro pais, posee actividad analgésica, antipirética y antiinflamatoria.
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B) Derivados del acido antranilico: también denominados fenamatos. Sus propiedades
farmacologicas son similares a las de otros grupos, aunque con el Mefendmico y
Meclofenamico, los efectos sobre la agregacion plaquetaria son menos importantes que con

la mayoria del resto de los AINEs (Chu y col., 2003).

Las reacciones adversas mas frecuentes afectan al aparato digestivo superior,
aunque también son frecuentes la diarrea profusa, acompanada de esteatorrea e inflamacion
intestinal, y los vomitos, que pueden inducir una deshidratacion e insuficiencia renal.
Somnolencia, cefaleas y mareo, pueden aparecer con cierta frecuencia (Conroy y col.,

1991).

O Derivados pirazolicos: dentro de este grupo esta el Metamizol, la Propifenazona
que se emplea con fines preferentemente analgésicos y antipiréticos, y la Fenilbutazona

con fines antiinflamatorios y analgésicos.

O - N !-.CH:} . KHzO

Metamizol
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En el Metamizol la dosis analgésica, es dosis dependiente, comparable a la dosis
baja de opidceos. En su accion analgésica, existe un componente de accion central, quizas
mas importante que el periférico sobre la COX. Dicho efecto analgésico es comparable con
el del Acido Acetilsalicilico (AAS) y superior al paracetamol, a igualdad de base y via de
administracién. También se utiliza en el tratamiento de la fiebre elevada que no responde a

otros antipiréticos (Feria, 2008).

D) Oxicams: son acidos enolicos introducidos en terapéutica como AINEs de vida
media larga, que permiten una sola toma diaria, algo especialmente importante en el
tratamiento de procesos inflamatorios y dolorosos cronicos. Los mas utilizados son el
Piroxicam, Tenoxicam y Meloxicam. Todos ellos muestran actividad antiinflamatoria,
analgésica, antipirética y antiagregante plaquetaria. Estan indicados para el tratamiento

sintomatico, agudo o cronico de las artritis (Salvi y Lang, 2005).

OH O = ‘
A
= P \:H\CH3

o O
Piroxicam

Las reacciones adversas mas frecuentes son las de localizacion gastrointestinal
(hasta un 25%). Con menos frecuencia pueden producir alteraciones neurologicas
(sedacion, somnolencia, mareo, cefaleas) y tienen un mayor riesgo de alteraciones en la

funcion renal.

E) Derivados del acido propionico: son derivados del acido fenilpropidnico y forman

un grupo farmacologico bastante homogéneo. El primero de la serie fue el Ibuprofeno, al
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que le siguieron el Naproxeno, Fenoprofeno, Ketoprofeno, Flurbiprofeno, Acido
tiaprofénico y Osaprocina. Son antiinflamatorios de eficacia moderada y su mecanismo de
accion es inhibir la COX-1 y la COX-2. Sus reacciones adversas son cualitativamente
semejantes a las de otros AINEs, aunque su uso se asocia a una menor incidencia de
problemas gastrointestinales, no presentan problemas hematologicos, producen pocas
molestias neurologicas y también pueden aumentar el tiempo de hemorragia debido a su

accion antiagregante (Feria, 2008).

Y

S-Ketoprofeno

F) Salicilatos: Utilizados en terapéutica, son productos de sintesis que comparten
como nucleo fundamental el acido salicilico, el cual, resulta ser irritante y por ello solo se

puede utilizar de forma externa.

Entre los mas utilizados en la clinica destacan: AAS, el cual, se metaboliza
rapidamente a acido salicilico, que inhibe débilmente, in vitro, la produccion de PGs. In
vivo, el salicilato sodico, posee, menor eficacia analgésica, pero similar eficacia
antiinflamatoria que el AAS, al inhibir la transcripcion de la COX-2. EI AAS, muestra una
marcada actividad antiagregante plaquetaria a dosis inferiores a las analgésicas y, a

concentraciones elevadas, interfiere en la sintesis de protrombina (Feria, 2008).
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G) Paraaminofenoles: son derivados de la anilina, entre los que se encuentran el

Paracetamol, el Proparacetamol y la Fenazopiridina.

pyen

Paracetamol

El Paracetamol tiene una leve actividad antiinflamatoria, pero a pesar de ello, se ha
demostrado una reduccion en tejidos inflamados tras cirugia dental (Skjelbred y Lokken,
1979; Graham y col., 2001). Tiene una eficacia analgésica y antipirética comparable a la
del AAS (Mehlisch y Frakes, 1984). Su mecanismo de accidn es hoy ain objeto de debate,
ya que puede estimular la sintesis de PGs a nivel de la mucosa géstrica (Danon y col.,
1983), no modificarla en pulmon y plaquetas, (Boutaud y col., 2002; Tolman y col., 1983)
o inhibirla moderadamente a nivel del sistema nervioso central (Chadrasekharan, 2002;
Ruth-Selbach y col., 1999). Posee una alta tolerabilidad y estd especialmente recomendado
para personas con intolerancia al AAS y con alto riesgo de complicaciones

gastrointestinales (Prescott, 2000), sin embargo, carece de propiedad anticoagulante.
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H) Inhibidores de la COX-2: La Nimesulida, inhibidor preferencial de la COX-2, es
una sulfoanilida, con actividad analgésica (similar al Ibuprofeno y superior a la
Indometacina), antiinflamatoria (similar a la de la Indometacina, Diclofenaco, Piroxicam o
Ibuprofeno) y antipirética (superior a la de la Indometacina, Aspirina, Ibuprofeno o
Paracetamol) (Capone y col., 2007). Se absorbe rapidamente y de forma casi completa por
via oral. Su espectro de efectos secundarios, no se diferencia de otros AINEs. Es
especialmente util en pacientes hipersensibles a la AAS o a otros AINEs y en pacientes

asmaticos (Senna y col., 1996)

0

cWHﬂ
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S
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Tabla 1. Clasificacion de los AINEs (Florez, 2008).

Paraaminofenoles

Grupo farmacolégico Farmaco
ACIDOS
Aceético:
Fenilacético Diclofenaco
Indolacético Indometacina
Pirrolacético Ketorolaco
Antranilico Acido mefenamico
Endlicos
Pirazolona Metamizol
Pirazolidindioras Fenilbutazona
Oxicams Peroxicam, meloxicam
Nicotinico Clonixina
Propionico Ibuprofeno, Naproxeno
Salicilico Acido acetilsalicilico
NO ACIDOS

Paracetamol

INHIBIDORES DE LA COX-2

Metilsulfonilfenilo
Sulfonamida

Sulfonilpropanamida

Etoricoxib
Celecoxib

Parecoxib
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5. OSTEOBLASTOS Y AINEs

Los AINESs constituyen unos de los grupos de farmacos que presentan mas variedad
de indicaciones terapéuticas, debido a sus efectos analgésicos, antipiréticos y
antiagregantes, mostrandose de gran utilidad en el tratamiento de patologias Oseas
(dolencias esqueléticas, intervenciones quirargicas, fracturas) (Hilario y col.,, 2006;

Etcheverry y col., 2002).

Numerosos estudios han demostrado que ciertos AINEs pueden alterar el
crecimiento, el remodelado e incluso la reparacion del hueso, por lo que junto a sus efectos
farmacoldgicos hay también unos efectos adversos sobre el tejido 6seo. Dichos efectos
secundarios son poco conocidos, y por tanto, no son valorados a la hora de administrarlos
en el tratamiento de patologias 6seas (Pape y col., 2010; Kawaguchi y col., 2000; Ho y
col., 1995). Por ello, en los ultimos afios distintos grupos de investigacion se han centrado
en determinar los distintos efectos que estos farmacos ejercen sobre el tejido 6seo y el

mecanismo por el que lo llevan a cabo, dada la trascendencia clinica del tema.

Los primeros estudios sobre el efecto adverso de los AINEs sobre el tejido 6seo se
centraron en la inhibicion en la sintesis de PGs, como consecuencia del efecto inhibidor de
los AINEs sobre la enzima COX, enzima con un papel central en la sintesis de las PGs.
Dado que las PGs son reguladores del metabolismo esquelético, estdn implicadas en la
modulacién de la proliferacion y la diferenciacion osteoblastica. Esta modulacion es
ejercida por la interaccion con sus receptores especificos, expresados en la superficie
celular del osteoblasto. Estas células, no so6lo se muestran como células diana para dichos
reguladores, sino que incluso son capaces de sintetizarlos, lo que explicaria el hecho de que
la sintesis de PGs sea un proceso autorregulable (Bourismo y col., 2009; Kawaguchi y col.,

2000; Pilbeam y col., 1995).
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Como se ha comentado anteriormente, la sintesis de PGs se realiza gracias a la
accion catalitica de la enzima COX, al actuar sobre el acido araquidénico. En los
osteoblastos la COX-1 es un enzima constitutivo, expresada en el hueso normal y en el
sitio de la fractura (Pape y col., 2010; Gerstenfeld y col., 2003); mientras que la COX-2 es
un enzima inducible, ésto explica que no se detecte o se detecte en muy bajas
concentraciones en osteoblastos que no han sido sometidos a estimulacion. No obstante,
su expresion o sintesis aumenta de forma importante en determinadas situaciones, tales
como: estados iniciales del proceso de reparacion del hueso (Gerstenfeld y col., 2003),
procesos inflamatorios (Mufioz y col., 2010) y céancer (Sobolewski y col., 2010). La
produccion de PGs regulada por fuerzas mecanicas, hormonas, citoquinas y factores de
crecimiento, parece estar controlada por los efectos de la enzima inducible COX-2,
mientras que la isoenzima COX-1, parece desempenar un papel importante en la respuesta
inicial tras la liberacion del acido araquidénico. Los datos presentan a la isoenzima COX-
2, como el principal regulador de la renovacion osea, en repuesta a citoquinas, hormonas,

fuerzas mecanicas, factores de crecimiento y promotores tumorales (Radi y Khan, 2005).

Algunos autores sugieren que el mecanismo de accion de los AINEs para provocar
la inhibicion de la reparacion o6sea es, mediante el bloqueo de la sintesis de PGs,
especialmente PGE,; y la PGE, por la via de la COX (Chang y col., 2005; Ho y col., 1999)
En este sentido, se sabe que estos farmacos inhiben la sintesis de PGs en osteoblastos,
como es el caso del Ketorolaco, que provoca una inhibicion de la reparacion y el
remodelado 6seo, disminuyendo la proliferacion celular, como lo demuestran diversos
estudios realizados en animales de experimentacion (Ho y col., 1995; Buckley y Brogden,
1990). También es sabido que el Ketorolaco suprime la reparacion del hueso fracturado e
inhibe la remodelacion de hueso intacto (Ho y col., 1995); ademads, sus efectos sobre el

hueso tienen lugar en las etapas tempranas de la reparacion de la fractura (Ho y col., 1999).
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En esta misma linea, Van Staa y col., (2000) demuestran en su estudio, que los pacientes
que toman AINEs tienen mayor riesgo de sufrir una fractura que los que no los toman.
También se ha observado, que estos farmacos disminuyen el crecimiento 6seo entorno a
implantes ortopédicos y retrasan la formacion del callo 6seo, en pacientes con fracturas

(Giannnoudis y col., 2000).

Estudios mas recientes sugieren que la deficiencia o inhibiciéon de la COX-2
dificulta la curacion del hueso fracturado, efecto que se acentia en las etapas tempranas del
proceso, tal y como indicaron con anterioridad Ho y col. (1999), pero ademas, describen
que la magnitud del efecto estd en relacion con la duracion del tratamiento (Vuolteenaho y
col., 2007). Por otra parte, distintos estudios muestran que la COX-2 puede jugar un rol
importante en la regulacion de la diferenciacion celular de las células madres
mesenquimales, lo que podria repercutir en la curacion de las fracturas en etapas tempranas

de la reparacion 6sea (Simon y O’Connor, 2007; Daluiski y col., 2006).

En ensayos clinicos se ha observado que los inhibidores selectivos de la COX-2 son
efectivos en la prevencion de osificacion después de la intervencion quirargica de protesis
de cadera, concluyendo que en la terapia reparadora del tejido 6seo, mediante el uso de
material protésico, la administracion de AINEs disminuye en un 59% el riesgo de

osificacion (Saudan y col., 2007; Romano y col., 2004).

No obstante, hemos de tener en cuenta que hay otros estudios epidemiologicos que
muestran que aquellos individuos que son tratados con ciertos AINEs tienen una mayor
masa 0sea que cuando se compara con pacientes que no reciben esos tratamientos, incluso
experimentan una reduccion considerable en los valores de marcadores de resorcion de

hueso (Morton y col., 1998; Lane y col., 1997).
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En general, la mayoria de los estudios clinicos realizados sugieren que los AINEs
selectivos retrasan la curacion de las fracturas (Pape y col. 2010; Xie y col., 2008; Simon y
O’Connor, 2007; Beck y col., 2003). No obstante, otros autores apoyan la idea de que es
precisamente ese efecto inhibidor de la sintesis de PGs el que protege frente a la pérdida de

hueso en ciertas situaciones patologicas (Armour y col., 2001).

Junto a los estudios in vivo hay distintos ensayos in vitro que han demostrado que
los AINEs suprimen la proliferaciéon en los osteoblastos, frenando su ciclo celular e
induciendo la muerte celular por apoptosis, (Chang y col., 2005; Ho y col., 2001; Ho y
col., 1999). La accion de los AINEs sobre el osteoblasto se extiende a otros parametros
celulares como la AP y la sintesis de colageno tipo I, los cuales se ven aumentados
ligeramente, sobre todo en las etapas tempranas de la diferenciacion osteoblastica como

consecuencia del tratamiento con AINEs (Ho y col., 1999).

Cuando los estudios utilizan como modelo de osteoblasto, células de osteosarcoma
humano, observan que su tratamiento con Indometacina provoca una inhibicion
significativa sobre la proliferacion celular de forma dosis dependiente tras 48 horas de
tratamiento (Evans y Butcher, 2004); estos resultados vienen a corroborar los ya obtenidos
por otros autores en cultivos primarios de osteoblastos (Min y col., 1998); y guardan
relacion con muchos de los estudios clinicos anteriormente citados (Giannnoudis y col.,

2000).

El mecanismo mediante el cual los AINEs ejercen su efecto sobre el crecimiento
celular del osteoblasto, atn estd en discusion y mientras que algunos autores lo atribuyen a
la inhibicion de la sintesis de PGs (Simon y O’Connor, 2007), otros consideran que es
como consecuencia de su accion sobre el ciclo celular y/o mediante la induccion de

apoptosis de esta poblacion celular (Chang y col., 2009; Zhang y col., 2000).
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Ademas, distintos estudios revelan que los AINEs poseen, junto al efecto
inhibitorio sobre la proliferacion celular del osteoblasto, capacidad para modular otros
parametros celulares, tales como el perfil antigénico o la capacidad fagocitica. Si bien, el
efecto observado sobre estos parametros varia en funcion del AINE utilizado y con la
poblacion de osteoblastos estudiada (Diaz-Rodriguez y col., 2012; Garcia-Martinez y col.,

2011; Diaz-Rodriguez y col., 2010).

Todos los hallazgos encontrados en la bibliografia, bien en estudios clinicos, in
Vivo, o bien en estudios con cultivos celulares, in vitro, correlacionan la inhibicion de la
proliferacion y la muerte celular de los osteoblastos causados por los AINEs y el efecto
inhibitorio de los AINEs en la remodelacion dsea in vivo. Y dado que no hay unanimidad
entre los cientificos sobre los efectos y el mecanismo de accion de los AINEs sobre el
osteoblastos, ni si el efecto observado de algunos AINEs sobre el osteoblasto se extiende a
los restantes AINEs, es por lo que consideramos necesario profundizar en este campo de
investigacion dada la gran trascendencia clinica de los AINEs en relacién con el tejido

0seo.
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JUSTIFICACION

Los antecedente bibliograficos muestran un efecto adverso de los AINEs sobre el
tejido 6seo y mas concretamente sobre las células responsables de la formacién del hueso,
el osteoblasto. Este hecho unido a que los AINEs son comunmente utilizados en el
tratamiento del tejido 6seo por sus efectos analgésicos, antitérmicos y antiinflamatorio
hace que consideremos de interés clinico conocer el efecto de distintos AINEs sobre los
osteoblastos, tanto a nivel del crecimiento celular como a nivel de otros parametros

celulares y funcionales, en un intento de conocer su posible mecanismo de accion.

Ademas, la valoracién de los resultados que se obtengan, pueden constituir una
herramienta de utilidad clinica. Ya que, por una parte nos permitirda tener un mejor
conocimiento del efecto de los AINEs sobre el tejido dseo, y por otra nos permitira
establecer unos criterios de eleccion, a la hora de tratar el tejido dseo en reparacion;
seleccionando aquel AINE que posea la accion farmacoldgica buscada y que carezca o

posea el menor efecto adverso sobre el hueso.

HIPOTESIS

Los AINEs poseen un efecto adverso sobre los osteoblastos, disminuyendo su
capacidad de crecimiento y pudiendo modular otros parametros celulares, lo que tiene una

repercusion negativa sobre tejido 6seo en reparacion.
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OBJETIVOS

De acuerdo con nuestra hipdtesis, nos proponemos como objetivo de esta tesis,
estudiar el efecto de cuatro AINEs (Acido Acetilsalicilico o Aspirina, Dexketoprofeno,
Ketorolaco y Metamizol), a distintas dosis y pautas de tratamiento, sobre diferentes
aspectos fisiologicos del osteoblasto, tales como, crecimiento, diferenciacion, adhesividad,
expresion antigénica y fagocitosis. Para ello se utilizard como modelo celular, la linea de
osteosarcoma MG63, linea que es cominmente usada en el estudio del tejido 6seo en

general y del osteoblasto en particular.

La finalidad de este estudio es disponer de un criterio amplio que nos permita elegir
el AINE mas adecuado en cada caso para el tratamiento terapéutico de la inflamacion osea,
y en especial, cuando haya fractura 6sea o intervencion quirargica que implique al hueso y

requiera una rapida y adecuada reparacion oOsea.
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1. Linea celular de osteoblastos humanos.

Para este estudio, se utilizo la linea celular MGG63. Es una linea tipificada de
osteoblastos, que se obtuvo a partir de tejido 6seo humano procedente de un varon
caucasico de 14 anos de edad con un osteosarcoma (ATCC: CRL-1427); la cual, fue
proporcionada por la American Type Culture Collection (ATCC), a través del Centro de
Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada. Esta es com@nmente utilizada

como modelo de osteoblasto en diferentes estudios de esta poblacion celular.

2. Cultivo de la linea celular MGB63.

La linea celular MG63 se cultivé en frascos de 25 cm® de superficie (Falcom,
Labware, Oxford, UK) con 10 ml de medio DMEM (Gibco, Cell Culture Products,
Carlsbad, CA) suplementado con: L-Glutamina al 1% (Sigma Chem. Comp., St. Louis,
Mo, USA), HEPES al 2% (Sigma Chem. Comp., St. Louis, Mo, USA), 2,5 pg/ml de
Anfotericina B (Sigma Chem. Comp., St. Louis, Mo, USA), 100 Ul/ml de Penicilina
(laboratorios ERN S.A., Barcelona, Espafia), 50 pg/ml de Gentamicina (Braun Medical
S.A. Jaén, Espafia) y suero bovino fetal (SBF) al 10% (Gibco, Paisley, UK), previamente
descomplementado en un bafio a 56°C durante 30 minutos. Las células se cultivaron en este
medio a 37°C, en una atmoésfera de CO, al 5% hasta conseguir un crecimiento

semiconfluente.

Esta linea celular, crece adherida a la superficie del frasco de cultivo, por lo que
para su la utilizacién o subcultivo es preciso despegarlas de dicho frasco; para ello se
utilizd6 10 ml de una solucion de Tripsina-EDTA (Sigma -Aldrich Co. Chem. Comp., St.
Louis, Mo, USA), durante 10 min a 37°C. Transcurrido este tiempo la actividad enzimatica

se neutralizé con 20 ml de medio DMEM suplementado al 10% con SBF. La suspension
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celular obtenida se centrifugd a 1200 rpm durante 10 minutos a 7°C. El sedimento obtenido

se suspendié en medio de cultivo para su posterior uso.

3. Efecto de los AINESs sobre distintos parametros de la linea celular MG63.

Para este estudio se seleccionaron cuatro AINEs, en base a su utilidad en la practica
clinica en aquellas especialidades médicas en las que se requiere regeneracion ésea como
traumatologia o cirugia maxilofacial. Dichos farmacos fueron: Dexketoprofeno (Sigma-
Aldrich Co. Chem. Comp., St. Louis, Mo, USA), Ketorolaco (Sigma Chem. Comp., St.
Louis, Mo, USA), Metamizol (Sigma Chem. Comp., St. Louis, Mo, USA) y Aspirina

(Sigma Chem. Comp., St. Louis, Mo, USA).

La linea celular MG63 se tratd con cuatro AINEs al objeto de determinar su efecto
sobre distintos parametros celulares tales como, el crecimiento celular, morfologia, la

diferenciacion celular, adhesion, la expresion antigénica y la capacidad fagocitica.

3.1. Efecto de los AINEs sobre el crecimiento celular.

El efecto de las AINEs sobre el crecimiento celular se estudié mediante distintas
técnicas. Se evalud la capacidad proliferativa utilizando la técnica del MTT; el efecto sobre
el ciclo celular, mediante citometria de flujo, la inducciéon de apoptosis mediante un
método citométrico y una técnica de microscopia de fluorescencia, y por ultimo, se analizé
el posible efecto citotoxico mediante la cuantificacion de la lactato deshidrogenasa libre

por colorimetria.
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3.1.1. Estudio de la proliferacion celular.

El estudio del efecto de los AINEs sobre la capacidad proliferativa se realizd
mediante la técnica espectrofotométrica del MTT (Thiazolyl blue Tetra-zolium Bromide
97.5% TLC, Sigma Chem. Comp., St. Louis, Mo, USA). Dicha técnica mide respiracion
celular y se basa en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-

2,5-difeniltetrazol, a formazan (producto de color purpura) por parte de las células viables.

Las células suspendidas en medio de cultivo con SBF al 10% y ajustadas a una
concentracién final de 1x10* células/ml, se dispusieron en placas de cultivo de 96 pocillos
(Falcom, Becton Dickinson Labware, N.J.), conteniendo 200 pl cada uno. Dichas placas
fueron incubadas a 37°C en estufa de CO, durante 24 h. Posteriormente se retird el
sobrenadante, afiadiéndose medio nuevo con la dosis de antiinflamatorio correspondiente:
0.1, 1, 5, 10, 20, 100 y 1000 uM de Dexketoprofeno, Ketorolaco, Metamizol y Aspirina.
Como grupo control se incluyeron pocillos con medio de cultivo sin antiinflamatorio. A
continuacion se incub6 durante 24 h y transcurrido dicho periodo de tiempo, las células se
lavaron con medio (Sigma-Aldrich Co. Chem. Comp., St. Louis, Mo, USA). Se afadieron
100ul por pocillo de medio DMEM sin rojo fenol que contiene 5 mg/ml de MTT,
incubandose durante cuatro horas a 37°C en estufa de CO; al 5%. Transcurrido ese tiempo,
se retir6 el sobrenadante y se afiadieron 100 pl por pocillo de Dimetilsulfoxido (DMSO),
para disolver los cristales de formazan. Se dejo actuar durante 30 minutos y finalmente se
midi6 por espectrofotometria, a una longitud de onda de 570 nm (SUNRISE™-Basic,

TECAN, Ménnedorf, Switzerland).
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3.1.2. Estudio del ciclo celular.

El efecto de los distintos AINEs ensayados sobre el ciclo celular de la linea MG63
se determind mediante citometria de flujo segun la técnica de Omerod, 2000. Se prepard
una suspension celular (1x10* células/ml) en medio DMEM suplementado con un 10% de
SBF. Esta suspension se dispuso en placas de 6 pocillos, de 5ml cada uno y se incubd
durante 24 h en condiciones estandar de cultivo. Pasadas las 24h de incubacion, se retir6 el
medio y las células adheridas fueron tratadas con los distintos AINEs. Para ello, se
afiadieron por pocillo 5 ml de medio DMEM contiendo el AINE objeto de estudio a la
dosis establecida (Dexketoprofeno, Ketorolaco y Metamizol: 1, 10, 100 y 1000 pM;
Aspirina: 1, 10, 20, 100 y 1000 uM). Posteriormente, las células se incubaron en estufa de
CO; en las condiciones estandar de cultivo durante 24 h. Transcurrido ese tiempo de
tratamiento se obtuvieron distintas suspensiones celulares (una para cada dosis, mas una
sin tratamiento utilizada como control) siguiendo la siguiente metodologia: se descarto el
medio de cultivo de cada pocillo, se lavo con una solucion de tampoén fosfato salino pH 7.4
(PBS) y las células adheridas a la superficie de la placa de cultivo se despegaron mediante
tratamiento con 2 ml por pocillo de una solucion de tripsina (0.05%) y EDTA (0.02%) a
37°C durante 10 minutos. A la suspension celular obtenida se le anadié un volumen de 5
ml de medio de cultivo al 10% de SBF y se centrifug6 a 1200 rpm durante 10 minutos. Las
células obtenidas se suspendieron en PBS (200ul) y se fijaron con etanol frio al 70% (2
ml), incubandose durante 30 minutos en frio. Las células se lavaron por centrifugacion y se
suspendieron en 800 pl de PBS. Con objeto de eliminar los posibles grumos las células
fueron agitadas con jeringas de insulina. A continuacion se trataron con 100 pl de RNasa
(Img/ml) y se incubaron durante 30 minutos a 37°C, y se tifieron con 100 pl de Ioduro de

Propidio (IP). Posteriormente las células fueron analizadas mediante citometria de flujo,
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con un laser de Diodo de estado sélido a 488nm (FASC Canton II, SE Becton Dickinon,

Palo Alto, California, USA).

3.1.3. Estudio de la induccion de apoptosis/necrosis.

El efecto de los AINES sobre la induccion de apoptosis fue determinada mediante
la técnica de citometria de flujo previo marcaje con Anexina V e loduro de Propidio (IP) y

mediante microscopia de fluorescencia previo marcaje con Hoechst/loduro de Propidio.
3.1.3.1. Determinacién de la induccion de apoptosis por citometria de flujo.

El efecto de los distintos AINEs sobre la induccion de apoptosis/necrosis en la linea
celular MG63 se determind mediante citometria de flujo previo marcaje con Anexina V e

IP (ANNEXINVKIT, Inmunostep, Salamanca, Espafia).

Para ello se prepar6é una suspension celular de 1x10* células/ml, en medio DMEM
suplementado con un 10% de SBF. Esta suspension celular se dispuso en placas de cultivo
de 6 pocillos, conteniendo cada uno de ellos un volumen de 5 ml y se incubaron durante
24 h en condiciones estandar de cultivo. Pasadas las 24 h de incubacion, se retird el medio
y las células adheridas fueron tratadas. Para ello, se anadieron por pocillo 5 ml de medio
DMEM conteniendo el AINE objeto de estudio a la dosis establecida (1, 10, 100 y 1000
uM para Dexketoprofeno, Ketorolaco y Metamizol; y de 1, 10, 20, 100 y 1000 uM para
Aspirina) durante 12 h a 37°C en estufa de CO, Transcurrido ese tiempo de tratamiento se
obtuvieron distintas suspensiones celulares (una para cada dosis, mas una sin tratamiento
utilizada como control) siguiendo la siguiente metodologia: se descarté el medio de cultivo
de cada pocillo, se lavé con PBS y las células adheridas a la superficie de la placa de

cultivo se despegaron mediante tratamiento con 2 ml por pocillo de una solucion de
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tripsina (0.05%) y EDTA (0.02%) a 37 °C durante 10 minutos. A la suspension celular
obtenida se le afiadid6 un volumen de 5ml de medio de cultivo al 10% de SBF y se
centrifug6 a 1200 rpm durante 10 minutos. El sedimento obtenido se suspendi6 en 500 pl
de Buffer (Annexin V Binding Buffer, 1.0M Hepes/NaOH (pH 7.4), 1.4M NaCl, 25mM
CaCl,) que fue distribuido en volumenes de 100 pl a los que se les afiadio 5 ul de Anexina
V-FITC y 5 pl de IP. Posteriormente fueron incubadas durante 15 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad. Después del periodo de incubacion se afiadié 400 pl de Annexin-
binding Buffer a cada tubo. A continuacion las muestras fueron analizadas por citometria
de flujo (FASC Canton II, SE Becton Dickinon, Palo Alto, California, USA). Los datos

obtenidos fueron expresados como porcentaje de células en distintos cuadrantes:

Q1: porcentaje de células IP" (células necréticas)

Q2: porcentaje de células Annexina V'/ IP" (células en apoptosis tardia)

Q3: porcentaje de células Annexina V'/ IP™ (células vivas)

Q4: porcentaje de células Annexina V' (células apoptoticas)

3.1.3.2. Determinacion de la induccién de apoptosis por microscopia de

fluorescencia.

La determinacion de la induccion apoptosis como consecuencia del tratamiento con
los distintos AINEs se realizd por microscopia de fluorescencia mediante la técnica de

doble marcaje con Hoechst /loduro de Propidio (HPI).

El Hoechst33342 es una pequefia molécula que puede penetrar en las membranas
intactas tifiéndolas de azul. El IP, es una molécula mas grande que s6lo puede penetrar en

las células cuando las membranas estdn dafiadas, tifiendo de rojo el DNA de las células

70



MATERIAL Y METODOS

muertas. Las células apoptdticas tiene la membrana intacta con lo que son tefiidas de azul
pero, sin embargo, debido al aglutinamiento de membrana que se produce estas células

aparecen como pequefias esferas azules.

Las células de la linea MG63 fueron cultivadas en placas de 24 pocillos (3x10*
células/pocillo) durante 24 h; pasado este tiempo las células fueron tratadas con los
diferentes AINEs (Dexketoprofeno, Ketorolaco, Metamizol, Aspirina) a dosis de 10 uM
durante 24 h. Tras dicho periodo de incubacion, se retird el sobrenadante, se lavaron las
células con Iml de PBS estéril y se le anadid 10 ul de la soluciéon colorante HPI. Dicha
solucion fue preparada mezclando 20 pl de una solucién Hoechst33342 (10 pg/mL™), 20
ul de IP (10 pg/mL™") en 460 pl de medio de cultivo. Las células fueron inmediatamente
después analizadas bajo microscopia de fluorescencia (Inverted Axiovert 25 Zeiss),
utilizando un filtro de banda ancha en una longitud de onda de excitacion de 365 nm y una
longitud de onda de emision de 397 nm. El recuento de células se llevd a cabo en seis

campos para cada muestra utilizando el objetivo 40X.

3.1.4. Estudio de la citotoxicidad de los AINEs sobre la linea MG63.

El estudio de la citotoxicidad de los AINEs sobre la linea de osteosarcoma MG63
se llevd a cabo a través del andlisis de la Lactato Deshidrogenasa (LDH). Para ello se
cultivaron las células en placas de 24 pocillos (3x10* células/pocillo) durante 24 h y bajo
condiciones de cultivo estandar. Posteriormente las células se trataron con
Dexketoprofeno, Ketorolaco, Metamizol y Aspirina (1 y 10 uM). Tras 24 h de incubacion
los sobrenadantes se recogieron y centrifugaron a 500g durante 5 minutos. Finalmente

fueron alicuotados y conservados a -70°C hasta su procesamiento.
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El analisis de la LDH se realizo utilizando el kit CytoTox 96 Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay (Promega, Madison, USA). Siguiendo el protocolo del Kit utilizado, se
dispensaron 50 pl del sobrenadante de cada muestra en placas de 96 pocillos, afiadiéndose
posteriormente 50 ul del sustrato por pocillos. Tras la incubacion durante 30 minutos en
oscuridad a temperatura ambiente, se afadieron 50 pl por pocillo de solucion Stop,

analizandose posteriormente por espectrofotometria (490 nm) (Biotek ELx800).

3.2. Efecto de los AINEs sobre la diferenciacion celular de linea MG63.

Se ha estudiado el efecto del Metamizol, Ketorolaco, Aspirina y Dexketoprofeno
sobre la diferenciacion celular de la linea MG63 mediante la valoracion de la capacidad de

mineralizacion y el analisis de la sintesis de colageno y fosfatasa alcalina.

3.2.1. Estudio de la mineralizacion.

El efecto del tratamiento con Dexketoprofeno, Ketorolaco, Metamizol o Aspirina
sobre el proceso de diferenciacion del osteoblasto se determind mediante la valoracion de
la formacion de nddulos de calcio en la matriz extracelular, como consecuencia del cultivo
de las células en medio osteogénico, segun la metodologia descrita por Bouvert-Gerbettaz

y col. (2009).

El médio osteogénico se prepard a partir de medio de cultivo suplementado con un
10% de SBF, 5 mM de B-glicerolfosfato (Sigma-Aldrich Co. Chem. Comp., St. Louis, Mo,
USA) y 0.05 mM de acido ascorbico (Sigma-Aldrich Co. Chem. Comp., St. Louis, Mo,

USA).

El ensayo se realizo suspendiendo las células de la linea MG63 a una concentracion
final de 5x10* células/ml bien en medio osteogénico (grupo control), o bien en medio
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osteogénico complementado con las dosis de 1 y 10 uM del AINE a estudiar (grupo
tratado). Un volumen igual a 5 ml de las suspensiones celulares obtenidas en sus
correspondientes medios de cultivo se dispuso en placas de cultivo de 6 pocillos, que
posteriormente fueron incubadas a 37°C en atmosfera de CO; al 5%. A los cuatro dias de
cultivo el medio fue remplazado por medio fresco de sus mismas caracteristicas. A partir

de ese momento los medios fueron reemplazados con una periodicidad de 3 dias.

La lectura se realizd mediante tincion con Alizarina roja de las células adheridas al
frasco de cultivo después de ser cultivadas en las condiciones anteriormente descritas

durante 7, 15 y 20 dias.

Trascurridos los tiempos de incubacion correspondientes, las células fueron lavadas
con cloruro de sodio 150 mM vy fijadas con etanol frio al 70% durante 30 minutos. Tras ser
enjuagadas en tres ocasiones con agua destilada, los pocillos se incubaron durante 10
minutos con 1 ml de solucion de Alizarina roja 40 mM en NaH,P04 a pH 4 y temperatura
ambiente. Finalmente las muestras fueron lavadas 5 veces con agua destilada y se

incubaron con PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente.

La lectura se realizd6 mediante microscopia Optica. Las muestras fueron observadas
al microscopio (URA TECHNIC, Navarra, Espana) valorandose el nimero de nddulos por
superficie analizada. Estos nodulos presentan un color rojo cristalino y se corresponden
con la existencia de calcio precipitado en la matriz de colageno extracelular. Las imagenes

tefiidas de los cultivos se capturaron con una camara digital.
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3.2.2. Estudio de la Sintesis de Fibras de Colageno.

La sintesis de fibras de colageno fue evaluada por medio de la técnica cualitativa
Sirius Red F3BA. Para ello las células fueron cultivadas en placas de 24 pocillos con
Dexketoprofeno, Ketorolaco y Metamizol (1 y 10 uM) y Aspirina (1, 10 y 20 uM), fueron
ajustadas a una concentracion de 3x10* células/ml. Tras el periodo de incubacién (24 h) y
una vez retirado el sobrenadante, las células se lavaron con 1 ml de PBS y se fijaron con
200 pl de formalina al 3.7% durante 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
lavaron tres veces con 1 ml de PBS. Una vez que las células estaban fijadas se les anadio
500 pl de la solucion de tincion Sirius Red. Esta solucion se prepard y filtrd partiendo de
0.5 g de Sirius Red, 45 ml de H,O, 50 ml de Alcohol al 99%, 1 ml de NaOHs al 1% y 2
gotas de NaCl al 20%. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante una
hora. Transcurrido este periodo se retir6 la solucion de tincion y se lavo tres veces con 1 ml
de PBS. Finalmente las muestras se analizaron bajo un microscopio optico (Inverted

NIKON Elipse TE2000U).
3.2.3. Estudio de la Actividad Fosfatasa Alcalina (AP).

Para el estudio del efecto de los distintos AINEs sobre la actividad Fosfatasa
Alcalina de las células MG63, se partié de una concentracion de 3x10* células/ml que fue
cultivada en placas de 24 pocillos durante 24 h, posteriormente se trataron con
Dexketoprofeno, Ketorolaco y Metamizol (1 y 10 uM) y Aspirina (1, 10 y 20 uM). Tras 24

h de incubacidn se retird el sobrenadante y se lisaron las células con Triton X-100 al 0.1%.

Después de observar por microscopia que las células estaban lisadas se afiadi6 una
solucion buffer compuesta por 10 mM Tris-HCI1 pH 7.8, 0.5 mM MgCl, y Triton X-100 al
0.1 %, que detuvo la lisis. Este extracto celular se conservd a -70°C hasta su

procesamiento.
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Para el analisis de la AP se utilizaron 50 pl del extracto de células lisadas de cada
muestra, que se dispensaron en placas de 96 pocillos, y se anadieron 50 ul de sustrato (P-
nitrofenol fosfato) (Sigma Co. Chem. Comp., St. Louis, Mo, USA). Esta técnica mide la
formacion de un producto de color amarillo (4-Nitrofenol) como consecuencia de la accion

catalitica de la AP sobre el sustrato.

Se incubd durante 45 minutos a 37°C; posteriormente se afiadieron 50 pul de NaOH
0.1M para parar la reaccion. Finalmente se midi6 la absorbancia con una longitud de onda

de 405 nm.

Previamente se realizd una curva patron con distintas concentraciones conocidas
del producto (4-Nitrofenol), sobre la que extrapolar los datos de las muestras problema.
Ademas se determind la concentracion de proteinas que contenian las muestras lisadas, al
objeto de expresar la actividad ALP en pM/minuto/mg de proteinas. Dado que
1uM/minuto de producto equivale a 1 Unidad, la actividad AP finalmente se expres6 en

U/mg de proteinas.

3.3. Efecto de los AINEs sobre la adhesividad celular.

El estudio del efecto de los distintos AINEs sobre la capacidad de adhesion de la
linea MG63 se realiz6 mediante una técnica espectrofotométrica.

Las células suspendidas en medio de cultivo que contenian SBF al 10% y distintas
dosis de Dexketoprofeno, Ketorolaco y Metamizol (1 y 10 uM) y Aspirina (1, 10 y 20 uM)
fueron ajustadas a una concentracion de 1x10* células/ml y se dispusieron en placas de

cultivo de 96 pocillos.
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Las células adheridas a las placas de cultivo se determinaron a distintos tiempos de
incubacion: 30, 60, 90, 120 y 180 minutos. Transcurridos los diferentes periodos de tiempo
establecidos, se retird el sobrenadante y se afiadieron 100ul por pocillo de medio DMEM
sin rojo fenol que contenia 5 mg/ml de MTT, incubandose durante cuatro horas a 37°C en
estufa de CO, al 5%. A continuacion se retir6 el sobrenadante y se afiadieron 100 pl por
pocillo de DMSO. Se incub6 durante 30 minutos y se midi6 por espectrofotometria

(570nm).

3.4. Efecto de los AINEs sobre el perfil antigénico.

Para estudiar el efecto de los diferentes AINEs seleccionados sobre la expresion
antigénica de la linea celular MG63 se prepard una suspension celular de 1x10* células/ml,
en medio DMEM suplementado con un 10% de SBF. Esta suspension celular se dispuso en
placas de cultivo de 6 pocillos, conteniendo cada uno de ellos un volumen de 5 ml y se
incubaron durante 24 h en condiciones estandar de cultivo. Pasadas las 24 h de incubacion,
se retird el medio y las células adheridas fueron tratadas. Para ello, se afiadieron por pocillo
5 ml de medio DMEM conteniendo el AINE objeto de estudio a la dosis establecida: 1y
10 uM para Dexketoprofeno, Ketorolaco y Metamizol; y 1, 10 y 20 uM para la Aspirina,
durante 24 h a 37°C en estufa de CO, Transcurrido ese tiempo de tratamiento se
obtuvieron distintas suspensiones celulares (una para cada dosis, mas una sin tratamiento
utilizada como control) mediante el siguiente método: se descarté el medio de cultivo de
cada pocillo, se lavo con PBS y las células adheridas a la superficie de la placa de cultivo
se despegaron mediante tratamiento con 2 ml por pocillo de una solucion de tripsina
(0.05%) y EDTA (0.02%) a 37 °C durante 10 minutos y se neutralizé con 5 ml de medio de

cultivo al 10% de SBF. Posteriormente se lavaron por centrifugacion durante 10 minutos a
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1200 rpm. El sedimento obtenido se suspendi6 en 600 ul de medio DMEM sin rojo fenol al
10% de SBF. 100 pl de esta suspension celular se incubaron con 5 pl de Abmo
correspondiente (ver tabla 2) durante 30 minutos en oscuridad. Transcurrido este periodo
las células fueron lavadas por centrifugacion con 1 ml de PBS y el sedimento se suspendio
en 800ul de PBS para su lectura en un citometro de flujo (FASC Canton II, SE Becton
Dickinon, Palo Alto, California, USA).

En todos los ensayos se incluyeron controles de isotipo con objeto de descartar los

falsos positivos por union inespecifica.

Tabla2. Anticuerpos monoclonales utilizados en el estudio del efecto de los AINEs
sobre el perfil antigénico en la linea celular MG63.

Abmo CD/ especificidad Fluorocromo Casa comercial

Invitrogen Corp.,

CONTROL - FITC
Carlsbad, CA, USA.

Invitrogen Corp.,

CD 54/I0L1b CD 54 FITC
Carlsbad, CA, USA.
Invitrogen Corp.,
CD 80 CD 80 FITC
Carlsbad, CA, USA.
Invitrogen Corp.,
CD 86 CD 86 FITC
Carlsbad, CA, USA.
Invitrogen Corp.,
OKDR HLA-DR FITC

Carlsbad, CA, USA.
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3.5. Efecto de los AINEs sobre capacidad fagocitica.

Para el estudio del efecto de los diferentes AINEs seleccionados sobre la capacidad
fagocitica de la linea celular MG63 se prepard una suspension celular de 1x10* células/ml,
en medio DMEM suplementado con un 10% de SBF. Esta suspension celular se dispuso en
placas de cultivo de 6 pocillos, conteniendo cada uno de ellos un volumen de 5 ml y se
incubaron durante 24 h en condiciones estandar de cultivo. Pasadas las 24 h de incubacion,
se retird el medio y las células adheridas fueron tratadas. Para ello, se afiadieron por pocillo
5 ml de medio DMEM conteniendo el AINE objeto de estudio a la dosis establecida: 1y
10 uM para Dexketoprofeno, Ketorolaco y Metamizol; y 1, 10 y 20 uM para la Aspirina,
durante 24 h a 37°C en estufa de CO, Transcurrido ese tiempo de tratamiento se
obtuvieron distintas suspensiones celulares (una para cada dosis, mas una sin tratamiento
utilizada como control) siguiendo la siguiente metodologia: se descarté el medio de cultivo
de cada pocillo, se lavé con PBS y las células adheridas a la superficie de la placa de
cultivo se despegaron mediante tratamiento con 2 ml por pocillo de una solucién de
tripsina (0.05%) y EDTA (0.02%) a 37 °C durante 10 minutos y se neutralizo con 5 ml de
medio de cultivo al 10% de SBF. Posteriormente se lavaron por centrifugacion durante 10
minutos a 1200 rpm. El sedimento obtenido se suspendié en 600 pl de medio DMEM sin
rojo fenol al 10% de SBF, 100 pul de esta suspension celular se incubaron con 10 pl de una
suspension de bolitas de latex (Sigma Chem. Comp., St. Louis, Mo, USA) diluida 1:10 en
PBS a 37°C durante 30 minutos en oscuridad. Las bolitas de latex poseen 2 um de
didmetro y estdn marcadas con fluoresceina. Finalmente las células se lavaron por
centrifugacion con 1ml de medio y el sedimento obtenido se suspendi6 en 800 pl de PBS
para su posterior lectura en un citometro de flujo. Los resultados obtenidos se expresaron
como el porcentaje de células que han fagocitado particulas de latex y por tanto se

muestran fluorescentes.
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4. Analisis estadistico

Todas las experiencias realizadas para la consecucion de los objetivos de esta Tesis

Doctoral se realizaron al menos tres veces.

Los datos se analizaron con el software R (version 2.9.2 Auckland, New Zealand).
Se calcularon para cada variable los valores de la media (£ desviacion estdndar) y el
intervalo de confianza para la media (IC 95%). El Test de Kolmogorov-Smirnov demostro
una distribucion normal de los datos (P > 0.05). Para examinar el efecto de la intervencion
sobre la proliferacion, diferenciacion y adhesividad celular, se realizé un analisis de la
varianza (ANOVA), considerando como variables tratamientos (Aspirina, Dexketoprofeno,
Ketorolaco, Metamizol), tiempo de tratamiento y concentraciones. Cuando se identific
una interaccidon significativa, se aplico el Test de Bonferroni. El perfil antigénico y
fagocitico, el ciclo celular y la apoptosis se compararon usando el test de la t de Student.

Un valor de P inferior a 0.05 se considero estadisticamente significativo en todos los tests.
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Efecto de los AINEs sobre la linea celular MG63

1. Efecto de los AINEs sobre el crecimiento celular.

El efecto de los AINEs sobre el crecimiento celular de la linea MG63 se estudio
mediante distintas técnicas que nos aportan informacion complementaria respecto a este
parametro celular. En todos los casos las células se trataron con diferentes dosis de AINEs

durante 24 h para su posterior estudio.
1.1. Estudio de la proliferacion celular.

El tratamiento de la linea celular MG63, con las dosis de 0.1, 1, 5, 10, 20, 100 y
1000 uM de Dexketoprofeno durante 24 h, produce una inhibicién significativa de la

proliferacién celular con respecto al grupo control (células no tratadas) con valores de

P<0.001 (Fig.3 y tabla 3).
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Figura 3. Porcentaje de viabilidad celular, determinada mediante el método del
MTT, de la linea MG63 tratada durante 24 h con diferentes dosis de
Dexketoprofeno (0.1 uM, 1 uM, 10 uM, 20 uM, 100 uM y 1000 pM). *p<0.001
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Tabla 3. Efecto del Dexketoprofeno sobre la viabilidad celular de la linea celular MG63 tras

24 h de tratamiento.

Viabilidad celular

Tratamiento (valor medio de la DO?) sp® Valor P I.C. (95%)°
Control 2,766 0,1244 - -
Dexketoprofeno 0,1 uM 2,299 0,1754 | 0,000* | 0,3592;0,5749
Dexketoprofeno 1 uM 2,239 0,0913 0,000* | 0,4639;0,5910
Dexketoprofeno 5 uM 2,158 0,1099 0,000* | 0,5396; 0,6760
Dexketoprofeno 10 uM 2,074 0,1892 0,000* 0,5973;0,7874
Dexketoprofeno 20 uM 2,047 0,1837 | 0,000* | 0,5723;0,8668
Dexketoprofeno 100 pM 2,000 0,1028 | 0,000* | 0,2493;0,3838
Dexketoprofeno 1000 uM 2,112 0,1219 | 0,000* | 0,5829;0,7261

Densidad 6ptica, " Desviacién estandar; ¢ Intervalo de confianza; * Diferencias Significativas.

De igual modo, como podemos observar en la Fig. 4 y tabla 4, el tratamiento con

Ketorolaco, a las mismas dosis, produjo una inhibicién del crecimiento de los osteoblastos

(P<0.001), la cual fue dosis dependiente.
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Figura 4. Porcentaje de viabilidad celular, determinada mediante el método del
MTT, de la linea MG63 tratada durante 24 h con diferentes dosis de

Ketorolaco (0.1 pM, 1 pM, 10 pM, 20 uM, 100 pM y 1000 pM). *p<0.001
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Tabla 4. Efecto del Ketorolaco sobre la viabilidad celular de la linea celular MG63 tras 24 h

de tratamiento.

. Viabilidad celular b -
Tratamiento (valor medio de la DO?) SD Valor P I.C. (95%)
Control 2,533 0,1109 - -
Ketorolaco 0,1 uM 2,315 0,1355 0,000* | 0,1448;0,2907
Ketorolaco 1 uM 2,339 0,2505 0,002* | 0,0775;0,3106
Ketorolaco 5 uM 2,281 0,1542 0,000* | 0,1720, 0,3305
Ketorolaco 10 uM 2,273 0,1731 0,000* 0,1745; 0,3454
Ketorolaco 20 uM 2,269 0,0612 0,000* 0,2024 ; 0,3259
Ketorolaco 100 uM 1,765 0,3213 0,000* 0,6252 ; 0,9099
Ketorolaco 1000 uM 1,564 0,0604 0,000* | 0,9151;1,0217

Densidad 6ptica, " Desviacién estandar; ¢ Intervalo de confianza; * Diferencias Significativas.

Sin embargo, cuando las células fueron tratadas con Metamizol (Fig. 5, tabla 5) no

observamos diferencias significativas a dosis de 0.1 uM, 1 uM y 5 uM. Fue a partir de la

dosis 10 uM, cuando detectamos un efecto inhibitorio significativo sobre la proliferacion

de la linea celular, con valores de P< 0.001 (10 uM, 20 uM y 1000 uM) y P= 0.02

(100pM).
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Figura 5. Porcentaje de viabilidad celular, determinada mediante el método del
MTT, de la linea MG63 tratada durante 24 h con diferentes dosis de Metamizol
(0.1 uM, 1 uM, 10 pM, 20 pM, 100 uM y 1000 uM). *p<0.001; **p=0.02
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Tabla 5. Efecto del Metamizol sobre la viabilidad celular de la linea celular MG63 tras 24 h

de tratamiento.

Tratamiento (va:g::I;:?: ;:IIuaI aDroa) sp® Valor P I.C. (95%)°
Control 2,697 0,1779 - -
Metamizol 0,1 T1\Y] 2,641 0,0532 0,599 -0,1602; 0,2719
Metamizol 1 M 2,603 0,0067 0,377 -0,1212;0,3093
Metamizol 5 pM 2,524 0,0596 0,113 -0,0435; 0,3890
Metamizol 10 uM 2,493 0,2281 0,001* 0,8533;0,3234
Metamizol 20 uM 2,490 0,1515 0,000* 0,1106; 0,3027
Metamizol 100 pM 2,470 0,0836 0,02* 0,3876; 0,4156
Metamizol 1000 uM 2,118 0,0773 0,000* 0,4989; 0,6584

Densidad 6ptica, " Desviacién estandar; ¢ Intervalo de confianza; * Diferencias Significativas.

En la Fig. 6 y tabla 6 se muestran los resultados obtenidos con la Aspirina, en este

caso se puede observar que a dosis bajas (0.1 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM y 20 uM), este

AINE no ejerce ningun efecto sobre la proliferacion la linea MG63 después de las 24 h de

cultivo; mientras que la Aspirina a altas dosis (100 uM y 1000 uM) si mostrd un efecto

inhibitorio significativo en relacion con el control, con valores de P=0.01 y P<0.001

respectivamente.
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Figura 6. Porcentaje de viabilidad celular, determinada mediante el método del
MTT, de la linea MG63 tratada durante 24 h con diferentes dosis de Aspirina
(0.1 uM, 1 uM, 10 pM, 20 pM, 100 uM y 1000 pM). *p=0.037; **p=0.01;
**%p<0.001

86




RESULTADOS

Tabla 6. Efecto del Metamizol sobre la viabilidad celular de la linea celular MG63 tras 24 h

de tratamiento.

Viabilidad celular

Tratamiento (valor medio de la DO?) sD" Valor P I.C. (95%)°

Control 2,329 0,1026

Aspirina 0,1 uMm 2,324 0,1584 0,920 -0,0916; 0,1011
Aspirina 1 uM 2,312 0,0786 0,655 -0,0571; 0,0893
Aspirina 5 uM 2,279 0,0710 0,200 -0,0286; 0,1283
Aspirina 10 uM 2,300 0,0405 0,516 -0,0922, 0,0489
Aspirina 20 uM 2,239 0,1047 0,037* 0,0056; 0,1733
Aspirina 100 uMm 2,229 0,0226 0,01* 0,0293; 0,1690
Aspirina 1000 uMm 1,734 0,1088 0,000* 0,5150, 0,6735

*Densidad optica, ®Desviacion estandar; © Intervalo de confianza; * Diferencias Significativas.

1.2. Estudio del ciclo celular.

En relacion con el ciclo celular, nuestros resultados muestran que el tratamiento con

Dexketoprofeno a dosis 1 uM no produjo cambio alguno en las distintas fases del ciclo de

la linea MG63 en cultivo. En cambio, si que se detectd una disminucion en el porcentaje de

células en las fases G2-M y S al ser tratadas con las dosis 10, 100 y 1000 uM; lo que

supuso un aumento significativo del porcentaje de células en la fase GO-G1, con un valor

de P=0.0001 para las tres dosis estudiadas (Fig. 7 y tabla 7).
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Figura 7. Efecto del Dexketoprofeno sobre el ciclo celular de la linea MG63 determinado por
citometria de flujo. El cultivo celular fue tratado con la dosis de 1, 10, 100 y 1000 uM de
Dexketoprofeno, durante 24 h. El grupo control se cultivd bajo las mismas condiciones sin
tratamiento. GO/G1, G2/M y S representan el porcentaje de células distribuidas en dicha fase

después del tratamiento.

Tabla 7. Porcentaje de células en las fases G0-G1, G2-M y S del Ciclo celular de la linea
celular MG63 tratada durante 24h con Dexketoprofeno a la dosis de 1, 10, 100 y 1000 pM.

% de Células en

% de Células en

% de Células en fase

fase GO-G1 G2-M fase S
Tratamiento Media Valor p Media Valor p Media Valor p
Control 42,68 (0,1) - 27,22 (0,57) - 30,09(0,53) -
Dexketoprofeno 1 uM 43,94(1,45) 0,2 25,61 (1,02) 0,07 | 30,44(0,52) 0,46
Dexketoprofeno 10 uM 45,28(0,36) 0,0001* | 22,53 (1,02) 0,002* | 32,18(1,35) 0,069
Dexketoprofeno 100 uM 60,03(0,32) 0,0001* | 19,72 (0,37) 0,0001* | 20,24(0,25) 0,0001*
Dexketoprofeno 1000 pM | 85,77(1,21) 0,0001* | 10,15 (1,02) 0,0001* | 4,09(0,24) 0,0001*

* Diferencias Significativas

El tratamiento con distintas dosis de Ketorolaco (1, 10, 100 y 1000 uM) produjo

cambio significativos en el perfil de fluorescencia de las distintas fases del ciclo celular de

la linea osteoblastica MG63, comparandolos con el grupo control, el cual no recibid ninglin

tipo de tratamiento, s6lo el porcentaje de células en fase GO-G1 para la dosis 1 uM no

mostré cambio significativo (Fig. 8 y tabla 8).
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Figura 8. Efecto del Ketorolaco sobre el ciclo celular de la linea MG63 determinado por citometria
de flujo. El cultivo celular fue tratado con la dosis de 1, 10, 100 y 1000 uM de Ketorolaco, durante
24h. El grupo control se cultivo bajo las mismas condiciones sin tratamiento. G0/G1, G2/ M y S
representan el porcentaje de células distribuidas en dicha fase después del tratamiento.

Tabla 8. Porcentaje de células en las fases G0-G1, G2-M y S del Ciclo celular de la linea

celular MG63 tratada durante 24 h con Ketorolaco a la dosis de 1, 10, 100 y 1000 uM.

% de Células en fase % de Células en fase | % de Células en fase
GO0-G1 G2-M S

Tratamiento Media Valor p Media Valor p Media Valor p

Control 42,68 (0,10) - 27,22 (0,58) - 30,09 (0,53) -
Ketorolaco 1 uyM 44,64 (2,06) 0,24 21,04 (2,97) 0,02* 34,31 (1,18) 0,005*
Ketorolaco 10 pM 45,36 (0,27) 0,0001* | 22,37 (0,54) 0,0001* | 32,26 (0,42) 0,005*
Ketorolaco 100 pM 50,13 (0,36) 0,0001* | 23,89 (0,8) 0,004* | 25,97 (1,02) 0,003*
Ketorolaco 1000 uM 57,34 (0,60) 0,0001* | 20,77 (1,22)  0,001* | 21,34 (1,76) 0,002*

* Diferencias Significativas
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En la Fig. 9 y tabla 9 se muestra el porcentaje de células distribuidas en las distintas

fases del ciclo celular de la linea de osteosarcoma MG63 tratada con Metamizol. Como se

puede comprobar dicho antiinflamatorio no produce cambios significativos en la

distribucion de las células en las diferentes fases, con respecto del grupo control.
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Figura 9. Efecto del Metamizol sobre el ciclo celular de la linea MG63 determinado por citometria
de flujo. El cultivo celular fue tratado con la dosis de 1, 10, 100 y 1000 uM de Metamizol, durante
24 h. El grupo control se cultivd bajo las mismas condiciones sin tratamiento. GO/G1, G2/M y S
representan el porcentaje de células distribuidas en dicha fase después del tratamiento.

Tabla 9. Porcentaje de células en las fases GO-G1, G2-M y S del Ciclo celular de la linea

celular MG63 tratada durante 24 h con Metamizol a la dosis de 1, 10, 100 y 1000 pM.

% de Células en fase

% de Células en fase

% de Células en fase

G0-G1 G2-M S
Tratamiento Media Valor p Media Valor p Media Valor p
Control 42,68 (0,10) - 27,22 (0,58) - 30,09 (0,53) -
Metamizol 1 uM 42,79 (0,88) 0,84 26,01 (1,03) 1,13 30,60 (1,30) 0,56
Metamizol 10 pM 43,24 (0,86) 0,37 24,33 (2,21) 0,14 32,42 (1,35) 0,051
Metamizol 100 pM 42,68 (1,74) 1 25,71 (0,92) 0,57 32,11 (1,94) 0,149
Metamizol 1000 uM | 41,21 (1,06) 0,69 26,93 (0,69) 0,587 31,28 (0,70) 0,62
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En la Fig.10 y tabla 10 se muestran los resultados obtenidos tras el tratamiento con
Aspirina sobre el ciclo celular de la linea MG63. El tratamiento con la dosis de 1, 10 y 20
UM, no produjo cambios en el ciclo celular de la linea MG63, ya que no se observaron
cambios significativos en el porcentaje de células distribuidas en las distintas fases. Sin
embargo, en el tratamiento con la dosis 100 y 1000 uM si se observaron cambios a nivel
del ciclo celular, con un aumento significativo del porcentaje de células en fase GO-GI

(P=0.006 y P=0.0001), y una disminucion del porcentaje de células en fase G2-M y S.
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Figura 10. Efecto de la Aspirina sobre el ciclo celular de la linea MG63 determinado por
citometria de flujo. El cultivo celular fue tratado con la dosis de 1, 10, 100 y 1000 uM de Aspirina,
durante 24 h. El grupo control se cultivd bajo las mismas condiciones sin tratamiento. G0/G1,
G2/M y S representan el porcentaje de células distribuidas en dicha fase después del tratamiento.
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Tabla 10. Porcentaje de células en las fases GO-G1, G2-M y S del Ciclo celular de la linea
celular MG63 tratada durante 24 h con Aspirina a la dosis de 1, 10, 100 y 1000 pM.

% de Células en fase % de Células en fase | % de Células en fase

G0-G1 G2-M S

Tratamiento Media Valor p Media Valor p Media Valor p
Control 44,34 (2,79) - 27,22 (0,57) - 30,09 (0,07) -
Aspirina 1 pM 42,34 (2,63) 0,46 26,41 (2,26) 0,58 | 31,02 (0,41) 0,07
Aspirina 10 uM 42,21 (5,25) 0,5 24,85 (3,74) 0,3 32,94 (2,48) 0,1
Aspirina 20 uM 41,54 (2,16) 0,24 27,52 (0,60) 0,57 |30,93(1,75) 0,47
Aspirina 100 uM 54,38 (1,79)  0,006* | 20,94 (1,35) 0,002* | 24,68 (2,96) 0,03*
Aspirina 1000 uM 77,44 (0,83) 0,0001* | 5,95(1,15) 0.0001* | 16,60 (1,93) 0,0001*

* Diferencias Significativas

1.3. Efecto de los AINEs sobre la induccion de apoptosis.

La induccion de apoptosis como consecuencia del tratamiento con los AINEs ha
sido estudiada mediante citometria de flujo y mediante microscopia de fluorescencia.

1.3.1. Determinacion de la induccion de apoptosis por citometria de flujo.

El andlisis de los resultados obtenidos en el estudio de la induccion de
apoptosis/necrosis como consecuencia del tratamiento de la linea MG63 durante 12 h con
Dexketoprofeno muestra un aumento significativo del porcentaje de células en apoptosis a
partir de la dosis de 10 uM (Fig. 11 y tabla 11). Asi mismo, podemos observar, que a
medida que aumenta la dosis, aumenta tanto el porcentaje de células en apoptosis
(apoptosis temprana y apoptosis tardia) como el porcentaje de células necroéticas,

disminuyendo en consecuencia de manera significativa el porcentaje de células vivas.
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Figura 11. Estudio mediante citometria de flujo de la induccién de apoptosis mediante doble
marcaje con Annexina V e IP. Expresado como el porcentaje de células marcadas con Annexina
V e IP después de su tratamiento durante 12 h con Dexketoprofeno a la dosis de 1, 10, 100 y
1000 pM. Q1 (necrosis:Ann V-, IP"), Q2 (apoptosis tardia: Ann V', IP"), Q3 (Negativo: Ann V",
IP"), Q4 (apoptosis: Ann V', IP"). * p<0.05.

Tabla 11. Porcentaje de células marcadas con Annexina V y/o IP analizadas mediante
citometria de flujo después de su tratamiento durante 12 h con Dexketoprofeno.

% de células

Tratamiento ) sD° VALOR P 1.C. (95%)°
(valor medio)

Control Q1 Necrosis 3,61 1,6163 - -

Q2 Ap. Tardia 2,84 1,4530 - -

Q3 Negativo 89,82 4,2866 - -

Q4 Apoptosis 3,71 1,9480 - -
Dexketoprofeno | Q1 Necrosis 4.00 0.8821 0.700 -2.7975; 2.0308
1pMm Q2 Ap. Tardia 1.92 1.1287 0.385 -1.5686, 3.4120

Q3 Negativo 86.60 5.4121 0.370 -6.0459; 13.5576

Q4 Apoptosis 8.00 3.4302 0.113 -10.0476 ; 1.4526
Dexketoprofeno | Q1 Necrosis 6,59 0,7245 0,044* -5,8193; -0,1406
10 pMm Q2 Ap. Tardia 4,98 0,5058 0,074 -4,6063 ; 0,3263

Q3 Negativo 73,84 1,5153 0,004* 8,6952 ; 23,2714

Q4 Apoptosis 14,58 0,5868 0,001* -14,0965 ; -7,6434
Dexketoprofeno | Q1 Necrosis 11,91 0,5335 0,001* -11,0218; -5,5648
100 um Q2 Ap. Tardia 17,11 1,0900 0,000* -17,1784 ;-11,3549

Q3 Negativo 63,99 2,0800 0,001* 18,1890 ; 33,4642

Q4 Apoptosis 6,97 0,6206 0,050* -6,5439; 0,0106
Dexketoprofeno | Q1 Necrosis 12,27 1,9884 0,004* -12,7642 ; -4,5490
1000 pum Q2 Ap. Tardia 15,40 0,6182 0,000* -15,0879; -10,0253

Q3 Negativo 62,21 1,2459 0,000* 20,4575 ; 34,7690

Q4 Apoptosis 10,11 0,7966 0,006* -9,7769 ; -3,0297

3Desviacion Estandar; ° Intervalo de Confianza; * Diferencias significativas.
bl 9
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Con respecto al tratamiento con Ketorolaco, como se muestra en la Fig. 12 y tabla
12, éste se tradujo en un aumento significativo del porcentaje de células en apoptosis a la
dosis 1 uM, no detectdndose cambios significativos en el nimero de células necroticas o en
el nimero de células en apoptosis tardia. Mientras que a la dosis de 10, 100 y 1000 uM se
increment6 significativamente tanto el porcentaje de células apoptoéticas, (apoptoticas

tempranas y apoptoticas tardias), como el de células necroéticas.

100 -+

m Control
BT 1uM
=T 10uM

% de Células

= T 100pM
= T 1000puM

Q1 Q2 Q3 Q4

Figura 12. Estudio mediante citometria de flujo de la induccion de apoptosis mediante doble
marcaje con Annexina V e IP. Expresado como el porcentaje de células marcadas con
Annexina V e IP después de su tratamiento durante 12 h con Ketorolaco a la dosis de 1, 10, 100
y 1000 uM. Q1 (necrosis:Ann V-, IP"), Q2 (apoptosis tardia: Ann V', IP*), Q3 (Negativo: Ann
V', IP"), Q4 (apoptosis: Ann V', IP). *p<0.05.
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Tabla 12. Porcentaje de células marcadas con Annexina V y/o IP analizadas mediante
citometria de flujo después de su tratamiento durante 12 h con Ketorolaco.

Tratamiento %de Células — cha\a10RP 1,C, (95%)"
(Valor medio)

Control Q1 Necrosis 3,61 1,6163 - -

Q2 Ap. Tardia 2,84 1,4530 - -

Q3 Negativo 89,82 4,2866 - -

Q4 Apoptosis 3,71 1,9480 - -
Ketorolaco Q1 Necrosis 4,45 0,6139 0,451 -3,6049 ; 1,9382
1pum Q2 Ap. Tardia 3,95 0,3493 0,317 -4,4748 ; 2,2614

Q3 Negativo 77,36 0,9750 0,032* 2,4656; 22,4610

Q4 Apoptosis 14,00 0,6633 0,001* -13,5902 ; -6,9946
Ketorolaco Q1 Necrosis 7,64 0,8143 0,018* -6,9245;-1,1221
10 pMm Q2 Ap. Tardia 11,43 1,3439 0,002* -11,7560; -5,4105

Q3 Negativo 69,51 3,1578 0,003* 11,7720, 28,8412

Q4 Apoptosis 11,41 1,1285 0,004* -11,3121; -4,0945
Ketorolaco Q1 Necrosis 12,21 3,6766 0,021* -15,0312;-2,1553
100 pm Q2 Ap. Tardia 26,00 3,1773 0,000* -28,7605 ; -17,5594

Q3 Negativo 50,47 1,4314 0,000* 32,1022 ; 46,5910

Q4 Apoptosis 11,31 1,9125 0,009* -11,9759; -3,2240
Ketorolaco Q1 Necrosis 17,22 2,9957 0,002* -19,0631 ; -8,1501
1000 uM Q2 Ap. Tardia 22,45 3,4035 0,001* -25,5355;-13,6711

Q3 Negativo 52,52 2,9221 0,000* 28,9872 ;45,6193

Q4 Apoptosis 7,80 0,9057 0,030* -7,5370; -0,6496

3 Desviacion Estandar; ° Intervalo de Confianza; * Diferencias significativas.

En la Fig. 13 y tabla 13 se muestran los resultados obtenidos tras 12 h de
tratamiento con Metamizol a diferentes dosis. Como podemos observar a la dosis mas baja
(1 M) no se produjo ningin cambio significativo en comparacion con el control, mientras
que a la dosis de 10 uM se observo un incremento significativo del porcentaje de células
en apoptosis temprana y una disminucion significativa de células vivas. Para dosis altas
(100 y 1000 uM) se observd un aumento significativo en el porcentaje de células en

apoptosis, tanto temprana como tardia, y en necrosis.
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Figura 13. Estudio mediante citometria de flujo de la induccidén de apoptosis mediante doble
marcaje con Annexina V y IP. Expresado como el porcentaje de células marcadas con
Annexina V e IP después de su tratamiento durante 12 h con Metamizol a la dosis de 1, 10,
100 y 1000 pM. Q1 (necrosis:Ann V", IP"), Q2 (apoptosis tardia: Ann V', IP"), Q3 (Negativo:
Ann V', IP"), Q4 (apoptosis: Ann V', IP"). *p<0.05.

Tabla 13. Porcentaje de células marcadas con Annexina V y/o IP analizadas mediante
citometria de flujo después de su tratamiento durante 12 h con Metamizol.

Tratamiento % de Células SD°  VALORP 1,C, (95%)°
(Valor medio)

Control Q1 Necrosis 3,61 1,6163 - -

Q2 Ap. Tardia 2,84 1,4530 - -

Q3 Negativo 89,82 4,2866 - -

Q4 Apoptosis 3,71 1,9480 - -
Metamizol Q1 Necrosis 4,29 0,2179 0,699 -1,7100; 2,3584
1uM Q2 Ap. Tardia 4,14 0,2619 0,261 -4,7906 ; 2,1989

Q3 Negativo 85,57 4,4218 0,259 -4,3304 ; 12,8221

Q4 Apoptosis 5,99 0,6133 0,073 -4,8724 ;0,3124
Metamizol Q1 Necrosis 4,24 0,3766 0,477 -2,7105; 1,4638
10 pMm Q2 Ap. Tardia 5,20 0,3907 0,100 -5,7358; 11,0191

Q3 Negativo 79,29 1,5186 0,006* 4,7286; 16,3330

Q4 Apoptosis 11,26 1,0781 0,001* -10,4722 ; -4,6277
Metamizol Q1 Necrosis 5,27 0,4917 0,104 -3,7951,; 0,4885
100 pMm Q2 Ap. Tardia 4,13 0,5604 0,159 -3,2813; 0,7096

Q3 Negativo 75,18 4,0980 0,006* 6,4474 ; 22,8391

Q4 Apoptosis 15,42 2,3441 0,001* -16,0230; -7,4069
Metamizol Q1 Necrosis 18,53 1,5616 0,000* -18,5161;-11,3105
1000uM Q2 Ap. Tardia 7,60 0,8265 0,008* -7,4330; -2,0736

Q3 Negativo 72,62 2,3843 0,004* 9,3405 ; 25,0661

Q4 Apoptosis 1,24 0,0850 0,094 -0,6622 ; 5,5889

2 Desviacion Estandar; ° Intervalo de Confianza; * Diferencias significativas.
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Los resultados del estudio no mostraron cambios en las células de la linea
osteoblastica MG63 tratadas con dosis bajas de Aspirina (1 y 10 uM). Por el contrario a
dosis altas (20, 100, 1000 uM) se mostré6 un aumento significativo del porcentaje de
células en apoptosis temprana y tardia y disminucion del nimero de células vivas tras 12 h
de tratamiento. Solo a partir de la dosis de 1000 uM se observo un incremento de células

necroticas (Fig. 14 y tabla 14).
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Figura 14. Estudio mediante citometria de flujo de la induccioén de apoptosis mediante doble
marcaje con Annexina V y IP. Expresado como el porcentaje de células marcadas con
Annexina V e IP después de su tratamiento durante 12 h con Aspirina a la dosis de 1, 10, 100
y 1000 pM. Q1 (necrosis:Ann V", IP"), Q2 (apoptosis tardia: Ann V', IP"), Q3 (Negativo: Ann
V', IP), Q4 (apoptosis: Ann V', IP). *p<0.05.
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Tabla 14. Porcentaje de células marcadas con Annexina V y/o IP analizadas mediante
citometria de flujo después de su tratamiento durante 12 h con Aspirina.

Tratamiento % de Celulas SD°  VALORP 1.C. (95%)°
(Valor medio)
Control Q1 Necrosis 3,61 1,6163 - -
Q2 Ap. Tardia 2,84 1,4530 - -
Q3 Negativo 89,82 4,2866 - -
Q4 Apoptosis 3,71 1,9480 - -
Aspirina Q1 Necrosis 4,31 1,2265 0,582 -3,9525; 2,5525
1um Q2 Ap. Tardia 3,50 0,6701 0,518 -0,3218; 1,9117
Q3 Negativo 87,76 2,5171 0,513 -5,9085 ; 10,0285
Q4 Apoptosis 4,42 1,3001 0,627 -4,4641 ; 3,0441
Aspirina Q1 Necrosis 5,97 0,5697 0,076 -5,1072; 0,3872
10 um Q2 Ap. Tardia 1,34 0,2514 0,213 -1,9720; 4,9720
Q3 Negativo 90,02 1,3050 0,941 -7,3861 ; 6,9794
Q4 Apoptosis 2,65 0,6192 0,421 -2,2166 ; 4,3332
Aspirina Q1 Necrosis 5,64 1,4516 0,182 -5,5058 ; 1,4592
20 uM Q2 Ap. Tardia 14,69 0,4531 0,000* -14,2832;-9,4034
Q3 Negativo 69,59 0,8826 0,012* 10,1319, 30,3281
Q4 Apoptosis 8,31 1,8938 0,043* -8,9583 ; -0,2482
Aspirina Q1 Necrosis 5,48 1,4807 0,215 -5,3772; 1,6505
100 pM Q2 Ap. Tardia 13,18 2,1219 0,002* -14,4558 ; -6,2108
Q3 Negativo 67,61 2,3404 0,001* 14,3844 ; 30,0422
Q4 Apoptosis 13,74 3,0390 0,009* -15,8230 ; -4,2502
Aspirina Q1 Necrosis 11,81 1,5383 0,003* -11,7735 ; -4,6197
1000pM Q2 Ap. Tardia 8,94 3,2706 0,042* -11,8335 ; -0,3597
Q3 Negativo 65,41 3,5840 0,002* 15,4499 ; 33,3633
Q4 Apoptosis 13,82 1,0186 0,001* -13,6404 ; -6,5929

*Desviacion Estandar;

®Intervalo de Confianza; * Diferencias significativas.

1.3.2. Determinacion de la induccion de apoptosis por microscopia de fluorescencia.

Los resultados obtenidos a través de esta técnica, presentan perfiles equivalentes a
los que han sido obtenidos mediante la técnica de citometria; si bien, hemos de tener en
cuenta que aqui no se distingue entre apoptosis temprana y apoptosis tardia.

Donde mayor discrepancia observamos, entre los datos obtenidos por citometria y los
obtenidos por microscopia, es en el tratamiento con la Aspirina. En la técnica microscopica
se obtiene un porcentaje importante de células apoptoéticas a la dosis de 10 puM, que no se

detecta de forma significativa por citometria de flujo.
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Aspirin 10 MG63_NON

Metamizol 10 MG63_NON

Ketorolac 10 MG63_NON

Dexketoprofeno 10 MG63_NON

Control MG63_NON
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M célulasvivas M células muertas  ® células apoptodticas

Figura 15. Estudio mediante microscopia de fluorescencia de la induccion de apoptosis mediante doble
marcaje con Hoechst e IP. Expresado como porcentaje de células marcadas con Hoechst y/o IP después
de su tratamiento durante 24 h con Dexketoprofeno, Ketorolaco, Metamizol y Aspirina a la dosis de 10
uM.

1.4. Estudio de la citotoxicidad de los AINEs sobre la linea MG63.

En relacion con el estudio de citotoxicidad, los resultados obtenidos muestran que
ninguno de los AINEs estudiados a las dosis ensayadas (1 y 10 uM) produce toxicidad
celular, al no detectarse un porcentaje de LDH libre en el sobrenadante de cultivo

significativamente superior al del grupo control (Fig. 16).
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Figura 16. Determinacion espectrofotométrica del porcentaje de LDH liberada como
consecuencia del tratamiento con distintas dosis (1 y 10 pM) de Dexketoprofeno, Ketorolaco,
Metamizol y Aspirina. El grupo control son células bajo las mismas condiciones de cultivo en
ausencia de AINE.
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2. Efecto de los AINEs sobre la diferenciacion celular de linea MG63.

El estudio del efecto de los AINEs sobre la diferenciacion celular se ha
determinado valorando su acciéon sobre el proceso de mineralizacion, la sintesis de

colageno y la actividad fosfatasa alcalina.

2.1. Estudio de la mineralizacion.
Los ensayos de mineralizacion, realizados con medio osteogénico en la linea celular
MG63, mostraron la aparicion de nédulos de color rojo, como consecuencia de su tincién
con Alizarina roja, a partir de los 15 de cultivo, siendo éstos de mayor tamafio y mas

numerosos a partir de los 20 dias.

Los resultados obtenidos en los cultivos realizados en medio osteogénico en
presencia de Dexketoprofeno, Ketorolaco o Metamizol a las dosis de 1 y 10 uM y Aspirina
a las dosis de 1, 10 y 20 uM, mostraron una inhibicion, tanto en el numero de nodulos
como en el tamano de los mismos, a partir de los 15 dias (tabla 15). La respuesta observada
sobre el proceso de mineralizacion, en el tratamiento con Aspirina, es inhibitoria, pero

ligeramente menor que la detectada en el tratamiento con los otros AINEs estudiado.

En la Fig. 17 se muestran fotografias tomadas al microscopio optico de cultivos en

medio osteogénico a distintos tiempos en donde se observan nédulos de distinto tamafio.
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Tabla 15. Estudio cualitativo de la mineralizaciéon de la linea celular MG63 mediante la
formacion de nodulos, en relacion con el tiempo, en medio de cultivo osteogénico
suplementado con distintos AINEs: Dexketoprofeno, Ketorolaco y Metamizol (1 y 10 pM) y

Aspirina (1, 10 y 20 uM).

7 dias 15 dias 20 dias
Tratamiento Ne Tamaiio Ne Tamaiio N2 Tamaiio
nédulos nédulos nédulos nédulos | nédulos nédulos
Control - - + 40-80 pum ++ 80-150 um
Aspirina 1puM - - * 10-40 um + 50-100 pum
Aspirina 10uM - - * 10-40 um + 50-100 pm
Aspirina 20uM - - * 10-40 um + 50-100 pm
Dexketoprofeno 1M - - - - + 50-100 pum
Dexketoprofeno 10uM - - - - - -
Ketorolaco 1pM - - - + 40-80 um
Ketorolaco 10 uM - - - - + 40-80 um
Metamizol 1uM - - - - + 10-40 um
Metamizol 10puM - - - - - -

- No se detecta presencia de nodulos; + de 0 a 10 ndédulos por pocillo; + de 5 a 20 ndédulos por pocillo; ++ mas de 20

nddulos por pocillo.

Figura 17. Imagen al microscopio Optico de las células osteoblasticas (MG63) en medio osteogénico en presencia de
distintos AINEs. La lectura se realiz6 mediante tincion segun el método de la Alizarina roja a los 7, 15 y 20 dias de
iniciado el tratamiento. a) control 7dias; b) control 15dias; c) control 20dias; d) Dexketoprofeno 7dias; e)
Dexketoprofeno 15dias; f) Dexketoprofeno 20dias; g) Aspirina 7dias; h) Aspirina 15dias; i) Aspirina 20dias.

(=== Escala 100pum).
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2.2. Estudio de la Sintesis de Fibras de Colageno.

La sintesis de colageno es uno de los parametros de diferenciacion del osteoblasto.
En nuestro estudio hemos observado que el tratamiento de la linea celular MG63 durante
24 horas, con las distintas dosis de AINEs, no produce cambios apreciables en la sintesis
de colageno con respecto del control (células no tratadas); al ser analizada mediante
microscopia optica previa tinciéon con Sirius red. Como podemos observar en las Fig. 18
no se aprecian cambios en los distintos campos visualizados de las células bajo tratamiento

con AINEs.

Control
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Control Aspirina 1uM

Aspirin 10pM Aspirin 20uM

Figura 18. Fotografias tomadas al microscopio optico de las células tratadas durante 24 h con
distintas dosis de AINEs y tefiidas con Sirius Red para visualizar la sintesis de fibras de
colageno.

2.3. Estudio de la Actividad Fosfatasa Alcalina (AP).
Otro de los pardmetros comunmente utilizados en relacion con la diferenciacion del

osteoblasto es la actividad fosfatasa alcalina.

Los resultados obtenidos, en relacion con este marcador bioquimico, después de 24
horas de tratamiento con las diferentes dosis de antiinflamatorios estudiados, muestran un

descenso significativo de la expresion del mismo (tabla 16)
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Tabla 16. Actividad AP de la linea MG63 tras su tratamiento con diferentes AINEs
aladosis de 1y 10 uM, expresada en U/mg de proteinas.

Control
Dexketoprofeno 1uM
Dexketoprofeno 10 uM
Ketorolaco 1 uM
Ketorolaco 10 uM
Metamizol 1 pM
Metamizol 10 uM
Aspirina 1 uM
Aspirina 10 pM
Aspirina 20 uM

2.67
1.77
1.88
1.65
1.79
1.69
1.92
1.77
1.95
1.88

*Desviacion Estandar, * diferencias significativas.

0.117
0.253
0.207
0.338
0.184
0.030
0.083
0.137
0.173
0.202

0.005*
0.005*
0.008*
0.002*
0.000*
0.001*
0.001*
0.005*
0.004*
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3. Efecto de los AINEs sobre la adhesividad celular.

Otro parametro estudiado es la adhesion celular, de gran trascendencia, junto a la

proliferacion, en los procesos de regeneracion tras un traumatismo 0seo.

El estudio de la adhesividad celular mostrd, como se puede observar en la Fig. 19 y
tabla 17, que la presencia de Dexketoprofeno a la dosis de 1 y 10 uM aumenta la adhesion
celular ligeramente en comparacion con las células no tratadas (grupo control). Siendo esta

adhesion mayor a los 60 minutos para 1 y 10 uM y a los 90 y 180 minutos para 10 uM.

1
0,9 /.‘—
0,8 = _/,L
o v/
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’ ) /
0,5 /- / == control

0,4 , ——K 1M

o4 _/// )
// K 10 uM

0,2 =

0,1

30min 60min 90min 120min  180min
Tiempo de Adhesion

Absorbancia 570nm

Figura 19. Perfil de adhesion mostrado por la linea celular MG63, como consecuencia de su
tratamiento con Dexketoprofeno a la dosis de 1 y 10 uM, a distintos tiempos y determinado
por espectrofotometria mediante el método del MTT.
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Tabla 17. Adhesién de la linea celular MG63, tratada con Dexketoprofeno a la
dosis de 1y 10 uM determinada por espectrofotometria mediante el método del

MTT.

Tiempo s e
dep Dexketoprofeno Vlabllld?d Celular a sp® VALOR P
.. (valor medio de la DO?)

Adhesion

30min CONTROL 0.1141 0.0118 -
1uM 0.1210 0.0089 0.223
10 uM 0.1110 0.0075 0.545

60min CONTROL 0.2251 0.0168 -
1uM 0.2881 0.0312 0.000*
10 uM 0.2706 0.0456 0.027*

90min CONTROL 0.4117 0.0760 -
1uM 0.4871 0.1177 0.151
10 uM 0.5330 0.0801 0.010%*

120min CONTROL 0.7507 0.1096 -
1uM 0.7643 0.0611 0.763
10 uM 0.7665 0.0623 0.729

180min CONTROL 0.8447 0.0702 -
1uM 0.9221 0.0538 0.027*
10 uM 0.8850 0.0561 0.272

* Densidad Optica, ®Desviacion estandar; * Diferencias significativas.

Los resultados obtenidos para el antiinflamatorio Ketorolaco mostraron un aumento
significativo de la adhesividad de la linea MG63 a partir de los 60 minutos con la dosis de
10 uM. Mientras que la dosis de 1 uM solo mostré efecto significativo a partir de los 90

minutos de incubacion (Fig. 20 y tabla 18).
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Figura 20. Perfil de adhesion mostrado por la linea celular MG63, como consecuencia de su
tratamiento con Ketorolaco a la dosis de 1 y 10 uM, a distintos tiempos y determinado por
espectrofotometria mediante el método del MTT.

Tabla 18. Adhesion de la linea celular MG63 tratada con Ketorolaco a la dosis
de 1 y 10 uM determinada por espectrofotometria mediante el método del

MTT.
Tiempo Viabilidad Celular .
de Ketorolaco . g SD VALOR P
. s (valor medio de la DO?)

Adhesion

30min CONTROL 0.1141 0.0118 -
1uM 0.1126 0.0082 0.775
10 uMm 0.1312 0.0214 0.084

60min CONTROL 0.2251 0.0168 -
1uM 0.2840 0.0833 0.113
10 uM 0.3726 0.0865 0.002*

90min CONTROL 0.4117 0.0760 -
1uM 0.5827 0.0899 0.002*
10 uM 0.6082 0.0977 0.001*

120min CONTROL 0.7507 0.1096 -
1uM 0.8260 0.0899 0.174
10 uM 0.9338 0.1115 0.005*

180min CONTROL 0.8447 0.0702 -
1uM 0.8498 0.0908 0.904
10 uM 0.8020 0.0916 0.320

 Densidad Optica, ° Desviacion estandar; * Diferencias significativas.
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En la Fig. 21 y en la tabla 19 se muestran los resultados obtenidos cuando las

células osteoblasticas fueron tratadas con Metamizol, como podemos observar la adhesion

celular aument6 significativamente a los 90 y 120 minutos de incubacion con la dosis de

10 uM, mientras que a la dosis de 1 uM solo se detecta efecto significativo a los 120

minutos.
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Figura 21. Perfil de adhesién mostrado por la linea celular MG63, como consecuencia de su

tratamiento con Metamizol a la dosis de 1 y 10 uM, a distintos tiempos y determinado por

espectrofotometria mediante el método del MTT.
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Tabla 19. Adhesidn de la linea celular MG63 tratada con Metamizol a la dosis
de 1 y 10 uM determinada por espectrofotometria mediante el método del

MTT.
Tiempo Viabilidad Celular b
de Metamizol . £ SD VALOR P
.. (valor medio de la DO?)

Adhesion

30min CONTROL 0.1457 0.0221 -
1uM 0.1585 0.0071 0.191
10 uM 0.1620 0.0341 0.323

60min CONTROL 0.5807 0.1073 -
1uM 0.5194 0.0736 0.226
10 uM 0.6354 0.1983 0.510

90min CONTROL 0.7547 0.1706 -
1uM 0.7380 0.0965 0.825
10 uM 0.9313 0.1162 0.034*

120min CONTROL 0.9011 0.1513 -
1uM 1.1347 0.1506 0.010*
10 uM 1.1064 0.1155 0.015*

180min CONTROL 1.0932 0.1197 -
1uM 1.1278 0.2469 0.745
10 uM 1.2485 0.1897 0.086

? Densidad Optica, ®Desviacion estandar; * Diferencias significativas.

El comportamiento mostrado en relacion con la adhesion celular de la linea MG63

tratada con diferentes dosis de Aspirina, se recoge en la Fig. 22 y tabla 20, donde se puede

observar que no hubo ningiin cambio significativo en comparacion con el grupo control

(células no tratadas).
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Figura 22. Perfil de adhesion mostrado por la linea celular MG63, como consecuencia de su
tratamiento con Aspirina a la dosis de 1 y 10 uM, a distintos tiempos y determinado por
espectrofotometria mediante el método del MTT.

Tabla 20. Adhesién de la linea celular MG63 tratada con Aspirina a la dosis de
1y 10 uM determinada por espectrofotometria mediante el método del MTT.

Tiempo e
dep Aspirina Vlab'hd?d Celular A Ssp® VALOR P
.. (valor medio de la DO?)

Adhesion

30min CONTROL 0.1441 0.0210 -
1uM 0.1305 0.0084 0.127
10 uM 1.1446 0.0307 0.969
20 uM 0.1378 0.0210 0.564

60min CONTROL 0.5807 0.1073 -
1uM 0.5283 0.0616 0.273
10 uM 0.5688 0.1042 0.832
20 uM 0.6488 0.1293 0.271

90min CONTROL 0.7547 0.1706 -
1uM 0.7525 0.1456 0.980
10 uM 0.8157 0.1398 0.460
20 uM 0.8122 0.0977 0.454

120min CONTROL 0.9011 0.1513 -
1uM 0.9820 0.1430 0.324
10 uM 0.9274 0.1393 0.741
20 uM 0.8840 0.2954 0.895

180min CONTROL 1.0932 0.1197 -
1uM 1.1652 0.1933 0.419
10 uM 1.1182 0.1179 0.701
20 uM 1.2732 0.1893 0.055

 Densidad Optica, ® Desviacion estandar; * Diferencias significativas.
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4. Efecto de los AINEs sobre el fenotipo.

El estudio del efecto de los AINEs analizado sobre el perfil antigénico se ha
centrado en el estudio de cuatro marcadores, que son considerados modulables en el

osteoblasto: CD54, CD80, CD86 y HLA-DR.

El tratamiento con Dexketoprofeno a las dosis 1 y 10 uM durante 24 h se muestra
en la Fig. 23 y tabla 21. Cabe sefialar un aumento en la expresion de CD54 a ambas dosis,

mientras que el CD80 y CD86 disminuyen ligeramente solo a la dosis de 1 uM.

100 -~ * X*
90 -+
80 -
70 -

H Control

B Dexketoprofen 1 uM

1 Dexketoprofen 10 uM

CD54 CD80 CD86 HLA-DR

Figura 23. Porcentaje de expresion de distintos marcadores de superficie de los osteoblastos
tratados durante 24 h con la dosis de 1 y 10 uM de Dexketoprofeno. *p<0.01; **p=0.003;
#p=0.005
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Tabla 21. Expresion de los antigenos CD54, CD80, CD86, HLA-DR en células tumorales
MGB63, tras 24 h de tratamiento con Dexketoprofeno, mediante citometria de flujo.

Anticuerpo monoclonal

Tratamiento CD54 CD80 CD86 HLA-DR
%, SD? p %, SD? p %, SD? p %, SD? p
Control 75.5(0.83) - 19.9 (0.83) - 13.1 (0.20) - 5.2 (0.26) -
Dexketoprofen 1 uM 97 (0.8) 0.00* | 14.4(1.24) 0.003*| 9.7 (1.05) 0.005* | 4.43(0.75) 0.17
Dexketoprofen 10 uM | 98.2 (0.15) 0.00* | 17 (2.36) 0.11 [ 11.2(0.96) 0.06 5.56 (1.74) 0.73

? Desviacion estandar, * Diferencias Significativas.

En la Fig. 24 y tabla 22 se muestran el perfil antigénico mostrado por la linea
celular MG63 como consecuencia de su tratamiento con Ketorolaco (1 y 10 uM). Como
podemos observa el tratamiento con ambas dosis produce un incremento en el porcentaje
de expresion del antigeno CD54. La expresion del antigeno CD86 disminuy6 a la dosis de

10pM.
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Figura 24. Porcentaje de expresion de distintos marcadores de superficie de los osteoblastos
tratados durante 24 h con la dosis de 1 y 10 uM de Ketorolaco. *p<0.01; **p=0.001
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Tabla 22. Expresion de los antigenos CD54, CD80, CD86, HLA-DR en células de la linea
MG63 tratadas durante 24 h con Ketorolaco, mediante citometria de flujo.

Anticuerpo monoclonal

Tratamiento CD54 CD80 CD86 HLA-DR
%, SD? p %, SD? p %, SD? p %, SD? p
Control 755(0.83) - | 19.9(0.83) - | 13.1(020) - 5.2 (0.26) -
Ketorolaco 1 pM 98.2 (0.17) 0.00* | 16.3(2.13) 0.11 ]13.43(4.38) 0.926 5.76 (1.77) 0.63
Ketorolaco 10 uM 97.6 (0.1)  0.00* | 16.6(2.13) 0.055 | 10.2(0.45) 0.001* | 4.73 (0.58) 0.27

* Desviacion estandar, * Diferencias Significativas.

El tratamiento con Metamizol de los osteoblastos se tradujo en un aumento de la

expresion de CD54 y una disminucion en la expresion de los restantes marcadores

estudiados, CD80, CD86 y HLA-DR en ambas dosis estudiadas (Fig. 25 y tabla 23).
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Figura 25. Porcentaje de expresion de distintos marcadores de superficie de los osteoblastos
tratados durante 24 h con la dosis de 1 y 10 uM de Metamizol. *p<0.01; **p=0.018;
***p=0.03; #p=<0.006
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Tabla 23. Expresion de los antigenos CD54, CD80, CD86, HLA-DR en células de la linea
MG63 tratadas durante 24 h con Metamizol, mediante citometria de flujo.

Anticuerpo monoclonal

Tratamiento CD54 CD80 CD86 HLA-DR

%, SD? p %, SD? p %, SD? p %, SD? p
Control 755(0.83) - | 19.9(0.83) - | 13.1(020) - 5.2 (0.26) -
Metamizol 1 pM 97.7 (0.57) 0.00* | 17.6(0.61) 0.018* [ 10.1(0.6) 0.001* | 4.13(0.49) 0.03*
Metamizol 10 uM 97.3(0.2) 0.00* | 14.4(1.24) 0.003*| 8.8(0.1) 0.00* | 3.8(0.36) 0.006*

* Desviacion estandar, * Diferencias Significativas.

Al igual que en el tratamiento con los AINEs anteriormente comentados el
tratamiento con Aspirina aumento la expresion de CD54 con las tres dosis estudiadas (Fig.

26 y tabla 24). Sola la expresion de CD86 disminuy¢ ligeramente a la dosis mas alta.
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CD54 CD80 CD86 HLA-DR

Figura 26. Porcentaje de expresion de distintos marcadores de superficie de los osteoblastos
tratados durante 24 h con la dosis de 1, 10 y 20 uM de Aspirina. *p<0.01; **p=0.001
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Tabla 24. Expresion de los antigenos CD54, CD80, CD86, HLA-DR en células de la linea
MGB63 tratadas durante 24 h con Aspirina, mediante citometria de flujo.

Anticuerpo monoclonal

Tratamiento CD54 CD80 CD86 HLA-DR

%, SD? p %, SD? p %, SD? p %, SD? p

Control 755(0.83) - | 19.9(0.83) - | 13.1(020) - 5.2 (0.26) -
Aspirina 1 pM 98.1(0.5) 0.00* | 18.8(2.45) 0.51 | 11.8(1.37)0.24 5.06 (0.35) 0.627
Aspirina 10 uM 98.3(0.36) 0.00* | 18.8(0.45) 0.12 | 11.2(1.49)0.09 5.26 (0.46) 0.839
Aspirina 20 uM 98.1(0.17) 0.00* | 17.9(1.25) 0.08 |11.06 (0.17) 0.001* | 5.0(0.17) 0.335

* Desviacion estandar, * Diferencias Significativas.
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5. Efecto de los AINEs sobre la capacidad fagocitica.

Los osteoblastos muestran capacidad fagocitica frente a diferentes dianas, por ello

hemos estudiado el efecto de los AINEs sobre este parametro funcional del osteoblasto.

En este sentido, el tratamiento con Dexketoprofeno a las dosis 1 y 10 uM, produjo
una inhibicion significativa de la capacidad fagocitica de las células MG63 en comparacion
con el grupo control, como puede observarse bien en la Fig. 27, que muestra los
histogramas de fluorescencia obtenidos por citometria de flujo, o bien en la tabla 25, en

donde se recoge el porcentaje de células fagociticas.

Tabla 25. Porcentaje de células con capacidad fagocitica determinado mediante citometria de
flujo, tratadas con Dexketoprofeno (1y 10 uM).

% de Células

Tratamiento Fagocitadas Valor P 1.C.° 95%
(m)

Control 1.5217

Dexketoprofeno 1 uM 90.39 2.3180  0.001* 5.2366 ; 11.7633

Dexketoprofeno 10 uM 87.36 1.5534  0.001* 8.7849 ; 14.2616

? Desviacion Estandar; °

Intervalo de Confianza * Diferencias significativas.
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En relacién con los resultados obtenidos para el Ketorolaco después de 24 h de

tratamiento con las dosis 1 y 10 uM, se observé una disminucién en la capacidad

fagocitica, la cual es significativa en comparacion con el control (células no tratadas)

(Fig.28 y tabla 26).

Tabla 26. Porcentaje de células con capacidad fagocitica determinado mediante citometria de
flujo, tratadas con Ketorolaco (1y 10 uM).

Tratamiento

Control
Ketorolaco 1 uM
Ketorolaco 10 pM

Porcentaje de Células

Fagocitadas
(Valor Medio)

68.93
62.96

SD®  ValorP 1.C.° 95%

1.5217
7.2037  0.017* 12.6838 ; 47.2294
5.9877  0.007*  21.7698 ; 50.0768

———

Desviacion Estandar; ° Intervalo de Confianza; * Diferencias significativas.
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El Metamizol mostr6 un efecto similar a los anteriores AINEs sobre la capacidad
fagocitica del osteoblasto. Igualmente, observamos que el efecto guarda relacion con la

dosis de tratamiento utilizada (Fig. 29 y tabla 27).

Tabla 27. Porcentaje de células con capacidad fagocitica determinado mediante citometria de
flujo, tratadas con Metamizol (1 y 10uM).

Porcentaje de

Tratamiento Células Fagocitadas SD*  ValorP 1.C.> 95%
(Valor Medio)

Control 1.5217

Metamizol 1 pM 78.20 1.9287  0.000*  17.7698 ;23.6715

Metamizol 10 pM 65.10 11.8528 0.038* 4.7451 ; 62.8348

? Desviacion Estandar; ° Intervalo de Confianza; * Diferencias significativas.
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La Aspirina como podemos observar en la tabla 28 y en la Fig. 30, a dosis bajas de
1uM, no mostrd efecto sobre la capacidad fagocitica del osteoblasto, mientras que su
tratamiento con dosis mas elevadas, de 10 y 20 uM mostré un efecto inhibitorio de la

actividad fagocitica, al igual que los restantes AINEs estudiados.

Tabla 28. Porcentaje de células con capacidad fagocitica determinado mediante citometria de
flujo, tratadas con Aspirina (1, 10 y 20 puM).

Porcentaje de

Tratamiento Células Fagocitadas SD*  Valor P 1.C. 95%
(Valor Medio)
Control 98.89 1.5217

Aspirina 1 yM 96.29 1.7235 0.035 0.2289 ;4.9710
Aspirina 10 pM 88.47 1.9612  0.000* 7.8560 ; 12.9759

Aspirina 20 pM 75.66 2.2723  0.000*  19.9944 ; 26.4522

Desviacion Estandar; ° Intervalo de Confianza; * Diferencias significativas.
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Figura 30. Histograma de fluorescencia de la capacidad fagocitica de la linea osteoblastica MG63 en cultivo, tras su
tratamiento con tres dosis de Aspirina mediante citometria de flujo a) Control; b) Aspirina 1 uM; c) Aspirina 10 uM; d)

Aspirina 20 uM.
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Los AINEs son farmacos de uso terapéutico comun, utilizados para aliviar el dolor
y la inflamacién. Su mecanismo de accion es mediante la inhibicién de la sintesis de los
metabolitos de la enzima COX, como la PGE,, al actuar sobre dicha enzima (Smith y col.

2000).

Distintos autores han demostrado un efecto adverso de los AINEs sobre el
osteoblasto, que se traduce en una inhibiciéon de su crecimiento (Garcia-Martinez y col.,
2011; Evans y Butcher, 2004). Este efecto ha sido atribuido a la inhibicion de la sintesis de
PGs, las cuales actlian como factores de crecimiento de esta poblacion celular (Salari y
Abdollahi, 2009). No obstante, hay cierta controversia en relacion con el efecto adverso de
los AINEs sobre los osteoblastos (Chang y col., 2009; Abukawa y col., 2009). Si bien, es
justificada por algunos autores como consecuencia de las diferencias entre el
planteamiento de los estudios analizados, ya que utilizan diferentes dosis, distintos
periodos de tratamientos e incluso especies de estudio diferentes, por lo que todos estos
factores podrian contribuir a que los resultados obtenidos en los distintos estudios sean
diferentes e incluso contradictorios (Salari y Abdollahi 2009; Arpornmaeklong y col.,

2008).

Los AINEs y el tejido dseo en reparacion estan estrechamente relacionados, ya que
son farmacos que suelen ser administrados en situaciones como traumatismos 6seos y en
las intervenciones quirtrgicas que afectan al hueso como en la reseccion 6sea o en la
colocacion de implantes, para paliar el dolor postquirurgico y reducir la inflamacion
(Conaghan, 2011). Esta estrecha relacion es la que justifica la necesidad de estudiar el

efecto de estos farmacos sobre el hueso.

En la presente tesis hemos centrado nuestro estudio en valorar el efecto de cuatro

AINEs: Dexketoprofeno, Ketorolaco, Metamizol y Aspirina, sobre distintos parametros
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celulares que juegan un papel importante en el proceso de formacion y reparacion osea. El
criterio seguido para la eleccion de estos cuatro AINEs se ha basado, bien en que son
frecuentemente prescritos en la practica clinica, en situaciones en las que se requiere una
rapida regeneracion del hueso para acelerar la rehabilitacion o un rapido crecimiento y
adhesion del tejido 6seo al material protésico en terapias reparadoras para garantizar la
oseointegracion, o bien en que no han sido estudiados o su estudio ha sido poco

desarrollado en este sentido.

La dosis de tratamiento utilizada ha variado segun el ensayo realizado, no obstante,
en todos los estudios se han utilizado la dosis de 1 y 10 uM para todos los AINEs. Estas
dosis se encuentran, en todos los casos, dentro del rango terapéutico utilizado en la practica
clinica, como se demuestra en los estudios de farmacocinética y farmacodinamia realizados
para estos farmacos (Chang y col., 2009; Bae y col., 2008; Hinz y col., 2007; Barbanoj,
2006; Buckley y Brogden, 1990). Dosis mas elevadas (20, 100 y 1000 uM) también fueron
utilizadas para el estudio de pardmetros concretos en relacién con el crecimiento celular:
proliferacion, ciclo celular e induccidon de apoptosis. La dosis de 20 uM fue estudiada s6lo
en el caso de la Aspirina, dado que en el ensayo de proliferacion, es a estas dosis donde se

detecta efecto inhibitorio del crecimiento del osteoblasto.

El efecto de los diferentes AINEs se evalu6 a corto plazo (24 h), dado que la
finalidad de este estudio era conocer en qué medida la administracion de antiinflamatorios
puede afectar a las primeras etapas de la cicatrizacion Osea, tras una intervencion
quirargica que cursa con pérdida de tejido 6seo o tras una fractura. Distintos estudios
muestran que el efecto adverso de los AINEs sobre el hueso tiene lugar en las primeras
etapas del proceso de curaciéon y que la magnitud del efecto estd relacionada con la

duracioén del tratamiento (Voulteenaho y col.,, 2007). Por tanto, el posible efecto de
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Dexketoprofeno, Ketorolaco, Metamizol o Aspirina podria tener lugar en los primeros dias
subsiguientes a la fractura o técnica quirargica, coincidiendo con el momento en el que
éstos farmacos son administrados a los pacientes, para disminuir la inflamacion

postraumatica o postoperatoria y el dolor.

Para demostrar nuestra hipotesis de estudio hemos utilizado como modelo de
osteoblasto la linea celular tipificada de osteosarcoma humano MG63. Esta linea celular es
considerada una linea precursora de osteoblastos por lo que posee caracteristicas comunes
con ellos. Esto justifica que dicha linea celular sea cominmente utilizada como modelo de
osteoblasto en el estudio del efecto de distintos tratamientos, tanto farmacolégicos (Zhao y
col., 2011; Prouillet y col., 2004; Rezzonico y col., 2002), como no farmacolégicos (Wang
y col., 2011; Rosales y col. 2010; Martini y col., 2006). Por otra parte, el uso de una linea
celular tumoral presenta multiples ventajas respecto al uso de lineas celulares establecidas
por cultivo primario a partir de muestras de tejido dseo, ya que con ella se garantiza pureza

celular, capacidad proliferativa ilimitada y alta homogeneidad de resultados.

En general, los resultados obtenidos en este estudio apoyan la hipdtesis de que
ciertos antiinflamatorios pueden afectar a distintos parametros celulares de la linea celular
MG63, los cuales juegan un papel importante en los procesos de reparacion dsea, como son

el crecimiento celular, la diferenciacion celular o la adhesion celular.
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1. Efecto de los AINEs sobre el crecimiento celular.

Los AINEs objeto de nuestro estudio han mostrado efecto sobre el crecimiento de
la linea celular MG63 dependiendo de la dosis utilizada. Este parametro se ha analizado
desde distintas vertientes, valorandose tanto el efecto sobre la proliferacién, como sobre el

ciclo celular o la induccidn de apoptosis.

El efecto sobre la proliferacion se determind mediante una técnica que mide
respiracion celular, la cual estd en relacion con el numero de células vivas presentes y por
ello es comiinmente utilizada en estudios que determinan proliferacion celular (Agis y col.,
2010; Walter y col., 2010). Hemos de sefialar que esta técnica se ha utilizado a modo de
screening, por lo que en ella se han ensayado un amplio margen de dosis para los distintos
AINEs (0,1, 1, 5, 10, 20, 100 y 1000 uM), permitiéndonos definir las dosis efectivas para

los posteriores estudios.

Nuestros resultados han mostrado que la capacidad proliferativa de la linea MG63
fue inhibida después de 24 horas de tratamiento en funcidon de la dosis y del AINE
administrado. Asi, las diferentes dosis de Dexketoprofeno y Ketorolaco analizadas (0.1, 1,
5, 10, 100 y 1000 uM) mostraron un efecto inhibitorio significativo de la capacidad
proliferativa; sin embargo, el tratamiento con Metamizol ejercié un efecto adverso sobre el
crecimiento de la linea MG63 a partir de la dosis 10 pM; mientras que en el tratamiento
con Aspirina, solo detectamos efecto adverso sobre la proliferacion a partir de la dosis de

20 UM.

Estos resultados corroboran los datos mostrados por Miiller y col. (2011), que
demuestran que la dosis de los AINEs es un factor decisivo a la hora de valorar el efecto de
estos farmacos sobre la proliferacion del osteoblasto, asi como, su efecto sobre otros

parametros como la diferenciacion celular y la migracion.
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El tratamiento de los osteoblastos con Dexketoprofeno disminuyd el nimero de
células viables después de 24 h de cultivo. Aunque el efecto se mostrd dosis-dependiente,
hemos de resaltar que no hay una diferencia importante del porcentaje de células viables en

relacion con la dosis administrada.

Dexketoprofeno es el enantiomero activo del compuesto racémico (Ketoprofeno).
Tanto Dexketoprofeno como Ketoprofeno son considerados farmacos de eleccion en el
tratamiento del dolor (Conaghan, 2011; Rodriguez y col., 2003). Sin embargo, no tenemos
conocimiento de que haya estudios que valoren el efecto del enantiomero activo sobre el
tejido 6seo. Los estudios encontrados solo entran a valorar y estudiar el efecto del

Ketoprofeno sobre las células 6seas en animales de experimentacion.

Martins y col., (2005) estudian el efecto del Ketoprofeno sobre el proceso de
reparacion osea en tibia de rata mediante el analisis digital de la densidad optica. Previo al
estudio, los animales de experimentacion son sometidos a una intervencion quirurgica en la
que se produce una perforacion de la tibia, tanto en el grupo control como en el grupo
tratado (administracion de Ketoprofeno). Estos autores concluyen, en base a los resultados
obtenidos, que éste farmaco afecta negativamente al proceso de reparacion 6sea cuando se
administra durante un periodo prolongado superior a los 21 dias, observando un
incremento de la densidad Optica durante la primera semana del estudio y un
enlentecimiento en la formacion de hueso nuevo después de 21 dias. Un estudio posterior
también realizado en ratas, muestra que el tratamiento a corto plazo (14-21 dias) con
Ketoprofeno no interfiere con el proceso de reparacion 6sea en la tibia de los animales
estudiados (Matsumoto y col., 2008). Estos estudios sugieren que el efecto de Ketoprofeno

sobre el hueso es un efecto detectable a largo plazo in vivo.
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En relacion con el efecto observado en el tratamiento con Ketorolaco, nuestros
datos muestran un efecto inhibitorio de la capacidad proliferativa del osteoblasto dosis
dependiente, que disminuye de forma importante el porcentaje de células viables a dosis
elevadas. Estos datos explicarian los resultados mostrados en los diferentes estudios
llevados a cabo en animales de experimentacion, en los que se observa que el tratamiento
con Ketorolaco provoca una inhibicién de la reparacion y el remodelado 6seo, suprimiendo
la reparacion osea del hueso fracturado e inhibiendo la remodelacion de hueso intacto (Ho
y col., 1995; Buckley y Brogden, 1990). De igual modo, estarian en consonancia con otros
estudios realizados sobre cultivos celulares con osteoblastos obtenidos de calvaria de rata
(Chang y col., 2005; Evans y col. 2004) o con osteoblastos humanos obtenidos por cultivo
primario (Chang y col, 2009), en este Gltimo estudio, incluso se utilizaron las mismas dosis

de tratamiento (10 y 10™ uM).

El tratamiento con Metamizol mostr6 un ligero efecto sobre la capacidad
proliferativa del osteoblasto a dosis terapéuticas. Solo a partir de la dosis de 10 uM se
observa un ligero descenso del numero de células viables respecto del grupo control. Es
precisamente a las dosis de 100 y 1000 uM, en donde se detecta un mayor efecto sobre la
proliferacion celular, pero hemos de tener presente que estas dosis estdn muy por encima
de las dosis utilizadas en clinica. El Metamizol es un farmaco indicado en el tratamiento
del dolor agudo, por lo que es ampliamente utilizado en la practica clinica en asociacion
con otros AINEs (Hinz y col., 2007); sin embargo, desconocemos la existencia de otros

estudios que hayan valorado su efecto sobre el tejido 6seo.

Desde un punto de vista clinico, hay que sefialar, que para la Aspirina, el rango
terapéutico mas utilizado farmacoldgicamente hablando, esta comprendido entre 0.5 y 5

uM (Bae y col., 2008), aspecto éste de especial interés, ya que permite descartar un efecto
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adverso de este AINE sobre el hueso a las dosis cominmente utilizadas en clinica. S6lo
dosis superiores a 10 uM actuaron disminuyendo la capacidad proliferativa del osteoblasto
in vitro. Otros estudios describen igualmente que dosis bajas de Aspirina no poseen efecto
adverso sobre el tejido dseo en ratones (Coe y col., 2011), lo que estaria en consonancia

con los resultados aqui mostrados.

El ciclo celular regula la division de la célula y por tanto estd directamente
implicado en el proceso de proliferacion, por ello una alteracion de la proliferacion puede

deberse a un cambio a nivel del ciclo celular.

Las 5 fases del ciclo celular (Go, G, S, G, y M) pueden durar desde 12 h hasta
meses o afios. Mientras que la mitosis tiene una duracion de 1 h, las células pueden
permanecer detenidas en fase Go. Este proceso estd estrictamente regulado mediante
distintas proteinas reguladoras que controlan la entrada y la progresion de las células a lo

largo de las fases del ciclo (Ivanchuk y Rutka, 2004).

Entre las moléculas reguladoras del ciclo celular se encuentran:

e Protein-kinasas dependientes de ciclinas (CDKs), las cuales fosforilan elementos

claves en la progresion del ciclo.

e Ciclinas, proteinas que se unen a las CDKs y controlan su capacidad de

fosforilacion.

¢ Inhibidores de las CDKs (CDKIs). Entre las proteinas CDKIs mejor conocidas se

1 wafl kipl

encuentran la p2 y p27
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Proteina de retinoblastoma (pRb) y factor de trascripcién E2F (ambas proteinas
forman un complejo pero cuando pRb es fosforilada por CDKs se libera E2F que

induce el paso de Gja S).

Factor de maduracion o promocion (MPF), es proteina quinasa que interviene en

la transicion de G, a M.

Complejo promotor de la anafase (APC) que actta favoreciendo la progresion a la

fase M.

Ubiquitinas y proteosomas, proteinas que intervienen en la degradacion de ciclinas

y CDKIs (su efecto hace irreversible la marcha atras del ciclo.)

Proteina p53 actua activando a p21waf1, CDKI que inhibe la fosforilacion de la pRb
impidiendo la liberacién de E2F y deteniendo por tanto el ciclo en fase G; e

induciendo apoptosis.

Otras proteinas: factores de crecimiento (todos son promitéticos menos TGFB1),
proteinas de la familia Bcl-2, moléculas involucradas en el control de la apoptosis

(Bcl2 y BelxL9 son antiapoptoticas y Bax, Bim, Bid y Bak que son apoptoéticas).

Las células cuentan con mecanismos de control que les permiten detener el ciclo

celular ante la existencia de algun error, bien para poder ser reparado, o bien para inducir la

apoptosis cuando el dafio es muy extenso.

Dado que los AINEs estudiados, en funcion de la dosis de tratamiento, pueden

inhibir la proliferacion y dado que ello puede deberse a cambios a nivel del ciclo, es por lo

que éste, asi como la induccién de apoptosis, han sido estudiados al objeto de tener un
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mayor conocimiento sobre el efecto que ejercen Dexketoprofeno, Ketorolaco, Metamizol y

Aspirina a nivel de crecimiento del osteoblasto.

El andlisis del ciclo celular de los osteoblastos humanos (linea MG63) cultivados
en presencia de Dexketoprofeno y Ketorolaco muestra un aumento del porcentaje de
células en fase Gy/Gj, a partir de la dosis de 10 uM, el cual es mayor en el tratamiento con
Dexketoprofeno. Si bien, hay un aumento del nimero de células apoptéticas a partir de la
dosis de 1 uM 'y 10 uM en el tratamiento con Ketorolaco y Dexketoprofeno
respectivamente. Estos datos sugieren que el efecto adverso de estos farmacos sobre el
crecimiento del osteoblasto podria ser como consecuencia de la detencion del ciclo celular

y/o la induccién de apoptosis.

El tratamiento con Metamizol, a ninguna de las dosis ensayadas, mostrd efecto
significativo sobre el ciclo celular, si bien, si que se detectd un ligero incremento en el
porcentaje de células apoptoticas a partir de la dosis de 10 uM, lo que explicaria la
disminucion del nimero de células viables como consecuencia del cultivo durante 24 h en

presencia de este farmaco a las dosis de 10, 100 y 1000 pM.

Estudios llevados a cabo en diferente poblaciones celulares no osteogénicas,
describen que los antiinflamtorios pueden inhibir la proliferaciéon por induccion de
apoptosis, mediante su actuacion sobre el ciclo celular y los factores pro-apoptdticos
(Weinstein and Manolagas, 2000, Zhang y col., 2000). De igual modo Piroxicam,
Naproxeno, Aspirina ¢ Indometacina inhiben la proliferacion y detienen el ciclo celular en
fase Gy/Gj en células de adenocarcinoma de colon, mientras que el Celecoxib en células de
cancer de colon causa detencion del ciclo celular y apoptosis. Dichos efectos son

lwafl

correlacionados con el incremento encontrado a nivel de la expresion de CDKIs, p2 y

kipl -
p27°"". Estos autores descartan claramente que el efecto sobre el crecimiento sea como

133



EFECTO DE LOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS SOBRE EL OSTEOBLASTO:
DETERMINACION DEL MECANISMO DE ACCION

consecuencia de la inhibicion de la sintesis de PGs, ya que la adicion al medio de cultivo
de PGs no modifico el efecto observado del antiinflamatorio en ausencia de las mismas

(Grosch y col., 2001; Shiiff'y col., 1996).

Estudios posteriores, realizados en células oOseas de calvaria de rata y en
osteoprogenitores, describen que dosis terapéuticas de Ketorolaco, Indometacina o
Diclofenaco provocan la muerte celular de los osteoblastos mediante detencion de su ciclo
celular en fase Go/G;(Chang y col. 2007 y 2005). Estos autores sugieren que esta detencion
del ciclo celular puede suponer la supresion de la formacion y regeneracion del tejido dseo
en la remodelacion. Otros farmacos antiinflamatorios, tales como: Dexametasona,
Celecoxib, Diclofenaco, Piroxicam e Indometacina, también ejercen supresion de la
proliferaciéon por detencion el ciclo celular en fase G¢/G; en osteoblastos humanos en
cultivo (Chang y col.,, 2009). En este estudio se observa que los tratamientos con
Dexametasona y Celecoxib, pero no en los tratamientos con los AINEs no selectivos,
tienen un efecto citotoxico sobre el osteoblasto, con la induccién de apoptosis y necrosis;
este ultimo efecto solo es detectado a altas concentraciones. Estos datos les llevan a
afirmar que el mecanismo por el que los AINEs causan supresion de la proliferacion del
osteoblasto es otro distinto, al que cladsicamente se le ha atribuido a los AINEs mediante la

inhibicion de la sintesis de PGs (Chang y col., 2009).

De igual modo, estudios realizados, por nuestro grupo de investigacién, muestran
que el tratamiento durante 24 h con Indometacina o Nimesulida a dosis terapéuticas,
reducen la capacidad de crecimiento del osteoblasto y de igual modo se producen cambios
significativos en el ciclo celular, con un incremento del porcentaje de células en fase
Go/G;. Sin embargo, el tratamiento con Diclofenaco afecta de forma adversa a la capacidad

proliferativa del osteoblasto, pero no se detecta paralelamente una detencion del ciclo
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celular en la fase G¢/G; (Diaz-Rodriguez y col., 2012). Asimismo, en el presente estudio el
tratamiento con dosis iguales o superiores a 10 uM de Metamizol inhiben el crecimiento de
los osteoblastos humanos sin mostrar un cambio significativo a nivel del ciclo. En este
sentido, hay estudios que muestran que algunos farmacos con actividad antitumoral cuando
actuan sobre células de cultivos primarios detienen el ciclo celular en fase Gy/Gy; sin
embargo, cuando estos mismos fAirmacos ejercen su accion sobre células transformadas no
siempre se observa la detencion del ciclo celular, sino que la célula entra directamente en
apoptosis (Rodriguez-Gonzalez y col., 2004). Esto explicaria el hecho de que el Metamizol
a partir de la dosis de 10 uM no detenga el ciclo celular y que por el contrario si se observe
muerte celular por apoptosis. No obstante, Garcia-Martinez y col. (2011) en estudios
realizados en cultivos primarios de osteoblastos humanos, observan que el tratamiento con
dosis terapéuticas de Ibuprofeno y de Paracetamol inhibe el crecimiento celular pero no

detectan una detencion del ciclo celular en fase Go/Gy.

En relacion con la Aspirina nuestros datos muestran que el efecto que ejercen las
distintas dosis estudiadas de este farmaco sobre el crecimiento de la linea MG63, guarda
una estrecha relacion con los resultados obtenidos al analizar el efecto de éstos sobre el
ciclo celular. Cabe senalar que el tratamiento de la linea MG63 con dosis de 1 y 10 uM de
Aspirina, no afectd a la proliferacion, lo que explica que no detectemos cambios a nivel
del ciclo celular, ni cambios a nivel de la induccion de apoptosis/necrosis. La disminucion
del crecimiento a dosis de 100 y 1000 uM de Aspirina, podria ser explicada como
consecuencia del incremento significativo detectado del porcentaje de células en fase
Go/G; en relacion con el grupo control. Junto a este incremento del nimero de células en
fase Go/Gj, la disminucion del crecimiento celular a dosis de 20 y 100 uM podria ser
atribuido a la induccién de apoptosis, sin detectarse efecto necrdtico alguno, tal como

indican los porcentajes de células tefiidas con annexina V y/o IP. Sin embargo, el
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tratamiento con dosis elevadas de Aspirina (1000 uM) mostré no s6lo un incremento de

células en apoptosis sino también un incremento de células necroticas.

Recientemente, en un estudio de cohortes se pone de manifiesto la existencia de
diferencias significativas en la densidad mineral 6sea entre individuos expuestos a
farmacos con actividad analgésica, como AINEs y opioides, e individuos no expuestos, lo
que se traducia en un aumento de incidencia de fractura en los expuestos respecto a los no
expuestos. Sin embargo, cuando el AINE valorado era la Aspirina no se observo este
riesgo (Vestergaard y col, 2011). De igual modo, Coe y col. (2011) en animales de
experimentacion, observan que dosis bajas de Aspirina incrementan los marcadores de
formacion de hueso (osteocalcina sérica y niveles de ARNm de osteocalcina en tibia) no
afectando a los marcadores de resorcion del hueso, ni al volumen, ni a la densidad Osea.
Por lo tanto, estos estudios in vivo guardan una estrecha relacion con los datos obtenidos

en los ensayos in vitro aqui mostrados.

Cabe sefialar, que los estudios de deteccion de apoptosis realizados por citometria
de flujo y los realizados por microscopia no son numéricamente coincidentes, si bien el
perfil observado con ambas técnicas es equivalente, salvo en el estudio de la Aspirina. Esta
ausencia de concordancia numérica es encontrada en estudios, que al igual que nosotros,
emplean ambas técnicas a la hora de determinar el efecto apoptdtico de derivados de la
vitamina A sobre distintas lineas celulares de osteosarcoma humano (MG63, SaOS2,

U20S) (Dozza y col., 2012).

En resumen, a nivel del crecimiento del osteoblasto nuestros datos revelan un claro
efecto adverso a dosis terapéuticas, tanto de Dexketoprofeno, como de Ketorolaco, efecto
que puede ser atribuido a la detencion del ciclo celular en fase Go/Gy, lo que lleva a la

célula a la muerte por apoptosis.
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Nuestros resultados estan en relacion con los descritos por Chang y col. (2009), ya
que en aquellos AINEs en los que se observa un efecto adverso sobre el crecimiento, se
detecta paralelamente una detencion del ciclo celular en fase Gy/Gj, salvo en el caso del
Metamizol. De igual modo a altas dosis encontramos, para los cuatro AINEs, tanto

apoptosis cOmo necrosis.

Por otra parte, nuestro estudio pone de manifiesto que los AINEs: Dexketoprofeno,
Ketorolaco, Metamizol y Aspirina a dosis elevadas, muy por encima de la dosis
terapéutica, ejercen un efecto adverso sobre los osteoblastos, el cual se traduce en una
accion citotoxica directa por necrosis. Efecto ya descrito en osteoblastos humanos en
cultivo al ser tratados durante 24 h con dosis elevadas de Celecoxib y Dexametasona
(Chang y col., 2009). Estos resultados, sugieren que la sobredosis de estos farmacos,
podria suponer, a nivel clinico, no solo la muerte del osteoblasto sino una situacion

inflamatoria como consecuencia de dicha necrosis.

2. Efecto de los AINEs sobre la diferenciacion celular de linea MGG63.

Los osteoblastos derivan de células madres mesenquimatosas pluripotenciales que
se diferencian hasta osteoblastos, gracias a distintos factores de transcripcion especificos
del linaje osteoblastico. Uno de los mds importantes esta representado por Cbfal, el cual

juega un papel clave en la diferenciacion del osteoblasto (Ducy y col., 2000).

El crecimiento y diferenciacion del osteoblasto es controlado tanto por factores
locales como por factores sistémicos, como son las proteinas morfogenéticas del hueso,
distintos factores de crecimiento (FGF, IGF, TGF), hormonas, citoquinas ¢ incluso fuerzas
mecanicas, las cuales a su vez pueden regular la actividad de los factores de transcripcion

especificos. Estos factores pueden mostrar efectos diferentes e incluso opuestos sobre la
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modulacion del metabolismo celular, dependiendo de la maduracion y fenotipo de la célula

(Komori, 2010).

El proceso de diferenciacion del linaje osteoblastico, que va desde célula inmadura
proliferante a célula osteoblastica madura, capaz de sintetizar proteinas 0seas especificas,
es un proceso complejo que se caracteriza por la expresion secuencial y definida de genes
especificos del tejido, que permiten identificar tres periodos distintos del desarrollo del
fenotipo del osteoblasto: fase proliferativa, fase de maduracion y sintesis de la matriz
extracelular y finalmente, fase de mineralizacion de la matriz. Durante la fase de
proliferacion activa, los preosteoblastos expresan los genes que soportan la proliferacion y
distintos genes que codifican proteinas de la matriz extracelular, como coladgeno tipo I y
fibronectina. La acumulacién de proteinas de la matriz contribuye en parte, al cese de la
proliferacion celular. La segunda fase se caracteriza por la expresion de genes especificos
del fenotipo del osteoblasto diferenciado, como son los genes que codifican la AP y la
osteocalcina, con una sintesis elevada de AP. En la ultima fase la matriz extracelular
progresa a la mineralizacion, en la que el osteoblasto sintetiza proteinas asociadas con la
mineralizacion de la matriz, como sialoproteina, osteopontina y osteocalcina. La
osteocalcina es un marcador de maduracion del osteoblasto, su expresion comienza en el
osteoblasto en la fase post-proliferativa, pero es maxima en la fase de mineralizacion

(Papachroni y col., 2009).

Multiples factores exdgenos, tanto de naturaleza farmacolédgica y/o biologica (Ing y
Belury, 2011; Bufan y col., 2009) como de otra naturaleza (Nogueira y col., 2011;
Vandrovcova y Bacakova, 2010; De Oliveira y col., 2007) pueden modular el proceso de

diferenciacion o maduracion del osteoblasto.
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Distintos estudios han descrito que el efecto de los AINEs sobre el osteoblasto no
se limita a la inhibiciéon del crecimiento, sino que incluso afecta a otros parametros
celulares como la diferenciacion celular. Ho y col., (1999) muestran que el tratamiento con
Ketorolaco, de los osteoblastos en cultivo procedentes de calvaria de rata, con dosis de 0.1,
1, 10, 100 uM durante 10 dias, aumenta de manera dosis dependiente, tanto la actividad
fosfatasa alcalina intracelular como los niveles intracelulares de colageno tipo I en el grupo
tratado con respecto al grupo no tratado. Sin embargo, la dosis de 1000 pM y tratamientos
mas prolongados (15 o 20 dias) no mostraron modificacién de la actividad fosfatasa
alcalina intracelular, mientras que a nivel de la sintesis de colageno la dosis que mostré un
mayor efecto sobre este pardmetro fue la de 10 uM y durante un periodo de 10 dias de

tratamiento.

Recientemente, Nogueira y col., (2011) han descrito que la irradiacion, con un laser
de baja intensidad, de cultivos de calvaria de rata de la linea OSTEO-1, que contienen
esteroides en el medio de cultivo, produce inhibicion del crecimiento. Sin embargo, cuando
valoran el efecto sobre la diferenciacion mediante la cuantificacion de la actividad
fosfatasa alcalina, ésta fue mayor en el grupo irradiado y tratado con esteroides, por lo que
deducen que tanto la accidn fisica (laser) como la accién quimica (esteroides) inducen la

diferenciacion y maduracion del osteoblasto.

En relacion con nuestros resultados, hemos observamos que el tratamiento de las
células osteoblasticas con Dexketoprofeno, Ketorolaco, Metamizol y Aspirina, a dosis
terapéuticas, producen un efecto inhibitorio del proceso de diferenciacion, como lo indica
la inhibicion de la mineralizacion de la linea MG63 en medio osteogénico en presencia de
estos AINEs o la inhibicion de la sintesis de fosfatasa alcalina. Estos resultados estan en

relacion con los resultados obtenidos por Diaz-Rodriguez y col. (2010), dichos autores
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muestran que el tratamiento de la linea MG63 con Paracetamol (25 uM) durante 24 h
disminuye significativamente la concentracion de osteocalcina en el sobrenadante de

cultivo.

Las células dendriticas y los osteoblastos son poblaciones celulares que han sido
relacionadas, ya que comparten la expresion de distintos antigenos de membrana y algunas
capacidades funcionales, como la fagocitosis o la estimulacion alogénica de células T
(Ruiz y col., 2003). En este sentido el tratamiento in vitro con altas dosis de Aspirina
(2mM) de células dendriticas en cultivo produce un efecto sobre la diferenciacion,
maduracion y funcion de las células dendriticas. Este efecto se traduce en una detencion de
la diferenciacion y maduracion de estas células (Bufan y col., 2009), lo que estaria en

consonancia con los resultados aqui mostrados.

Nuestros datos y los mostrados por otros estudios nos sugieren que algunos AINEs
pueden detener el proceso de diferenciacion del osteoblasto, lo que unido a su efecto
inhibitorio del crecimiento explicaria ampliamente el efecto adverso de estos farmacos

sobre la formacion y remodelacion del hueso.

3. Efecto de los AINEs sobre la adhesividad celular.

El proceso de adhesion celular, ya sea intercelular o con los componentes de la
matriz extracelular, juegan un importante papel en los seres vivos. La embriogénesis, la
remodelacion, cicatrizacidon y la migracion celular dependen de la expresion de moléculas
de membrana que permitan y faciliten la adhesion celular de una manera reversible y

selectiva (Mousa, 2008; Sanchez-Madrid, 2003).
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Las moléculas de adhesion son por tanto receptores funcionales que se expresan en
la membrana celular y participan activamente en fenémenos fisioldgicos y patologicos. Su
principal caracteristica es la capacidad de transducir sefales al interior de las células al
interaccionar con sus ligandos desencadenando distintos cambios funcionales como
expresion génica, cambios fenotipicos, induccidon o sobreexpresion de determinadas
moléculas en la membrana celular y por tanto cambios en el estado de activacion celular.
Estas moléculas se clasifican en familias y superfamilias, como las selectinas, integrinas,
inmunoglobulinas, mucinas o cadherinas, entre otras (Mousa, 2008; Sanchez-Madrid,

2003).

En el osteoblasto, al igual que en otras células, la adhesion celular y la migracion
desempefian un importante papel, el cual adquiere una mayor relevancia en la etapa de
reparacion Osea. Esto justifica la importancia de estudiar el efecto de los AINEs no so6lo
sobre el crecimiento del osteoblasto, sino también sobre otros parametros como la adhesion

o la migracion celular.

Distintos estudios han revelado que ciertos AINEs como Indometacina o
Diclofenaco aumentan la adhesion celular y disminuyen la migracion de distintas
poblaciones celulares, aspectos éstos de relevancia clinica en el tratamiento de procesos
tumorales, en el control de la inflamacién y el dolor en enfermedades autoinmunes
(Axelsson y col., 2010; Villalonga y col., 2010; Martinez y col., 2005). De igual modo,
nuestros resultados muestran que Dexketoprofeno, Ketorolaco y Metamizol, especialmente
a la dosis de 10 uM, aumentan significativamente la adhesividad de la linea celular MG63.
Efecto que solo puede ser detectado en las primeras horas del tratamiento. Sin embargo, la
Aspirina en ninguna de las dosis estudiadas (1, 10 y 20 uM) mostrd efecto significativo

sobre la adhesion de la linea de osteosarcoma humano MG63.
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El que una sustancia mejore la capacidad de adhesion del osteoblasto puede
suponer un beneficio desde un punto de vista clinico, ya que en la terapia mediante
implantes o en la regeneracion del hueso fracturado, junto al crecimiento del osteoblasto,
para favorecer la formacion de callo dseo, es también necesaria una adhesion célula-célula
y célula-superficie que permita y favorezca la formacion del callo 6seo y el proceso de
oseointegracion (Wu y col., 2011; Dubey y col., 2010). En dichas terapias regeneradoras
y/o reparadoras, es comun administrar AINEs, por su accioén analgésica y antiinflamatoria,
por lo que el hecho de que estos farmacos puedan actuar mejorando el proceso de adhesion

celular se considera un efecto beneficioso.

4. Efecto de los AINEs sobre el fenotipo.

Los osteoblastos expresan una serie de antigenos de superficie que son modulables,
los cuales estan en relacion con el grado de diferenciacion y/o activacion celular y son los
siguientes: antigeno CD54, CD80, CD86 y HLA-DR (Reyes-Botella y col., 2000, Reyes-
Botella y col., 2002; Ruiz y col., 2003; Pérez y col., 2006, Diaz-Rodriguez y col., 2009).
Estudios previos de nuestro grupo de investigacion, realizados igualmente en la linea
MG63, han mostrado que AINEs como Indometacina, Nimesulida, Diclofenaco y
Paracetamol pueden modular algunos de estos marcadores, observandose en general un
incremento en la expresion de los mismos, el cual es atribuido a una activacion celular
(Diaz-Rodriguez y col., 2010 y Diaz-Rodriguez y col., 2012). Sin embargo, cuando se
trataron osteoblastos procedentes de cultivos primarios con Ibuprofeno o con Paracetamol
no se detectd un cambio significativo en la expresion de estos marcadores (Garcia-
Martinez y col., 2011), lo que podria ser explicado por el diferente estado de maduracion

celular de ambas poblaciones, ya que la linea MG63 es un osteoblasto inmaduro y la
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expresion de estos marcadores podria estar en relacion con el grado de activacion y/o
maduracion del osteoblasto, tal y como ocurre en las células dendriticas (Bancheraeu y
col., 2000; Cella y col., 1997), con las que el osteoblasto guarda relacion antigénica,

morfologica y funcional (Ruiz y col., 2003).

Nuestros resultados muestran que como consecuencia del tratamiento durante 24 h
con los distintos AINEs estudiados hay un incremento en el porcentaje de expresion de la
molécula CD54. Dicho marcador se expresa en alto porcentaje en el preosteoblasto y en el
osteoblasto inmaduro (Lisignoli y col 2004). En relacion con los restantes marcadores
observamos una ligera o nula modulacién del perfil antigénico como consecuencia del
tratamiento. Asi, el Dexketoprofeno a la dosis de 1 uM disminuye la expresion del D80 y
CD86, el Ketorolaco, a la dosis de 10 uM, so6lo disminuye la expresion de CD86 y por su
parte la Aspirina s6lo modula el CD86 a la dosis de 20 puM. Soélo el cultivo en presencia de
Metamizol fue el que produjo una modulacién de los tres marcadores CD80, CD86 y

HLA-DR a las dos dosis estudiadas.

Las células dendriticas maduras (mCDs) son potentes células presentadoras de
antigenos, pero las CDs inmaduras (iCDs) tienen reducida esta capacidad. Estudios
realizados, en CDs humanas y en CDs murinas estimuladas con lipopolisacarido (LPS) al
ser tratadas con Aspirina reducen la expresion de CD1a, CD40, CD80, CD86 y moléculas
HLA de clase II (HLA-DR). El tratamiento, también produce una disminucion de la
concentracion de IL-12 e IL-10 y un aumento de TNFa. El efecto mostrado a nivel de la
sintesis de la IL-12 y en el TNFa sugiere, que podria no ser debido a la inhibicion de la
capacidad reguladora de la ciclooxigenasa. Ademas, el efecto de la Aspirina sobre la

maduracion de las CDs es dosis dependiente (Ho y col., 2001; Hackstein y col., 2001).
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Buckland y col. (2006a) muestran igualmente que el tratamiento con Aspirina de
las CDs, vuelven a estas células parcialmente resistentes a los cambios fenotipicos propios
de la maduracion celular. El tratamiento, sin embargo, no altera la funcion endocitica pero
reducen su capacidad de estimular a las células T alogénicas en comparacion con CDs no
tratadas. En este efecto, sugieren que participa tanto del contacto célula-célula como de la

actividad inhibitoria de citoquinas.

Ahora bien, hay que sefalar que mCDs tratadas con Aspirina mantienen, aunque a
niveles mas bajos, su capacidad de procesamiento y presentacion del antigeno y poseen su
potencial para inducir actividad reguladora en respuesta a células T. Sin embargo, cuando
se tratan iCDs, estas se vuelven resistentes a los efectos de los estimulos de maduracion,
como lo demuestran los bajos niveles de expresion de CD40, CD80, CD83 y CD86. Las
mCDs tratadas con Aspirina, expresan niveles mas altos de moléculas coestimuladoras de
células T, menor cantidad de IL-10 y mayor de IL-2, que las iCDs. De modo que, la
exposicion de células T CD4" a CDs tratadas con Aspirina, producen niveles significativos

de IFNy pero las células son hipoproliferativas (Buckland y col., 2006b).

Bufan y col. (2008) muestran que las iCDs tratadas con Aspirina disminuyen la
expresion de CD80 HLA-DR y aumenta ligeramente la expresion de CD54. Estos
resultados guardan relacion con los obtenidos en nuestro estudio donde el tratamiento con
cualquiera de los AINEs ensayados aumenta la expresion de CD54 y disminuye en algunos

de los casos la expresion de las moléculas coestimuladora.

Los resultados de modulacion del perfil antigénico, junto con los obtenidos en el
estudio del efecto sobre la diferenciacion nos sugieren que el aumento en la expresion de
CD54 y el descenso en la expresion de los restantes marcadores, podria responder a un

efecto inhibidor de la diferenciacion o maduracion del osteoblasto.
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5. Efecto de los AINEs sobre la capacidad fagocitica.

Los osteoblastos son células que muestran capacidad fagocitica frente a distintas
particulas dianas. Esta capacidad se detecta en un alto porcentaje de células de la linea
celular MG63, mientras que en cultivos primarios de osteoblastos humanos obtenidos a
partir de muestras de hueso, so6lo en un 30 % se observd dicha capacidad (Ruiz y col.,
2003; Diaz-Rodriguez y col., 2009), lo que creemos que guarda relacion con el grado de

maduracion celular.

Nuestros resultados muestran un descenso de la capacidad fagocitica de la linea
MG63, como consecuencia del tratamiento con los cuatro AINEs ensayados. Por otra
parte, los ensayos realizados para determinar el efecto de Dexketoprofeno, Ketorolaco,
Metamizol y Aspirina sobre la diferenciacion sugieren un efecto adverso sobre la misma,
con inhibiciéon del proceso de mineralizacion de estas células en medio osteogénico,
inhibicion a nivel de la actividad fosfatasa alcalina y ausencia de cambios a nivel de la
sintesis de colageno, lo que desconocemos si este efecto podria explicar el descenso en el

porcentaje de células fagociticas al ser tratadas.

Los osteoblastos cultivados en presencia de Paracetamol, Indometacina, Nimesulida
y Diclofenaco disminuyen su capacidad fagocitica, de manera equivalente a como lo hacen
Dexketoprofeno, Ketorolaco, Metamizol y Aspirina. Si bien, en los primeros no es
atribuido a una inhibicién de la maduracion (Diaz-Rodriguez y col. 2010 y Diaz-Rodriguez

y col., 2012).
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El presente estudio creemos que puede suponer una herramienta til en manos del
clinico; en el tratamiento del hueso en reparacion, al disponer de informaciéon que le
permita, segun un criterio cientifico, seleccionar aquellos AINEs que carezcan o solo

posean ligeros efectos adversos sobre el osteoblasto.

Por otra parte, el reciente avance en terapias regenerativas tisulares ha puesto en
manos del clinico distintas alternativas que actiian estimulando el crecimiento de las
células de los tejidos en reparacion. Entre las que se encuentra el hueso, bien mediante la
aplicacion local de factores de crecimiento como el plasma rico en plaquetas (PRP), que
presenta la ventaja de liberar factores de crecimiento de caracter autdlogo (Garcia-
Martinez y col., 2011); o bien aplicando técnicas fisicas que producen bioestimulacion,
como las ondas de choque (Martini y col., 2003) o la terapia mediante el laser de baja
intensidad (Jakse y col., 2007). Estas terapias innovadoras suelen generalmente ir
asociadas al tratamiento con AINEs, de ahi la importancia de conocer en profundidad el
efecto de estos farmacos sobre los procesos de crecimiento y adhesion de las células
implicadas en la formacién y reparacion del hueso, descartando aquellos que muestran

efectos adversos a este nivel.
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1.- At therapeutic doses (0.1-10 mM) Dexketoprofen and Ketorolac show an adverse
effect on the MG63 line growth by inhibiting the proliferative capacity by arrest of the
cell cycle in GO/G1 phase and induction of apoptosis. While, Metamizol inhibits
proliferation from the dose of 10 uM, by induction of apoptosis without cell cycle
arrest. Aspirin, however, does not inhibit osteoblast growth at therapeutic doses. In
those situations require rapid regeneration of bone tissue, should be assessed using

Ketorolac and Dexketoprofen for other NSAIDs such as Aspirin or Metamizol.

2.- Dexketoprofen, Ketorolac, Metamizol and Aspirin in high doses (100 and 1000 pM)
show a cytotoxic effect on osteoblast necrosis, so its use should be restricted to strictly

therapeutic doses.

3.- Dexketoprofen, Ketorolac, Metamizol and Aspirin have an adverse effect on the
differentiation and / or maturation of the osteoblast, by decreasing the synthesis of

alkaline phosphatase and inhibit the mineralization of osteogenic cells in medium.

4.- The short-term treatment of the line MG63 with therapeutic doses of Dexketoprofen,
Ketorolac, Metamizol and Aspirin increases the expression of CD54 and sometimes
decreases the expression of antigens involved in antigen presentation (CD80, CD86 and
HL-DR ), this effect is associated with an inhibition of the phagocytic capacity, which is

related to the inhibition of differentiation as a result of treatment.

5.- Dexketoprofen, Ketorolac, Metamizol and Aspirin showed a favorable effect on
short-term on cell adhesion. This effect is desired in all regenerative process, either
because it contributes to the formation of callus or because they can help the process of

osseointegration in reparative therapy through the use of prosthetic material.
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1.-A dosis terapéuticas (0.1-10 uM) Dexketoprofeno y Ketorolaco muestran un efecto
adverso sobre el crecimiento de la linea MG63, por inhibicién de la capacidad
proliferativa mediante detencion del ciclo celular en fase G¢/G; e induccion de
apoptosis. Mientras que Metamizol inhibe la proliferacion a partir de la dosis de 10
uM, por induccion de apoptosis sin detener el ciclo celular. La aspirina, sin embargo, no
inhibe el crecimiento del osteoblasto a dosis terapéuticas. En aquellas situaciones que se
requiera una rapida regeneracion del tejido Oseo, deberia valorarse el uso de

Dexketoprofeno y Ketorolaco a favor de otros AINEs como Metamizol o Aspirina.

2.-Dexketoprofeno, Ketorolaco, Metamizol y Aspirina a dosis elevadas (100 y 1000
uM) muestran un efecto citotdxico sobre el osteoblasto por necrosis, por lo que su uso

debe de estar restringido a las dosis estrictamente terapéuticas.

3.-Dexketoprofeno, Ketorolaco, Metamizol y Aspirina poseen un efecto adverso sobre
la diferenciacion y/o maduracion del osteoblasto, al disminuir la sintesis de fosfatasa

alcalina e inhibir la mineralizacion de las células en medio osteogénico.

4.-El tratamiento a corto plazo de la linea MG63 con dosis terapéuticas de
Dexketoprofeno, Ketorolaco, Metamizol y Aspirina aumenta la expresion de CD54 y en
ocasiones disminuye la expresion de los antigenos implicados en la presentacion
antigénica (CD80, CD86 y HL-DR), este efecto va asociado con una inhibicion de la
capacidad fagocitica, lo que guarda relacion con la inhibicion de la diferenciacion como

consecuencia del tratamiento.

5.-Dexketoprofeno, Ketorolaco, Metamizol y Aspirina muestran un efecto favorable a
corto plazo sobre la adhesion celular. Este efecto es deseado en todo proceso

regenerativo, bien porque contribuye a la formacién del callo 6seo o bien porque puede
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favorecer el proceso de oseointegracion en terapia reparadora mediante el empleo de

material protésico.
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