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INTRODUCCION

I. INTRODUCCION:

1. TEJIDO OSEO.

El tejido 6seo, es un tejido altamente complejo que representa la parte principal

del esqueleto y esta formado por un componente celular y una matriz 6sea.

A.- COMPONENTE CELULAR.

Las células del hueso, proceden de células mesenquimatosas
indiferenciadas pluripotenciales, las cuales, se multiplican y diferencian, unas, en
osteoblastos que posteriormente se diferencian a osteocitos, y las otras, en

osteoclastos.

A.1.- Osteoblastos:

Son las células responsables de sintetizar y secretar la matriz organica.
Derivan de las células mesenquimatosas de la médula ésea local y se localizan en
las superficies activas del hueso (Ducy & Karsenty, 1998; Manolagas, 2000).
Morfologicamente, poseen un cuerpo celular cubico o prismatico del que nacen
expansiones citoplasmaticas mas o menos alargadas. El nucleo, es redondeado y
contiene un voluminoso nucleolo. El citoplasma, es rico en ribosomas vy
mitocondrias, el reticulo endoplasmatico granular es abundante, y el aparato de

Golgi yuxtanuclear (Lian et al., 1999).

Cuando los osteoblastos dejan de formar hueso, pueden permanecer en la
superficie como células de revestimiento 6seo, o bien, se rodean a si mismas con
matriz y se convierten en osteocitos. El papel principal de las células de
revestimiento, es formar y secretar las enzimas que eliminan la capa de osteoide
que recubre a la matriz mineralizada. De esta forma, los osteoclastos pueden

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



INTRODUCCION

A.2.- Osteocitos:

Los osteocitos, que provienen de la diferenciacion de los osteoblastos, son
las células principales del tejido 6seo adulto. Constituyen mas del 90% de las
células del hueso humano maduro. A través de proyecciones citoplasmaticas de
los conductos que atraviesan la matriz mineralizada, los osteocitos, conectan con
otras células éseas (Boivin, Anthoine-Terrier & Obrant, 1990). Estas conexiones,
segun algunos autores, permiten sentir a las células como se deforma el hueso,
debido a las fuerzas mecanicas, y coordinar el proceso de remodelado. Son
osteoblastos rodeados de matriz ésea en vias de mineralizaciéon ( Lian et al., 1999;
Boivin, Anthoine-Terrier & Obrant, 1990).

Morfolégicamente, los osteocitos poseen un cuerpo celular estrellado, el
nucleo es ovalado y el citoplasma contiene las mismas organelas que los
osteoblastos pero en menor cantidad, ya que, son células con una escasa
actividad metabdlica, pero su preservacion parece necesaria para que el tejido

0seo mantenga sus propiedades biomecanicas.

A.3.- Osteoclastos:

Son células muy voluminosas redondeadas, que proceden de las células
madre hematopoyéticas extraesqueléticas, y se encuentran en las superficies del
hueso que van a sufrir la resorcion. Para poder reabsorber la matriz, los
osteoclastos se unen a la superficie ésea acidificando el medio al secretar
enzimas y protones, rompiéndose asi, los enlaces entre los cristales de
hidroxiapatita y el colageno (Peck & Woods, 1998; Khan et al., 2001).
Morfolégicamente, estas células se caracterizan por poseer varios nucleolos, y el
citoplasma presenta numerosas microvellosidades, mitocondrias, lisosomas,

vesiculas y vacuolas.
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B.- MATRIZ OSEA:

La matriz 6sea, lugar donde se encuentran las células 6seas, consta de una matriz

organica impregnada en sales minerales.

B.1. MATRIZ ORGANICA:

La matriz organica, esta formada por fibras de colageno incluidas en una
sustancia fundamental. En adultos, el colageno representa alrededor del 90% de
la matriz organica, por lo que, la matriz ésea es eosinofila. La dureza y la
resistencia a la compresion del tejido 6seo se deben al contenido de sales
inorganicas, mientras que sus propiedades elasticas y resistencia a la traccion,
dependen del colageno (Geneser, 2000). Por ello, la estructura y las propiedades

mecanicas y bioquimicas del hueso dependen de ella.

B.1.1- COLAGENO:

El colageno, es una proteina de tres cadenas polipeptidicas y de unos
1.000 aminoacidos que se enrollan entre si de forma helicoidal y se unen a través
de puentes de hidrogeno. Cada molécula, se alinea paralelamente con la
siguiente, y asi, forman una fibrilla de colageno, las cuales, se agrupan, dando
lugar a las fibras de colageno (Einhorn, 1996) que en su mayoria, son de tipo |, es

decir, el mismo tipo general del tejido conectivo (Geneser, 2000).

B.1.2.- SUSTANCIA FUNDAMENTAL.

Las proteinas no colagénicas constituyen el 10 o 15 % del total de las
proteinas Oseas. Aproximadamente, una cuarta parte de las proteinas no
colagénicas Oseas son de procedencia exdgena, quedando atrapadas en el
espacio de la matriz 6sea (Termine, 1993). Esta fraccién, estd compuesta

principalmente por proteinas séricas de caracter acidico unidas a la hidroxiapatita.
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El resto de las proteinas no colagénicas son sintetizadas por el osteoblasto. Se
calcula que la célula 6sea, sintetiza y secreta tantas moléculas de colageno como
de proteinas no colagénicas. Podemos dividir estas proteinas en cuatro grupos
principales: proteinas de adhesion celular, proteoglicanos, proteinas gamma-

carboxiladas y factores de crecimiento.

Las células 6seas sintetizan cuatro proteinas que afectan a la adhesion
celular: fibronectina, trombospondina, osteopontina y sialoproteina 6sea (Robey,
Young, Fisher & McClain, 1989; Somerman, Fisher, Foster & Sauk, 1988).

Los proteoglicanos, son macromoléculas que contienen cadenas de
polisacaridos acidos (glicosaminoglicanos) adheridas a una proteina nuclear
central. A nivel 6seo, hallamos dos tipos de glicosaminoglicanos: condroitin

sulfato, que es la forma predominante, y heparin sulfato.

Existen dos proteinas no colagénicas gamma-carboxiladas: la osteocalcina
(bone gla-protein) y la MGP (matrix-gla-protein) que se caracterizan por poseer
residuos glutamil dicarboxilicos (gla). La osteocalcina, es wuna proteina
predominantemente ésea aunque también se halla en la dentina, mientras que la

MGP se halla en cartilago y hueso (Termine, 1993).

Los factores de crecimiento, como el factor transformante beta (TGFB) y los
factores de crecimiento derivados de la insulina (IGF), son secretados por los
osteoblastos y pueden estimular el crecimiento de las células osteoblasticas de
forma autocrina o paracrina (Robey et al., 1987; Canalis, McCarthy & Centrella,
1989).

Otra proteina no colagénica producida por las células Oseas es la
osteonectina, una glicoproteina fosforilada, que constituye la principal
glicoproteina secretada por los osteoblastos. Sus funciones a nivel 6seo son
multiples, y se ha relacionado con el crecimiento y/o proliferacién osteoblastica,

asi como con la mineralizacion de la matriz 6sea (Termine, 1993).
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B.2.- SALES MINERALES.

Los componentes inorganicos del tejido éseo, representan en el adulto
alrededor del 75% del peso seco, y estan compuestos en su mayor parte, por
depdsitos de fosfato calcico cristalino, aunque también hay una pequefa cantidad
de fosfato calcico amorfo. Los cristales, son casi idénticos a los del mineral
hidroxiapatita, con forma de varas finas de unos 3 nm de espesor y hasta 60 nm

de largo y se disponen en paralelo en relacion con las fibras de colageno.

Junto al fosfato calcico, el hueso contiene numerosos iones diferentes que
parecen estar adsorbidos sobre la superficie de los cristales de apatita, o como
sustitucion de iones dentro de la estructura cristalina; entre ellos estan: el
magnesio, potasio, sodio, carbonato, citrato, y algunos normalmente extrafios,

como los iones de plomo, oro y otros metales pesados (Geneser, 2000).

FORMACION Y CRECIMIENTO DEL TEJIDO OSEO.

Existen dos tipos de osificacion denominados endoconjuntiva vy
endocondral. En la osificacion endoconjuntiva, las células mesenquimatosas
indiferenciadas, se transforman en osteoblastos en el seno del tejido conjuntivo y
se desarrolla la histiogénesis. Cuando se ha constituido una pequefia zona de
tejido Oseo, otras células, se diferencian en osteoblastos y se disponen alrededor
formando una hilera osteoide, y asi sucesivamente. Los huesos de la béveda del

craneo, la maxila y la mayor parte de la mandibula, pertenecen a este tipo.

En la osificacién endocondral, la formacién de tejido éseo es idéntica, pero
se complica con la destruccion del tejido cartilaginoso que es reemplazado por
tejido 6seo (Poirier, 2002). Cualquiera que sea el tipo de tejido 6seo obtenido o el
lugar de su formacién, la histogénesis responde siempre al mismo proceso basico,

distinguiéndose cuatro etapas:
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12.- Diferenciacion de los osteoblastos a partir de células madre.
22.- Secrecion por los osteoblastos de la matriz organica.
3?2.- Mineralizacién de la matriz organica.

42 .- Aparicion de los osteoclastos.

MODELADO Y REMODELACION.

El modelado y la remodelacién, son los procesos que dan lugar a los

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

El modelado, es una actividad organizada de la célula 6ésea que permite el
crecimiento del hueso y regula la resistencia de éste, mediante la actividad de los
osteoblastos y los osteoclastos situados estratégicamente, aunque no adyacentes
(Frost, 1990).

La remodelacion, es un proceso continuo y secuencial de degradacion y
reparacion de las cavidades microscopicas del hueso. Esta controlado por un
balance de la formacion 6sea y la resorcion (Roodman, 1996). En el proceso
participan tanto osteoclastos como osteoblastos, los cuales, se organizan en
grupos bien definidos recibiendo el nombre de unidades multicelulares basicas
(Frost, 1991; Seeman, 2002).

La regulacién del proceso del remodelado éseo, sugiere la existencia de
una comunicacion entre las células formadoras y resortivas 0seas. La actividad de
osteoblastos y osteoclastos, se halla estrechamente relacionada y se cree que la
informacién es transferida desde células de linaje osteoblastico hacia los
osteoclastos (Chambers & Fuller, 1985). De forma semejante, la informacién
pasaria de los osteoclastos o de las zonas de resorcion hacia los osteoblastos
maduros, indicandoles la necesidad de iniciar un nuevo ciclo de formacion 6sea.
La base bioquimica de esta comunicacién no esta totalmente establecida. La

existencia de un factor unico de acoplamiento capaz de explicar la comunicacion
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intercelular, ha sido discutida ampliamente pero no ha podido ser demostrada
(Drivdahl, Howard & Baylink, 1982; Farley, Puzas & Baylink, 1982).

Recientemente, se ha implicado como posible factor en el proceso de
acoplamiento el ligando de la osteoprotegerina (RANKL), también llamado factor
de diferenciacién osteoclastica (ODF). Es una glicoproteina de la familia del
receptor del factor de necrosis tumoral (TNF), sintetizada por los osteoblastos que
al unirse a un receptor de membrana de los osteoclastos denominado RANK,
produce un estimulo de la diferenciacién osteoclastica, favoreciendo, como
consecuencia, la resorcidn 6sea. La actividad biolégica de este factor, seria
regulada por la osteoprotegerina, receptor soluble de la familia del TNF,
sintetizado también por los osteoblastos que inhibe la diferenciacion osteoclastica
al unirse al RANKL (Hofbauer, 2006).

El hecho de que los osteoblastos sinteticen osteoprotegerina y RANKL,
sugiere la existencia de un bucle de retroalimentacion negativo en el que el
osteoblasto podria modular, por si mismo, la diferenciacion de precursores
osteoclasticos al presentar moléculas de RANKL en su superficie celular, cuya
actividad seria regulada, a su vez, por la produccién de osteoprotegerina
(Hofbauer, Kuhne & Viereck, 2004).

Una excesiva resorcion que supere a la formacién 6sea puede conllevar
anormalidades, tales como, la osteoporosis, la cual, se caracteriza por una
reducciéon de la masa ésea y un aumento en la incidencia de las fracturas 6seas
( Manolagas & Jilka, 1995; Rodan, 1998; Weinreb, Rodan & Thompson, 1989).

La resorcion ¢Osea comprende cinco fases: quiescencia, activacion,

reabsorcion, formacion y mineralizacion (Compston, 2001).

Gracias a la mediacion de un estimulo iniciador que puede ser hormonal,
quimico o fisico, una pequefia zona de la superficie del hueso, pasa de una

situacion de reposo (Quiescencia), a la fase de actividad. Al quedar expuesta la
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superficie mineralizada, se produce la atraccién de osteoclastos circulantes proce-
dentes de los vasos proximos. Seguidamente, los osteoclastos comienzan a
disolver la matriz mineral y a descomponer la matriz osteoide. Este proceso es
acabado por los macrofagos y permite la liberacion de los factores de crecimiento
contenidos en la matriz, fundamentalmente TGF@, factor de crecimiento derivado
de las plaquetas (PDGF), e IGF-I y Il (Reabsorcién). Simultdneamente, en las
zonas reabsorbidas se produce el fendmeno de agrupamiento de preosteoblastos,
atraidos por los factores de crecimiento que se liberaron de la matriz actuando
como quimiotacticos y estimulando su proliferacion (Lind et al., 1995). Los
preosteoblastos, sintetizan una sustancia cementante sobre la que se va a adherir
el nuevo tejido y expresan proteinas morfogenéticas éseas (BMPs), responsables
de la diferenciacién. A los pocos dias, los osteoblastos ya diferenciados van a
sintetizar la sustancia osteoide que rellenara las zonas horadadas (Formacién). A
los 30 dias del depdsito de osteoide comienza la mineralizacion, que finalizara a

los 130 dias en el hueso cortical y a los 90 dias en el trabecular (Mineralizacion).
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2. OSTEOBLASTOS.

El osteoblasto, responsable de la deposicibn de matriz 6sea y su
mineralizacion, es decir, de la formacion de hueso; se diferencia a partir de células
primitivas mesenquimaticas pluripotenciales, pasando a veces por una etapa
intermedia de preosteoblastos. Su vida se estima de algunos dias a pocas
semanas de actividad funcional. Dentro de la familia osteoblastica, se encuentran
ademas los osteocitos y las células de revestimiento o “lining cells”, que son

osteoblastos inactivos.

2.1. Ontogenia:

Los osteoblastos se originan a partir de células mesenquimales primitivas
pluripotenciales, que dan lugar a una progenie con capacidad de diferenciacion
mas limitada, incluso monopotencial. Los mediadores que intervienen en este
proceso, no son del todo conocidos, aunque estd demostrado que los
glucocorticoides, la superfamilia del TGF( y las BMPs, desempefian una funcion
reguladora en estadios de diferenciacion tempranos de algunas lineas celulares
(Aubin, 1995).

Algunos investigadores tienen la hipotesis de que, a partir de un unico
precursor derivado de células mesenquimales, se originan los osteoblastos, los
adipocitos y las células hematopoyéticas secundarias en la médula 6sea; cada
una de estas lineas, se distingue en base a su morfologia y su funcion. En los
ultimos anos, este precursor se ha identificado como células Westen-Baiton,
células progenitoras mesenquimales y células fibroblasticas estromales de la
médula (Blair, Sidonio, Friedberg, Khan & Dong, 2000; Caplan, 1994; Gundle,
Joyner & Triffit, 1995; Gimble, Robinson, Wu & Kelly, 1996; Waela, Inagawa-
Ogashiwa, Shimizu, Yasamoto & Hashimoto, 2002).
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La existencia de un progenitor pluripotencial, hace que haya una estrecha
relacion entre los adipocitos y los osteoblastos. En este sentido, hay algunas
hipotesis que los relacionan: los mecanismos que regulan la formacion de
adipocitos en el estroma, pueden favorecer la osteogénesis y la hematopoyesis;
los adipocitos de la médula, sirven como reserva energética para situaciones de
emergencia relacionadas con la osteogénesis, como en el caso de las fracturas; y
los adipocitos, expresan fenotipo osteoblastico como la actividad fosfatasa alcalina
(AP), sintesis de osteocalcina, osteopontina, colageno tipo 1V, expresion de CD44,
VCAM vy expresion de citocinas, entre otros (Gimble, Robinson, Wu & Kelly, 1996;
Noth et al., 2002).

Asimismo, entre las lineas celulares de osteoblastos y condroblastos, existe
una relacibn muy estrecha. La mayoria de los experimentos son ambiguos y
presentan un precursor monopotencial o bipotencial. Aun no se ha podido
demostrar que exista un progenitor bipotencial para células formadoras de hueso y
cartilago, aunque Manduca y cols. en el afio 1992 (Manduca, Cancedda &
Cancedda, 1992), han aislado clones derivados de tibia de embrion de pollo que

expresan bipotencialidad para hueso y cartilago (Hall et al., 2001).

En esta linea, parece apropiado considerar ademas de un progenitor
bipotencial, la posibilidad de la transdiferenciacion o un cambio fenotipico directo
de unas células a otras. Esta hipdtesis, esta reforzada por el hecho de que los
condrocitos no mueren, sino que pueden transdiferenciarse en osteoblastos e
incluso pueden expresar fenotipo osteoblastico, como la expresién de matriz

mineralizada o la expresion de marcadores de superficie (Aubin, 1995).

2.2. Diferenciacion:

Las células osteoblasticas se dividen en una secuencia lineal, desde

osteoprogenitores a preosteoblastos, osteoblastos y osteocitos.
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Los preosteoblastos, son células de aspecto fibroblastico cercanas a las
superficies Oseas, pero separadas de éstas, por otros tipos celulares (células del
endostio, osteoblastos) (Puzas, 1993). Son dificiles de identificar en condiciones
normales, pero pueden observarse con facilidad si sufren una hiperplasia, como
por ejemplo, en el hiperparatiroidismo. Estas células, derivan de una célula madre
del estroma medular y en condiciones normales, constituyen el compartimento

proliferativo del linaje osteoblastico.

Los osteoblastos, son células de forma fusiforme, con citoplasma basodfilo y
ricas en una isoenzima especifica de la fosfatasa alcalina (Puzas, 1993). Derivan
de los preosteoblastos y suelen considerarse células con diferenciacion terminal y,
por tanto, incapaces de dividirse. No obstante, existen datos que sugieren que, al

menos en parte, conservan la capacidad de proliferar.

Se hallan en contacto directo con las superficies 6seas formando grupos
compactos de una sola capa de espesor, son las responsables de la sintesis del
componente organico de la matriz 6sea (colageno tipo I, proteoglicanos, proteinas
implicadas en la adhesion celular, osteocalcina y factores de crecimiento) y

controlan el deposito de las sales minerales.

Tanto, in vivo, como, in vitro, los osteoblastos pasan sucesivamente por tres
estadios funcionales (Lian & Stein, 1992; Lian & Stayn, 1993): proliferacion celular
y sintesis de los componentes organicos de la matriz ésea; maduracion de la
matriz 6sea (cambios en la composicidén y organizacién de la matriz que la hacen

competente para ser mineralizada); y depdsito de mineral.

In vitro, se ha comprobado que estos estadios coinciden con la activacion
sucesiva de una serie de genes: c-fos, c-jun, histona H4, colageno tipo I,
fibronectina y el TGF@, el cual, interviene en la proliferacion y sintesis de los
componentes organicos de la matriz 6sea; la AP, que participa en la maduracion

de la matriz; y la sialoproteina 6sea, osteopontina y osteocalcina, que contribuyen
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en el depdsito de mineral.

Existe informacion que demuestra que marcadores como la AP, la sintesis
colagénica y no colagénica y la respuesta a hormonas, entre otros, refleja la

existencia de células relativamente maduras.

Los osteoblastos, pueden permanecer en la superficie 6ésea o quedar
rodeados por la matriz que sintetizan. Cuando los osteoblastos que han
permanecido en la superficie, finalizan la sintesis de matriz, se aplanan y se
convierten en células de revestimiento (células del endostio o "lining cells"). Estas
células, a través de la produccion de factores locales como la Interleucina-6 (IL-6)
o la IL-11, parecen desarrollar un importante papel en el control del remodelado
6seo. Los osteoblastos que quedan en el espesor de la matriz se diferencian,
adquiriendo un aspecto estrellado pasando a denominarse osteocitos (Lian &
Stein, 1992).

Asi, los osteocitos, se hallan en contacto entre si y con las células de la
superficie mediante finas prolongaciones tubulares de su citoplasma que recorren
la matriz 6sea en diversas direcciones.

2.3. |dentificacién:

La caracterizacion de los osteoblastos, se realiza en base a su ubicacion en

el hueso atendiendo a cuatro parametros: morfolégicos, bioquimicos, antigénicos y

genéticos.

2.3.1. Identificacion Morfoldgica:

Los osteoblastos, son células grandes que poseen un cuerpo celular cubico
o prismatico, con un nucleo redondeado y un nucleolo voluminoso. El citoplasma,

es rico en ribosomas y mitocondrias, lo que sugiere, un metabolismo celular muy
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activo.

El estudio ultraestructural, también permite comprobar que entre el nucleo y
la membrana celular, se sitian de manera sucesiva el aparato de Golgi y
abundantes cisternas de reticulo endoplasmico rugoso (Puzas, 1993). Hay
bastantes vacuolas que contienen material amorfo o grumoso de apreciable
densidad. Estas caracteristicas ultraestructurales, son tipicas de las células con
capacidad para segregar grandes cantidades de proteinas. En ocasiones, se
observan gotitas lipidicas y cuerpos densos limitados por membrana que al

parecer son los lisosomas (Tullberg-Reinert & Jundt, 1999).

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 desarrolla;
disponiéndose en una capa epiteloide de células cuboideas conectadas con otras,
a través de expansiones finas y cortas. De manera caracteristica, el nucleo de
estas células, se situa en el extremo que se halla mas alejado de la superficie

Osea sobre la que se asientan.

2.3.2. Identificacion Bioquimica:

Se ha demostrado en diferentes estudios, que las células de aspecto
osteoblastico, presentan una serie de propiedades asociadas al fenotipo de éstas,

como la secrecion de osteocalcina, osteopontina, sintesis de colageno tipo | o AP.

Produccioén de osteocalcina:

La osteocalcina, puede suponer hasta un 3% de la proteina total del hueso
y contiene dos o tres residuos de acido carboxiglutamico gamma (GLA), de ahi su

designacion como proteina GLA ésea (BGP) (Poser, Esch, Ling & Price, 1980) .
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En los humanos, el gen de la osteocalcina, esta localizado en el cromosoma
1 y esta regulado a nivel trascripcional por el 1,25 (OH),- vitamina D3 (Puchacz et
al., 1989). Es un marcador especifico y un indice de la fase media de la
diferenciacion de los osteoblastos. Se cree que desempefia un papel en el
proceso de mineralizacion y esta bajo la influencia de otras hormonas reguladoras
del calcio: calcitonina (Civitelli et al., 1988), hormona paratiroidea y vitamina D y K
(Caniggia et al., 1986; Price & Baukol, 1980), y su produccién puede variar por la
presencia de determinados factores, disminuyendo con algunos aminoacidos
como la arginina (Chevalley, Rizzoli, Manen, Caverzasio & Bonjour, 1998) y
aumentando en presencia de determinados factores de crecimiento, como el factor
de crecimiento de fibroblastos (FGFB) (Globus, Patterson & Gospodarowicz,
1988). Esta proteina morfogenética juega un papel importante en el mantenimiento

de la calcificacion 6sea y en la inhibicion del cartilago (Yang et al., 2001).

Esta demostrado que la osteocalcina sélo se encuentra en el tejido 6seo y
es un producto especifico de los osteoblastos (Raisz, 1990; Price, Poser &
Raman, 1976; Owen et al., 1990; Price, Williamson & Lothringer, 1981), sin
embargo, hay estudios que demuestran que los adipocitos y megacariocitos
expresan ARNm de osteocalcina (Thiede et al., 1994; Benyahu, Shamay &
Wientroub, 1997).

Dado que los niveles de osteocalcina son un reflejo directo de la formacion
0sea, su medida se relaciona estrechamente con el estado real del metabolismo
0seo del paciente. A pesar de que mediciones como las de fosfatasa alcalina e
hidroxipolina han sido utilizadas ampliamente como marcadores bioquimicos del
metabolismo 6seo, presentan importantes limitaciones en cuanto a su utilidad
porque tienden a ser inespecificas. Por lo general, la osteocalcina se correlaciona
con la fosfatasa alcalina, pero ocasionalmente una gran parte de la fosfatasa
alcalina de la sangre puede ser de origen no 6seo. Este hecho limita su utilidad
como marcador especifico del recambio metabdlico 6seo. La osteocalcina, sin

embargo, es completamente especifica de los huesos.
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Produccién de osteopontina:

La osteopontina, es sintetizada por osteoblastos pero también puede estar
presente en otros tejidos conectivos. Es una proteina de 317 aminoacidos y con
un 20% de su peso molecular correspondiente a acido sialico. Tiene la propiedad
de fijarse a la hidroxiapatita pero también a las células, y participa durante la
resorcion osteoclastica, posiblemente, mediatizando la fijacion de los osteoclastos
a la superficie de la fase mineral (Reinholt, Hultenby, Oldberg & Heinegard, 1990)
(Walker, Preston, Magnay, Thomas & El Haj, 2001). Esta expresada en zonas de
inflamacion y se liga a una gran variedad de receptores de superficie celular,
preferentemente, a las integrinas y al CD44 (Weber, Ashkar, Glimcher & Cantor,
1996).

Actividad fosfatasa alcalina:

La AP, es un indice de diferenciacién temprana de osteoblastos y su
expresion aumenta con el desarrollo de la diferenciacion. Juega un papel
importante en la mineralizacion extracelular, en la hidrolisis de los fosfatos
organicos y en la liberacion de fosfatos inorganicos para formar hidroxiapatita
(Yang, 2001).

La localizacion de este enzima por técnicas citoquimicas, se utiliza, para
identificar poblaciones de osteoblastos en el hueso humano en desarrollo, asi
como, los preosteoblastos del tejido conectivo mesenquimal y del estroma medular
(Dodds, Merry, Littlewood & Gowen, 1994).

Sustancias como el PDGF, parece tener un efecto estimulador sobre la AP
en osteoblastos (Howes, Bowness, Grotendorst, Martin & Reddi, 1998), al igual
que la arginina (Chevalley, Rizzoli, Manen, Caverzasio & Bonjour, 1998), la
dexametasona (Walsh et al., 2000) o el IGF, sugiriendo una funcién en la

formacion 6sea (Bollag et al., 2000).
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Sintesis y secrecion de colageno:

Segun estudios realizados en osteoblastos de calvaria fetal de ratas (Lian &
Stayn, 1993; Stein, Lian, Stein, Van Wijnen & Montecino, 1996), el colageno tipo I,
que constituye el 90% de la matriz 6sea organica, es sintetizado por los
osteoblastos durante los ultimos periodos de proliferaciéon y los primeros periodos
de la maduracion de la matriz. El colageno, es la proteina mas abundante del
organismo y el principal componente del tejido conectivo. Hasta 1992, se habian
descrito 13 tipos de colageno (Burgeson & Nimni, 1992), pero actualmente se han
identificado al menos 19 tipos de moléculas de colageno genéticamente distintas
(Prockop & Kivirikko, 1995), dividiéndose en base a su estructura primaria y union

molecular, en fibrilares y no fibrilares.

El colageno tipo | es el mayor componente proteico del hueso,
constituyendo el 90% de la matriz organica distinguiéndose por su capacidad para
retener mineral. Se halla ampliamente distribuido localizandose a nivel de
ligamentos, dentina, esclerdtica, aponeurosis y capsulas y, en altas

concentraciones, a nivel de piel, hueso y tendones.

2.3.3. Identificacion Antigénica:

La caracterizacion antigénica de los osteoblastos es reciente. Estas células,
poseen un perfil antigénico propio, en el que se combinan distintos antigenos que

son coexpresados por otras células que tienen su origen en la médula 6sea.

El estudio del fenotipo antigénico de esta poblacion celular, se ha realizado
tanto a nivel de membrana como a nivel intracitoplasmatico. La presencia o no de
los marcadores descritos, nos dan informacién, no soélo del perfil antigénico, sino

también, del estado de activacion celular.
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Entre los antigenos descritos en la membrana celular, se encuentran los
propios de células hematopoyéticas, como el CD34; los antigenos de células de
estirpe mielomonocitica, como las moléculas CD10, CD11b, CD13 y CD16;
antigenos propios de células presentadoras de antigeno como CD44, CD54,
CD80, CD86 y HLA-DR, asi como el antigeno especifico de las células foliculares
dendriticas. Estas células, también expresan antigenos mas especificos, como la
AP y la osteocalcina (Reyes-Botella, Montes, Abadia-Molina, Vallecillo-Capilla &
Ruiz, 1999; Reyes-Botella, Montes, Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz, 2000;
Reyes-Botella C, Montes, Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz , 2002a).

Nuestro grupo de investigacién, puede ser considerado pionero en dichos
estudios y el que mas informaciéon ha publicado en el analisis antigénico de los
osteoblastos (Reyes-Botella, Montes, Abadia-Molina, Vallecillo-Capilla & Ruiz,
1999; Reyes-Botella, Montes, Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz, 2000; Reyes-
Botella C, Montes, Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz, 2002a; Perez, Garcia-
Martinez, Arroyo-Morales, Reyes-Botella & Ruiz, 2006; Garcia-Martinez, Reyes-
Botella, Aguilera-Castillo, Vallecillo-Capilla & Ruiz, 2006; Ruiz, Reyes-Botella,
Garcia-Martinez & Montes, 2004).

a) CD10

Es el marcador de superficie celular mas caracteristico para el
diagndstico de la leucemia linfoblastica aguda, también conocido como cALLa. Es
una glicoproteina presente en la superficie de algunas células como los linfocitos
pre-B, fibroblastos, “stem cells”, células epiteliales renales o células deciduales
estromales (Platt, Le Bien & Michael, 1983; Montes et al., 1996).

Se ha descubierto la expresion del antigeno CD10 en determinadas
poblaciones de osteoblastos humanos, tanto en cultivos como en cortes de tejido
0seo, a través de técnicas inmunohistoquimicas y citometria de flujo (Reyes-
Botella, Montes, Abadia-Molina, Vallecillo-Capilla & Ruiz, 1999; Garcia-Martinez,
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Reyes-Botella, Aguilera-Castillo, Vallecillo-Capilla & Ruiz, 2006), al igual que la
presencia de actividad aminopeptidasa neutra en osteoblatos murinos (Indig,
Benayahu, Fried, Wientroub & Blumberg, 1990). Letarte y cols. en 1988 (Letarte et
al., 1988), consideraron que el antigeno CD10 y la endopeptidasa neutra humana,
eran la misma molécula, pues encontraron una similitud en la secuencia de
aminoacidos de ambas. Asimismo, Howell y cols. en 1993 (Howell, Caswell, Kenny
& Turner, 1993), describieron cinco actividades endopeptidasas en células
humanas parecidas a osteoblastos en cultivo, y una de éstas, es la denominada
24 .11 (E-24.11), que es idéntica al antigeno leucocitario CD10; sugiriendo que las
peptidasas de membrana, y por tanto, el antigeno CD10, pueden tener gran
importancia en los procesos de formacién y resorcion ésea, e incluso en la

participacion de la homeostasis del idn calcio.

b) CD13

El antigeno CD13 es una glicoproteina de superficie de membrana, que

originalmente se reconoci® como marcador de células mieloides normales y
malignas, pero mas tarde se encontrd en otras células (Shipp & Look, 1993).
Es idéntica a la aminopeptidasa N (APN; EC 3.4.11.2) (Look, Ashmun, Shapiro &
Peiper, 1989). Desempena un papel importante en el control del crecimiento y la
diferenciacion, en la fagocitosis y en actividades bactericidas y tumorales e incluso
esta involucrada en la regulacion biolégica del metabolismo peptidico (Shipp &
Look, 1993).

c) CD44

Es una molécula de adhesion funcional distinta de las cadherinas e

integrinas (Hynes, 1987), también se conoce con el nombre de Pgp-l o antigeno
Hermes y ECMR Ill (Carter & Wayner, 1988).
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Se considera receptor del acido hialurénico (presente en leucocitos,
fibroblastos, células epiteliales y osteoblastos), y pertenece a la familia de las
glicoproteinas transmembrana codificada por un solo gen (Ponta, Sherman &
Herrlich, 2003; Miyake, Underhill, Lesley & Kincade, 1990; Horton, 1995).

El CD44, es una molécula que ha sido descrita en células osteoblasticas,
pero se discrepa sobre el estadio de la diferenciacion en que es expresada
(Kennel, Lankford, Foote, Shinpock & Stringer, 1993; Hughes, Salter & Simpson,
1994). Unos autores describen su expresion solo en osteocitos, mientras que
otros, indican ya su presencia en osteoblastos (Nakamura et al., 1998; Reyes-
Botella, Montes, Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz, 2000; Aubin, Liu, Malaval &
Gupta, 1995). Se ha demostrado que esta molécula, tiene una funcion significativa
en la hematopoyesis, en el reclutamiento de leucocitos hacia los tejidos
(DeGrendele, Estess, Picke & Siegelman, 1996), en el desarrollo de metastasis
tumorales y como coestimulante de linfocitos T (Galandrini, Galluzo, Albi, Grossi &
Velardi, 1994). Pero la mayor funcién fisiologica, es el mantenimiento de la
homeostasis de los tejidos a través de la conexidén de distintos componentes de la
matriz, como el acido hialurénico, el condroitin sulfato y la osteopontina, hacia la
superficie celular (Aruffo, Stamenkovic, Melnick, Underhill & Seed, 1990; Weber ,
Ashkar, Glimcher & Cantor, 1996).

Se ha observado que un déficit del CD44 en modelos con reacciones
agudas inflamatorias, en higado y pulmén, conlleva a una mayor agresividad y un
curso mas prolongado de la enfermedad (Teder et al., 2002; Chen et al., 2001).
Recientemente, se ha descubierto que el CD44, funciona como inhibidor de la

pérdida ésea por procesos inflamatorios (Hayer et al., 2005).

d) CD54, CD80, CD86 y HLA-DR

Estas moléculas, estan implicadas en los mecanismos de presentacion de

antigenos y en la activacion de células T. Desarrollan una primera sefial que
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estimula a las células T, a través del antigeno de clase Il HLA-DR, y una sefal
coestimulante que depende del CD80 y CD86. El CD44 o el CD54 complementan

esta senal estimuladora.

Estudios con osteoblastos humanos, han demostrado que estas células
expresan los antigenos CD54, CD80, CD86 y HLA-DR, por lo que, ademas de la
funcion formadora de hueso, podrian participar en las funciones inmunes del tejido
0seo (Reyes-Botella, Montes, Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz, 2000). Dicha
expresion, se ve modulada por diferentes citocinas y factores de crecimiento con
funcion reguladora sobre los osteoblastos (Lisignoli et al., 2004; Perez, Garcia-

Martinez, Arroyo-Morales, Reyes-Botella & Ruiz, 2006).

e) Expresion de otros antigenos

Para estudiar el perfil antigénico en los osteoblastos, Reyes y cols. en el
afno 2002 (Reyes-Botella, Montes, Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz, 2002a),
seleccionaron antigenos expresados en las células inmunocompetes, cuyo origen
estdq, al igual que en los osteoblastos, en la médula ésea. Los antigenos
tipicamente expresados en células hematopoyéticas investigados en los
osteoblastos humanos en cultivo, son los siguientes: la expresiéon de CD45 fue
negativa con los dos Anticuerpos monoclonales (Abmo) utilizados, sin embargo el
CD34, asociado comunmente con un origen hematopoyético y presente en células
endoteliales y células hematopoyéticas inmaduras, fue positivo en los osteoblastos
humanos en cultivo. De los antigenos del linaje B, expresaron el CD20 y CD23 y

no asi el CD19; mientras que el antigeno de células T (CD3), no fue detectado.

El antigeno de las células natural Killer (NK), el CD56, fue detectado en una
amplia proporcién de células. Los antigenos del linaje mielomonocitico, el CD11b,
CD16 y CD36, fueron positivos excepto el CD14, CD15 y CD33. También se
expresan antigenos como el CD25 y el CD38. Tampoco se detecté el CD68. Por

ultimo, destacar la expresion positiva en el 100% de las células de los antigenos
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especificos de las células foliculares dendriticas, el FCD y el DRC-1 (Reyes-
Botella, Montes, Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz, 2002a).

El CD14, es una glicoproteina de cadena sencilla que se localiza
fundamentalmente en la membrana de los monocitos, pero también se puede
detectar en otras células, como en los granulocitos, algunos macréfagos y en las
células dendriticas (Abbas & Lichtman, 2006).

El CD45, llamado Antigeno Comun Leucocitario, esta presente en la
mayoria de los leucocitos, por lo que se considera un antigeno que tiene su origen
en la médula 6sea (Abbas & Lichtman, 2006). Estas dos moléculas, el CD14 y el
CD45, no se detectaron en cultivos de osteoblastos, por lo que son utilizadas por
algunos investigadores para descartar la presencia de leucocitos como
contaminantes, asi como de la contaminacidn por macrofagos Oseos

(osteoclastos).

Se ha demostrado que diferentes tipos de células, expresan moléculas
funcionales de CD40, como las células endoteliales (Mach et al., 1997), epiteliales
(Van Den Berg et al.,, 1996), células musculares lisas (Mach et al., 1997) y
fibroblastos (Sempowski, Rozenblit, Smith & Phipps, 1998). En un estudio
reciente, se ha comprobado la expresion del CD40 funcional, en osteoblastos
humanos y de ratones, al interactuar con el Staphylococus aureus o la Salmonella
enteric, por lo que sugieren, que las células formadoras de hueso pueden
interactuar directamente con los linfocitos T durante una infeccidén ésea (Schrum,
Bost, Hudson & Marriott, 2003a).

Las moléculas de adhesién CD11a y CD49d y el receptor de quimiocinas,
CXCR3, estan involucradas en el mecanismo por el que los osteoblastos
interactuan, reclutan y modulan la proliferaciéon de linfocitos T, bajo condiciones
inflamatorias. La proliferacion de linfocitos T, estd aumentada cuando las células
crecen en contacto directo con el TNF-a y el interferon ganma (IFNy), activadores

de osteoblastos, 0 en presencia de sobrenadantes de osteoblastos activados por
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el TNF-a y el IFN-y (Lisignoli et al., 2004).
Intracitoplasmaticamente, también se ha descrito la presencia de IL-4, IL-12, IL-15,
IL-18 e IFNy en osteoblastos en cultivo, expresion que puede verse modulada por

distintas citoquinas y los factores de crecimiento (Ruiz et al., 2007).

2.3.4. Identificacion Genética:

Todos los genes expresados en los fibroblastos, también aparecen en los
osteoblastos, sin embargo, solamente se han identificado dos transcriptores
especificos de osteoblastos: la osteocalcina, una molécula que inhibe la funcion
osteoblastica y que se expresa cuando estas células estan diferenciadas (Ducy et
al., 1996; Desbois, Hogue & Karsenty, 1994; Hauschka, Lian, Cole & Gundberg,
1989); y el factor de transcripcion Cbfa1 (Ducy, Zhang, Geoffroy, Ridall &
Karsenty, 1997).

El Cbfa1, tiene todos los atributos para identificarse como un factor de
diferenciacion de la linea osteoblastica. Durante el desarrollo embrionario, la
expresion de Cbfa1, precede a la diferenciacion de los osteoblastos y esta
restringida a las células mesenquimales destinadas a convertirse en condrocitos u
osteoblastos  (Ducy, Zhang, Geoffroy, Ridall & Karsenty, 1997).
Consecuentemente, la expresion del Cbfa1, se limita a osteoblastos, con unos
niveles menores de expresion en condrocitos hipertroficos (Kim, Otto, Zabel &
Munmdlos, 1999). También se expresa en odontoblastos (Komori et al, 1997).
Cbfa1, es el marcador mas temprano y mas especifico de la osteogénesis. En
cultivos celulares, actua como activador de la transcripcion pudiendo inducir la
expresion del gen especifico de osteoblastos en fibroblastos, incluso en
mioblastos. Esto sugiere, que el Cbfa1 es un gen importante para la diferenciacion
(Ducy, Zhang, Geoffroy, Ridall & Karsenty, 1997).
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2.4 Factores requladores del remodelado 6seo:

2.4.1. Factores genéticos:

Los factores genéticos son muy importantes en el pico de masa 6sea, ya
que éste, se encuentra determinado genéticamente en el 60-80% de los casos
(Grant & Ralston, 1997). Asi, los sujetos de raza negra poseen una masa 0sea
mayor que los de raza blanca y éstos, mayor que la amarilla. La masa osea se
transmite de padres a hijos, por ello la predisposicion a padecer osteoporosis es

mayor en hijas de madres que la padecen (Pocock et al., 1987).

2.4.2 Factores mecanicos:

La actividad fisica es imprescindible para el correcto desarrollo del hueso.
Se cree que la accion muscular, transmite al hueso una tension que es detectada
por la red de osteocitos incluida en el interior del fluido éseo. Estos osteocitos,
producen mediadores como prostaglandinas (PGs), 6xido nitrico (NO) e IGF-I, que
estimulan tanto su actividad como la de los osteoblastos y originan una mayor
formacion dsea, y por el contrario, la falta de actividad muscular, el reposo o la
ingravidez tienen un efecto deletéreo sobre el hueso, acelerando la reabsorcion
(Morey & Baylink, 1978).

2.4.3 Factores vasculonerviosos:

La vascularizacién, constituye el primer paso para la osificacion: los vasos
sanguineos invaden el cartilago y posteriormente se produce la reabsorcidén ésea
por los osteoclastos, procedentes de los vasos proximos. Igualmente, la
neoformacioén vascular es el primer hecho en el fendbmeno de la reparaciéon de
fracturas o de la regeneracion Osea, ya que la existencia de oxigeno es
fundamental para que se produzca la restitucion e integracién y no aparezca tejido

fibroso. Ham en 1952 constaté este fendmeno (Ham, 1952) al observar que los

25



INTRODUCCION

osteocitos se mueren cuando estan lejos de un capilar (la distancia maxima es de

0.1 mm).

2.4.4 Factores nutricionales:

El factor nutricional es interesante al poder ser modificado. Se necesita un
minimo de calcio para permitir la mineralizacion que la mayoria de los autores
cifran en unos 1.200 mg. diarios hasta los 25 afos; después y hasta los 45 no
debe ser inferior a 1 gramo y tras la menopausia, debe ser por lo menos 1.500 mg
al dia (Davey, 1997; Peris, 1999). Asimismo, se conoce que habitos téxicos como
tabaco, cafeina, alcohol y exceso de sal constituyen factores de riesgo para la
aparicion de osteopenia (Krall & Dawson-Hughes, 1991; Cooper et al., 1992)
(Peris, 1999).

2.4.5. Factores hormonales:

El desarrollo normal del esqueleto esta condicionado por el correcto
funcionamiento del sistema endocrino, fundamentalmente de la hormona
somatotropa (GH) y las hormonas calcitropicas (parathormona (PTH), calcitonina y
metabolitos de la vitamina D). Las hormonas, son mensajeros sistémicos que
actuan a distancia de su lugar de produccion (efecto endocrino), pero también
regulan la sintesis y accion de los factores locales, que intervienen directamente
en el metabolismo celular con efectos autocrino y/o paracrino (Mundy, 1992).

Las hormonas mas importantes que intervienen en la fisiologia 6sea son:

2.4.5.1. Paratohormona:

La PTH es la hormona que controla la homeostasis del calcio a través de la
accion directa sobre el hueso y el rifidn, e indirecta en el intestino. Producida en
las glandulas paratiroideas que responden al descenso de la calcemia, es la

hormona hipercalcemiante por excelencia al favorecer la reabsorcién. No obstante,
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se ha descubierto un papel estimulador en la formacién désea, cuando se
administra de forma intermitente a dosis bajas (Finkelstein et al., 1994) o a través
de la sintesis de IGF-1 y TGFB (Canalis, McCarthy & Centrella, 1989).

Este doble efecto de reabsorcion y formacién se explicaria porque la PTH
en administracion continua, estimularia la reabsorcién ésea a través de la sintesis
de un factor favorecedor de la osteoclastogénesis (RANKL) por parte de las
células osteoblasticas, mientras que a dosis intermitentes, estimularia la formacién
de hueso, asociado a un incremento de los factores de crecimiento mencionados
anteriormente y a una disminucion de la apoptosis de los osteoblastos (Horowitz,
2003).

Los osteoblastos, poseen receptores para la PTH, con lo cual, pueden ser
intermediarios de la resorcion 6sea y estimular indirectamente a los osteoclastos,

a través de las citocinas liberadas para su activacion (Horowitz, 2003).

Algunos datos atribuyen a esta hormona una accion directa sobre las
células osteoblasticas acelerando su diferenciacion, proliferacion y AP (Klaushofer
et al., 1995).

Los factores producidos por estas células en respuesta a la PTH, son el
factor estimulador de colonias tipo 1 (CSF-1) o el factor estimulador de colonias de
macrofagos (M-CSF) (Weir, Lowik, Paliwal & Insogna, 1996); la IL-11 (Romas et
al., 1996); el factor de diferenciacioén osteoclastica (Yasuda et al., 1998) y la IL-6
(Onyia, Bidwell, Herring, Hulman & Hock , 1995).

Esta hormona tiene efectos sobre la apoptosis inducida por el TNF-a, y
estimula la produccion de osteocalcina y AP como marcadores de osteoblastos
maduros (Pascher, Perniok, Becker & Feldkamp, 1999).
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2.4.5.2 Calcitonina:

Las células C o parafoliculares del tiroides producen calcitonina, una
hormona hipocalcemiante que inhibe la reabsorcion ésea, al reducir el numero y la
actividad de los osteoclastos. Sin embargo, esta accidon es transitoria, ya que los
osteoclastos parecen volverse “impermeables” a la calcitonina en pocos dias
(Prieto, 2000).

2.4.5.3 1,25(0H)2 vitamina D3 o calcitriol:

Para el crecimiento normal del esqueleto es necesario el calcitriol, hormona
esteroidea que favorece la absorcién intestinal de calcio y fosfato y, por tanto, la
mineralizacion Osea. Algunos autores piensan que puede ser producida por
células linfociticas o monociticas del hueso, ejerciendo un papel importante como

regulador local de la diferenciacion de los osteoclastos (Raisz, 1993a).

Estimula la sintesis osteoblastica de fosfatasa alcalina (Fritsch, Grosse,
Lieberherr & Balsan, 1985; Beresford, Gallagher & Russell, 1986) y osteocalcina
(Price & Baukol S.A., 1980; Price, Williamson & Lothringer, 1981) tras la union a su
receptor (Kream, Jose, Yamada & Deluca, 1977; McDonnell, Pike & O'Malley,

1988) y, a dosis elevadas, aumenta la resorcion osea.

Junto a la PTH, aumentan de forma sinérgica la resorcién 6ésea,
estimulando a los precursores inmaduros de los osteoclastos que poseen

receptores para ambas (Tilyard, Spears, Thomson & Dovey, 1992).
Existe una asociacién directa entre el calcitriol y el receptor del factor de

crecimiento epidérmico, el cual sinérgicamente, parece inducir la maduracion

osteoblastica en la linea celular de osteosarcoma MG-63 (Yarram et al., 2004).
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2.4.5.4 Androgenos:

A través del estimulo de los receptores de los osteoblastos, los andrégenos,
tienen un efecto anabolizante sobre el hueso, asi mismo, actuan de mediadores
en el pico de GH existente en la pubertad. Mientras que la deficiencia androgénica
se asocia a una menor densidad Osea, la administracion de testosterona en
jovenes antes del cierre epifisario incrementa la masa Osea. Igualmente, las
mujeres con exceso de andrégenos presentan densidades déseas mas altas
(Alexandre, 2005).

Los andrégenos, regulan algunos aspectos de las células del linaje
osteoblastico como la proliferaciéon, diferenciacion o mineralizacién. Estudios
recientes, demuestran sus efectos anabdlicos y anti-reabsorcion sobre el hueso,
tal vez, mediatizados por factores como el IGF-1, TGFB y la IL-6 (Hofbauer et al.,
1999).

2.4.5.5 Estrégenos:

Son esenciales para el cierre de los cartilagos de conjuncion y se ha
descubierto que juegan un papel importante en el desarrollo esquelético, tanto
femenino como masculino, durante la adolescencia. Los estrégenos, tienen un
doble efecto sobre el metabolismo dseo: por un lado, favorecen la formacion ésea
al aumentar el numero y la funcién de los osteoblastos y, por otro lado, disminuyen
la reabsorcion. Se han descrito receptores de estrogenos en osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos humanos. Hofbauer y cols. en 1999 (Hofbauer et al.,
1999), han comprobado que los estrogenos pueden aumentar los niveles de
osteoprotegerina (OPG), proteina producida por los osteoblastos que inhibe la
reabsorcion, por lo que podrian jugar un papel importante en la regulacidon de la
osteoclastogénesis. Un déficit estrogénico, estimula la resorcion o6sea al

incrementar la produccion de PGs y la producciéon de IL-6 y de IL-1 (Amin et al.,
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2000). Es por esto, que el déficit de estrogenos durante la menopausia constituya

el factor patogénico mas importante de la pérdida 6sea asociada a la osteoporosis.

Estas hormonas, estimulan la produccién de sustancias con efecto
anabdlico sobre el hueso, como es el caso del IGF-I, o reducen la sintesis de
citocinas catabdlicas por los osteoblastos y fagocitos monocucleares. Hughes y
cols. en el aino 1996 (Hughes, Dai & Tiffee, 1996), demostraron el efecto de los

estrogenos sobre la apoptosis o muerte celular programada de los osteoclastos.

2.4 .5.5 Progesterona:

Otra hormona anabolizante sobre el hueso es la progesterona, la cual,
actua directamente a través de los osteoblastos, que poseen receptores para la
hormona, o bien, indirectamente, mediante la competicién por los receptores
osteoblasticos de los glucocorticoides. Tiene una accion positiva directa sobre la
formacion 6sea por los osteoblastos gracias a la presencia de estrégenos. En
mujeres menopausicas, la pérdida de masa Osea es debida a la privacion

simultanea de estrogenos y progesterona (Rickard et al., 2002).

2.4.5.6 Insulina:

La insulina, estimula la sintesis de la matriz directa e indirectamente, a
través del aumento de la sintesis hepatica del IGF-I. In vitro, incrementa la
incorporacién de aminoacidos en el hueso embrionario y estimula la sintesis de
proteinas por los osteoblastos, mientras que, in vivo, un déficit insulinico inhibe la

formacién de cartilago y la osteogénesis (Cai et al., 2002).

2.4.5.7. Glucocorticoides:

A dosis altas, los glucocorticoides, tienen efectos catabodlicos sobre el

hueso, ya que inhiben la sintesis de IGF-I por los osteoblastos, y suprimen
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directamente la BMP-2 y el Cbfa1, factores criticos para la osteoblastogénesis
(Manolagas, 2000). Sin embargo, otros estudios demostraron que a dosis
fisiolégicas tienen capacidad osteogénica favoreciendo la diferenciaciéon
osteoblastica (Lukert & Kream, 1996).

2.4.5.8. Hormona del crecimiento (GH):

Tiene dos acciones sobre el hueso, directa e indirecta. La GH actua
directamente sobre los osteoblastos estimulando su actividad, lo que produce un
aumento en la sintesis de colageno, osteocalcina y fosfatasa alcalina. La accién
indirecta, se produce a través del aumento de la sintesis de IGF-I e IGF-II por los
osteoblastos. Estos factores, favorecen la proliferacion y diferenciaciéon de los
osteoblastos aumentando su numero y funcion. Desde hace unos afios se viene
considerando a la GH como un factor de crecimiento local, ya que no soélo se
sintetiza en la adenohipdfisis, sino en casi todas las células del organismo
incluidos los osteoblastos (Harvey & Hull, 1997), teniendo un efecto autocrino y

paracrino ademas de endocrino.

2.4.6 Factores locales:

El remodelado 6seo, también esta regulado por factores locales entre los
que destacan, las citoquinas, PGs, los factores de crecimiento y las proteinas de la
matriz 6ésea, implicadas en la modulacion de la accion de otros factores locales
(Zheng, Vrintis & Lopez, 1997).

Las citocinas, son sustancias enddgenas biolégicamente activas que
desencadenan respuestas especificas, y participan como mediadores importantes,
tanto en procesos fisiolégicos como fisiopatologicos en el sistema inmune. Su
sintesis, se induce en respuesta a estimulos activadores, se liberan y actuan sobre
receptores especificos de membrana celular, cuya expresion es también, a veces,
un fendmeno transitorio regulable. Ejercen su actividad secuencial vy

coordinadamente y estan sometidas a una compleja interregulacién destinada a
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mantener la homeostasis de los procesos de proliferacion, diferenciacion y
reparacion celular. Son secretadas por linfocitos, macréfagos, células endoteliales,
neuronas y células gliales entre otras. Algunas de ellas, actian como mediadoras
entre los leucocitos y se denominan, interleucinas (Morcillo y Cortijo, 2004). Los
principales grupos de citocinas son las interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-11), los
factores de necrosis tumoral (TNF-a, TNF-B), los interferones (IFN-a, IFN-B y IFN-
Y) (Garcia-Moll & Kaski, 2000) y las PGs.

La IL-1, es un polipéptido con dos formas, la IL-1a, la cual, esta unida a la
célula, y la IL-1p3, soluble y predominante en fluidos biologicos. Aunque la fuente
principal de la IL-1 es el macrofago activado, es producido asi mismo, por otros
tipos de células como los fibroblastos, células endoteliales y epiteliales y algunos
linfocitos B, en respuesta a una lesion tisular, una infeccion o un estimulo
antigénico. Desempefia un papel primordial en la respuesta inmune e inflamatoria,

tanto local como sistémica (Morcillo y Cortijo, 2004).

Es un factor local muy importante en el metabolismo éseo, tanto como
mediador del proceso inflamatorio, como inductor potente de prostanoides
(Pilbeam et al., 1997b), de la expresion de la PGHS-2 y de la produccion de
Prostaglandina E2 (PGE2), en la linea celular MG-63 y osteoblastos humanos
(Min, Rao, Okada, Raisz & Pilbeam, 1998). Estimula directamente la reabsorcion
osteoclastica, incrementando la proliferacion y diferenciacion de los pre-
osteoclastos, asi como la actividad osteoclastica e inhibiendo la apoptosis de los
osteoclastos (Compston, 2001). Su accidon sobre la reabsorcién es directa e

indirecta, a través de la sintesis de prostaglandinas (Kumar et al., 2001).

La /IL-6, es un mediador inflamatorio y una hormona circulante, implicada en
la proliferacion y diferenciacion de linfocitos T y B y en la hematopoyesis (Morcillo
y Cortijo, 2004). Induce de forma potente la osteoclastogénesis y es producida por
células osteoblasticas en respuesta a la PTH, la IL-1 y el TNF (Holt, Davie,

Braidman & Marshall, 1994). Esta citocina, es un mediador importante de la
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resorcion o6sea producida por la PTH, in vivo, y segun algunos autores,
desempefa un papel importante en la formacién y resorcion ésea inducida por la
PTH (Grey et al., 1999; Pollock, Blaha, Lavish, Stevenson & Greenfield, 1996).
Estimula la reabsorcion 6sea y parece implicada en la patogenia de la enfermedad
de Paget (Roodman et al., 1992).

La /L-11 es una citocina funcionalmente pleiotrépica que se aislé en una
linea celular de la médula 6sea y que tiene la capacidad de estimular la
proliferacion de las células dependientes de la IL-6 (Paul et al., 1990). Una sefal
de que la IL-11 tal vez regule las respuestas al tejido conectivo, es su expresion en
células de la linea mesenquimatica, tales como fibroblastos, células de la médula
Osea, placentarias, condrocitos articulares y sinoviocitos (Elias et al., 1994; Maier,
Ganu & Lotz, 1993).

En algunas lineas se observa a la IL-11 como un factor osteotrépico. Los
receptores de la IL-11 estan presentes en células progenitoras condroblasticas y
osteoblasticas durante la embriogénesis de ratones (Neuhaus et al., 1994). Esta
interleuquina es producida por células de la linea de osteosarcoma SaOs-2 (Elias
et al., 1994). Segun Girasole y cols. en el afio 1994 (Girasole, Passeri, Jilka &
Manolagas, 1994) la IL-11 estimula la formacion de células osteoclasticas
multinucleadas (OCL) de forma dosis-dependiente en osteoblastos de ratén y

células de la médula 6sea.

Dentro del grupo del TNF, existen dos formas, a y B, ésta ultima también
denominada como linfotoxina, produce prostanoides, citocinas y moléculas de
adhesion en células endoteliales, es quimiotactico de neutrofilos y macrofagos, y
activa fibroblastos. La IL-1, actua de modo sinérgico con el TNF-a (Morcillo y
Cortijo, 2004).

El TNF-a, es producido principalmente por los linfocitos T activados y

monocitos; es un potente regulador de la resorcion Osea, pues es el principal
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responsable en la expresion del ODF, sintetizado en osteoblastos y células
estromales, de tal modo que, induce la formacion de osteoclastos y su activacion
(Romas, Gillespie & Martin, 2002; Kumar et al., 2001).

Segun algunos autores (Jilka, 1998; Pacifici, 1996), la IL-1B, el TNFa y la IL-

6, estan implicadas en la patogénesis de la pérdida ésea postmenopausica.

La IL-1-B y el TNF-a, estimulan otras citocinas de resorcién 6sea, incluidas
la IL-6 y la IL-11 (Manolagas & Jilka, 1995; Romas et al., 1996). Ademas, la
produccién de IL-1B y de TNF-a por células estromales de la médula, es regulada
por otras hormonas y citocinas, aumenta ante el déficit de estrogenos y es
suprimida por el tratamiento con estrégenos (Kimble, Srivastava, Ross, Matayoshi
& Pacifici, 1996).

Los interferones, son proteinas generadas por una infeccion virica y otros
estimulos. Se han descrito tres clases: IFN-a, el IFN-B y el IFN-y. Este ultimo, es
de produccion restringida a linfocitos T activados por antigeno. Todos los
interferones, tienen actividad antivirica y antitumoral, y unicamente el IFN-y tiene
un papel central en el control de la respuesta inmunoldgica. Este, inhibe la
resorcion 6sea pero no afecta sobre la actividad reabsortiva de los osteoblastos
maduros (Takayanagi et al., 2001; Kumar et al., 2001). Junto al TNF-a, producen
efectos inhibidores sobre la sintesis de colageno (Siwik, Chang & Colucci, 2000) y
modulan la expresidon de las moléculas de adhesion como las integrinas,

selectinas y cadherinas (Tsutsumimoto, Kawasaki , Ebara & Takaoka, 1999).

Las PGs son hormonas de origen lipidico, que poseen efectos multiples y
complejos, siendo el hueso una fuente abundante de ellas, sobre todo, de PGE2 y
de prostaciclina (PGI2), producidas por los osteoblastos (Kawaguchi, Pilbeam,
Harrison & Raisz, 1995). Son sintetizadas a partir del acido araquidénico por la
accion enzimatica de la ciclooxigenasa (COX), cuya actividad estda modulada por

un proceso de feed-back autocrino (Pilbeam et al., 1995; Esplugues y Barrachina,
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2004). Las hormonas sistémicas y algunos factores locales pueden actuar, en
parte, a través de la produccion de prostaglandinas, desempefiando asi, un
importante papel en el control local del metabolismo 6seo. Son importantes en la
reparacion Osea tanto normal como patoldgica, por ejemplo, un déficit de
estrogenos puede aumentar la sintesis de prostaglandinas en el hueso, lo cual,

provocaria una pérdida aséptica (Westacott , Taylor, Atkins & Elson, 1992).

Ciertos estudios, in vitro, han demostrado que las PGs favorecen la
reabsorcion ésea, fundamentalmente la PGE2, aunque también la PGE1, PGG2,
PGI2 y PGH2 (Kawaguchi, Pilbeam, Harrison & Raisz, 1995). Segun Offenbacher
y cols. en 1993 (Offenbacher, Heasman & Collins, 1993), analizando los niveles de
PGs en el liquido crevicular, in vivo, vieron su participacion en la destruccion ésea
de la enfermedad periodontal (Offenbacher, Heasman & Collins, 1993). Sin
embargo, segun otros autores, el efecto de las PGs E1y E2 sobre las funciones
osteoblasticas de calvaria de raton, in vitro, producen una inhibicion de la sintesis
de ADN y mitosis celular de forma tiempo/concentracion dependiente, por lo que,
tal vez, estén involucradas en la maduracion de la matriz y en la mineralizacion
0sea en los primeros estadios de la diferenciacion osteoblastica (Ho, Chang,
Chuang, Hsu & Wang, 1999).

Las PGs exodgenas, tienen un efecto doble sobre la proliferacion de
osteoblastos, por lo que, puede ser tanto estimulador como inhibidor de células

Oseas segun la concentracion utilizada (Raisz, Pilbeam & Fall, 1993b).

Los factores de crecimiento, son polipéptidos que regulan la diferenciacion,
migraciéon y metabolismo celular. Sobre el hueso, actuan incrementando la
expresion fenotipica y el numero de células de estirpe osteoblastica u
osteoclastica. Son sintetizados y secretados localmente por el tejido sobre el que
actuan y regulan la sintesis de moléculas de adhesiéon especificas, que controlan

la interaccioén célula-célula y célula-sustrato (implante)( Tresguerres, 2006).
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La accién de cada uno de los factores de crecimiento en los defectos 6seos
es multiple. Segun el momento, inducen actividad, proliferacién, diferenciacion y
quimiotaxis en diferentes células blanco, como lo pueden ser macrofagos y
osteoblastos, e incluso estimulan la angiogénesis (Singer & Clark, 1999; Kessler,
Kastler, Mayr-Wohlfart , Puhl & Gunther, 2000; Solheim, 1998; Lind, 1996).

El IGF, pertenece al grupo de las somatomedinas, péptidos que mediatizan
la accion de la hormona somatotropa en el cartilago y el hueso. Tienen acciones
bioldgicas semejantes a las de la insulina, de ahi que también se llamen “factores
de crecimiento semejantes a la insulina o Insulin-like Growth Factor”. Se conocen
dos tipos, el IGF-l y el IGF-Il. Ambos, son sintetizados en el higado, en tejidos no
esqueléticos y en osteoblastos. Se hallan en gran concentracion en la matriz
osteoide (Cohick & Clemmons, 1993).

Los IGFs estan regulados por hormonas y factores de crecimiento locales;
asi la GH, los estrogenos y la progesterona aumentan su produccién, mientras que
los glucocorticoides la inhiben. Asimismo, median en la interaccion osteoblasto-
osteoclasto e intervienen de forma activa en el remodelado 6seo (Hill, Reynolds &
Meikle, 1995).

El IGF-I, estimula la replicaciéon de las células preosteoblasticas, incrementa
la sintesis de matriz osteoide y aumenta la sintesis de ADN y proteoglicanos en el
cartilago. Interviene en la accidon anabdlica de la PTH, a dosis bajas, sobre el
tejido esquelético, e, in vitro, inhibe la degradacion de colageno (Nasu, Sugimoto,
Tsutsui & Chihara, 2000; Langdahl, Kassem, Moller & Eriksen, 1998). En cultivos
primarios de osteoblastos, se ha observado recientemente, que al afadir IGF-l y
TGFB sobre una superficie de titanio, aumenta la produccion de colageno tipo |,
por lo que sugieren un mayor uso clinico en implantes (Wildemann, Lubberstedt ,
Hass, Raschke & Schmidmaier, 2004).
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El IGF-II, es el factor de crecimiento mas abundante de la matriz 6sea, es
importante durante la embriogénesis, pero sus efectos sobre el esqueleto ya

desarrollado actualmente se desconocen (Mohan & Baylink, 1991).

Hay dos tipos de TGF, el TGFa, que favorece la proliferacion de los
osteoblastos, inhibe la sintesis de matriz osteoide y estimula la resorcién del tejido
esquelético; y el TGFpB, secretado por los osteoblastos y depositado en la matriz
Osea, el cual, inhibe la progresion de adipocitos, estimula la proliferacion y la
diferenciacion temprana osteoblastica, in vitro e in vivo, e inhibe la diferenciacion
terminal (Alliston, Choy, Ducy, Karsenty & Derynck, 2001; Choy, Skillington &
Derynck, 2000; Bonewald & Dallas, 1994). La PTH, parece aumentar la liberacion
del TGFpB en osteoblastos humanos y tal vez este factor de crecimiento, mediatice
la acciéon de la PTH en estas células (Wu & Kumar, 2000). A nivel 6seo estan
presentes tres formas, las tres con similar actividad biolégica: TGFB1, TGFp2,
TGFB3. Estos factores, pueden inhibir o estimular la proliferacion osteoblastica y
aumentar la sintesis de colageno segun el tipo de célula que se estudie (Wu &
Kumar, 2000).

Fisiolégicamente en el suero y en el plasma, se encuentran altas
concentraciones del factor de crecimiento TGFB1 (Zambonin et al., 2000; Ivanovic,
Melman, Davis-Joseph, Valcic & Geliebter, 1995). En las células maduras y con la
presencia de ciertas citocinas, parecen tener un efecto coestimulador sobre la
proliferacion y la diferenciacion, especialmente en células dendriticas y

macroéfagas (Strobl et al., 1996).

Las BMPs, estan incluidas dentro de la familia de los TGF. Constituyen un
grupo de 15 proteinas capaces de conseguir la transformacion de tejido conjuntivo
en tejido 6seo, por lo que se consideran osteoinductivas. Asimismo, son capaces
de estimular la diferenciacién de células pluripotenciales hacia diferentes lineas
celulares (tejido adiposo, cartilago y hueso). Son muy abundantes en el tejido
0seo y durante la embriogénesis participan en la formacion de hueso y cartilago.

Actualmente, se las considera como los factores mas potentes de la diferenciacion
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osteoblastica (Yamaguchi, Komori & Suda, 2000) y algunos autores creen que
ademas de estimular la osteogénesis, inhiben la osteoclastogénesis (Canalis,

Economides & Gazzerro, 2003).

De la familia del FGF, se conocen dos factores, el acido y el basico. Ambos,
tienen actividad mitégena sobre células endoteliales vasculares y sobre células de
la estirpe osteoblastica, favoreciendo la sintesis de matrices extracelulares
cartilaginosa y 6sea, y reparando heridas y fracturas (Fromigue, Modrowski &
Marie, 2005). Recientemente se ha descubierto que el TGFB y el FGF, in vitro,
aumentan significativamente el crecimiento celular y la adherencia de los
osteoblastos a distintas superficies (Reyes-Botella, Vallecillo-Capilla, Olivares &
Ruiz, 2002b).

El PDGF, tiene una accion mitégena sobre los fibroblastos y las células
precursoras presentes en el periostio. Es producido por las plaguetas durante su
agregacion. Favorece la sintesis y la degradacion de la matriz osteoide y estimula
la replicacién celular y la formacion de nuevos vasos sanguineos (Gruber, Varga,
Fische & Watzek, 2002; Yang, Jin, Chen, Jing & Wu, 2000).

El factor epidérmico del crecimiento (EGF), es un péptido que estimula la
replicaciéon de fibroblastos y de células preosteoblasticas en el periostio. Estimula
la reabsorcion de tejido esquelético, probablemente a través de la PGE2. Aunque
incrementa la proliferacion de osteoblastos, inhibe la sintesis de matriz osteoide,
ya que, la propia replicacion, limita la funcion de las células maduras (Chaudhary
& Hruska, 2001; Chang & Wong, 2000).

El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), induce la angiogénesis
y la proliferaciéon endotelial vascular. Produce vasodilatacion y un incremento de la
permeabilidad vascular. Se produce en situaciones de hipoxia y actualmente se

esta considerando como uno de los factores claves en el desarrollo de las
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primeras fases del proceso de reparacién de fracturas y regeneracién Osea, asi

como en el desarrollo tumoral.

El factor estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF),
es importante para la osteoclastogénesis y puede intervenir en la patogenia de la

osteopetrosis.

El M-CSF, es producido por los osteoblastos y células del estroma medular
y es requerido como factor esencial en las primeras fases de la osteoclastogénesis
para la formacion de células gigantes multinucleadas, pero no tiene efecto sobre la
actividad osteoclastica.

Recientemente, se ha descubierto que las proteinas de la matriz actuan
como moduladores de los factores de crecimiento (Young, 2003). Hay que tener
en cuenta, que estas proteinas se hallan a una concentracién mil veces mayor que
los factores de crecimiento, por lo que podrian jugar un papel mas importante en la
regulacién de las diferentes funciones celulares. Por otro lado, participan en la
regulacion de la diferenciacion de las células contenidas en la matriz. Por ejemplo
el colageno tipo I, es uno de los marcadores mas tempranos que regulan las
células osteoprogenitoras y la fosfatasa alcalina, es una proteina de superficie que
podria participar en la regulacion de la proliferacién, migracion y diferenciacion de
las células osteoblasticas (Horwith, Tedesco, Gundberg, Garcia-Orana & Stewart ,
2003).

2.5 Papel funcional del osteoblasto:

La funcibn mas conocida de los osteoblastos, es la de sintetizar los
componentes de la matriz 6sea y controlar la actividad de resorciéon de los
osteoclastos. Los productos secretados, mantienen un equilibrio complejo de

relacion con los osteoclastos.
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Recientemente, se ha demostrado que estas células también poseen
funciones asociadas al sistema inmune; como la capacidad fagocitica, la
estimulacion de los linfocitos T o la sintesis de citoquinas (Ruiz, Perez, Vallecillo-
Capilla & Reyes-Botella, 2003; Stanley, Vandort, Motyl, Endres & Fox, 2006;
Lisignoli et al., 2003; Rifas, Arackal & Weitzmann, 2003).

Diversos estudios han demostrado que los osteoblastos secretan citocinas y
receptores de citocinas que mediatizan la respuesta para secretar productos de
linfocitos activados (Rifas, Arackal & Weitzmann, 2003; Takeuchi, Fukumoto &
Matsumoto, 1995; Ishibashi, Karube, Yamakawa & Koshihara, 1995). Entre ellas
destacamos las citocinas proinflamatorias IL-1(Li et al., 1991), IL-6 (Bost et al.,
1999; Ishimi et al., 1990; Li et al., 1991), TNF-a (Gowen et al., 1990), IL-12 (Bost et
al., 1999) y la IL-18 (Udagawa et al., 1997); GM-CSM (Bost, Bento, Ellington,
Marriott & Hudson, 2000), quimiocinas como la MCP-1 (Proteina quimiotactica de
monolitos tipo 1) (Bost et al., 2001; Williams, Jiang, Cochran, Dorsam & Graves,
1992), Proteina inflamatoria de macrofagos (MIP) (Kukita et al., 1997) y la IL-8
(Chaudhary & Avioli, 1994), e incluso, factores de crecimiento como el TGFf1, el

cual, puede ser antiinflamatorio (Robey et al., 1987).

En la superficie celular de los osteoblastos, se describe la expresion de
antigenos propios de células inmunocompetentes, incluyendo moléculas
coestimuladoras y ligandos para dirigir las moléculas de la superficie de las células
T, documentadas en lineas de osteoblastos humanos y en tejidos 6seos intactos
(Lisignoli et al., 2004; Chen, Qian, Neff, Satomura & Horowitz, 1999; Okada et al.,
2002; Nelissen et al., 2000; Reyes-Botella, Montes, Vallecillo-Capilla, Olivares &
Ruiz, 2000; Reyes-Botella, Montes, Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz, 2002a;
Kikuchi et al., 2001; Schrum, Bost, Hudson & Marriott, 2003a).

Segun algunos autores, diferentes tipos de osteoblastos humanos, tienen

propiedades inmunocompetentes e interaccionan bidireccionalmente con las

células T, sugiriendo, que estas interacciones, in vitro, son representativas de
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procesos fisiolégicos o patoldgicos que ocurren, in vivo (Stanley, Vandort, Motyl,
Endres & Fox, 2006).

En cultivos primarios de osteoblstos humanos y de rata, se ha observado
actividad fagocitica pudiendo incorporar distintos biomateriales. Las particulas
estudiadas, eran polimeros sintéticos y particulas de desecho de material
protésico de diferente composicién. En general, las particulas fagocitadas tenian
un tamano entre 1-3 ym de diametro (Pioletti, Takei, Kwon, Wood & Sung, 1999;
Heinemann et al., 2000; Lohmann et al., 2000) si bien, otros autores, demuestran
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, Perez, Vallecillo-Capilla & Reyes-Botella,
2003). Dichas dianas al ser fagocitadas, se incorporaban al citoplasma y no al
nucleo como demuestran otros autores (Heinemann et al., 2000; Lohmann et al.,
2000). Morfolégicamente, las células presentaban modificaciones y no aparecian

signos de apoptosis o necrosis celular (Pioletti, Takei, Kwon, Wood & Sung, 1999).

Estos resultados sugieren, que durante la diferenciacion celular
osteoblastica, una subpoblaciéon de las células puede verse involucrada en
funciones inmunes, tales como la fagocitosis y la activacion de células T. Como
propone Heinemann y cols. en el aino 2000 (Heinemann et al., 2000), la situacion,
in vitro, tal vez, refleje la situacion, in vivo. Cuando los osteoblastos estan en
contacto con microorganismos y materiales endoprotésicos, desarrollan funciones
inmunologicas para eliminarlos. Esta actividad, puede conllevar cambios
morfoldgicos, antigénicos y bioquimicos. Esta nueva funcion, puede ser importante
en algunas situaciones como en procesos inflamatorios, los cuales, van
acompafados de la liberacién de ciertas citocinas. Estas, pueden modular y
acentuar el fenotipo antigénico de los osteoblastos y, por tanto, su papel funcional
inmunolégico (presentacion de antigenos y fagocitosis), el cual, podria,
parcialmente, detener el proceso de diferenciacion y maduracién, por ejemplo, la

formacion 6sea. Este proceso, es propuesto como un mecanismo de emergencia y
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no como un proceso fisiolégico (Ruiz, Perez, Vallecillo-Capilla & Reyes-Botella,
2003).

Los osteoblastos ademas, pueden entrar en contacto con células del sistema
inmune bajo distintas circunstancias, incluyendo la erosion ésea por invasion del
pannus sinovial en la artritis reumatoide, la inflamacién linfocitica de la médula
Osea adyacente a una articulacion afectada por artritis inflamatoria (Gortz et al.,
2004), la remodelacion 6sea durante la reparacion de la fractura, la invasion del
hueso por neoplasias que contienen linfocitos infiltrantes del tumor (Tanaka et al.,
1998) y el desarrollo linfoide en regiones de la médula 6sea directamente
adyacente al hueso. Estudios previos, han sugerido que los osteoblastos, tal vez,
interactuen con los linfocitos B y T, de forma que podrian facilitar su activacion
(Lisignoli et al., 2004; Skjodt, Moller & Freiesleben, 1989).

2.6. Linea celular de Osteosarcoma: MG-63.

El osteosarcoma, es el tumor primario maligno 6seo mas comun (Link et al.,
1986). Hay tres tipos principales: osteoblastico, condroblastico y fibroblastico.
Ademas, es uno de los tumores humanos mas heterogéneos: sus caracteristicas
microscopicas varian entre las diferentes lesiones e incluso a lo largo de las zonas
del mismo tumor; pero todas tienen en comun, la expresion constitutiva del enzima
COX-2 (Dickens, Kozielski, Khan, Forus & Cripe, 2002; Dickens, Kozielski, Leavey,
Timmons & Cripe, 2003). Esta demostrado que la linea celular MG-63, posee
mayores niveles de COX-2, que otras lineas de osteosarcoma (Naruse, Nishida,
Hosono & Ishiguro, 2006).

Hay tipificadas distintas lineas osteoblasticas de osteosarcoma, como la linea
MG-63, HOS, U2-0S, SaOS o MCF-7, las cuales, han sido de gran utilidad en la
investigacion, ya que, son utilizadas para el estudio, in vitro, del efecto de distintas
biomoléculas (factores de crecimiento, citoquinas, hormonas o drogas) sobre las

células o6seas, o bien, para valorar las ventajas de ciertas superficies de

42



INTRODUCCION

biomateriales, empleadas para la elaboracion de material protésico utilizado en
terapia reparadora 6sea, como es el caso de los implantes (Stanley, Vandort,
Motyl, Endres & Fox, 2006; Cai, Byth & Shapiro, 2006, Kuo, Huang, Chang &
Chang 2006; Herath, Silvio & Evans, 2005).

El uso de estas lineas tumorales en estudios, in vitro, presentan ventajas frente
a los cultivos primarios de osteoblastos, tales como, la pureza celular, la

capacidad proliferativa ilimitada y la homogeneidad de respuesta.

La linea MG-63, tal vez, sea la mas comunmente utilizada. Junto a su gran
capacidad proliferativa, cabe sefalar su capacidad para diferenciarse y retener la
maduracion a futuros osteoblastos, asi como una mineralizacion potencial. Por
ello, esta linea, esta considerada como precursora de osteoblastos, o como una
linea que posee las caracteristicas comunes a los osteoblastos (Prouillet et al.,
2004; Nayab, Jones & Olsen, 2005; Aubin, 1998).
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INFLAMACION.

3.1. Concepto:

La inflamacion, es la respuesta de los tejidos ante una agresion de
cualquier naturaleza fisica, quimica, mecanica o biologica. Es por tanto, un
mecanismo inmunoldgico inespecifico, que tiene como objetivo eliminar el agente

causal, cicatrizar el tejido dafiado y restablecer la funcion normal (Feria, 2004).

Asi, en caso de que el dafio tisular sea de naturaleza biolégica, como los
procesos infecciosos, constituye una respuesta elemental, pero rapida, de defensa
frente a la infeccion que precede y prepara la respuesta especifica. En esta
respuesta inmunoldgica, tiene lugar la liberacion de mediadores, que son los
responsables de los cambios vasculares que acompafan a la respuesta
inflamatoria, y que a su vez, originan los signos tipicos de la inflamacion: tumor,

rubor, calor y dolor (Diaz-Rubio y Espinds, 1994).

La inflamacién es, por tanto, una respuesta fisiolégica, aunque en
determinadas circunstancias se puede hacer patolégica como en la inflamacién

cronica ( Algarra, Garcia, Garrido y Molina, 2001).

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, depende de multiples factores que incluyen, la naturaleza del

estimulo desencadenante, su puerta de entrada y las caracteristicas del huésped.
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3.2 Fases de la inflamacion:

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

permeabilidad vascular.

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
inflamacion, 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 inmunolégicas en dicho foco. La respuesta
inflamatoria, es activada por las citocinas inflamatorias, tales como la IL-1, IL-6 o el
TNF y citocinas TH1 como el IFNy, e inhibida por citocinas TH2 como la IL-4, IL-
10, TGFB-1y, glucocorticoides.

Una vez que el problema ha sido resuelto, en el caso de que la agresion
sea de origen biolégico 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 células producen fibras de

la matriz extracelular e inducen la retraccion de las heridas (Serhan, 2006).
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3.3. Mediadores de la inflamacion:

En el proceso inflamatorio, participan conjuntamente células y moléculas.
El componente celular, lo forma, y por orden de participacion, los
monocitos, los neutrofilos, los mastocitos, los macrofagos, los eosindfilos, las

plaquetas, los linfocitos y las células endoteliales (Esplugues y Barrachina, 2004).

En cuanto a los mediadores moleculares de la inflamacion (Abbas &

Lichtman, 2001; Connell & Mclnnes, 2006), destacaremos los siguientes:

Proteinas plasmaticas, como las proteinas del Sistema del Complemento, las

Kininas, o las proteinas fibrinoliticas y de la coagulacion.

Mediadores lipidicos o mediadores de “novo” sintetizados “in situ”, como las PGs,

los Tromboxanos (TXs), leucotrienos y lipoxinas.

Péptidos y Aminas, como la Histamina, Serotonina, quimiocinas, citocinas (IL-1, IL-
6, IL-12, TNF-B) y el NO.
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4. ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), constituyen un grupo
farmacoldgico muy heterogéneo que posee actividad antitérmica, antiinflamatoria,

antiagregante y analgésica.

4.1. Mecanismo general de accidn:

Poseen un mecanismo de accion en comun, caracterizado por evitar la
sintesis de eicosanoides que ejercen un importante papel, tanto en la
sensibilizacion de los nociceptores, como en la mediacion de los procesos
inflamatorios, fiebre e interferencia de la agregacion plaquetaria (Vane, 1997). Por
esta razon, son usados en terapéutica como analgésicos, antiinflamatorios,

antipiréticos y antiagregantes plaquetarios.

El acido araquidénico, se libera de los fosfolipidos de membrana por la
activacion de la enzima fosfolipasa A2 (Kudo, Murakami, Hara & Inoue, 1993). Una
vez liberado, parte de él, es metabolizado de forma rapida hasta obtener
productos oxigenados por la accion de diferentes sistemas enzimaticos como la
ciclooxigenasa (COX) o varias lipooxigenasas, transformandose en PGs, TXs y
leucotrienos (Narumiya & Fitzgerald, 2001; Smith, Dewitt & Garavito, 1992; DeWitt,
1991).

No obstante, cada familia quimica de AINEs, presenta un mecanismo
distinto de inhibiciéon de la COX, por ejemplo, el acido acetilsalicilico, inhibe
irreversiblemente este enzima y se utiliza diferencialmente por su importante
efecto antiagregante; el paracetamol, la bloquea por retencion de radicales libres,
caracterizandose por una baja actividad antiinflamatoria, y el resto de los AINEs, la

inhiben de forma competitiva y esteroespecifica (Lands, 1981).
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Ademas, cada molécula puede tener ciertas acciones farmacologicas
diferenciales que potencien su utilizacion preferente en terapéutica como
antiinflamatorios; interfiriendo la activacion de neutréfilos, produciendo aniones
superoxido o inhibiendo moléculas de adhesion, como analgésicos; pasando al
Sistema Nervioso Central o modulando la sintesis de glutamato (Feria, 2004;
Dubois et al., 1998; Brune et al., 1991).

En general, los AINEs tienen un uso clinico en cefaleas, artralgias, mialgias
o 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 (Vane, 1997).

La COX, esta compuesta por dos isoenzimas: la COX-1 y la COX-2, y su
consecuente bloqueo por los AINEs, interfiere la produccién de PGs y TXs,
mediadores de la inflamacién que originan dolor y fiebre (Mitchell, Akarasereenont,
Thiemermann, Flower & Vane, 1993). Este enzima, tiene una porcion que
presenta una disposicion tridimensional en el espacio complementaria a la del
AINE que puede encajar con ella (Kiefer et al., 2000; Rady & Khan, 2005). La
unién del AINE a la COX, le confiere un cambio estructural a la enzima que anula
su accion en la cascada del acido araquidonico, evitando la sintesis de PGs que
actuan como mediadores de inflamacion y favorecedores de la transmision del

estimulo nervioso.

Las dos isoformas, se expresan en circunstancias fisiologicas, pero existen
diversos procesos inflamatorios, donde la expresiéon 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, 2004; Abramson & Weissmann, 1989).
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
fisiologicas (Smith, Dewitt & Garavito, 2000; Pilbeam et al., 1993; Xie, Chipman,
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Robertson, Erikson & Simmons, 1991). En cambio, la COX-2, tiene caracteristicas
de enzima inducible en determinadas células bajo circunstancias patologicas (por
ejemplo en macréfagos, monocitos, células endoteliales y sinoviales en el curso de
un proceso inflamatorio), y esta inducida fuertemente, por distintas citoquinas y
factores de crecimiento (Simon, 2005; Williams, Mann & DuBois, 1999;
Kudo,Murakami, Hara & Inoue, 1993; Jones, Carlton, Mcintyre, Zimmerman &
Precott, 1993).

La COX-1, se encuentra preferentemente 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 (Rady & Khan, 2005).

La COX-2, es la mayor enzima que regula la sintesis de PGs como
respuesta a distintos factores de resorcion ésea; tales como el FGF-B, la IL-1 y la
PGE2 (Onoe et al., 1996; Harrison, Lorenzo, Kawaguchi, Raisz & Pilbeam, 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, renales o de la coagulacion, que caracterizan a los AINEs

clasicos (Simon, 2005).

4.2. Acciones farmacolégicas con interés terapéutico:

Accion analgésica:

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 contribuyan, con su accion
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sensibilizadora, sobre las terminaciones nerviosas nocioceptivas al aumentar la
accion estimulante del dolor de otros mediadores alli liberados histamina o
bradicina. A pesar de ello, no debe descartarse un lugar de accion central
(McCormack & Brune, 1991; Brune et al., 1991; Bannwarth, Demotes-Mainard,
Schaeverbeke & Dehais, 1993).

Su actividad antialgica, es de intensidad moderada o media, son utiles en
dolores articulares, musculares, dentarios y cefaleas de etiologia diversa (Feria,
2004).

Incluso, la propia actividad antiinflamatoria, contribuye a disminuir la
cascada de produccion, liberacion y acceso de sustancias que pueden sensibilizar
o activar directamente las terminaciones sensitivas. A medida que los AINEs
controlen este proceso junto a la infiltracion celular, se manifestara en mayor
grado su accidn analgésica, a pesar de que en determinadas patologias no se

consiga (Feria, 2004).

Accion antitérmica:

La fiebre, es una respuesta auténoma, neuroendocrina y conductual
compleja y coordinada que se desencadena ante la existencia de una infeccion,
lesion tisular, inflamacion o rechazo de tejidos, y sirve, para alertar sobre una
situacion anomala y potencialmente lesiva, desencadenandose una serie de

mecanismos fisioldgicos para la defensa del organismo.

Accion antiinflamatoria:

La capacidad de los AINEs para reducir la inflamacion es variable segun el
tipo de proceso inflamatorio, la participacion relativa de algunos eicosanoides en
él, y la posibilidad de que actiuen a través de mecanismos de accion

independientes de la inhibicion de las COXs.
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Ademas, los AINEs pueden interferir en diversas funciones de los
neutrofilos como en la adhesividad, la agregacion, la quimiotaxis, la fagocitosis, la

desgranulacion y la generacion de radicales libres.

Por lo tanto, el espectro y la eficacia de la accion antiinflamatoria
dependeran, tanto del grado de participacion de las PGs en la inflamacién, como
de la capacidad de estas sustancias de interferir con los mecanismos de la

inflamacién no dependientes de esta inhibicidon enzimatica (Feria, 2004).

Accion antiagregante plaquetaria:

Esta accion, es consecuencia de su efecto inhibidor sobre la COX-1. 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 marcado descenso de los niveles de TXA2 plaquetario, responsable
de parte de los mecanismos que provocan la agregacion plaquetaria (Schafer,
1995). Por ello, los AINEs, se utilizan en la prevencién a largo plazo de accidentes
tromboemboliticos coronarios y cerebrales, aunque puede devenir como reaccidn

adversa facilitando la aparicién de hemorragias.

Accion uricosurica:

Esta accion, es consecuencia de la inhibicién del transporte del acido urico
desde la luz del tubulo renal hasta el espacio intersticial. Es un proceso de
competencia en el transporte de acidos organicos que solo es apreciable con
algunos AINEs, como por ejemplo, dosis elevadas de salicilato, fenilbutazona o
sulfinpirazona. Esto, no limita la utilidad de otros AINEs en el tratamiento del
ataque agudo de gota, en el cual, a dosis altas, son utiles en virtud de su accion

analgésica y antiinflamatoria (Feria, 2004).
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4.2.5. Accion anticancerigena:

4.3.1.

Recientes investigaciones, han demostrado la actividad antitumoral de
ciertos AINEs, como el Meloxicam, sobre células cancerigenas de colon (Goldman
et al.,, 1998), de pulmodn (Tsubouchi et al., 2000) y de hueso (Naruse, Nishida,
Hosono & Ishiguro, 2006).

Del mismo modo ocurre con el Celecoxib, que inhibe la proliferacion celular
en células de osteosarcoma humano (Wang et al, 2004), incluso se ha
demostrado que ciertos AINEs, inducen la apoptosis celular en lineas de células
tumorales y disminuyen la capacidad de producir metastasis (Qiao, Shiff & Rigas,
1998; Naruse, Nishida, Hosono & Ishiguro, 2006).

4.3. Reacciones adversas:

Localizacion gastrointestinal:

La accién lesiva de los AINEs sobre el aparato digestivo se produce, en
parte, como consecuencia de sus efectos téxicos directos, pero los mas
importantes, derivan de sus efectos sistémicos que incluyen los deletéreos de la
inhibicion de la sintesis de PGs enddgenas y otros citotdéxicos mediados por

neutrdfilos y citocinas (Kelly et al., 1996).

Los AINEs, pueden alterar la hidrofobicidad de la mucosa gastrica, pueden
favorecer la retrodifusion de iones de hidrégeno y contribuir al desarrollo de dafio
tisular (Lichtenberger, 1995).

El efecto regulador del flujo sanguineo y la proteccion gastrica, parece ser
mediado preferentemente a través de la COX-1, aunque es posible que la COX-2
también se halle implicada (Hirata, Ukawa, Yamakuni, Kato & Takeuchi, 1997). La

inhibicién de la COX-1 por parte de los AINEs reduce la formacién de PGs, las
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cuales, son fundamentales para el mantenimiento de la integridad de la mucosa

gastrica (Warner et al., 1999).

Asi, existe una correlacion entre el grado de inhibicién de la COX y la
aparicion de lesiones en la mucosa gastrica (Whittle, Higgs, Eakins, Moncada &
Vane, 1980). Datos recientes sugieren que éstas, aparecen soélo cuando se
inhiben simultaneamente la COX-1 y la COX-2 (Wallace, McKnightW, Reuter &
Vergnolle, 2000); lo cual, concuerda con resultados obtenidos en modelos
animales, de supresién genética de la actividad de uno de los dos genes
(Langenbach et al., 1995; Morham, Lagenbach, Loftin, Tiano, Vouloumanos &
Jenette, 1995). Ademas, la administracion exégena de PGs, protege la mucosa
gastrica frente a estas lesiones (Henegan, Schmidt & Miller, 1989; Graham et al.,
1993).

Un espectro de la toxicidad intrinseca de los AINEs a nivel gastrico, es el
siguiente (Hawkins & Hanks, 2000; Mandell, 1999):

Bajo riesgo
Ibuprofeno
Diclofenaco
Naproxeno
Ketoprofeno
Indometacina
Piroxicam

Alto riesgo
4.3.2 Localizacion renal:
Algunos AINEs se asocian con una nefrotoxicidad por la inhibicion renal de

las PGs dado que la accion del rindn es directa en el mantenimiento de la

hemodinamica renal y el balance de fluido y de sodio ( Martindale, 2000).
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Los inhibidores selectivos de la COX-2, disminuyen de forma transitoria el
porcentaje de filtrado glomerular y promueven la retencion de sodio y potasio,

sobre todo, en pacientes con disminucion de sal y de agua.

Interfieren menos sobre los mecanismos de regulacién que los AINEs
convencionales, y su administracion en pacientes mayores de 80 anos, parece
aportar un beneficio terapéutico con un adecuado perfil de tolerabilidad (Schnitzer,
Tritt & Fleischmann, 1999).

Fenémenos de hipersensibilidad:

Reacciones de hipersensibilidad con manifestaciones clinicas como, rinitis
alérgica, edema angioneurdtico, erupciones maculopapulares, urticaria
generalizada, asma bronquial, hipotensién o shock anafilactico, aparecen en un 1
0 2% de los pacientes bajo tratamiento con AINEs, y posiblemente, estén
relacionadas con la inhibicion de la sintesis de PGs en conexion con una

sensibilidad individual especial.

Menos frecuentes, pero mas graves, son el eritema multiforme, que puede
llegar a alcanzar la gravedad del sindrome de Stevens-Johnson, la purpura, la
fotodermatitis, preferentemente asociada a derivados del acido propionico, y la
necrolisis epidérmica toxica (sindrome de Lyell), excepcional pero muy grave, y
asociada a la administracion de diversos AINEs (piroxicam, diflunisal, diclofenaco,
paracetamol) ( Martindale, 2000; Boyce, 2000; Huang, 2000).

Reacciones hematoldgicas:
La frecuencia de aparicion de reacciones adversas hematolégicas durante
el tratamiento con AINEs es, en su conjunto, baja, aunque el amplio uso de estos

farmacos y la gravedad de algunas de ellas, nos obliga a tenerlas en cuenta. La

mayoria de las reacciones hematoldgicas, se deben a fenbmenos en los que
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intervienen mecanismos inmunitarios como la agranulocitosis, la anemia aplasica,

la trombocitopenia y la anemia hemolitica (Feria, 2004).

La aspirina inhibe irreversiblemente la agregacion plaquetaria, inhibicién
que va de 5 a 7 dias, por lo que se aconseja evitar el consumo de aspirina en
personas con dafio hepatico intenso, hipoprotrombinemia, déficit de vitamina K o
hemofilia (Hardman, Limbird, Molinoff, Ruddon y Goodman Gilman, 1996;
Martindale, 2000; Boyce, 2000).

4.4. Clasificacion:

Segun el grupo farmacologico al que pertencen nos encontramos con diferentes
tipos de AINEs (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de los antiinflamatorios no esteroideos (Feria, 2004)

Grupo farmacolégico Farmaco
Salicilatos Acido Acetil salicilico
Paraaminofenoles Paracetamol
Derivados pirazélicos Metamizol
Derivados acido propiénico Ibuprofeno
Derivados acido acético Indometacina/Diclofenaco
Oxicams Meloxicam
Derivados acido antranilico Fenamatos
Otros Nimesulida

4.4.1. SALICILATOS:

Los salicilatos utilizados en terapéutica son productos de sintesis que
comparten como nucleo fundamental el acido salicilico (Figura 1), el cual, resulta
ser muy irritante y por ello solo se puede utilizar de forma externa (Goddman, Rall,
Nies y Taylor, 1996).

55



INTRODUCCION

Entre los mas utilizados en clinica destacan:

1. El acido_acetil salicilico (AAS): es un éster de acido acético del que se han

obtenido algunos derivados.

2. Derivados del acido salicilico: salicilato sodico; trisalicilato de colina y magnesio;

salsalato o diplosal (acido salicilsalicilico); diflunisal; sulfasalazina; fosfosal y

salicilamida.

3. Existen ademas ciertas formulaciones galénicas que tratan de cubrir diversos
objetivos:

e Formulaciones tamponadas-efervescentes: disefiadas para aumentar la

solubilidad y la velocidad de absorcidn, reduciendo la irritacion gastrica.

¢ Formulaciones de liberacién controlada: disefiadas para reducir la irritacion

gastrica, prolongar el tiempo de absorcion y la duracién del efecto.

Los salicilatos, son biotransformados en muchos tejidos, aunque dicho proceso
ocurre sobre todo en el reticulo endoplasmatico y en las mitocondrias del higado
(Insel, 1996). Se ha demostrado que a concentraciones elevadas, afectan
intensamente el metabolismo intermediario y estimulan directamente el centro
respiratorio, favoreciendo la aparicion de una alcalosis respiratoria, y a dosis
toxicas, desacoplan la fosforilacion oxidativa, disminuyen la produccion de ATP,
interfieren el metabolismo aerobio de la glucosa, inhiben las deshidrogenasas y la
6-fosfofructocinasa de la glucdlisis, y la via de las pentosas (Brenner & Simon,
1982).

Fig.1. Acido acetil salicilico.
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El AAS, se metaboliza rapidamente a acido salicilico, que inhibe
débilmente, in vitro, la produccion de PGs. In vivo, el salicilato sédico, posee
menor eficacia analgésica, pero similar eficacia antiinflamatoria que el AAS, al
inhibir la transcripcion de la COX-2 (Allen, 1995).

El AAS, muestra una marcada actividad antiagregante plaquetaria a dosis
inferiores a las analgésicas y, a concentraciones elevadas, interfiere en la sintesis
de protrombina (Touraine, Moldovan, Touraine, Chenot & Bonnaud, 2005; Feria,
2004).

4.4.2. PARAAMINOFENOLES:

Son derivados de la anilina, entre los que se encuentran el paracetamol o

acetaminofeno (el mas utilizado) (Figura 2), propacetamol, y la fenazopiridina.

El propacetamol, es un profarmaco hidrosoluble del paracetamol que
permite administrarlo por via intravenosa y la fenazopiridina, que también

pertenece a este grupo, se utiliza en el tratamiento sintomatico de las disurias.

Fig.2. Paracetamol.

OH

A pesar de que el paracetamol posea una leve actividad antiinflamatoria, se
ha demostrado una reduccién en tejidos inflamados tras cirugia dental (Graham,
Robins, Bryant & Skott, 2001; Skjelbred & Lokken, 1979). Tiene una eficacia
antipirética y analgésica comparable a la del AAS (Mehlisch & Frakes, 1984). Su
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mecanismo de accion es aun objeto de debate (Graham & Scott, 2005; Feria M.,
2004), ya que, puede estimular la sintesis de PGs a nivel de la mucosa gastrica
(Danon, Leibson & Assouline, 1983), no modificarla en pulmoén y plaquetas,
(Boutaud, Aronoff, Richardson, Marnett & Oates, 2002; Tolman et al., 1983) o
inhibirla moderadamente, como por ejemplo, a nivel del sistema nervioso central
(Wierkosz, Mitchell & Botting, 1997; Muth-Selbach, Tegeder, Brune & Geisslinger,
1999; Feldberg, 1973).

Por otro lado, el paracetamol, puede producir analgesia por diversos
mecanismos centrales, que parecen implicar a los aminoacidos excitatorios, el
oxido nitrico o la serotonina (Pini, Sandrini & Vitale, 1996). Posee una alta
tolerabilidad y esta especialmente recomendado para personas con intolerancia a
la aspirina o con alto riesgo de complicaciones gastrointestinales (Prescott, 2000;

Mehlisch & Frakes, 1984), sin embargo, carece de propiedades anticoagulantes.

En un modelo inflamatorio en ratas donde se indujo la inflamacién con
carragenina, tras 48 horas, cuando se estaba dando la resolucion de la
inflamacion, se expresé una COX que no produjo prostanoides proinflamatorios
como por ejemplo la PGE2, sino miembros prostanoides antiinflamatorios. Al tratar
a los animales de nuevo con los AINEs e inhibidores de la COX-2, la respuesta
inflamatoria no se resolvié ni cedid (Willoughby, Moore & Colville-Nash, 2000).
Tras este hallazgo, algunos autores proponen la existencia de otra isoforma, que
sea inhibida selectivamente por el acetaminofen, en lugar de inhibir la COX-1 y/o
COX-2 (Botting, 2000; Botting, 2006). En evidencia de la poca sensibilidad del
acetaminofen a ambas isoformas de la COX, se postula la existencia de otra
isoforma llamada provisionalmente COX-3, que se encuentra libre en el citosol, en
vez de estar unida a la membrana celular (Willoughby, Moore & Colville-Nash,
2000; Simmons, Wagner & Westover, 2000). Esta enzima, es selectivamente
inhibida por drogas, como el acetaminofeno, fenacetina, antipirina y dipirona, lo
cual, podria representar un mecanismo central primario por el que estas drogas

alivian el dolor y la fiebre (Chandrasekharan et al., 2002).
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DERIVADOS PIRAZOLICOS:

Incluimos dentro de este grupo al metamizol o dipirona (Figura 3), la
propifenazona (productos derivados de algunos otros que sélo tienen interés

histérico, como la antipirina y la aminopirina) y la fenilbutazona.

Con fines preferentemente analgésicos y antipiréticos, se emplea el
metamizol y la propifenazona; y con fines antiinflamatorios y analgésicos, la
fenilbutazona (Feria, 2004).

Fig.3. Metamizol.

La accion analgésica del metamizol, es dosis dependiente, comparable a la
de dosis bajas de opiaceos. En su accion analgésica, existe un componente de
accion central, quizas mas importante que el periférico sobre la COX.

El metamizol, es un analgésico comparable al AAS vy superior al
paracetamol, a igualdad de base y via de administracion, en dolores agudos de
tipo moderado/medio. También se utiliza en el tratamiento de la fiebre elevada que

no responda a otros antipiréticos (Feria, 2004).

DERIVADOS DEL ACIDO PROPIONICO:

Son derivados del acido fenilpropidnico y forman un grupo bastante
homogéneo farmacolégicamente. El primero de la serie fue el ibuprofeno (Figura
4), al que siguieron el naproxeno (Figura 5), fenoprofeno, ketoprofeno (Figura 6),

flurbiprofeno, acido tiaprofénico y oxaprocina. Son antiinflamatorios de eficacia
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moderada, aunque también se observa un uso creciente con fines
preferentemente analgésicos (por ejemplo, dismenorreas, cefaleas vasculares, y
dolor postparto o postquirdrgico). Se unen intensamente a la albumina,
aumentando la fraccién libre en determinadas situaciones (por ejemplo, cirrosis
hepatica, artritis reumatoide y ancianos). Alcanzan concentraciones sinoviales
entre el 50%-70% de las plasmaticas, aunque mas estables que éstas, en

administracion cronica (Harris, Beebe-Donk, Doss & Burr Doss, 2005).

Aunque sus reacciones adversas son cualitativamente semejantes a las de
otros AINEs, hay que destacar que en conjunto, su uso se asocia a una menor
incidencia de problemas gastrointestinales que el AAS, fenilbutazona o
indometacina; no presentan los problemas hematoldgicos de las pirazolonas y
producen menos molestias neuroldgicas que la indometacina. Por estos motivos,
se prefieren en muchas situaciones clinicas de intensidad leve o moderada, ya
que su eficacia clinica no alcanza la de los AINEs mas potentes. Pueden

aumentar el tiempo de hemorragia debido a su accion antiagregante (Feria, 2004).

Fig.4. Ibuprofeno.
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El ibuprofeno, inihibidor de la COX-1 y COX-2 (Capone et al., 2007), cuando
se utiliza como analgésico o antipirético, es bastante bien tolerado; sin embargo,
con dosis mas elevadas como antirreumatico, puede producir el mismo abanico de

reacciones adversas que otros AINEs (Hao, Wang & Sun, 2005).
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Fig.5. Naproxeno.

H3CO

El naproxeno, tiene una vida media de 12 a 14 horas. El pico de los niveles
en el plasma, aparece tras 2-4 horas de administrarse (Honing, 1994). Parece ser
efectivo en cirugia traumatica y en dolores agudos como el de la migrafia, dolor de
cabeza tensional, dismenorrea o tras una cirugia, parto, o procedimientos
ginecoldgicos (Todd & Clissold, 1990), e incluso, inhibe la funcion leucocitaria
(Goddman, Rall, Nies y Taylor, 1996).

Sus reacciones adversas mas frecuentes, son las de localizacion
gastrointestinal y las de origen neuroldgico, parecidas a las de la indometazina,
aunque menos intensas (Capone et al., 2005; Boutaud, Aronoff, Richardson,
Marnett & Oates, 2002).

Fig.6. Ketoprofeno.
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El ketoprofeno, es una mezcla racémica formada a partes iguales por dos
enantidmeros, R(-) y S(+). Estda demostrado que de ellos, solo el enantiomero S(+)
o dexketoprofeno, presenta actividad terapéutica al bloquear la accién de las dos
COXs, la COX-1 y la COX-2 (Carabaza et al., 1996), mientras que el R(-),
Ketoprofeno, es terapéuticamente inactivo y se puede considerar como una

impureza (Mauleon, Artigas, Garcia & Carganico, 1996; Mazieres, 2005).
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El dexketoprofeno (Figura 7), es el acido S (+)-2-(3-benzoilfenil) propidnico
0 enantidomero S(+) del ketoprofeno (Jamli & Brooks, 1990). Su accion analgésica
y antiinflamatoria se debe, principalmente, a la inhibicion de la COX-1 y COX-2 a
nivel periférico y la accidn analgésica, a nivel central, por la inhibicién de la COX-1
(Mazario, Roza & Herrero, 2000).

Fig.7. S(+)Ketoprofeno.
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Presenta un efecto analgésico y antiinflamatorio potente y dosis
dependiente, que equivale al de una dosis doble del ketoprofeno racémico. Su
efecto analgésico, se inicia a dosis mas bajas que el efecto antiinflamatorio (Cabre
et al., 1998).

Su actividad analgésica, se debe a un doble efecto a nivel periférico y
central, siendo mas potente que otros AINEs como el diclofenaco, la indometacina,
el flurbiprofeno o el rofecoxib (Mazario, Solano & Herrero, 1999).

4.4.5. DERIVADOS DEL ACIDO ACETICO:

Son farmacos que comparten diversos anillos (inddlicos, pirrdlicos, fenilos o

piranoinddlicos) conteniendo acido aceético.
Existen diversas series de derivados:
a. Indolacético: indometacina (Figura 8), acemetacina, glucametacina, oxametacina y

proglumetacina.

b. Pirrolacético: sulindaco, ketorolaco (Figura 9) y tolmetina.
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c. Fenilacético: diclofenaco (Figura 10), aceclofenaco y fentiazaco.
d. Piranoindolacético: etodolaco.

Fig.8. Indometacina.
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La indometacina, es un inhibidor de la COX-1 y COX-2 (Pilbeam, Fall,
Alander & Raisz, 1997a). Aunque su eficacia en el tratamiento de la artritis
reumatoide y procesos inflamatorios relacionados, es muy notable, la alta
incidencia de efectos secundarios intolerables, a veces irreversibles y

potencialmente fatales, han limitado su uso.

Sus acciones farmacologicas, son similares a las del AAS, presentando una
poderosa actividad antiinflamatoria, antipirética y analgésica. No es uricosurica,

aunque es muy eficaz como antiinflamatorio en el tratamiento agudo de la gota.

Fig.9. Ketorolaco.
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El ketorolaco, tiene muy buena eficacia y potencia analgésica. Posee
también efecto antipirético, aunque no se utiliza con tal fin, moderada eficacia

antiinflamatoria e inhibe la agregacion plaquetaria.
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Comparte reacciones adversas con el resto de los AINEs, aumentando el
riesgo, especialmente, de las de localizacion gastrointestinal, tanto con la duracion
del tratamiento, como con la dosis diaria total. Con frecuencia, pueden presentar
dolor abdominal, diarrea, somnolencia, cefaleas, mareo o nauseas. Menos
comunes son el edema, dolor en el sitio de inyeccion, estrefiimiento o0 aumento de
la sudacién (Reinhart, 2000; Pallapies et al., 1995).

Fig.10. Diclofenaco.
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El diclofenaco, inhibidor preferencial de la COX-2 (Pilbeam, Fall, Alander &
Raisz, 1997a), de amplio uso en nuestro pais, posee actividad analgésica,
antipirética y antiinflamatoria potente y eficacia comparable a la de los derivados

del acido propionico.

A dosis habituales, presenta menor riesgo de interferir con la agregacion
plaguetaria que la mayoria de los AINEs, y es uricosurico. Como el resto de los
AINEs, inhibe la sintesis de PGs pero, ademas, disminuye la concentracion de

acido araquidodnico en leucocitos.

Alcanza concentraciones en liquido sinovial menores, pero mas estables
que las plasmaticas, lo cual explica, que la duracion de sus efectos sea mas

prolongada que lo que se deduciria de su semivida (1-2 h).

Las reacciones adversas son, en conjunto, similares a las de los derivados
del &cido propidénico. Destaca, sin embargo, que un 15% de los pacientes presente
un aumento temporal de las transaminasas hepaticas, normalmente reversible. Se

han detectado algunos casos de anemia aplasica (Kaspar et al., 2005; Sell et al.,
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1999).
OXICAMS:

Los oxicams, son acidos endlicos introducidos en terapéutica como AINEs
de vida media larga, que permitian una sola toma diaria, algo especialmente

importante en el tratamiento de procesos inflamatorios y dolorosos crénicos.

Los mas utilizados son el piroxicam (Figura 11), tenoxicam y meloxicam.
Todos ellos muestran actividad antiinflamatoria, analgésica, antipirética vy
antiagregante plaquetaria. Estan indicados para el tratamiento sintomatico, agudo

0 cronico, de la artritis reumatoide y osteoartritis (Salvi & Lang, 2005).

Fig.11. Piroxicam.
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El piroxicam, ademas de inhibir las dos COXs, inhibe la quimiotaxis,
liberacion de enzimas lisosémicos y agregacion de los neutrofilos (y su capacidad
generadora de aniones superoxido) e inhibe la proteoglicanasa y colagenasa en el

cartilago, mecanismos que deben contribuir a su eficacia como antiartritico.

La incidencia de reacciones adversas del piroxicam en uso crénico, puede
alcanzar hasta el 60% de los pacientes. Las mas frecuentes son las de
localizacion gastrointestinal (hasta un 25%). Con frecuencia baja, puede producir
alteraciones neurolégicas (por ejemplo, sedacion, somnolencia, mareo, cefaleas).
El riesgo es mayor que con la mayoria de los AINEs, en pacientes con
alteraciones de la funcion renal. Debido a su elevada fijacion proteica, deberia

utilizarse con precaucidn en pacientes tratados con anticoagulantes orales.
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Ademas, disminuye la excrecion renal de litio con consecuencias clinicas
importantes (Waddell, 1998).

Fig.12. Meloxicam.
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La incidencia de reacciones adversas del meloxicam (Figura 12), es algo
inferior a la del piroxicam. Como con éste, predominan las de localizacion
gastrointestinal  (17%-19%) aunque la incidencia de complicaciones
gastrointestinales graves, es significativamente menor para el meloxicam (0,1%-
0,2%). Su perfil de seguridad sobre la funcion renal o hepatica, es similar al de
otros AINEs y sus efectos sobre la agregacion plaquetaria no son significativos. Se
ha utilizado en el tratamiento de la espondilitis anquilosante, ataques agudos de

gota o pseudogota, trastornos musculoesqueléticos agudos y dismenorreas.

Se distingue por inhibir preferentemente a la COX-2 (Capone et al., 2007),
lo cual, en principio, le confiere una ventaja sobre los otros AINEs (Fleischmann,
Igbal & Slobodin, 2002; Engelhart, 1996).

4.4.7. DERIVADOS DEL ACIDO ANTRANILICO:

También denominados fenamatos, incluye los acidos mefenamico,

meclofenamico (Figura 13), flufenamico y la floctafenina y glafenina.

Sus propiedades farmacoldgicas, son similares a las de otros grupos,
aunque, con el mefenamico y meclofenamico, los efectos sobre la agregacion
plaquetaria son menos importantes que con la mayoria del resto de los AINEs
(Chu, Chen, Lin & Sun, 2003).
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Fig.13. Acido Meclofenamico.
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El mefenamico, se utiliza para dolores de corta duracion con escaso
componente inflamatorio y posee eficacia para el dolor de la dismenorrea. Sin
embargo, el meclofenamico, se utiliza para la artritis reumatoide, osteoartritis,
artritis psoriasica, dolor, dismenorrea e hipermenorrea idiopatica (I1zzo, Pagnoni &
Rigoli, 1991).

Las reacciones adversas mas frecuentes, afectan al aparato digestivo
superior, aunque también son frecuentes la diarrea profusa, acompafiada de
esteatorrea e inflamacion intestinal, y los vomitos, que pueden inducir una
deshidratacién e insuficiencia renal. Somnolencia, cefaleas y mareo, pueden

aparecer con cierta frecuencia (Conroy, Randinitis & Turner, 1991).

OTROS FARMACOS:

La nimesulida (Figura 14), 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 et al., 2007).
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Fig.14. Nimesulida.
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Se absorbe de forma rapida y casi completa por via oral (por via rectal su
biodisponibilidad cae a un 70%). Su espectro de efectos secundarios, no se
diferencia de otros AINEs. Es especialmente util en pacientes hipersensibles a la

aspirina o a otros AINEs y en pacientes asmaticos (Senna et al., 1996).
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5. OSTEOBLASTOS Y AINES.

Durante los ultimos 50 afos la investigacién sobre farmacos que tuvieran
efectos antipiréticos, antiinflamatorios y analgésicos ha sido extraordinariamente
extensa, dando lugar al desarrollo de los llamados farmacos antiinflamatorios no
esteroideos, que se han convertido en la piedra angular del tratamiento de

numerosas enfermedades.

El uso clinico de los AINES es muy comun tanto en la terapia de distintas
patologias déseas, como tras las intervenciones quirurgicas que afectan a este
tejido. Conocer todos los posibles efectos que estos farmacos ejercen sobre el
hueso constituye un tema de interés que viene siendo objeto de estudio de

distintos grupos de investigacion.

Entre los reguladores del metabolismo esquelético, como ya indicamos
anteriormente, se encuentran las PGs, las cuales, modulan la proliferacion y la
diferenciacion osteoblastica (Ho, Chang, Chuang, Hsu & Wang, 1999; Nemoto,
Bernecker, Pilbeam & Raisz, 1995), accién que es ejercida por la interaccion de
los receptores especificos expresados en la superficie celular del osteoblasto.
Estas células, no solo se muestran como células diana para dichos reguladores,
sino que incluso son capaces de sintetizarlos, o que explica, que la sintesis de
PGs sea un proceso autorregulable (Kawaguchi, Pilbeam, Harrison & Raisz, 1995;
Pilbeam, Raisz, Voznesenasky, Alander, Delman & Kawaguchi, 1995; Raisz,
Pilbeam & Fall, 1993b).

La sintesis de PGs se realiza gracias a la accion catalitica de la enzima
prostaglandina sintetasa (PGHS), mas conocida como COX, al actuar sobre el
acido araquidoénico. Existen dos isoenzimas para dicho enzima, codificadas por
genes diferentes, la COX-1 y la COX-2 (Smith, Dewitt & Garavito, 2000; Pilbeam,
Raisz, Voznesenasky, Alander, Delman & Kawaguchi, 1995; Tjandrawinata,
Dahiya & Hughes-Fulford, 1997).
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En osteoblastos, la COX-1 es una enzima constitutiva; mientras que la
COX-2, es un enzima inducible, la cual, se encuentra en muy bajas
concentraciones e incluso en concentraciones indetectable en osteoblastos no
estimulados. Sin embargo, esta isoenzima puede ser rapidamente inducida en
procesos inflamatorios y cancerigenos (Williams, Mann & DuBois, 1999). La
produccion de PGs regulada por fuerzas mecanicas, hormonas, citocinas y
factores de crecimiento, parece estar controlado por los efectos de la enzima
inducible COX-2 (Pilbeam et al., 1993; Kawaguchi et al., 1994).

Distintos datos revelan que la COX-1, parece desempefar un papel
importante en la respuesta inicial a las alteraciones producidas en la liberacion del
acido araquidonico. Sin embargo, la COX-2, se puede considerar como el mayor
regulador de la renovacion 6ésea como respuesta a citocinas, hormonas, fuerzas
mecanicas, factores de crecimiento y promotores tumorales (Pilbeam et al., 1997b;
Herschman, 1994).

Cabe senalar que las PGs exdgenas no sintetizadas por el propio
osteoblasto, tienen un efecto doble sobre la proliferacién osteoblastica, por lo que,
pueden ser estimuladoras o inhibidoras segun su concentracién (Eujimori,
Tsutsumi, Fukase & Fujita, 1989; Kawaguchi, Pilbeam, Harrison & Raisz, 1995;
Mori, Jee , Li, Chan & Kimmel, 1990).

Los AINEs, constituyen uno de los grupos de medicamentos mas prescritos,
con multiples usos terapéuticos, tanto en el tratamiento de dolencias
musculoesqueléticas, como en otra amplia gama de indicaciones, debido a sus
efectos analgésico, antipirético y antiagregante plaquetario. Los farmacos de esta
categoria incluyen muchos compuestos que en general no tienen relacién quimica
entre ellos, pero comparten algunas actividades terapéuticas y efectos

secundarios ( Hardman, Limbird, Molinoff, Ruddon y Goodman Gilman, 1996).
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Administrados en dosis uUnicas o como terapia a corto plazo proveen
adecuada analgesia en la reduccion del dolor leve a moderado. El efecto
antiinflamatorio se refleja de varios dias hasta dos semanas, sin embargo, la
combinacién de ambos efectos hacen a estos farmacos particularmente utiles en
el alivio sintomatico del dolor y/o inflamacion, de desérdenes musculoesqueléticos

y de las articulaciones (Martindale, 2000).

Su mecanismo de accion es inhibiendo la actividad de las enzimas COX-1y
COX-2, aunque pocos, son completamente especificos por una de ellas. Asi por
ejemplo, la aspirina e indometacina, bloquean la actividad de las dos isoenzimas,
aunque su efecto es mayor sobre la COX-1 (Yuan, Mandal, Zhang & Mukherjee,
2000; Vane & Botting, 1998), la nimesulida y el meloxicam parecen tener
predileccién por la COX-2 (Hawkey, 1999) y el rocecoxib y el celecoxib, actuan de

forma selectiva sobre la COX-2 ( Lacy, Armstrong, Goldman & Lace, 2000).

Dado que los AINEs actuan bloqueando la sintesis de PGs por la via de la
ciclooxigenasa, y las PGs tiene un papel regulador importante a nivel 6seo, es por
lo que, algunos autores sugieren que éste, es el mecanismo de accion de los
AINES para provocar la inhibicién de la reparacion ésea (Norrdin, Jee & High,
1990). En este sentido, se sabe que estos farmacos inhiben la sintesis de PGs en
cultivos de células osteoblasticas (Klaushofer et al., 1988), como es el caso del
Ketorolaco, potente AINE que bloquea la sintesis de PGs por la via de la
ciclooxigenasa, provocando una inhibicion de la reparacién y el remodelamiento
0seo en ratones (Buckley & Brogden, 1990; Ho, Chang & Wang, 1995) y
disminuye la proliferaciéon celular, como lo demuestran diversos estudios
histolégicos (Ho, Chang & Wang, 1998; Ho, Chang Chuang, Hsu & Wang, 1999),
accion también observada con el diclofenaco (Kaspar et al., 2005; Sell et al., 1999;
Matziolis, Rau, Cléber, Erli & Paar, 2002).
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Paralelamente, se ha descrito en cultivos celulares de osteosarcoma
humano tratados con indometacina, que ésta, provoca una inhibicion significativa
sobre la proliferacion de forma dosis dependiente tras 48h de tratamiento (Evans &
Butcher, 2004); resultados que vienen a corroborar los ya obtenidos por otros
autores en cultivos primarios de osteoblastos (Min, Rao, Okada, Raisz & Pilbeam,
1998).

Aunque los AINES son de gran utilidad clinica, su uso se ve limitado por la
posible aparicion de efectos adversos, algunos incluso potencialmente letales,
como pueden ser la enfermedad ulcerosa péptica o la insuficiencia renal. Estos
efectos secundarios afectan incluso al tejido 6seo, pudiendo inhibir la reparacion y
la cicatrizacion 6sea (Langman et al., 1994; Muscara, McKnight, Asfaha &
Wallace, 2000; Altman et al., 1995; DiCesare, Nimni, Peng, Yazdi & Cheung, 1991;
Keller et al., 1989a; Trancik, Mills & Vinson, 1989). En este sentido, algunos
autores, muestran en sus estudios, que los pacientes que toman determinados
AINEs, tienen mayor riesgo de sufrir una fractura, que los que no los toman (Van
Staa, Leufkens & Cooper, 2000; Vestergaard, Rejnmark & Mosekilde, 2006).

También se ha observado, que estos farmacos disminuyen el crecimiento
0seo en implantes ortopédicos (Keller et al., 1989b) y retrasan la formacion del
callo 6seo en pacientes con fracturas (Giannoudis et al., 2000; Butcher & Marsh,
1996).

Con objeto de disminuir los efectos adversos de los AINEs, se han
desarrollado nuevos farmacos que bloqueen especificamente a la COX-2 (DeWitt,
1999; Watson, 1998). Gracias a ellos, se pueden mejorar y precisar los
tratamientos (Mantry, Shah & Sundaram, 2003; Spiegel, Targownik , Dulai &
Gralnek, 2003; Igarashi, Woo & Stern, 2002).

No obstante, algunos de sus efectos no deseados se mantienen, como la

accién que ejercen a nivel 6seo, donde a pesar de inhibir selectivamente la COX-

2, siguen disminuyendo la proliferacién en osteoblastos humanos, como el DFU
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tras 48 horas de cultivo (Evans & Butcher, 2004), o el rocecoxib, tras su

administracion oral en ratones durante 4 semanas (Goodman et al., 2002) .

Otro aspecto, no menos importante, es como los AINEs pueden interferir en
la proliferacion de las células tumorales. Muchos estudios, evidencian el papel
crucial de la COX-2 en diferentes aspectos de la carcinogénesis y en la prevencion
y el tratamiento de las alteraciones inflamatorias. Esta enzima, esta
sobreexpresada en diferentes tumores malignos como en el tumor de colon
(Eberhart, Coffey, Radhika & Giardiello, 1994), de prostata (Gupta, Srivastava,
Ahmad, Bostwick & Mukhtar, 2000), de mama (Hwang, Scollard, Byrne & Levine,
1998), de pulmén (Watkins, Lenzo, Segal, Garlepp & Thompson, 1999) y en el de
hueso (Naruse, Nishida, Hosono & Ishiguro, 2006). Se ha observado que los
inhibidores selectivos de la COX-2, disminuyen la formacion, el crecimiento y las
metastasis de tumores experimentales (Yao et al., 2003; Sheng et al., 1997),
incluso, se ha encontrado conexion causa-efecto, entre la COX-2 y la formacién de

tumores, mediante estudios genéticos (Liu et al., 2001).

En algunos estudios, se ha observado que hay una disminucién del riesgo
de padecer cancer de colon, en aquellas personas que regularmente ingieren
inhibidores de la COX-2 (Thun, Henley & Patrono, 2002; Fosslien, 2000). En este
mismo sentido, se ha descrito que en ratones transgénicos que poseen una
sobreexpresion de COX-2 en la glandula mamaria, desarrollaron hiperplasias,
displasias y metastasis de esta glandula (Liu et al., 2001). Cabe sefnalar el efecto
inhibitorio de la proliferacién, observado con meloxicam sobre células
cancerigenas de colon (Goldman et al.,, 1998) y de pulmén (Tsubouchi et al.,
2000).

A nivel del tejido 6seo, los AINEs, parecen ejercer una accion similar a la
descrita en otras poblaciones tumorales. En células de osteosarcoma humano,
concretamemente la linea celular MG-63, se ha demostrado que el tratamiento con

celecoxib a una concentracién entre 1 y 100 uM, inhibe la proliferacion de forma
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dosis dependiente y aumenta la concentracién del calcio intracelular, al salir del
reticulo endoplasmatico por la via de la fosfolipasa C, de manera independiente
(Wang et al., 2004), y el tratamiento con meloxicam, disminuye la proliferacion
celular y la capacidad invasiva del tumor (Naruse, Nishida, Hosono & Ishiguro,
2006).

Todos estos datos, avalan el gran interés que tiene el estudio detallado del
efecto de los AINEs sobre las células del tejido 6seo, bien bajo circunstancias

fisiologicas, o bien en situaciones de transformacion neoplasica.
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Il. OBJETIVOS:

Los antecedentes bibliograficos revelan claramente que los AINEs, pueden
ejercer su accion sobre el tejido éseo, y mas concretamente, sobre los
osteoblastos, que son las células responsables de la formacion y reparacion ésea.
Esta accion, se ha traducido fundamentalmente, en una disminucion de la
capacidad proliferativa. El mecanismo por el que se explica esta accion se centra,
fundamentalmente, en la capacidad que dichos farmacos poseen para inhibir la
actividad de la enzima ciclooxigenasa y mas concretamente de la isoenzima COX-
2, lo que a su vez, conduce a una inhibicion de la sintesis de PGs, las cuales

desempefan un papel importante a nivel de la regulacion del tejido 6seo.

El analisis del efecto a diferentes niveles de distintos AINEs sobre las
células responsables de la formacion y reparaciéon 6sea, creemos que es un tema
de gran interés cientifico, que nos podria dar informacion util a nivel clinico;
permitiendo incluso, establecer criterios de eleccién de dichos farmacos en el
tratamiento del tejido 6seo. Ademas, son muy pocos los AINEs que hasta la fecha
se han estudiado y limitados los parametros valorados, ya que, practicamente, los
diferentes estudios se han centrado exclusivamente en determinar su efecto sobre
la capacidad proliferativa. Mientras que otros parametros no estudiados, creemos
igualmente, que podrian verse afectados o modulados por dichos farmacos, como
la diferenciacién o maduracién celular y la capacidad inmunoldgica; lo que podria
implicar otras posibles repercusiones clinicas que deberiamos conocer de estos
medicamentos, cuando se utilizan en el tratamiento del tejido 6seo; y que ademas,
no hanenemos constancia de que hayan sido analizados por ningun otro grupo de

investigacion.

Por todo ello, en la presente Tesis Doctoral nos hemos planteado como
objetivos de la misma, estudiar el efecto de distintos AINEs (indometacina,
nimesulida, diclofenaco, ibuprofeno y paracetamol) sobre diferentes parametros

fisiologicos y funcionales de los osteoblastos humanos; tales como, proliferacion,
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diferenciacion celular, perfil antigénico y capacidad fagocitica. Para ello,
utilizaremos como poblacion de estudio una linea celular tipificada de

osteosarcoma humano, la linea MG-63.

Esta linea celular, es comunmente utilizada en el estudio de los
osteoblastos; pero hay caracteristicas de la misma que se desconocen; tales como
su perfil antigénico o su capacidad fagocitica, por lo que como objetivo previo al
estudio del efecto de los AINEs sobre los osteoblastos, determinaremos las
caracteristicas fenotipicas y funcionales de la linea MG-63.
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Ill. METODOLOGIA:

1.- LINEA DE OSTEOSARCOMA HUMANO, MG-63 (ATCC: CRL-1427)

Los distintos ensayos se realizaron con la linea MG-63. Esta, es una linea
tipificada de osteoblastos, que se obtuvo a partir de tejido 6seo humano
procedente de un varon caucasiano de 14 afos con osteosarcoma (ATCC: CRL-
1427); la cual, fue proporcionada por la American Type Culture Collection (ATCC),

a través del Centro de Instrumentacion Cientifica de nuestra Universidad.

2.- CULTIVO DE LA LINEA MG-63

Las células se cultivaron en frasco de cultivo de 25 cm? de superficie
(Falcon, Labware, Oxford, UK), con 10 ml de medio DMEM (Gibco, Cell Culture
Products, Carlsbad, CA), suplementado con 100 Ul/ml de penicilina (Lab Roger
S.A., Barcelona, Espana); 50 pg/ml de gentamicina (Braun Medical S.A., Jaén,
Espafia); 2.5 uyg/ml de anfotericina B (Sigma, St Louis, MO, USA); L-Glutamina al
1% (Sigma, St Louis, MO, USA); HEPES al 2% (Sigma, St Louis, MO, USA) y un
10% de suero bovino fetal (SBF) (Gibco, ,Paisley, UK), que previamente habia
sido descomplementado en un bafo a 56°C durante 30 minutos. Las células se
cultivaron en este medio a 37°C, en una atmodsfera de CO; al 5% hasta conseguir

un crecimiento semiconfluente.

La linea MG-63, crece adherida a la superficie del frasco de cultivo, por lo
que, una vez cultivados los osteoblastos segun el procedimiento descrito
anteriormente, es necesario despegarlos de la superficie, ya sea para subcultivo o
para su estudio o tratamiento. Para despegar las células del frasco de cultivo, se
utilizan 10 ml de una solucion de Tripsina-EDTA (Sigma, St Louis, MO, USA)
durante 10 minutos a 37°C. Transcurrido este tiempo, se neutraliza la actividad
enzimatica con otros 10 ml de medio DMEM suplementado al 10% con SBF. La

suspension celular obtenida se deposita en un frasco universal y se centrifuga a
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1200 rpm durante 10 minutos en frio. El sedimento obtenido se resuspende en

medio de cultivo.

3.- EXPRESION ANTIGENICA DE LA LINEA MG-63

El perfil antigénico de la linea MG-63, se determiné mediante la técnica de
citometria de flujo y el uso de una amplia bateria de anticuerpos monoclonales, los

cuales quedan recogidos en la tabla 2.

La suspension de células se obtiene tras tratar el cultivo con una
solucion de EDTA al 0.04%, neutralizar con DMEM suplementado al 10% y lavar
por centrifugado con un tampoén fosfato salino (PBS) durante 10 min a 1200 rpm.
Esta suspension celular se ajusta a una concentracion de 2x10* cells/ml. 100 pl de
la suspensién celular se incuban con 10 pl del Abmo correspondiente, durante 30
minutos a 4°C en oscuridad. Transcurrido el periodo de incubacién con el Abmo,
las células se lavan por centrifugacion con PBS y el sedimento se suspende en 1
ml de PBS para su lectura en un citdmetro de flujo (FACS Vantage SE, Becton
Dickinson, Paloalto, California, USA), con un laser de argon de 488 nm de longitud
de onda para determinar el porcentaje de fluorescencia en las células. Como
control negativo, las células se incubaron con controles de isotipo marcados con
isocianato de fluoresceina (FITC) o ficoeritrina (PE). El porcentaje de células
positivas frente a los anticuerpos, se calculé entre 2.000 y 3.000 células. Todos los

ensayos se realizaron por cuadruplicado.
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Tabla 2. Anticuerpos monoclonales utilizados para el estudio fenotipico en la linea celular
MG-63.

Abmo CD/especificidad Fluorocromo Casa comercial
Control PE - PE Ortho DS, (Belgium)
Control FITC - FITC Ortho DS, (Belgium)
OKB-cLLa CcD10 PE Ortho DS, (Belgium)
OKM13 CD13 FITC Ortho DS, (Belgium)
Sigma Immunochemicals,
CD21 CD21 PE (USA)
Sigma Immunochemicals,
CD44 CD44 FITC (USA)
IOL1b CD54 FITC Caltag (Burlingame,CA)
CD69 CD69 FITC Caltag (Burlingame,CA)
CD80 CD80 FITC Pharmingen, (USA)
CD86 CD86 FITC Pharmingen, (USA)
OKDR HLA-DR FITC Ortho DS, (Belgium)

4.- CAPACIDAD FAGOCITICA DE LA LINEA MG-63

La capacidad fagocitica fue estudiada siguiendo una técnica citométrica y el
uso de bolitas de latex fluorescentes. Posteriormente fue confirmada mediante
microscopia electrénica de transmisién, en cuyo caso utilizamos como particulas
diana bolitas de latex y el microorganismo Candida sp, proporcionado por el

servicio de microbiologia del Hospital Universitario San Cecilio de Granada.

4.1.- ANALISIS DE LA CAPACIDAD FAGOCITICA MEDIANTE CITOMETRIA DE
FLUJO

La actividad fagocitica de la linea MG-63 fue determinada mediante una
técnica de citometria de flujo utilizando como particulas diana, bolitas de latex de
2 um de diametro marcadas con fluoresceina (Sigma Chem. Comp., St Louis, Mo,
USA).
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100ul de una suspension de células MG-63 en medio DMEM suplementado
con un 10% de SBF y una densidad celular media de 2x10* células/ml, se
incubaron con 10 ul de una suspensiéon de bolitas de latex de 2 ym de diametro y
marcadas con fluoresceina, a 37°C durante 30 min en oscuridad. Posteriormente,
las células fueron lavadas y suspendidas en 1 ml de PBS (Sigma, St Louis, MO,
USA), e inmediatamente después analizadas en un citdometro de flujo (FACS
Vantage SE, Becton Dickinson, Paloalto, California, USA). Los resultados se
expresaron como el porcentaje de células que fluorescen o células fagocitadas.
Todos los ensayos se realizaron por cuadruplicado, incluyendo un grupo control

sin tratamiento.

4.2.- ANALISIS DE LA CAPACIDAD FAGOCITICA MEDIANTE MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE TRANSMISION

Con objeto de confirmar la capacidad fagocitica de la linea celular MG-63,
analizamos dichas células mediante microscopia electronica de transmision, para
lo cual, las células se cultivaron durante 90 min o durante 24h en presencia de
bolitas de latex o en presencia de una suspension de Candida sp a 37° C en
atmosfera de CO,. Tras la incubacion, las células adheridas al frasco de cultivo se
fijaron con una solucidon que contenia un 1% de glutaraldehido y un 15% de
formaldehido en tampdn cacodilato 0.1 M, a un ph de 7.4 y a una temperatura de
4°C.

Con tetroxido de osmio al 2%, se realiz6 una segunda fijacion en el mismo
tampon, llevando como aditivo el ferricianuro potasico. A continuacion, las células
se deshidrataron en gradientes de etanol para ser finalmente incluidas en Epon
812. Una vez tratadas asi las muestras, se cortaron en un ultramicrotomo Ultracut
E (Reichert) con cuchillas de vidrio a un grosor aproximado de 500-700 A. Como
agentes de contraste, se utilizaron el acetato de uracilo y el citrato de plomo, para
poder visualizar las células en un microscopio electrénico de transmision EM10C

de Zeiss.
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5.- EFECTO DE LOS AINEs SOBRE LA LINEA MG-63:

Hemos estudiado el efecto de diferentes AINEs sobre distintos parametros
fisiologicos y funcionales de los osteoblastos, tales como la proliferacion, la

diferenciacion, la expresion antigénica y la capacidad fagocitica.

Para este estudio hemos seleccionado un total de cinco AINEs escogidos
fundamentalmente por su utilidad clinica: indometacina (Sigma Chem. Comp., St
Louis, Mo, USA), nimesulida (Sigma Chem. Comp., St Louis, Mo, USA),
diclofenaco (Sigma Chem. Comp., St Louis, Mo, USA), ibuprofeno (Sigma Chem.
Comp., St Louis, Mo, USA) y paracetamol (Sigma Chem. Comp., St Louis, Mo,
USA). Con dichos antiinflamatorios hemos tratados, in vitro, la linea MG-63 con

objeto de determinar su efecto sobre distintos parametros celulares.

5.1.- Efecto de los AINESs sobre la proliferacion celular:

El efecto sobre la capacidad proliferativa de la linea MG-63, se realizd
mediante el recuento del numero de células tras el tratamiento con distintas
concentraciones de AINEs durante 24 y 48 horas, utilizando como contador de
células un citémetro de flujo Ortho Cytoron Absolute (Ortho Diagnostic System,
Raritan, USA).

Las células suspendidas en medio de cultivo sin SBF y ajustadas a una
concentracion final de 1x10* células/ml, se dispusieron en una placa de cultivo de
24 pocillos (Falcon, Becton Dickinson Labware, N.J., USA), conteniendo cada uno
de ellos un volumen de 2 ml. Cada pocillo fue tratado con la dosis correspondiente
de antiinflamatorio a estudiar: 1, 10 y 100 yM para la indometacina, nimesulida y
diclofenaco; y para el ibuprofeno y el paracetamol, 5, 25 y 75 yM. Como grupo
control se incluyeron pocillos sin tratamiento. Todos los ensayos se realizaron por
cuadruplicado. Las placas de cultivo fueron posteriormente incubadas a 37°C

durante 24 o 48 horas. Una vez transcurrido el periodo de incubacion, las células
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se despegaron con 1ml de una solucion de Tripsina-EDTA durante 10 minutos a
37°C. Transcurrido este tiempo, se neutralizé la actividad enzimatica con otro mi
de medio DMEM suplementado al 10% con SBF. La suspension celular obtenida
se depositd en un frasco universal y se centrifugd a 1200 rpm durante 10 minutos.
El sedimento suspendido en 500 pl de PBS, se agitdé y se procedié al recuento del
numero total de células en un citometro de flujo. Los datos se expresaron como el

numero de células totales/ml.

5.2,-Efecto de los AINEs sobre la diferenciaciéon celular

El efecto de los AINEs sobre la diferenciacion celular se realizé valorando

la sintesis de osteocalcina.

Sintesis de Osteocalcina.

La osteocalcina ha sido descrita como una de las proteinas no colagénicas
mas abundantes del hueso. Es utilizada como marcador bioquimico del
metabolismo éseo, puesto que se encuentra especificamente en este tejido y es

producida por los osteoblastos.

Para determinar la existencia de esta proteina, se ha utilizado el Kit N-tact®
osteo SP para osteocalcina IRMA (Diasorin-Stillwater, Minesota, USA), y como
sustratro, los sobrenadantes de los cultivos de osteoblastos recogidos tras el

tratamiento.

Procedimiento de estudio:

Las células se cultivaron sin SBF durante 24 horas con las siguientes dosis: 10 yM
de indometacina, nimesulida, diclofenaco y 25 uM de ibuprofeno y paracetamol.
Trascurrido dicho tiempo se recogio el sobrenadante de cultivo centrifugandose a

1600 rpm. Un ml del sobrenadante asi obtenido, se dispuso en viales de 5 ml para
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ser liofilizados. Las muestras se regeneraron con 100 pyl de agua destilada.
Paralelamente, se determind el numero de células/ml de cada una de las
muestras. Posteriormente veinte microlitros de cada muestra por duplicado, fueron
analizados usando el equipo Ntact ® osteo SP. En todo momento se siguieron las
instrucciones del Kit, realizandose la lectura con el mismo equipo. Los resultados

obtenidos se expresaron en nanogramos de osteocalcina /mix10* células.

5.3.- Efecto de los AINEs sobre el perfil antigénico

Para determinar el efecto de los distintos AINEs estudiados sobre la
expresion antigénica de la linea MG-63, las células se cultivaron durante 24 horas
con las siguientes dosis: 10 yM de indometacina, nimesulida y diclofenaco y, 25
MM de ibuprofeno y paracetamol. Trascurrido dicho tiempo, las células se
separaron del frasco de cultivo con EDTA al 0.04% (Merck, Darmstadt, Alemania)
en PBS. Posteriormente, se lavaron con PBS por centrifugacion a 1200 rpm
durante 10 minutos y el sedimento se suspendié en medio de cultivo. 100 ul de la
suspension celular se incubd con 10 uyl del Abmo correspondiente (Tabla 3)
durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. Transcurrido el periodo de incubacién con
el Abmo, las células se lavaron por centrifugacion con PBS y el sedimento se
suspendié en 1 ml de PBS para su lectura en un citémetro de flujo (FACS Vantage
SE, Becton Dickinson, Paloalto, California, USA).

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

los falsos positivos por union inespecifica.
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Tabla 3. Anticuerpos monoclonales utilizados para el estudio del efecto de los AINEs sobre

el perfil fenotipico en la linea celular MG-63.

CD80 CD80 FITC Caltag
CD86 CD86 FITC Caltag
OKDR HLA-DR FITC Caltag

Burlingame,CA)
Burlingame,CA)

Abmo CD/especificidad Fluorocromo Casa comercial

Control PE - PE Caltag (Burlingame,CA)
Control FITC - FITC Caltag (Burlingame,CA)
OKM13 CD13 FITC Caltag (Burlingame,CA)
CD21 CD21 PE Caltag (Burlingame,CA)
CD44 CD44 FITC Caltag (Burlingame,CA)
IOL1b CD54 FITC Caltag (Burlingame,CA)

(

(

(

Burlingame,CA)

5.4 .- Efecto de los AINEs sobre la capacidad fagocitica:

El estudio del efecto de los AINEs sobre la capacidad fagocitica de la linea
MG-63 se realizd6 mediante citometria de flujo. Para estos ensayos 2ml de una
suspension célular en medio DMEM y con una densidad media de 1x10*
células/ml, se dispusieron en placas de cultivo de 24 pocillos. Posteriormente
estas células fueron tratadas durante 24 horas con indometacina (10 uyM),
nimesulida (10 yuM), diclofenaco (10 uM), ibuprofeno (25 uM) y paracetamol (25
uM). Trascurrido el periodo de tratamiento, se despegaron de la superficie del
frasco de cultivo con una solucion Tripsina-EDTA, se lavaron y se suspendieron en
medio de cultivo con un 10 % de SBF, ajustandose a una concentracién de 2x10°
células/ml. 100 pl de esta suspensién celular fueron incubados con 10 ul de bolitas
de latex de 2 ym de diametro y marcadas con fluoresceina (Sigma Chem. Comp.,
St Louis, Mo, USA), a 37°C durante 30 minutos en oscuridad. A continuacion, las
células se lavaron por centrifugacion con PBS y se suspendieron en 1 ml de PBS,
e inmediatamente después se analizaron en un citometro de flujo (FACS Vantage
SE, Becton Dickinson, Paloalto, California, USA). Los resultados obtenidos, se
expresaron como el porcentaje de células que han fagocitado particulas de latex y
por lo tanto, se muestran fluorescentes. Todos los ensayos se realizaron por

cuadruplicado, incluyendo un grupo control sin tratamiento.
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6. ANALISIS ESTADISTICO

Todas las experiencias realizadas para la consecucion de cada uno de los

objetivos de esta Tesis Doctoral, se repitieron al menos 4 veces.

¢ Analisis descriptivo
El analisis descriptivo de la muestra, se ha realizado mediante la elaboracién de
resumenes numeéricos que incluyen el valor de la media, como medida de
tendencia central y la desviacion tipica, como medida de dispersion.

¢ Analisis bivariante
Para analizar la asociacion de variables se ha realizado la comparacion de
medias, aplicando el test de la t de Student, considerando un intervalo de

confianza del 95%. En todos los casos, el analisis estadistico se ha realizado

utilizando la version 14.0 del paquete estadistico SPSS.
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IV. RESULTADOS:

Como en ensayos previos, en la presente tesis, nos planteamos la necesidad
de analizar el perfil antigénico de la linea de osteosarcoma humano MG-63 y su
capacidad fagocitica; ya que, ambos aspectos, seran estudiados junto a otros, a la

hora de valorar el efecto de los AINEs sobre las células formadoras de hueso.

I. Fenotipo antigénico de la linea MG-63

El estudio de la expresion antigénica de la linea MG63 mediante citometria
de flujo reveld que los antigenos CD10, 13, CD44 y CD54 (Figuras 15, 16, 17 y 18)
se expresan en un alto porcentaje de la poblacién analizada. Los antigenos CD21,
CD80 y CD86 (Figuras 19, 20 y 21) presentaron expresion positiva pero no se
detectaron en toda la poblacién, mientras que los antigenos CD69 y HLA-DR

fueron de expresion negativa. (Figuras 22 y 23).

20(

CD10 S CD13

Counts

= . Mf—r-r-m e
“1';}3 104
Fig.15.- Histograma de fluorescencia de la expresion Fig.16.- Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD10 mediante citometria de flujo. del Antigeno CD13 mediante citometria de flujo.
Grupo control=Negro; Expresion=Gris. Grupo control=Negro; Expresion=Gris.
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Fig.18.- Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD54 mediante citometria de flujo.

Grupo control=Negro; Expresiéon =Gris
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Fig.20.- Histograma de fluorescencia de la expresion

del Antigeno CD80 mediante citometria de flujo.
Grupo control=Negro; Expresién=Gris

4

Fig.17.- Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD44 mediante citometria de flujo.
Grupo control=Negro; Expresion=Gris.

200

CD21

160

T T T

10! 102 10°

0 4

ftll 10
Fig.19.- Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD21 mediante citometria de flujo.

Grupo control=Negro; Expresion=Gris
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del Antigeno CD86 mediante citometria de flujo.
Grupo control=Negro; Expresion=Gris

Fig.21.- Histograma de fluorescencia de la expresion
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Fig.22.- Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD69 mediante citometria de flujo.

Grupo control=Negro; Expresion=Gris
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Fig.23.- Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno HLA-DR mediante citometria de flujo.

Grupo control=Negro; Expresién=Gris

Capacidad fagocitica de la linea MG-63

El analisis cuantitativo de la capacidad fagocitica se realizd utilizando como

particulas diana, bolitas de latex fluorescentes y como técnica de estudio, la

citometria de flujo. En dicho ensayo observamos que el 100% de las células

analizadas presentaron capacidad fagocitica (Figura 24). También observamos

una alta intensidad de fluorescencia, lo que indica un numero elevado de

particulas por célula. Dada la importancia de estos resultados, y aunque daban

una respuesta clara a uno de los objetivos de nuestro trabajo, consideramos que

era conveniente ratificarla mediante ensayos adicionales.
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Fig.24.- Histograma de fluorescencia del estudio

de

la capacidad fagocitica de la linea

de

osteosarcoma MG-63 mediante citometria de

flujo. El eje de ordenadas corresponde al nUmero

de células analizadas y el eje de abscisas, al

logaritmo de la intensidad de fluorescencia.
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Para confirmar esta propiedad funcional y descartar la simple adhesion
celular mediante visualizacién de la internalizacion de las particulas diana, se ha
estudiado dicha actividad mediante microscopia electrénica de transmision. En
este ensayo, como podemos observar en la Figura 25, las particulas se
encuentran en el citosol celular y ademas podemos apreciar un elevado numero

de particulas por célula.

Fig. 25.- Micrografia electrénica de transmision de la linea de osteosarcoma humano MG-63, tras
su incubacion en presencia de particulas de latex.
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Mediante microscopia electronica de transmisién, hemos igualmente
estudiado la capacidad fagocitica de distintos microorganismos (utilizando para
ello como diana una levadura, Candida sp. (Figura 26). Este ensayo fue realizado
por incubacion conjunta de una suspension celular de la linea MG-63 y una

suspension del microorganismo a estudiar durante 90 minutos.

Como podemos observar en la figura 26, la levadura se encuentra en el
interior del fagosoma, que demuestra la capacidad fagocitica de la poblacion
celular estudiada de material bioldgico. Periodos superiores de incubacion a los 90

minutos dificultaron su observacién por microscopia electronica.

Fig.26. Micrografia electrénica de transmision de la linea de osteosarcoma humano MG-63, tras su

incubacion en presencia de Candida sp.
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lll. Efecto de los AINEs sobre la proliferacion de la linea MG-63

Para estudiar el efecto de los distintos AINEs sobre la proliferacion de la linea
celular MG-63, las células se trataron con diferentes dosis del AINE a estudiar

durante 24 y 48 horas.

Los resultados obtenidos, como podemos observar en la Figura 27,
mostraron que el tratamiento con 1y 10 yM de indometacina produce un descenso
significativo de la proliferacion tras 24h de incubacién con respecto de las células

no tratadas, con valores de p< 0.01 y p< 0.001 respectivamente.

24 horas

80 -
70 - Kk
60 -
50 -
40
30 -
20 -
10

= Control

® Indometacina

n° células/ml x10*4

1uM 10 uM 50 uM

Concentracion AINE Indometacina
(micromoles/ml)

Fig.27. Efecto de la indometacina sobre la proliferacion osteoblastica de la linea

celular MG-63 tras 24 horas de incubacion.*p<0.01; **p< 0.001

Sin embargo, cuando estos tratamientos se prolongaron durante 48h no se
observaron efectos significativos (Figura 28). De igual modo, la dosis 50 yM de
este AINE no ejercid efecto sobre la proliferacion de la linea MG-63,

independientemente del tiempo de tratamiento (Tabla 4).
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48 horas

100 -

80 -

60 - @ Control
® Indometacina

40 -
20 -

n° células/ml x104

1uM 10 uM 50 uM

Concentracion AINE Indometacina
(micromoles/ml)

Fig.28. Efecto de la indometacina sobre la proliferacién osteoblastica de la linea
celular MG-63 tras 48 horas de incubacion.

Tabla 4. Proliferacion celular de la linea MG-63 tras 24 y 48h de incubacién con indometacina
expresado en células/ml x10%.

Tratamiento m sd p Tratamiento m sd p
24 horas 48 horas
Control 66.59 6.76 - Control 56.90 7.51 -
1uM 59.37 8.64 0.01 1uM 57.90 8.41 0.725
10 uM 54.93 6.54 <0.001 10 uM 53.62 7.72 0.233
Control 30.71 5.01 - Control 35.34 4.25 -
50 uM 30.93 4.21 0.433 50 uM 37.15 2.96 0.172

m=media; sd=desviacion tipica

En la Figura 29, se muestran los resultados obtenidos con el AINE

nimesulida.
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24 horas

80
70 ~
60 - *

50 -
40 - @ Control

30 m Nimesulida
20 -
10

n° células/ml x10*

1uM 10 uM 50 uM

Concentracion AINE Nimesulida
(micromoles/ml)

Fig. 29. Efecto de la nimesulida sobre la proliferacién osteoblastica de la linea celular MG-63 tras

24 horas de incubacién. *p<0.001

Como podemos comprobar, el efecto de este farmaco, fue muy parecido al
obtenido con indometacina. Solo el tratamiento con las dosis 1 y 10 yM durante
24h, mostro un efecto significativo sobre la proliferacion celular, el cual se tradujo
en una inhibicion de la misma (p< 0.001), no detectandose efecto alguno con la

dosis mayor ensayada (50 pM) ni en ninguno de los tratamientos a 48h (Figura
30)(Tabla 5).

48 horas

80 ~
70 -
60 -

50 + @ Control
40 1 m Nimesulida
30

20 A
10

n° células/ml x10*4

1uM 10 uM 50 uM

Concentraciéon AINE Nimesulida
(micromoles/ml)

Fig. 30. Efecto de la nimesulida sobre la proliferacion osteoblastica de la linea celular MG-63 tras
48 horas de incubacion.
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Tabla 5. Proliferacién celular de la linea MG-63 tras 24 y 48h de incubaciéon con nimesulida
expresado en células/ml x10°,

Tratamiento m sd P Tratamiento m sd p
24 horas 48 horas
Control 66.59 6.76 - Control 56.90 7.51 -
1uM 49.56 4.34 <0.001 1uM 53.59 10 0.298
10 uM 54.78 5.72 <0.001 10 uM 55.12 5.92 0.462
Control 30.71 5.01 - Control 35.34 4.25 ---
50 uM 30.46 6.34 0.902 50 uM 35.71 4.91 0.819

m=media; sd=desviacion tipica

El paracetamol ha mostrado un perfil de actividad similar a los AINEs

anteriores descritos (Figura 31 y 32), utilizandose como dosis de estudio 5, 25y 75
MM (Tabla 6).

24 horas

an
o
|

40 -

30 - = Control

20 - m Paracetamol

10

n° células/ml x10*4

5uM 25 uM 75 uM

Concentracion AINE Paracetamol
(micromoles/ml)

Fig. 31. Efecto del paracetamol sobre la proliferacion osteoblastica de la linea celular MG-63 tras
24 horas de incubacion. *p< 0.001
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n
o
]

40
30 -
20

10

n° células/ml x10*

48 horas

5uM

25 uM

75 uM

Concentracion AINE Paracetamol
(micromoles/ml)

@ Control

m Paracetamol

Fig. 32. Efecto del paracetamol sobre la proliferacion osteoblastica de la linea celular MG-63 tras

48 horas de incubacion.

Tabla 6. Proliferacion celular de la linea MG-63 tras 24 y 48h de incubacién con paracetamol

expresado en células/ml x10°%.

Tratamiento m
24 horas
Control 39.53
5uM 28.37

25 uM 26.18
Control 30.71
75 uM 31.23

sd

8.38
4.56
4.58
5.01
4.98

p

<0.001
<0.001

0.777

Tratamiento
48 horas
Control
5uM
25 uM
Control
75 uM

m

32.21
29.28
30.18
35.34
32.62

sd

7.85
4.71
5.3
4.25
3.63

m=media; sd=desviacion tipica

El estudio del efecto del diclofenaco sobre la capacidad proliferativa de la

linea MG-63, mostro un efecto negativo en los tratamientos durante 24h con las

dosis de 1 y 10 uyM con valores de p< 0.001 (Figura 33), no apareciendo
diferencias significativas con 50 uM.
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24 horas

60 -
50 -
40 - *

30 - @ Control

m Diclofenaco
20 -

10

n° células/ml x10*

1uM 10 uM 50 uM

Concentracion AINE Diclofenaco
(micromoles/ml)

Fig. 33. Efecto del diclofenaco sobre la proliferacion osteoblastica de la linea celular MG-63 tras 24
horas de incubacion. *p< 0.001.

El tratamiento durante 48h, se mostré efectiva Unicamente con la dosis mas
alta utilizada (Figura 34), (Tabla 7).

48 horas

A
o
]

40 -

30 - @ Control

20 | m Diclofenaco

10

n° células/ml x10*4

1uM 10 uM 50 uM

Concentracion AINE Diclofenaco
(micromoles/ml)

Fig. 34. Efecto del diclofenaco sobre la proliferacion osteoblastica de la linea celular MG-63 tras 48
horas de incubacion. *p< 0.001
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Tabla 7. Proliferacion celular de la linea MG-63 tras 24 y 48h de incubacion con diclofenaco

expresado en células/ml x10°,

Tratamiento m sd P Tratamiento m sd p
24 horas 48 horas
Control 39.53 8.38 - Control 32.21 7.85 -
1uM 28.53 5.76 <0.001 1uM 30.53 5.97 0.5
10 uM 26.21 5.48 <0.001 10 uM 35.43 6.65 0.221
Control 30.71 5.01 - Control 35.34 4.25 ---
50 uM 31.31 3.3 0.695 50 uM 28.46 547  <0.001

m=media; sd=desviacion tipica

El tratamiento con ibuprofeno, produjo un descenso significativo de la
proliferacién unicamente con la concentracién de 75 uM, tras 24 h de incubacion

con respecto a las células no tratadas, con un valor de p< 0.05 (Figura 35).

24 horas

60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

@ Control

| Ibuprofeno

n° células/ml x10*4

5uM 25 uM 75 uM

Concentracion AINE Ibuprofeno
(micromoles/ml)

Fig. 35. Efecto del ibuprofeno sobre la proliferacién osteoblastica de la linea celular MG-63 tras 24
horas de incubacién. *p< 0.05

Cuando los tratamientos con 5 y 25 uM se prolongaron durante 48 h, se
observaron aumentos significativos con valores de p<0.05 y p<0.01

respectivamente. De igual modo, la dosis 75 uM de este AINE no ejercid efecto
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sobre la proliferacion de la linea MG-63 tras 48 h (Figura 36) (Tabla 8).

60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

n° células/ml x104

48 horas

*%

5uM

25 uM

75 uM

Concentracion AINE Ibuprofeno

(micromoles/ml)

@ Control

m Ibuprofeno

Fig. 36. Efecto del ibuprofeno sobre la proliferacion osteoblastica de la linea celular MG-63 tras 48

horas de incubacion. *p < 0.05; **p< 0.01

Tabla 8. Proliferacién celular de la linea MG-63 tras 24 y 48h de incubacion con ibuprofeno
expresado en células/ml x10%.

Tratamiento m
24 horas
Control 40.62
5uM 37.75
25 uyM 37.28
Control 30.71
75 uM 27.37

sd

4.84
6.64
5.92
5.01
3.47

p

0.172
0.091

<0.05

Tratamiento
48 horas
Control
5uM
25 uyM
Control
75 uM

m

42.87
46.12
50.28
35.34
35.59

sd

4.32
4.9
9.13
4.25
3.74

m=media; sd=desviacion tipica

IV. Efecto de los AINEs sobre la el perfil antigénico de la linea MG-63

El estudio del efecto de los AINEs sobre el perfil antigénico se ha centrado en

el analisis de la modulacion de la expresion de los antigenos CD13, CD21, CD44,
CD54, CD80, CD86 y HLA-DR. Dichos marcadores, han sido seleccionados en
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base a investigaciones anteriores. Unos, por ser considerados constitutivos de
esta poblacion, como el CD13 y CD44 y otros, por ser considerados modulables y
relacionados con procesos de activacion y/o capacidad funcional, como el CD54,
el CD80, CD86 y HLA-DR. Con respecto a los antiinflamatorios objeto de estudio,
cabe sefalar, que el tiempo de tratamiento seleccionado ha sido 24 horas, ya que
el cultivo en presencia del antiinflamatorio durante dicho tiempo se mostré6 mas
efectivo a nivel de la proliferacién. Asimismo, hemos seleccionado como dosis de
tratamiento, 10 uM para los antiinflamatorios no esteroideos indometacina,

nimesulida y diclofenaco y 25 uM para el paracetamol y elilbuprofeno.

a. Efecto de los AINEs sobre el perfil antigénico de la linea MG-63:
expresion del antigeno CD13

El tratamiento con los diferentes AINEs de la linea MG-63 durante 24h y a

la dosis indicada no provocé cambio alguno a nivel del porcentaje de expresion del

antigeno CD13, que se detecté por encima del 90% en todos los casos; pero si

que observamos un efecto muy significativo en el niumero de moléculas por unidad

celular, parametro que viene definido por la intensidad de fluorescencia. Los

resultados recogidos en la Tabla 9 y Figuras 37-41, muestran que todos los AINES

estudiados disminuyeron de forma importante la intensidad de fluorescencia para
la molécula CD13 (p < 0.001).
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Fig.37.- Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD13 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 10 uM de Indometacina mediante citometria

de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.

Fig.38.-Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD13 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 10 uM de Nimesulida mediante citometria

de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Fig.39.- Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD13 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 25 uM de Paracetamol mediante citometria
de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Fig.40.-Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD13 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 10 uM de Diclofenaco mediante citometria

de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.

Fig.41.- Histograma de fluorescencia de la expresion

del Antigeno CD13 tras 24h de cultivo de la linea
celular MG-63 con 25 uM de Ibuprofeno mediante
de flujo. Grupo control=Azul;

Tratamiento=Rojo.
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Tabla 9. Expresion del antigeno CD13 en células tumorales de la linea MG-63, tras 24h de

incubacion con AINEs, mediante citometria de flujo.

Tratamiento % de expresiéon CD13 Intensidad de

fluorescencia

m sd p m sd p

Control 90.24 3.52 --- 131.66  3.78 -

Indometacina  93.64 1.47 0.19 84.60 3.99 <0.001

Diclofenaco 91.64 1.54 0.48 90.40 2.74 <0.001

Nimesulida 93.19 2.56 0.30 88.87 1.59 <0.001

Paracetamol 93.29 2.60 0.29 89.15 1.58 <0.001

Ibuprofeno 91.75 1.55 0.53 87.49 2.15 <0.001

m=media; sd=desviacion tipica

b. Efecto de los AINEs sobre el perfil antigénico de la linea MG-63:
expresion del antigeno CD21.

Como podemos comprobar en la Tabla 10 y figuras 42-46, la molécula
CD21 se detectd en un alto porcentaje de la poblacion de células analizadas tras
su incubacién con los diferentes AINEs estudiados. Este incremento de la
expresion del marcador fue estadisticamente significativo en todos los casos con
respecto del control. De igual modo, como consecuencia del tratamiento la

intensidad de fluorescencia se vio incrementada.

102



RESULTADOS

160 200
1

120
1

Counts

=
100 10 10
FLz

Fig.42.- Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD21 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 10 uM de Indometacina mediante citometria

de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Fig.44.- Histograma de fluorescencia de la expresion

del Antigeno CD21 tras 24h de cultivo de la linea celular

MG-63 con 25 uyM de Paracetamol mediante citometria

citometriade flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Fig.43.-Histograma de fluorescencia de la expresion

del Antigeno CD21 tras 24h de cultivo de la linea celular

MG-63 con 10 uM de Nimesulida mediante citometria

de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Fig.45.-Histograma de fluorescencia de la expresion

del Antigeno CD21 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63

con 10 pM de Diclofenaco mediante

de flujo. Grupo control=azul; Tratamiento=Rojo
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Fig.46.- Histograma de fluorescencia de la expresion

120
1

del Antigeno CD21 tras 24h de cultivo de la linea

Counts

celular MG-63 con 25 pM de I|buprofeno mediante

&0
1

citometria de flujo. Grupo control=Azul;

Tratamiento=Rojo.

Tabla 10. Expresion del antigeno CD21 en células tumorales de la linea MG-63, tras 24h de

incubacién con AINEs, mediante citometria de flujo.

Tratamiento % de expresiéon CD21 Intensidad de

fluorescencia

m sd p m sd o]

Control 79.91 2.38 --- 3422 3.98 -

Indometacina  96.31 1.04 <0.001 7477 3.98 <0.001

Diclofenaco 96.30 2.54 0.001 63.42 279 <0.001

Nimesulida 98.52 0.96 <0.001 7853 229 <0.001

Paracetamol 93.34 2.10 0.01 65.83 2.42 <0.001

Ibuprofeno 96.84 1.14 <0.001 80.87 4.35 <0.001

m=media, sd=desviacion tipica
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c. Efecto de los AINEs sobre el perfil antigénico de la linea MG-63:

expresion del antigeno CD44.

El receptor para el acido hialurénico, como se observa en la tabla 11 vy

figuras 47-51, se expres6 en un alto porcentaje en todos los cultivos,

independientemente de las condiciones de trabajo; ahora bien, en presencia de

nimesulida, diclofenaco, paracetamol e ibuprofeno, estadisticamente el porcentaje

de expresion fue ligeramente mayor. La intensidad de fluorescencia también se vio

ligeramente modulada en algunos tratamientos. Asi, el diclofenaco disminuyé la

intensidad de fluorescencia y la nimesulida la incrementd, aunque en este caso no

se vio afectado significativamente el porcentaje de expresion.
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Fig.47.- Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD44 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 10 uM de Indometacina mediante citometria

de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Fig.48.-Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD44 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 10 uM de Nimesulida mediante citometria

de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.

Fig.49.- Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD44 tras 24h de cultivo de la linea celular
] MG-63 con 25 uM de Ibuprofeno mediante citometria

de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Fig.50.- Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD44 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 25 uyM de Paracetamol mediante citometria

de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.

Tabla 11.
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Fig.51.-Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD44 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 10 uM de Diclofenaco mediante citometria

de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.

Expresion del antigeno CD44 en células tumorales de la linea MG-63, tras 24h de

incubacién con AINEs, mediante citometria de flujo.

Tratamiento % de expresion CD44 Intensidad de

fluorescencia

m sd p m sd p

Control 84.61 0.51 4179 1.60
Indometacina  89.24 3.56 0.090 37.96 2.30 0.077
Diclofenaco 91.14 1.88 <0.01 36.24 247 <0.05
Nimesulida 89.75 4.08 0.097 46.12 1.79 <0.05
Paracetamol  88.63 1.90 <0.05 38.92 1.74 0.104
Ibuprofeno 90.29 3.1 <0.05 45.09 1.94 0.087

m=media; sd=desviacion tipica
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d. Efecto de los AINEs sobre el perfil antigénico de la linea MG-63:

expresion del antigeno CD54.

El antigeno CD54 expresado en un alto porcentaje de la linea MG-63, no

sufri6 grandes cambios tras el tratamiento con los diferentes AINEs analizados,

salvo el descenso observado con indometacina y nimesulida. Sin embargo, si

observamos en todos los casos un descenso importante en la intensidad de

fluorescencia que fue estadisticamente significativo. (tabla 12 y figuras 52-56).
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Fig.52.- Histograma de fluorescencia de la expresion

del Antigeno CD54 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 10 uM de Indometacina mediante citometria
de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Fig.54.- Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD54 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 25 uM de Paracetamol mediante citometria
de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Fig.53.-Histograma de fluorescencia de la expresion

del Antigeno CD54 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 10 uM de Nimesulida mediante citometria
de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Fig.55.-Histograma de fluorescencia de la expresion

del Antigeno CD54 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 10 uM de Diclofenaco mediante citometria
de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Fig.56.- Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD54 tras 24h de cultivo de la linea

celular MG-63 con 25 uM de lbuprofeno mediante

citometria

de

Tratamiento=Rojo.

flujo.

Grupo

control=Azul;

Tabla 12. Expresion del antigeno CD54 tras 24h de incubacién con AINEs, mediante

de flujo.

citometria

Tratamiento

Control

Indometacina

Diclofenaco

Nimesulida

Paracetamol

Ibuprofeno

% de expresiéon CD54

75.01

64.80

69.86

68.14

77.71

71.36

sd

3.84

2.06

2.53

2.07

2.59

2.27

<0.01

0.125

<0.05

0.37

0.231

63.67

31.29

30.81

32.88

47.32

39.91

Intensidad de

fluorescencia

sd

3.28

3.30

3.22

3.74

3.01

213

<0.001

<0.001

<0.001

<0.01

<0.001

m=media; sd=desviacion tipica
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e. Efecto de los AINEs sobre el perfil antigénico de la linea MG-63:

expresion de los antigeno CD80 y CD86.

El CD80 y el CD86 son moléculas coestimuladoras que estan implicadas

directamente en el proceso de presentacion del antigeno, por lo que su expresion

es propia de células presentadoras de antigeno.

Con respecto al CD80, el tratamiento con indometacina y nimesulida,

pero sobretodo, con el paracetamol e ibuprofeno, provocd un aumento significativo

del porcentaje de expresion de esta molécula como podemos observar en la tabla

13 y figuras 57-61.
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Fig.57.- Histograma de fluorescencia de la expresion

del Antigeno CD80 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 10 uM de Indometacina mediante citometria
de flujo.Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Fig.58.-Histograma de fluorescencia de la expresion

del Antigeno CD80 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 10 uM de Nimesulida mediante citometria
de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Fig.59.- Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD8O0 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 25 uM de Paracetamol mediante citometria

de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.

200

160
I

120
I

Caunts

a0
I

160 200
1

120
1

Counts

Fig.60.-Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD80 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 10 uM de Diclofenaco mediante citometria

de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.

Fig.61.- Histograma de fluorescencia de la expresion del
Antigeno CDB80 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 25 uM de Ibuprofeno mediante citometria de

flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Tabla 13. Expresion del antigeno CD80 tras 24h de incubaciéon con AINEs, mediante citometria de

flujo.

Tratamiento % de expresion CD80 Intensidad de

fluorescencia

m sd p m sd o]

Control 16.17 247 - 2405 4.06 -—

Indometacina  27.85 2.61 <0.01 18.19 212 0.091

Diclofenaco 17.39 6.31 0.77 2342 245 0.83

Nimesulida 27.97 2.6 <0.01 18.58 1.77 0.099

Paracetamol 62.92 2.77 <0.001 22.68 2.62 0.64

Ibuprofeno 62.74 3.50 <0.001 2230 3.20 0.59

m=media, sd=desviacion tipica

Resultados equivalentes se obtuvieron para CD86 en la linea MG63 tras el
tratamiento con los diferentes AINES estudiados. Cabe sefalar el aumento de
expresion tras el tratamiento con indometacina, paracetamol e Ibuprofeno (tabla
14 y Figuras 62-66).
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.62.- Histograma de fluorescencia de la expresion

Antigeno CD86 tras 24h de cultivo de la linea celular

MG-63 con 10 uM de Indometacina mediante citometria

de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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.64.- Histograma de fluorescencia de la expresion

Antigeno CD86 tras 24h de cultivo de la linea celular

MG-63 con 25 uM de Paracetamol mediante citometria

de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Fig.63.-Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD86 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 10 uM de Nimesulida mediante citometria

de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Fig.65.-Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno CD86 tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 10 uM de Diclofenaco mediante citometria

de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.

Fig.66.- Histograma de fluorescencia de la
expresion del Antigeno CD86 tras 24h de
cultivo de la linea celular MG-63 con 25 uM de
Ibuprofeno mediante citometria de flujo. Grupo

control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Tabla 14. Expresion del antigeno CD86 tras 24h de incubacién con AINEs, mediante citometria de

flujo.

Tratamiento % de expresion CD86 Intensidad de

fluorescencia

m sd p m sd o]

Control 6.62 1.55 - 2714 170 -

Indometacina  16.56 1.55 0.001 23.35 277 0.114

Diclofenaco 9.68 244 0.141 26.08 1.98 0.521

Nimesulida 6.30 1.92 0.835 2579 1.76 0.395

Paracetamol  29.81 346 <0.001 2363 1.80 0.070

Ibuprofeno 41.11 459 <0.001 19.94 0.91 <0.01

m=media; sd=desviacion tipica

f. Efecto de los AINEs sobre el perfil antigénico de la linea MG-63:
expresion del antigeno HLA-DR.

La molécula de Clase Il que codifica el Sistema Principal de
Histocompatibilidad HLA-DR y que juega un papel clave en el proceso de
presentacién del antigeno, vio incrementada su expresion tras el tratamiento con
los distintos AINESs, salvo en los cultivos realizados en presencia de nimesulida,
traduciéndose la accion, como podemos observar en la tabla 15 y figuras 67-71,
en un incremento del porcentaje de expresion del marcador. Con respecto a la
intensidad de fluorescencia, ésta disminuyd significativamente en los tratamientos
con indometacina, paracetamol, diclofenaco e ibuprofeno a la dosis y tiempo

ensayados.
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Fig.67.- Histograma de fluorescencia de la expresion Fig.68.-Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno HLA tras 24h de cultivo de la linea celular del Antigeno HLA tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 10 uM de Indometacina mediante citometria MG-63 con 10 uM de Nimesulida mediante citometriade
flujo.Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo. de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Fig.69.- Histograma de fluorescencia de la expresion Fig.70.-Histograma de fluorescencia de la expresion
del Antigeno HLA tras 24h de cultivo de la linea celular del Antigeno HLA tras 24h de cultivo de la linea celular
MG-63 con 25 uM de Paracetamol mediante citometria MG-63 con 10 uM de Diclofenaco mediante citometria
de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo. de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Fig.71.- Histograma de fluorescencia de la

expresion del Antigeno HLA tras 24h de cultivo de
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1

la linea celular MG-63 con 25 pM de Ibuprofeno
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mediante citometria de flujo. Grupo control=Azul;

Tratamiento=Rojo.

Tabla 15. Expresion del antigeno HLA-DR tras 24h de incubacion con AINEs, mediante citometria
de flujo.

Tratamiento % de expresion HLA-DR Intensidad de

fluorescencia

m sd p m sd p

Control 5.93 1.60 - 31.10 3.53 -

Indometacina 13.32 2.71 0.01 21.55 1.23 0.01

Diclofenaco 10.84 2.68 0.053 18.36 2.65 <0.01

Nimesulida 5.45 1.24 0.703 2426 3.56 0.078

Paracetamol 11.75 3.18 <0.05 18.68 1.35 <0.01

Ibuprofeno 14.02 3.49 <0.01 2228 291 <0.05

m=media, sd=desviacion tipica

V. Efecto de los AINEs sobre la capacidad fagocitica de la linea MG-63

Uno de los objetivos trazados en el presente trabajo es analizar el efecto de

los distintos AINEs estudiados sobre un parametro funcional poco estudiado de los
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osteoblastos como es la capacidad fagocitica, utilizandose como poblacién celular
la linea de osteosarcoma MG-63.

Para ello, las células fueron tratadas con la dosis de AINE seleccionada
durante 24 horas, como queda recogido en el correspondiente apartado de

material y métodos de esta memoria.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 16. Como podemos
observar, el tratamiento produjo un descenso de la capacidad fagocitica cuando se
tratdé con paracetamol, diclofenaco e ibuprofeno (figuras 72-74) respectivamente,
sin embargo, el tratamiento con indometacina o nimesulida, no afecté de forma
significativa a la capacidad fagocitica de esta poblacion en las condiciones de

trabajo senaladas (figuras 75 y 76) respectivamente.

Tabla 16. Modulacién de la capacidad fagocitica de la linea celular MG-63 tras su tratamiento con

diferentes AINEs determinado mediante citometria de flujo.

% de expresion Intensidad de

Tratamiento fagocitosis fluorescencia
m sd p m sd p
Control 97.21 1.33 127 42.50

Indometacina  98.54 0.47 0.178 105 3.46 0.422

Diclofenaco 5437 1248  <0.01 105 12.28 0.438

Nimesulida 98.77 0.68 0.146 116.66 10.21 0.703

Paracetamol 51.25 7.26 <0.001 106.66 7.63 0.461

Ibuprofeno 30.71 3.51 <0.001 73 4.58 0.094
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capacidad fagocitica de la linea celular MG-63

tras su tratamiento con 25 uM de Paracetamol mediante

citometria de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Fig.75.- Histograma de fluorescencia de la expresion

dela

capacidad fagocitica de la linea celular MG-63

tras su tratamiento con 10 yM de Indometacina mediante

citometria de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Fig.73.-Histograma de fluorescencia de la expresion

de la capacidad fagocitica de la linea celular MG-63

tras su tratamiento con 10 uM de Diclofenaco mediante

citometria de flujo. Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo

Fig.74.- Histograma de fluorescencia de la
expresion de la capacidad fagocitica de la linea
celular MG-63 tras su tratamiento con 25 uM de
Ibuprofeno mediante citometria de flujo. Grupo
control=Azul; Tratamiento=Rojo.
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Fig.76.-Histograma de fluorescencia de la expresion

de la capacidad fagocitica de la linea celular MG-63

tras su tratamiento con 10uM de Nimesulida mediante

citometria de flujo.Grupo control=Azul; Tratamiento=Rojo
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VI. Efecto de los AINEs sobre la sintesis de osteocalcina de la linea MG-63

La osteocalcina es una proteina que se encuentra exclusivamente en el
hueso, representando del 10% al 20% de las proteinas no colagénicas del hueso.
La funcién de la osteocalcina, in vivo, es desconocida aunque su afinidad por los
constituyentes minerales del hueso implica un papel en su formacién. Por ésto, la
osteocalcina es un indicador de utilidad del recambio éseo y paralelamente de la
maduracion del osteoblasto. Con objeto de valorar el efecto de los AINEs sobre el
proceso de diferenciacién del osteoblasto, hemos cuantificado la osteocalcina
secretada al medio de cultivo tras el tratamiento durante 24 horas con los AINEs
objeto de nuestro estudio a la dosis establecida en el correspondiente apartado de
material y métodos. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 17 y figura
77. Como podemos observar los distintos AINES, salvo la indometacina,
disminuyen los niveles de osteocalcina, pero dada la alta desviacién obtenida, solo
el tratamiento con paracetamol mostré un efecto muy significativo, efecto que se

tradujo en un descenso de los niveles de osteocalcina.

Tabla 17. Determinacién cuantitativa de osteocalcina tras la incubacion de la linea MG-63 con
diferentes AINEs durante 24h de incubacién expresado en pg/ml x1 0* células.

Tipo de tratamiento Media Desviacion tipica p

Control 26 1.9
Indometacina 23 3.3 0.852
Diclofenaco 1.1 1.7 0.251
Nimesulida 1.4 1.6 0.384
Paracetamol 0.5 0.5 <0.05
Ibuprofeno 1.5 2.2 0.429
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Fig. 77. Efecto de diferentes AINEs sobre la determinacion cuantitativa de osteocalcina en la linea
celular MG-63 tras 24 horas de incubacion.
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V. DISCUSION:

I. CARACTERIZACION ANTIGENICA Y CAPACIDAD FAGOCITICA DE LA
LINEA DE OSTEOSARCOMA HUMANO MG-63

1. Expresion antigénica de la linea celular de osteosarcoma, MG-63

La funcibn mas conocida de los osteoblastos, es la de sintetizar los
componentes de la matriz 6sea y controlar la actividad de resorcion de los
osteoclastos. Los productos secretados, son los responsables de mantener un
equilibrio complejo de relacién con los osteoclastos y, por lo tanto, entre la

formacion y la resorcion.

Recientemente, se ha demostrado que estas células también poseen
funciones asociadas al sistema inmune; como la capacidad fagocitica, la
estimulacion de los linfocitos T o la sintesis de citoquinas (Ruiz, Perez, Vallecillo-
Capilla & Reyes-Botella, 2003; Stanley, Vandort, Motyl, Endres & Fox, 2006;
Lisignoli et al., 2003; Rifas, Arackal & Weitzmann, 2003).

Diversos estudios muestran que los osteoblastos expresan antigenos CD10
y CD13, moléculas con actividad aminopeptidasa, clasicamente asociada con las
células del linaje mielomonocitico (Indig, Benayahu, Fried, Wientroub & Blumberg,
1990; Howell, Caswell, Kenny & Turner, 1993; Reyes-Botella, Montes, Abadia-
Molina, Vallecillo-Capilla & Ruiz, 1999), y antigenos de superficie implicados en la
activacion de células inmunes, como el CD44 y CD54 (Reyes-Botella, Montes,
Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz, 2000; Reyes-Botella, Montes, Vallecillo-Capilla,
Olivares & Ruiz, 2002a; Nakamura, Kenmotsu, Sakai & Ozawa, 1995; Indovina,
Ferrante, Rainaldi & Santini, 2006), la molécula de clase Il, HLA-DR y HLA-DQ
(Skjodt, Hughes, Dobson & Russell, 1990; Reyes-Botella, Montes, Vallecillo-
Capilla, Olivares & Ruiz, 2000), y moléculas coestimuladoras encargadas de la

presentacion de antigenos como el CD80 y CD86 (Reyes-Botella, Montes,
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Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz, 2002a).

Garcia-Martinez y cols. en el afo 2006 (Garcia-Martinez, Reyes-Botella,
Aguilera-Castillo, Vallecillo-Capilla & Ruiz, 2006) investigaron la presencia de
estos antigenos en cortes de tejido 6seo y detectaron la expresion positiva de los
antigenos CD10, CD44 y fosfatasa alcalina en osteoblastos, una ligera o
moderada expresion en el antigeno CD54 y una expresion variable de los
antigenos CD80 y HLA-DR. La importancia de estos resultados radica, en que al
no utilizar suero bovino fetal para el cultivo de las células, se elimina el sesgo de la
posible modulacién de los factores hormonales y/o factores de crecimiento

presentes en el mismo sobre la expresion antigénica.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio, demuestran que la linea
MG-63, presenta un perfil antigénico equivalente al descrito en osteoblastos
humanos en cultivos primarios obtenidos a partir de muestras de tejido éseo; sin
embargo, no se detectd la expresion del antigeno HLA-DR, molécula implicada
directamente en la presentacion de antigenos, funcién atribuida a los osteoblastos
(Reyes-Botella, Montes, Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz, 2000; Reyes-Botella,
Montes, Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz, 2002a).

La expresion positiva de los antigenos CD10 y CD13, nos hace pensar, que
estas moléculas desempefian a nivel éseo un papel multiple contribuyendo a la
formacion y reparacién 6sea (Blair, Sidonio, Friedberg, Khan & Dong, 2000;
Karsdal, Andersen, Bonewald & Christiansen, 2004; George et al., 2004), o bien,
participando en funciones de caracter inmunoldgico (Santos, Langner, Herrmann &
Riemann, 2000) (Larsen, Pedersen, Buus & Stryhn, 1996; Riemann, Kehlen &
Langner, 1999), ya que, estos enzimas se ven implicados en ambas funciones y, a

su vez, estan atribuidas a la poblacién objeto de nuestro estudio.

El antigeno CD21, es un marcador especifico de las células foliculares

dendriticas, que se expresa en el 100 % de los osteoblastos de cultivos primarios
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en una alta densidad. Dicha molécula se detecté en el 80% de las células
analizadas de la linea MG-63.

El CD44, se expres6 de forma positiva en las células tumorales de
osteosarcoma en el 85% de los casos. Es una molécula que ha sido descrita en
células osteoblasticas, pero se discrepa sobre el estadio de diferenciacién en que
es expresada (Kennel, Lankford, Foote, Shinpock & Stringer, 1993; Hughes, Salter
& Simpson, 1994). Unos autores describen su expresion solo en osteocitos,
mientras que otros, indican ya su presencia en osteoblastos (Nakamura et al.,
1998; Reyes-Botella, Montes, Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz 2000; Aubin, Liu,
Malaval & Gupta, 1995). El uso de diferentes metodologias, podria explicar las
discrepancias entre unos resultados y otros.

El antigeno CD54, es una glicoproteina de la familia de las
inmunoglobulinas expresada constitutivamente en el endotelio, en algunos
linfocitos y monocitos y sobre otros muchos tipos de células tras la estimulacion
con IL-1, TNF-qa, IFN-y y LPS (lipopolisacaridos) (Hubbard & Rothlein, 2000).

En nuestro estudio, este antigeno se detect6 en el 100% de la poblacion;
sin embargo, tanto en osteoblastos humanos procedentes de cultivos primarios
(Reyes-Botella, Montes, Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz, 2000; Reyes-Botella,
Montes, Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz, 2002a), como en osteoblastos
presentes en cortes de tejido 6seo (Garcia-Martinez, Aguilera-Castillo, Vallecillo-
Capilla & Ruiz, 2006), este marcador solo se detecté en parte de la poblacion

estudiada.

Trabajos previos de nuestro grupo de investigacion, demuestran que el
TGFB1 produce un descenso significativo de la expresion de CD54 en la
membrana celular de los osteoblastos procedentes de cultivos primarios, sin
embargo, otras biomoléculas como la IL-1, el LPS o el IFN-y, producen un
incremento en la expresion de este antigeno (Perez, Arroyo-Morales, Reyes-
Botella & Ruiz, 2006).
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De igual modo, la expresion del CD54, se vio modulada por el tratamiento
con IFN-y, en la linea celular SaOs-2 de osteosarcoma, sin embargo, su expresion
fue constitutiva en las lineas celulares hFOB1.19, la cual, es una linea
transformada de osteoblastos fetales y en la linea NHOst de osteoblastos
humanos (Stanley, Vandort, Motyl, Endres & Fox, 2006).

Lisignoli y cols. en el afio 2004 (Lisignoli et al., 2004), demostraron que las
citocinas proinflamatorias, el TNF-B y el IFN-y, aumentan la expresion de la
molécula CD54, sin embargo, en los osteoblastos sin tratamiento, se observo una
baja expresion. Tanaka y cols. (Tanaka et al., 1995; Tanaka et al., 1998; Tanaka et
al., 2000), en contraposicion a los resultados anteriores, encontraron una alta
expresion del CD54 en celulas no tratadas. La discrepancia entre estos resultados,
puede deberse a que Lisignoli y cols. (2004) (Lisignoli et al., 2004), utilizaron el
método enzimatico de Robey y Termine (1985) para obtener el aislamiento de los
osteoblastos, el cual selecciona células maduras que se dividen lentamente o no
todas. En cambio, en los trabajos del grupo de Tanaka y cols. (Tanaka et al., 1995;
Tanaka et al., 1998; Tanaka et al., 2000), probablemente se seleccionaran células
con capacidad para emigrar fuera del explante éseo y con una alta capacidad
proliferativa, como se demuestra en el estudio de Sottile y cols. del 2002 (Sottile,

Halleux, Bassilana, Keller & Seuwen, 2002).

Asi, Lisignoli y cols. en el afio 2004 (Lisignoli et al., 2004), deducen que el
marcador CD54 esta altamente expresado en precursores de osteoblastos
humanos (células madre mesenquimaticas) y desaparece durante la maduracion y
diferenciacion de estas células. Sélo en condiciones inflamatorias se restaura su
expresion en osteoblastos maduros. El aumento del CD54 bajo condiciones
inflamatorias, afirmaria el reclutamiento de los linfocitos T en osteoblastos e

induciria un aumento en su proliferacion.
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Para que las células T lleguen a activarse, no solo tienen que reconocer al
antigeno, sino que también necesitan recibir una sefial coestimuladora o sefales
de las células presentadoras de antigeno. Se conocen muchas moléculas que son
importantes en este proceso, entre las que se incluyen al CD80 y al CD86. En
nuestra investigacion con la linea MG-63, estas moléculas se detectaron, aunque
no se expresaron en el 100% de las células analizadas, lo que guarda relacién con
la expresion mostrada en osteoblastos de cultivos primarios y en osteoblastos de
cortes de tejidos (Reyes-Botella, Montes, Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz,
2002a; Garcia-Martinez, Reyes-Botella, Aguilera-Castillo, Vallecillo-Capilla & Ruiz,
2006). En contraposicion a estos resultados, encontramos que Stanley y cols. en
el ano 2006 (Stanley, Vandort, Motyl, Endres & Fox, 2006), no encontraron una

expresion significativa de estas dos moléculas.

A la vista de tales resultados, sugerimos que los antigenos CD10, CD13 y
CD44 son constitutivos y otros, como el CD54, CD80 y CD86, o bien, son
modulables, dependiendo de la presencia de distintos factores de crecimiento,
citoquinas y hormonas a nivel del tejido 6seo, o bien, dependen del estado de
diferenciacion o maduracion celular, lo que a su vez, dependen de la presencia de
esos mismos factores reguladores. Algunos de los antigenos modulables, estan
directamente implicados en la capacidad inmunoldgica atribuida a estas células y
estarian a su vez, en relacion directa con el grado de maduracién de la célula y/o
grado de activacion celular. En condiciones fisioldgicas, cabria esperar que la
célula siga su proceso de diferenciacion y participe en la formacion de hueso; sin
embargo, en condiciones inflamatorias el papel funcional podria ser inmunoldgico,

deteniéndose la maduracion o diferenciacion de las células osteoblasticas.

2. Capacidad fagocitica de la linea celular de osteosarcoma, MG-63

La expresion de antigenos implicados en respuestas de tipo inmunoldgico en los

osteoblastos, ha promovido distintos estudios funcionales.
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El estudio de la capacidad fagocitica de la linea MG-63 analizada mediante
citometria de flujo, revel6 que el 100% de la poblacién estudiada presentaba dicha
capacidad funcional. De dichos resultados, también se deduce, que las células no
solo fagocitan, sino que, el numero de particulas por célula es elevado, dada la
alta intensidad de fluorescencia presentada. Estos datos fueron corroborados

mediante el estudio por microscopia electronica de transmision.

Cuando utilizamos bolitas de latex, como particulas diana, y la técnica de
microscopia electronica, pudimos visualizar claramente el fagosoma en las células
y en cuyo interior se observaba la presencia de un numero elevado de particulas
por célula; el cual, era generalmente superior a dos. Estos resultados corroboran
los obtenidos en otros estudios (Pioletti, Takei, Kwon, Wood & Sung, 1999;
Heinemann et al., 2000; Lohmann et al., 2000), en cultivos primarios de
osteoblastos humanos y de ratas. Estos autores utilizaron polimeros sintéticos y
particulas de desecho de material protésico de diferente composicion. Nuestro
estudio demuestra que las particulas fagocitadas, se incorporaban al citoplasma y
no al nucleo como demuestran otros autores (Heinemann et al., 2000; Lohmann et
al., 2000). Morfologicamente, las células presentaban modificaciones pero no
aparecian signos evidentes de apoptosis o0 necrosis celular, como se describe en
otros estudios (Pioletti, Takei, Kwon, Wood & Sung, 1999).

Estos resultados sugieren, que durante la diferenciacion celular
osteoblastica, una subpoblacién de las células, podria involucrarse en funciones

inmunes, tales como la fagocitosis y la activacion de células T.

Cuando las particulas utilizadas en el ensayo de fagocitosis fueron
microorganismos, el fagosoma se observaba siempre que el proceso de fijacién de
la muestra tras la incubacién de ambas células no fuese superior a los 90 minutos,

ya que periodos superiores dificultaban su observacion.
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Cabe también senalar, que en el caso de microorganismos, no se
detectaron fagosomas que hubiesen fagocitado mas de un microorganismo, hecho
éste, igualmente descrito en osteoblastos humanos de cultivos primarios (Ruiz,
Perez, Vallecillo-Capilla & Reyes-Botella, 2003). Estos datos nos sugieren, que
esta capacidad funcional, podria guardar relacion con el grado de diferenciacién o
maduracion celular; ya que, a diferencia de los resultados obtenidos con las
células tumorales de la linea MG63, los osteoblastos procedentes de cultivos
primarios, presentan esta capacidad funcional solo en parte de la poblacion (Ruiz,
Perez, Vallecillo-Capilla & Reyes-Botella, 2003).

Como propone Heinemann y cols. en el afio 2000 (Heinemann et al., 2000),
la situacion in vitro, tal vez, refleje la situacion, in vivo, lo cual es demostrado
posteriormente por Schrum y cols (Schrum et al., 2003a) que observan que la
presencia de Staphylococcus aureus y Salmonella, dos agentes causales
comunes de infecciones Oseas e infecciones articulares, en cultivos primarios de
osteoblastos murinos y humanos, produce un incremento de la expresion de
moléculas de clase Il, lo que permitiria activar linfocitos T nativos de una manera
especifica de antigeno. De igual modo, en otro articulo de estos mismos autores
(Schrum et al., 2003b) se describe un incremento en la expresion de la molécula
CD40, que es una molécula coestimuladora de la activacion del linfocito T. Todos
estos datos junto a los descritos por nuestro grupo de investigacion y a los aqui
presentados, ratifican nuestra hipotesis de que los osteoblastos cuando estan en
contacto con microorganismos y materiales endoprotésicos, desarrollan funciones
inmunolégicas para eliminarlos. Esta actividad, puede conllevar cambios
morfoldgicos, antigénicos y bioquimicos. Esta nueva funcion, puede ser importante
en algunas situaciones como en procesos inflamatorios que provocan una
liberacién de ciertas citocinas. Estas, a su vez, pueden modular y acentuar la
expresion de determinados antigenos de los osteoblastos y, por tanto, su papel
funcional inmunoldgico (presentacion de antigenos y fagocitosis), el cual, podria
parcialmente, detener el proceso de diferenciacion y maduracion del osteoblasto y,
por tanto, la formacién y reparacién dsea. Este proceso, consideramos que es un

mecanismo de emergencia y no un mecanismo fisioldgico.
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I.- EFECTO DE LOS AINES SOBRE LA LINEA CELULAR DE
OSTEOSARCOMA HUMANO, MG-63.

El progresivo envejecimiento de la poblacion y la incorporacion de nuevas
indicaciones para los antiinflamatorios no esteroideos, ha favorecido que este
grupo de farmacos se encuentre entre los mas consumidos en todo el mundo, a
pesar de que su utilizacion no esta exenta de efectos secundarios, pudiendo

aparecer dichos efectos adversos hasta en el 25% de los pacientes.

Los antecedentes bibliograficos revelan claramente que los AINEs, pueden
ejercer su accion sobre el tejido déseo, y mas concretamente, sobre los
osteoblastos, células responsables de la formacion y reparacion osea. Esta
accion, se ha traducido fundamentalmente, en una disminucion de la capacidad
proliferativa; aunque hay que sefialar que son muy pocos los AINEs que hasta la
fecha se han estudiado en este sentido (Murnaghan, Li & Marsh, 2006;
Gerstenfeld et al., 2003; Brown, Saunders, Kirsch, Donahue & Reid, 2004).

En la presente Tesis Doctoral nos hemos planteado entre nuestros
objetivos, el estudio de la accion de los AINEs, que se detallan a continuacion,
sobre distintos parametros celulares y funcionales de los osteoblastos humanos;
células que juegan un papel importante en el proceso de reparacion Osea; tales
como, proliferacion, diferenciacion celular, perfil antigénico y capacidad fagocitica,
con objeto de establecer un criterio de eleccion a la hora de su uso clinico en el

tratamiento del tejido 6seo.

Los antiinflamatorios utilizados en este estudio han sido la indometacina, la
nimesulida, el diclofenaco, el paracetamol y el ibuprofeno, bien, por que hay algun
dato que haga referencia a su efecto negativo sobre la capacidad proliferativa del
osteoblasto, o bien, por que son comunmente empleados para el alivio del dolor e
inflamacién en la practica clinica, sobre todo en Odontologia, tras intervenciones

quirurgicas que afectan al hueso, como las extracciones dentales o quistectomias,
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donde normalmente se requiere una rapida recuperacion del hueso para su pronta
rehabilitacidén, o tras la colocacion de implantes dentales donde se precisa un
rapido crecimiento 6seo en torno a las fijaciones para asegurar su oseointegracion

(Esplugues y Barrachina, 1993).

En todos los ensayos las dosis de antiinflamatorio utilizadas se encontraban
dentro del rango terapéutico utilizado en la practica diaria. Asi, las dosis diarias
recomendadas de estos AINEs son para la indometacina 200 mgr; para el
diclofenaco 225 mgr; para la nimesulida 100-200 mgr; para el paracetamol 3.000
mgr y para el ibuprofeno 2.000 mgr. El pico medio de la concentracion en el
plasma tras la administracién oral de 50 mgr de indometacina resulté ser de 2
pug/ml (Oberbauer, Krivanek & Turnheim, 1993), tras 50 mgr de diclofenaco 1.5
Mg/ml (Todd & Sorkin, 1988), con 100 mgr de nimesulida 3 ug/ml (Panara et al.,
1998), 1.000 mgr de paracetamol 15 yg/ml (Thummel et al., 2000) y tras 400 mgr
de ibuprofeno 17.3 ug/ml (Stangier, Su, Fraunhofer & Tetzloff, 2000).

Segun estos datos, las concentraciones tedricas terapéuticas de estos
AINEs para los cultivos celulares, deberian aproximarse en el caso de la
indometacina, diclofenaco y nimesulida a 10 uM, y en el caso del paracetamol y el
ibuprofeno a 25 uM, por ello, hemos utilizado 1, 10 y 50 uM para la indometacina,
nimesulida y diclofenaco y 5, 25 y 75 uM para el paracetamol y el ibuprofeno.
Dichas dosis fueron ajustadas a una densidad celular predeterminada y similar en

todos los casos estudiados.

Para llevar a cabo el estudio, hemos utilizado como poblacién diana, la linea
celular tipificada de osteosarcoma humano, MG-63, la cual, esta considerada
como precursora de osteoblastos, 0 como una linea que posee las caracteristicas
comunes a los osteoblastos (Prouillet, 2004; Nayab, Jones & Olsen, 2005) . El uso
de una linea tumoral presenta ciertas ventajas con respecto al uso de lineas
celulares establecidas por primo cultivo a partir de tejido éseo sano, tales como, su

pureza celular, su capacidad proliferativa ilimitada y su homogeneidad de
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respuesta. Sin embargo, presentan una desventaja y es que los resultados con
ellas obtenidos pueden ser menos extrapolables a situaciones, in vivo, que los

obtenidos con cultivos primarios.

1. Efecto de los AINEs sobre la proliferacion celular de la linea de

osteosarcoma humano, MG-63.

El efecto de los antiinflamatorios sobre la proliferacion celular se evalué a corto
plazo, 24 y 48 horas. Nuestro interés se centraba en valorar este efecto en
estadios tempranos; ya que, como hemos comentado con anterioridad, son
muchas las intervenciones quirurgicas, que cursan con pérdida de tejido éseo.
Este tejido, conviene recuperarlo de manera rapida. En el caso concreto de las
intervenciones odontoldgicas, por ejemplo, se colocan implantes para su posterior
rehabilitacion oral. Si bien, en condiciones de salud el tejido 6seo en si tiene
capacidad de regenerarse, nos interesaba conocer en qué medida el empleo de
antiinflamatorios en las primeras etapas de cicatrizacién podrian enlentecer el

fendmeno de regeneracion ésea.

Los resultados obtenidos muestran un efecto inhibidor significativo de la
capacidad proliferativa de la linea MG-63 tras el tratamiento con 1 y 10 uM de
indometacina, nimesulida y diclofenaco y con 5 y 25 yM de paracetamol durante
24 h. Este efecto, sin embargo, no se observé cuando el tratamiento se prolongé
48 h.

Estos resultados se hallan en consonancia con los obtenidos por otros autores
que muestran el efecto negativo que presentan algunos AINES sobre la capacidad
de crecimiento del osteoblastos. Ho y cols en diferentes estudios (Ho, Chang &
Wang, 1995; Ho, Chang & Wang, 1998; Ho, Chang, Chuang, Hsu & Wang, 1999),
ponen claramente de manifiesto que el ketorolaco disminuye el crecimiento de los
osteoblastos, la formacion del callo 6seo y la mineralizacion de la matriz. De igual

modo, se ha observado que la indometacina inhibe la proliferacion de los
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osteoblastos de manera dosis-dependiente, in vitro. Dichos estudios se realizaron
tratando durante 48 horas a concentraciones de 3x10”7 M y 3x10”° M osteoblastos
en cultivo de origen humano (Evans & Butcher, 2004); y durante 24 horas a dosis
de 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 uM osteoblastos en cultivo aislados de calvaria de ratén
(Ho, Chang, Chuang, Hsu & Wang, 1999).

El paracetamol, segun Arias y Marquez-Orozco (Arias & Marquez-Orozco,
2006), es el AINE de eleccion como analgésico en el tratamiento del dolor
asociado a las ortodoncias, al no afectar a la resorcidén 6sea ni al desplazamiento
dental, sugerencia realizada con anterioridad por otros autores (Roche, Cisneros,
& Acs, 1997; Kehoe, Cohen, Zarrinnia & Cowan, 1996). En este estudio realizado
en ratas, se analizaron junto al paracetamol, otros AINEs como la aspirina y el
ibuprofeno, que si afectaron a la resorcion 6sea y provocaron desplazamiento
dental, mediante una disminucién del crecimiento de los osteoclastos, accion que
es atribuida a la inhibicion de la secrecion de PGs. Sin embargo, nuestros
resultados si muestran un efecto del paracetamol sobre el crecimiento del
osteoblasto; hay que considerar que las condiciones del estudio son muy
diferentes a las nuestras; ya que, nuestro estudio es un ensayo, in vitro, realizado
sobre células humanas transformadas y no se ha valorado en ningun momento el

efecto sobre los osteoclastos.

La COX-2 es una de las enzimas implicadas en el mecanismo de accién de
algunos AINES. Diferentes estudios evidencian el papel crucial que desempefia
esta enzima en la prevencion y el tratamiento de las alteraciones inflamatorias, asi
como sobre diferentes aspectos de la carcinogénesis. La COX-2 esta
sobreexpresada en diferentes tumores malignos como en el tumor de colon
(Eberhart, Coffey, Radhika & Giardiello, 1994), de prostata (Gupta, Srivastava,
Ahmad, Bostwick & Mukhtar, 2000), de mama (Hwang, Scollard, Byrne & Levine,
1998), de pulmdén (Watkins, Lenzo, Segal, Garlepp & Thompson, 1999) y en el de
hueso (Naruse, Nishida, Hosono & Ishiguro, 2006). Se ha observado que los

inhibidores selectivos de la COX-2, disminuyen la formacion, el crecimiento y las
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metastasis de tumores experimentales (Yao et al., 2003; Sheng et al., 1997). Se
ha llegado ha establecer una conexion causa-efecto entre la COX-2 y la formacion
de tumores mediante estudios genéticos (Liu et al., 2001). En este mismo sentido,
se ha observado en ratones transgénicos, que poseen una sobreexpresion de la
COX-2 en la glandula mamaria, presentan un mayor desarrollo de hiperplasias,
displasias y metastasis de esta glandula (Liu et al., 2001). En esta misma linea se
ha observado que el meloxicam posee un efecto inhibitorio del crecimiento sobre
células cancerigenas de colon (Goldman et al., 1998) y de pulmén (Tsubouchi et
al., 2000). Dado que el mecanismo de accion de algunos AINEs es mediante la
inhibicién de la COX-2, ello podria explicar que determinados AINES puedan
presentar un efecto inhibitorio de la proliferacion de aquellas poblaciones con

sobreexpresiéon de dicho enzima.

Incluso, hay distintos estudios que establecen una correlacion inversa entre el
riesgo de padecer cancer de colon y el consumo regular de inhibidores de la COX-
2 (Thun, Henley & Patrono, 2002; Fosslien, 2000).

A nivel del tejido 6seo, los AINEs, parecen ejercer una accion similar a la
descrita en otras poblaciones tumorales. El diclofenaco, inhibidor preferencial de la
COX-2, disminuye el crecimiento osteoblastico, in vitro, en la linea celular de
osteosarcoma humano, SaOs, tras 24 horas de incubaciéon (Kaspar et al., 2005).
Pero este efecto observado en lineas tumorales ha sido igualmente descrito en
cultivos primarios de osteoblastos humanos, tras tratamientos a mas largo plazo
con dosis de 1.6ug/ml y 6ug/ml durante 9 dias (Matziolis, Rau, Cléber, Erli & Para,
2002; Sell et al., 1999), donde el diclofenaco mostré una accion negativa sobre la
capacidad proliferativa de esta poblacion celular. Estos resultados guardan
estrecha relacion con los obtenidos en nuestro estudio, asi como, con los
resultados recientemente descritos (Krischak et al., 2007a; Krischak, Augat, Claes,
Kinzl, & Beck, 2007b) en ensayos, in vivo, en animales de experimentacion; en los
que describen la alteracion en la maduracion del callo peridstico en osteotomias y

la inhibicion de la proliferacién y migracion de los osteoblastos, o que condicioné
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el retraso en la recuperacion de fracturas tras el tratamiento con diclofenaco.

Utilizando la linea de osteosarcoma humano MG-63, que es la linea objeto de
nuestro estudio, se ha observado que el tratamiento con celecoxib a una
concentracion entre 1y 100 uM, inhibe la proliferacion de forma dosis dependiente
(Wang et al.,, 2004), y el tratamiento con meloxicam, no solo disminuye la
proliferacion celular sino que incluso afecta otros parametros celulares como la

capacidad invasiva del tumor (Naruse, Nishida, Hosono & Ishiguro, 2006).

Otro de los AINES que ha sido objeto de nuestro estudio es el ibuprofeno. En
este caso, el efecto mostrado sobre la capacidad proliferativa de la linea MG-63 ha
sido muy diferente al obtenido con los restantes AINES analizados. De modo que,
el tratamiento durante 24 horas no afectdé a la proliferacion celular e incluso
cuando se prolong6 durante 48 horas con las dosis de 5 y 25 uM, produjo un
aumento significativo en el crecimiento celular. Si bien, cuando utilizamos dosis del
orden de 75 uM el efecto observado fue otro; ya que, a las 24 h se produjo un
descenso de la proliferacion y en tratamientos a las 48 h no se detecto efecto

alguno.

Los resultados obtenidos con el ibuprofeno en nuestro estudio sobre la
capacidad proliferativa del osteoblasto, a pesar de no estar en consonancia con lo
observado por los otros AINEs, si guardan relacion con ciertos estudios que
demuestran que individuos tratados con ciertos AINEs derivados del acido
propidnico, entre los que se incluye el ibuprofeno, han aumentado la masa 6sea

en relacion con un grupo control (Morton, Barrett-Connor & Schneider, 1998).

Otros autores sugieren, que el flurbiprofen nitroxybutilester (HCT1026), un
farmaco en donde se combina el efecto inhibidor de la sintesis de PGs, tipico de
los AINES, con la capacidad de liberar 6xido nitrico (NO), como los nitratos
organicos, a los que se les conoce como antiinflamatoros nitrosilados (NO-AINES),

posee un efecto protector frente a la perdida de hueso, tanto en humanos como en
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animales de experimentacion. Estudios del efecto del HCT1026 sobre el
metabolismo 6seo, in vivo, muestran que dicho farmaco posee un papel protector
frente a la perdida de hueso inducida por ovariectomia en ratones, efecto que es
atribuido a la inhibicidon de la resorcion ésea osteoclastica. Igualmente se describe
que el tratamiento, in vitro, con dicho farmaco, en cocultivos de osteoblastos y
osteoclastos de origen murino, inhibe la formacion de osteoclastos y por tanto la
resorcion (Armour et al., 2001). Estos datos podrian, en parte, explicar los
resultados obtenidos por nosotros en la linea celular MG-63 tras el tratamiento con
ibuprofeno, ya que, este es un AINE del grupo de los derivados del acido
propionico al igual que el flurbiprofen. Aunque hay que sefialar que el efecto
descrito, in vitro e in vivo, para el HCT1026, un NO-AINEs, fue mucho mas potente
significativamente que el tratamiento con flurbiprofen; e incluso, el efecto no era
reproducible cuando se combind el flurbiprofen con otra variedad de liberador de
NO (Armour et al., 2001).

Diversos estudios describen que el ibuprofeno, puede disminuir la proliferacién
de distintas lineas celulares tumorales mediante la induccion de apoptosis
(Palayoor, Youmell, Calderwood, Coleman & Price, 1999; Zhang, Yu, Park, Kinzler
& Vogelstein, 2000), pero en dichos estudios, se utilizan dosis del orden del 0.2 a
2 mM, concentraciones muy superiores a las aplicadas en nuestro estudio, lo que
explicaria que a la dosis mas elevada, 75 uM, este AINE tenga un efecto contrario

sobre la proliferacion de la linea MG-63.

El hueso hay que encuadrarlo como un érgano dinamico que esta en un
proceso continuo y secuencial de degradacioén y reparacion, controlado por un
balance equilibrado entre la formacion y la resorcion 6sea. La homeostasis
esquelética se mantiene por muchos factores entre los que incluimos las PGs
(Kawaguchi, Pilbeam, Harrison & Raisz, 1995). Estas, por tanto, modulan la
proliferacién osteoblastica y el proceso de diferenciaciéon y maduracion. Segun las
dosis utilizadas, pueden disminuir o estimular el crecimiento en osteoblastos

(Raisz, Pilbeam & Fall, 1993), y, a su vez, son inhibidas por los AINEs. Esto,
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podria justificar en parte, la gran variabilidad de resultados obtenidos en los
estudios del efecto de los AINEs sobre el tejido 6seo, los cuales, tal vez, puedan
ser atribuidos parcialmente, al uso de diferentes tipos de células; a los protocolos
utilizados en los cultivos de los osteoblastos, a las concentraciones de las drogas
utilizadas, asi como, al tiempo de incubacion para el analisis de los resultados en

cada caso.

Aunque inicialmente se pensd que el posible mecanismo de accion de los
AINES sobre el tejido 6seo se debia a la inhibicion de la sintesis de PGs, hay
distintos datos que sugieren que el mecanismo a través del cual actuan los AINEs
sobre la formacion y resorcion ésea, es independiente de la via de las PGs (Ho,
Chang, Chuang, Hsu & Wang, 1999; Armour et al., 2001; Naruse, Nishida, Hosono
& Ishiguro, 2006).

Diversos estudios realizados con lineas celulares procedentes de otros tejidos
revelan que los AINEs producen la paralizacién del ciclo celular e inducen la
apoptosis (Hanif et al., 1996; Piazza et al., 1997; Agarwal et al., 2003).

Se han descrito diferentes vias para explicar el efecto apoptético de los
inhibidores de la COX-2, demostradas fundamentalmente en células de cancer de
colén. Asi, el celecoxib puede inducir apoptosis, bien, por una via dependiente de
la COX-2, que causa activacién de la capasa 3 y 9 junto con la liberacion del
citocromo ¢, o bien, por una via independiente de la COX-2, a través del aumento
de la expresion de la cilina A y B1 y disminucion de la expresién de p21, Wafl y
Kipl (Maier, Schilling, Schmidt, Geisslinger & Grosch, 2004). El ibuprofeno, un
inhibidor no selectivo de la COX, también puede inducir apoptosis, en células de
cancer de prostata, por bloqueo de la fosforilacion de distintos factores de
transcripcion. Concretamente, puede inhibir la activacion constitutiva de NF-
kappaB y de IKKalpha en células de las lineas PC-3 y DU-145, y bloquear la
activacion estimulada de NF-kappaB en células LNCaP. Sin embargo, no inhibe

directamente el factor de transcripcion lkappaB-Kinasa o (Palayoor, Youmell,
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Calderwood, Coleman & Price, 1999). Otro mecanismo de apoptosis descrito con
el ibuprofeno en células epiteliales transformadas, es inhibiendo la expresién de
las proteinas antiapoptoticas de la familia Bcl-x, tales como Bax y Bcl-2 (Zhang,
Yu, Park, Kinzler & Vogelstein, 2000).

Todos estos datos, revelan que el mecanismo por el que los AINEs actuan
disminuyendo la proliferacion celular de distintas lineas celulares tumorales, es un
mecanismo complejo en el que interfieren distintos factores, desde la inhibicion de
la sintesis de PGs, la induccién de apoptosis por diferentes vias e incluso por la

alteracion o detencion del ciclo celular, junto con la dosis del AINE en cuestion.

De igual modo, en las lineas de osteosacoma MG-63, HOS y U2-0OS, se ha
mostrado que el meloxicam inhibe la produccion de PGE2, la proliferacion y la
capacidad invasiva de estas células, especialmente en la linea MG-63, la cual,
tiene niveles relativamente mas altos de COX-2. Pero solo altas concentraciones
de meloxicam (100uM), causaron apoptosis y paralelamente, una mayor expresion
de la proteina Bax, determinada por ensayos semicuantitativos de PCR en tiempo
real (RT-PCR) de su ARNm. Sin embargo, en las otras lineas estudiadas, no se
detectaron signos de apoptosis, ni siquiera a altas dosis. Estos datos sugirieron a
sus autores que el efecto apoptdético del meloxican, podria ser el resultado de una

interaccion compleja entre la via dependiente e independiente de la COX-2.

Otros AINES, tales como la indometacina, el ketorolaco o el diclofenaco en
cultivos de calvaria de rata, inhiben la proliferacién, in vitro, por alteracion de la
cinética del ciclo celular y/o muerte celular, bien por necrosis o citotoxicidad o por
apoptosis (Lee & Choi, 2005). No hemos de olvidar, que durante el remodelado
0seo en condiciones fisiologicas, algunos osteoblastos se diferencian a células de
‘lining” y a osteocitos. Entre el 50-70% de los osteoblastos podrian no seguir
alguna de estas vias y sucumbir por apoptosis. Diversos factores regulan el
proceso para que haya un balance equilibrado entre la proliferacion y la apoptosis,

aqui juegan un papel clave los miembros de la familia Bcl-x. La proteina P53,
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también es una importante molécula apoptoética que regula la apoptosis y la

detencion del ciclo celular.

Los resultados del presente estudio, sustentan nuestra hipétesis previa de que
los AINEs actuan sobre el tejido 6seo, y mas concretamente, sobre los
osteoblastos, demostrando que la indometacina, nimesulida, diclofenaco y
paracetamol, disminuyen el crecimiento celular 6seo, mientras que el ibuprofeno a
dosis terapéuticas lo incrementa. Dada la trascendencia de estos datos,
consideramos de interés, el ampliar el estudio a otros AINEs y profundizar en el
estudio que nos permita determinar el mecanismo por el que dichos farmacos
actuan aumentando o disminuyendo la formacion de tejido dseo, dada la

repercusion y trascendencia clinica que esto conlleva.

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

osteosarcoma humano, MG-63.

Es bien sabido, que los osteoblastos producen colageno tipo |, fosfatasa
alcalina y osteocalcina. Dichas sustancia son asociadas con la maduracion de la
matriz y con la mineralizacién 6sea, por lo que comunmente son utilizados como
marcadores de la diferenciacion del osteoblasto (Lee & Choi, 2005; Choi, 2007).
La expresion del colageno tipo |, es considerado un marcador de la diferenciacion
inicial del osteoblasto (Stein & Lian, 1993), la actividad fosfatasa alcalina, es uno
de los marcadores fenotipicos del osteoblasto y es considerada esencial para la
mineralizacion (Bellows, Aubin & Heersche, 1991), y la osteocalcina, es la proteina
no colagénica mas abundante del hueso, cuya sintesis se incrementa en las
ultimas etapas de la diferenciacion y maduracién del osteoblasto (Aubin, Liu,
Malaval & Gupta. 1995). De estos tres marcadores utilizados frecuentemente para
el estudio de la diferenciacion y maduracion del osteoblasto, hemos seleccionado
el de mayor interés dentro de nuestro estudio con la linea MG-63, que ha sido la
sintesis de osteocalcina; ya que, los osteoblastos de esta linea celular, estan

considerados como los mas pobremente diferenciados; y por tanto, utilizados con

137



DISCUSION

mas frecuencia en el estudio del efecto de distintas sustancias sobre la

maduracion del osteoblasto (Clover & Gowen, 1994).

Los resultados obtenidos muestran, en general, una disminucion de la sintesis
de osteocalcina por las células de la linea MG-63, como consecuencia del
tratamiento con los diferentes AINESs, pero solo el tratamiento con paracetamol a
dosis terapéuticas, se mostro estadisticamente significativo. Estos datos, nos
podrian sugerir que este farmaco detiene, de forma importante, la diferenciacion
del osteoblasto, pero hasta la fecha no conocemos la existencia de otros trabajos
que hagan referencia al efecto de este o de otro AINE sobre alguno de los
parametros comunmente utilizados para determinar la maduracion osteoblastica.
Esto nos anima a seguir estudiando el efecto de los AINES sobre la diferenciacion

utilizando otros parametros de medida.

3. Efecto de los AINEs sobre la expresion antigénica en la linea celular

de osteosarcoma humano, MG-63.

Los estudios que han permitido un mayor conocimiento del perfil antigénico de los
osteoblastos humanos, se han realizado mayoritariamente por nuestro grupo de
investigacion, utilizando cultivos primarios y cortes de tejido. En la presente tesis,
dichos datos se han complementado analizando una linea de osteosarcoma
humano. Estas células, muestran una serie de marcadores constitutivos como las
aminopeptidasas CD10 y CD13, el CD44 y la fosfatasa alcalina, junto a otros
marcadores, entre los que se describe el CD21 de expresion intermedia y que solo
han sido estudiado en cultivos primarios, mientras que hay otro grupo de
marcadores expresado en menor porcentaje, pero de gran importancia, ya que
parecen guardar relacion con el grado de maduracion celular y/o la presencia de
ciertas citoquinas, como son el CD54, CD80, CD86 y HLA-DR (Reyes-Botella,
Montes, Abadia-Molina, Vallecillo-Capilla & Ruiz, 1999; Reyes-Botella, Montes,
Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz, 2000; Reyes-Botella, Montes, Vallecillo-Capilla,

Olivares & Ruiz, 2002a; Garcia-Martinez, Reyes-Botella, Aguilera-Castillo,
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Vallecillo-Capilla & Ruiz, 2006; Perez, Garcia-Martinez, Arroyo-Morales, Reyes-
Botella & Ruiz, 2006). Estos ultimos marcadores, se han relacionado con la
capacidad funcional recientemente atribuida a esta poblacion como células
presentadoras de antigeno, con actividad fagocitica y capacidad para estimular
alogénicamente a los linfocitos T (Ruiz, Perez, Vallecillo-Capilla & Reyes-Botella,
2003). Debido a que el perfil antigénico puede guardar relacion con el papel
funcional de esta poblacion, el estudio de los AINES se ha extendido al analisis de
su posible efecto modulador sobre el perfil antigénico de la linea MG-63. Dicho
estudio, se realizé utilizando una Unica dosis y tratamientos a corto plazo, ya que
la mayoria de los estudios que analizan el efecto modulador sobre el perfil
antigénico se realizan con tratamientos a 24 horas (Perez, Garcia-Martinez,
Arroyo-Morales, Reyes-Botella & Ruiz, 2006; Ruiz, Reyes-Botella, Garcia-Martinez
& Montes, 2004).

En general, sefalaremos que el tratamiento con los AINES estudiados no
provocaron grandes cambios a nivel del porcentaje de expresion de los antigenos
denominados constitutivos, tales como CD13 y CD44. EI CD13 no vario tras el
tratamiento y el CD44 aumenté ligeramente, aunque si observamos cambios a

nivel de la intensidad de fluorescencia en algunos ensayos.

Con respecto al CD13, el tratamiento de la linea MG-63 con los distintos
AINES se tradujo en un incremento significativo de la intensidad de fluorescencia
en todos los casos. En estudios realizados en cultivos primarios de osteoblastos,
igualmente, se detectd un incremento de la expresion de dichos marcadores
cuando fueron tratados con citoquinas como IL-1, IL-2 e IFNy, factores de
crecimiento del tipo del TGF-B1, FGF-b, PDGF-BB o productos de origen
bacteriano como el LPS (Perez, Garcia-Martinez, Arroyo-Morales, Reyes-Botella &
Ruiz, 2006).
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La funcibn mas caracteristica atribuida al antigeno CD44, es el
mantenimiento de la homeostasis de los tejidos, a través de la conexion de
distintos componentes de la matriz, como el acido hialurénico, el condroitin sulfato
y la osteopontina, hacia la superficie celular (Aruffo, Stamenkovic, Melnick,
Underhill & Seed 1990; Weber, Ashkar, Glimcher & Cantor, 1996). Recientemente,
se ha descubierto que el CD44, funciona como inhibidor de la pérdida ésea por
procesos inflamatorios (Hayer et al., 2005). Esta molécula, aumentd su porcentaje
de expresion por la accion del diclofenaco, paracetamol e ibuprofeno, aunque el

diclofenaco disminuy® la intensidad de fluorescencia.

El CD21, antigeno especifico de las células foliculares dendriticas, aumenté
su expresion ligeramente en todos los tratamientos, si bien, la intensidad de
fluorescencia disminuy6 tras el tratamiento con indometacina, diclofenaco y
paracetamol. Hay que sefalar, que este marcador presenta una menor expresion
en los osteoblastos humanos en cultivos primarios, lo que puede tener relacion,
con el grado de maduracion osteoblastica (Reyes-Botella, Montes, Vallecillo-
Capilla, Olivares & Ruiz, 2002a), de modo que, a menor diferenciacién, mayor
expresion de este marcador, pero desconocemos hasta la fecha otros trabajos que

nos permitan corroborar este planteamiento en relacion al CD21.

Sin duda, los antigenos en los que mas centramos nuestra atencion fueron los
antigenos denominados modulables, los cuales, han sido relacionados por nuestro
grupo de investigacion con la capacidad funcional de esta poblacién como célula
inmunocompetente, asi como, con el grado de maduracion celular ( Reyes-Botella,
Montes, Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz, 2000; Reyes-Botella, Montes,
Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz, 2002a; Garcia-Martinez, Reyes-Botella,
Aguilera-Castillo, Vallecillo-Capilla & Ruiz, 2006; Perez, Garcia-Martinez, Arroyo-
Morales, Reyes-Botella & Ruiz, 2006). Estos antigenos son el CD54, CD80, CD86
y el HLA-DR.
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Nuestros resultados, muestran que no hay cambios en la expresion
del antigeno CD54 salvo en los tratamientos con indometacina y nimesulida, que
ligeramente, pero de manera significativa, disminuyeron su expresion. Efectos
parecidos han sido descritos tras el tratamiento de osteoblastos humanos en
cultivo con TGFB1, sin embargo, el tratamiento de esta poblaciéon con citoquinas
proinflamatorias, tales como TNF-3, IFN-y e IL-1, o el propio LPS, aumenté su
expresion (Lisignoli et al., 2004; Perez, Garcia-Martinez, Arroyo-Morales, Reyes-
Botella & Ruiz, 2006). En esta misma linea, ciertos autores deducen que el
marcador CD54 estad altamente expresado en precursores de osteoblastos
humanos (células madre mesenquimaticas) y desaparece durante la maduracion y
diferenciacion de estas células. Sélo en condiciones inflamatorias se restaura su
expresion en osteoblastos maduros. El aumento del CD54 bajo condiciones
inflamatorias, afirmaria el reclutamiento de los linfocitos T en osteoblastos e

induciria un aumento en su proliferacion (Lisignoli et al., 2004).

En investigaciones con lineas tumorales de osteosarcoma, se ha
observado que la expresion del CD54, en la linea celular SaOs-2, es modulada por
la presencia de IFNy. Sin embargo, otras lineas celulares como, la linea NHOst de
osteoblastos humanos o la linea hFOB1.19 transformada de osteoblastos fetales,
no modularon la expresion de CD54 en presencia de dicha citoquina. Sin
embargo, el tratamiento aumento en las tres lineas la expresion de moléculas de
clase Il, como el HLA-DR. Ademas, los linfocitos T, particularmente cuando fueron
activados por citoquinas durante 7 dias antes del cocultivo con una de las tres
lineas de osteosarcoma, estimulando la produccion de IL-6 en las tres lineas de
osteoblastos, efecto que se bloqued tras anadir al cocultivo IL-17, citoquina
proinflamatoria de linfocitos T que se encuentra en altos niveles en el liquido
sinovial de pacientes con artritis reumatoide (Stanley, Vandort, Motyl, Endres &
Fox, 2006).

La expresion del antigeno CD80 en la linea MG63, aumenté por el

tratamiento con indometacina, nimesulida, paracetamol e ibuprofeno. Pero sin
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duda, el incremento mayor fue con paracetamol e ibuprofeno. De forma paralela,
tal y como cabria esperar, la indometacina, el paracetamol y el ibuprofeno
incrementaron la expresion de CD86. Nuevamente, cabe sefalar el mayor efecto

modulador mostrado por paracetamol y el ibuprofeno.

Estudios realizados en cultivos primarios de osteoblastos humanos (Pérez,
Garcia-Martinez, Arroyo-Morales, Reyes-Botella & Ruiz, 2006), mostraron que el
tratamiento de estas células con distintos factores de crecimiento y/o citoquinas,
como el TGFB1, FGFb, PDGF-BB, IL-1B, IL-2, IFNy y el LPS, modula la expresion
de antigenos como el CD54, CD80, CD86 y HLA-DR. Concretamente, el
tratamiento con TGFB1 durante 24 h a dosis de 0.1 ng/ml, produjo un descenso
significativo de la expresién de los antigenos CD54 y CD86. Por el contrario, y
como consecuencia del tratamiento con IL-1B, se detectd un incremento en el
porcentaje de expresion del CD54, CD86 y HLA-DR. El tratamiento tanto con IFNy
como LPS, incrementd la expresidon de los antigenos CD54, CD80, CD86 y HLA-
DR, no describiendo cambios por el tratamiento con FGFb, PDGF-BB e IL-2. Los
autores proponen que la respuesta de los osteoblastos a distintos factores de
crecimiento y/o citoquinas, modula la expresion de antigenos, lo cual, guarda
relacion con la capacidad funcional de estas células. Dicha modulacion, es
controlada por la presencia de ciertos factores de crecimiento presentes
habitualmente en el tejido 6seo, que promueven la maduracién y diferenciacion de
las células de linaje osteoblastico. En situaciones proinflamatorias, habria una
activacion del papel inmunolégico de esta poblacion como célula presentadora de
antigeno. Resultados equivalentes fueron obtenidos en distintas lineas de
osteosarcoma humano por Stanley y cols en el 2006 (Stanley, Vandort, Motyl,
Endres & Fox, 2006).

En estudios llevados a cabo en células dendriticas, se han obtenido
resultados relacionados con los aqui descritos, de modo que las células
dendriticas en presencia de acido lipoteicéico y muramildipéptido, la célula

aumenta la sintesis de citoquinas proinflamatorias y aumenta la expresion de
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antigenos como CD86, siendo un signo de maduraciéon y/o activacion funcional

como célula presentadora de antigeno (Kim et al., 2007; Steinbrink et al., 2000).

Schrum y cols. en el afio 2003 (Schrum et al., 2003a), detectaron la
expresion de la molécula de clase Il HLA-DR y del CD40, en cultivos de
osteoblastos humanos y murinos, frente a la exposicion de microorganismos
patdgenos como el Staphylococcus aureus y Salmonella. En esta misma linea, se
pronuncian algunos autores que descartan la expresion de moléculas de clase Il
del complejo de histocompatibilidad, HLA-DR en osteoblastos no estimulados
(Heinemann et al., 2000; Khoury & Arnaud, 1993). Sin embargo, dos grupos de
investigacion, entre ellos el nuestro, describen la presencia del HLA-DR en cultivos
primarios de osteblastos (Skjodt, Moller & Freiesleben, 1989; Skjodt, Hughes,
Dobson & Russell, 1990; Reyes-Botella, Montes, Vallecillo-Capilla, Olivares &
Ruiz, 2000; Reyes-Botella, Montes, Vallecillo-Capilla, Olivares & Ruiz, 2002a) v,
posteriormente, en el 2006, se describio la expresiéon de HLA-DR en tres lineas de
osteosarcoma humano, SaOs-2, Hfob1.19 y en la NHOst; si bien, esta expresion
se vio incrementada en presencia de IFNy (Stanley, Vandort, Motyl, Endres & Fox,
2006) .

En nuestro estudio, hemos visto que la indometacina, el paracetamol y el
ibuprofeno, han producido un aumento en la expresion de HLA-DR, antigeno
comunmente incrementado en presencia de citoquinas, que indican signos de
inflamacion y/o activacion inmune, como el IFN-y (Skjodt, Hughes, Dobson &
Russell, 1990; Lee, Cossoy, Chau, Singh & Madrenas, 1997), o bien, en presencia

de microorganismos (Schrum et al., 2003a).

Nuestros resultados nos sugieren, que los AINES pueden modular el perfil
antigénico de los osteoblastos. El principal mecanismo se traduciria en un retraso
de la diferenciacion celular, lo cual, explicaria la no alteracion del CD54 vy el
aumento de CD80 y CD86, por lo que guardaria relacién con la disminucion en la

sintesis de osteocalcina que anteriormente ha sido mostrada por nosotros. El
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incremento de HLA-DR, tal vez, no sea tan especifico de inmadurez celular, sino
que parece ir asociado a signos de inflamacién y su incremento se deba a otros
mecanismos. Otro mecanismo que explicaria la modulacién antigénica, podria ser
la activacién celular, como le ocurre a otras poblaciones como a las células

dendriticas (Banchereau et al., 2000).

4. Efecto de los AINEs sobre la capacidad fagocitica en la linea de

osteosarcoma humano, MG-63.

La fagocitosis es una funcion inmune que es llevada a cabo, clasicamente, por
macrofagos, células dendriticas y neutrofilos, con objeto de capturar y destruir
patdgenos y antigenos particulados. Esta capacidad funcional ha sido descrita en
osteoblastos humanos y también en la linea MG-63, en esta tesis. Al analizar el
efecto del tratamiento durante 24 h con distintos AINEs de la funcion fagocitica de
la linea celular de osteosarcoma MG-63, observamos que el paracetamol, el
diclofenaco y el dbuprofeno, disminuyeron la capacidad fagocitica. Cabe sefalar
que el paracetamol y el ibuprofeno, los mas activos inhibiendo la funcion
fagocitica, son los que a su vez, actuan sobre esta poblacién celular
incrementando la expresion de moléculas coestimuladoras, tales como CDB8O0,
CD86 y la molécula HLA-DR, lo que sugiere, un incremento de la funcion
presentadora de antigeno a expensas de disminuir la capacidad fagocitica. Este
efecto, nos recuerda a otra poblacion celular con la que ha sido relacionado el
osteoblasto, las células dendriticas, con las que comparte la expresién de
determinados antigenos, la sintesis de citoquinas, la capacidad fagocitica y la

presentacion antigénica a los linfocitosT (Banchereau et al., 2000).

Las células dendriticas, son bien conocidas por su papel en la activacién de
células T y en desencadenar respuestas inmunes especificas. Hay dos estados
bien definidos de maduracién de las células dendriticas que incluyen, las células
dendriticas-inmaduras y las células dendriticas-maduras (Banchereau et al.,
2000).
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Las células dendriticas-inmaduras presentan un fenotipo que refleja su
especializacion funcional como célula encargada de capturar antigenos, por lo
que, presenta una alta endocitosis capaz de ingerir sustancias solubles por
macropinocitosis, tomar proteinas o complejos antigeno-anticuerpo por endocitosis
mediada por receptores o ingerir células enteras por fagocitosis. Asimismo,
expresan niveles relativamente bajos, tanto de moléculas de clase | y de clase II,
codificadas por el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC), y como de
moléculas coestimuladoras, tales como CD80 y CD86. Aunque captan antigenos,
son incapaces de procesarlos y presentarlos eficazmente a las células T
(Banchereau et al., 2000; Zhang, Li, Yu, Zhang & Cao, 2001; Herrmann, Morita,
Lee & Kusner, 2005).

Las células dendriticas maduras, tienen un fenotipo mas inmunogénico,
presentando moléculas de superficie importantes para la activacion de las células
T. La maduracién se asocia con la disminucion de la capacidad fagocitica, la
macropinocitosis y con un incremento en la eficacia en el procesamiento y
presentaciéon del antigeno, por lo que el fenotipo antigénico cambia con un
aumento de la expresion de moléculas de clase | y clase Il y moléculas
coestimuladoras como el CD80 y CD86. Por otra parte, Herrmann y cols.
(Herrmann, Morita, Lee & Kusner, 2005), sugieren que las células dendriticas
maduras cuando son activadas por factores externos o sefiales de dano o peligro
ejercen su funcion activando a las células T. Ahora bien, las células dendriticas

maduras en reposo pueden inducir tolerancia.

Durante la infeccion, las células dendriticas incrementan la expresion de
moléculas de clase Il y moléculas coestimuladoras, e incluso, cuando se exponen
a productos microbianos modifican la expresion de receptores de quimiocinas vy
moléculas de adhesion (Andreae, Piras, Burdin & Triebel, 2002). En este sentido,
algunos autores sefialan que hay que diferenciar maduracién de activacion, de
modo que la activacién de células dendriticas por infeccion o inflamacién, cambia

su capacidad funcional de tolerogenicidad por inmunogenicidad. Las células
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dendriticas activadas, se caracterizan por expresar altos niveles de moléculas del
MHC y moléculas coestimuladoras y por producir citoquinas como IL12 e IFN «
(Chow, Toomre, Garrett & Mellman, 2002; Celluzzi & Welbon, 2003; Wilson, El-
Sukkari & Villadangos, 2004).

Todos estos datos muestran una gran similitud entre las células dendriticas y
los osteoblastos, como hemos observado cuando se incrementan ciertos
marcadores se disminuye la capacidad fagocitica, esto, podria ser un signo de
activacion como se ha sugerido para las células dendriticas, mas que una
maduracion, de modo que se activa la funcién presentadora de antigeno. Por otra
parte, pensamos que la mayor capacidad fagocitica esta asociada al osteoblasto
inmaduro, capacidad que disminuye a medida que el osteoblasto madura, ya que
en este estado de maduracion, solo parte de la poblacion muestra dicha capacidad

funcional.

Nuestros resultados muestran que el osteoblasto, es una célula altamente
compleja, tanto a nivel antigénico, como a nivel de diferenciacion, como
funcionalmente, la cual, es altamente sensible a los factores externos o
ambientales, por lo que éstos, deben de estar estrechamente controlados y

valorados para evitar posibles repercusiones no deseadas sobre el tejido éseo.

Si valoramos conjuntamente todos los datos obtenidos en relacion con el
efecto de los AINEs sobre los osteoblastos humanos, sefialaremos que la
indometacina, la nimesulida, el paracetamol y el diclofenaco enlentecen el proceso
de regeneracion 6sea, al disminuir la proliferacion celular, por lo que deberian
utilizarse con limitacién en situaciones que requieran una rapida cicatrizacion de
los defectos 6seos; si bien, no creemos que se provoquen alteraciones en otros
parametros fisioldégicos de la célula, ya que no se producen grandes cambios a
nivel del perfil antigénico o capacidad fagocitica de esta poblacion tras su
tratamiento a dosis terapéuticas, salvo en el caso del paracetamol, en donde si

observamos un cambio del perfil antigénico asociado con una disminucion de la
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capacidad fagocitica y de la sintesis de osteocalcina, y en el diclofenaco que

disminuye la capacidad fagocitica.

En el caso del tratamiento con lbuprofeno, se observé un aumento de la
proliferacion celular asociado a otros cambios celulares; tales como, modulacion
del perfil antigénico y disminucién de la capacidad fagocitica, lo que nos sugiere
una activacion celular, lo cual, a corto plazo puede ser deseado, ya que se
favoreceria la mayor presencia de células mas o menos indiferenciadas con una
mayor capacidad de crecimiento que podria acelerar a corto plazo la regeneracion

osea.
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VI. CONCLUSIONES:

. La linea de osteosarcoma humano MG-63 presenta un perfil antigénico
propio, donde se combinan una serie de antigenos expresados en un alto
porcentaje entre los que se incluye el CD10, CD21, CD44, CD54 y otros
antigenos de expresion mas débil, tales como el CD80, CD86 y HLA-DR.
Asimismo, esta poblacién mostré capacidad fagocitica siendo capaz de

ingerir particulas de latex y microorganismos como Candida sp.

. En aquellas circunstancias clinicas en las que se requiera una rapida
formacion de tejido 6seo, no deseando una inhibicion de la proliferacion
osteoblastica, deberia valorarse el uso de ciertos AINEs como la
indometacina, nimesulida, diclofenaco y el paracetamol en cada caso
especifico, mostrandose el ibuprofeno como el AINE de eleccién en tales

circunstancias.

. El ibuprofeno a dosis terapéuticas en tratamientos a corto plazo, incrementa
la expresion de los antigenos CD80, CD86 y HLA-DR, lo cual, va asociado
con la disminucion de la capacidad fagocitica, o que sugiere una activacion

de esta poblacion celular.
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