
un-iic
*,-ol,.v`fl

3L\€The
C'4-

irrd,

FACULTAD DE CIENCIAS

UNIVERSIDAD DE CHILE

EFECT0 DE LEPTINA Y ESTROGENO S0BRE EL SISTEMA

RANruRANKL/OPG IMPLicADo EN EL pRoCESo DE REMODELAc[6N

6sEA

Memoria de Titulo

Entregada a la

universidad de Cliile

En cumpljmiento parcial de los requisitos

Part opfar al "itulo de

lngeniero en Biotecnologia Molecular

Pop

Andrea Eugenia Flores Ramirez

Enero, 2009

Santiagochile

Director de tesis: Dr. Juan Pablo Rodriguez

Laboratorio de Biologia Celular, lNTA

Profesor patrocinante: Dr. Tulio Nuflez



ESCUELA DE PREGRADO - FACULTAD DE CIENCIAS - UNIVERSIDAD  DE CHILE

REHJ=

INFORME DE APR0BAC16N SEMII`IARI0 DE TiTULO

"EFECTO DE LEPTINA Y ESTROGENO SOBRE EL SISTEMA
RANK/RANKL/OPG IMPLICADO EN EL PROCES0 DE

REMODELACI0N OSEA"

Seminario de Titulo entregado a La Universidad de Chile en cumplimiento parcial de
[os requisitos pare optar al Titu[o de Ingeniero en Biotecno]ogia Molecular.



Nacf en  lnviemo, el  18 de Julio   de 1979. Soy
1@ menor de  3 hermanos; para ouando mis
padres decidiei.on tenerme ellos ya ten fan
sus afios, y mis hermanos los suyos.

Recuerdo  que  desde  pequef`a  tendf
a  entretenerme en  e]  gran  patio  de  mi casa.
Lleno de plantas, aitiole§ y un mundo natural
que explorar. Me llamaba la atenci6n  bichos,
plantas, palftos  de madera, la tierra, el agua,
y  todo  lo  que  parecla   vivo.   Cuando   me  di
cuenta de c6mo est@ban estrucfurados estos
organismos, y que su funcionamiento implica
la   union   de   una   enorme   v@riedad   de   de
factores interi.elacionados me emocione y me
senti mas atralda por este mundo.

Dentro  de  mis  aficiones  se  encuentra  la  lecfura,  sobretodo  lo  relacionado  con  fantasia
epica  y  ciencia  licci6n,  as[  como  las  pelfculas  de  ese  tipo.  Supongo  en  este  ambito  se  junta  la
complejidad de la vida y el espacio para soiiar hacen falta en este mundo.

Esfudie  en  el  Liceo  7  de  Providencia,  donde la  orfentaci6n  daba  prioridad  a  ramos  coma
Historia,  Castellano,  Matematicas  y Biologia.  Slempre  estaba  presente  el  desaffo  y maravilla  del
mundo molecular, solo que entonces no lo tenia tan clai.o. solo sabia que ten fa que estudiar.

Finalmente entre a la  Universidad de Chile y estudie  Bachillerato. En ese nivel  pude nivelar
lo que sabia , y comprender Quimica, Flsica, FItosofia, entre otros. Todos esos elementos se fueron
mezclando p@ra que finalmente optara por esfudiar Jngenierfa en Bioteonologfa Moleoular.

Los  afros  que  dur6  Ia  carrera  no  fueron  realmente  los  mejores  de  vida.  File  muy  dificil
sopoTtaT  las  enfermedades  y  muerfe  de  mis  papas  mientras  lidiaba  con  la  cai.ga  academiea  y
emocional de la  Universidad. A eso se sumo darme cuenta que el ambiente cientlfico no era lo que
yo  esperaba,  tal  vez  demasiado  frlo,  compeffivo,  impersonal.  Y  si  I)ien  una  acrfud  cientffica
requiere objeth/idad, me pal.ece que no debe transformarse en relaciones interpersonales frlas. Me
cuestione. Sin embargo, termine mi caTTera, y aprendi. Gene @migos, y conocf a mi pareja.

Hoy, finalizando  mi proceso  de formaci6n,  me redefino para  el fufuro.  6Que quiero hacer?.
Espero  encontrar  trabajo  en  esto,  porque  me  gusta,  porqu6  me  sigue  fascinando  el  mundo
molecular.  Aportar en  perder el  miedo  en  hacer investigaci6n  y llevar los  resultados  al  meroado.
Hacer del conociniento te6rico aplicaci6n practica, y que sirva socialmente.

Creo que si se  pudiera  contar con  los I.ecursos monetaries y el  apoyo  de fas insthlciones
esta  caTTera  podr[a  ser  una  ventana  para  el  progreso  de  este  pals.  Lamentablemente  adn  se
aprecia tenor. La formaci6n de los profesiona]es no esta para nivel industrial o pare la generaci6n
y desarrollo  de proyectos  propios. Me  pal.ece que hay que mostrarse,  invertir y con  ello  cooperar
pare dejar atlas el estancamiento del progreso nacienal.
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RESUMEN

La gran incidencia de patologias 6seas sobretodo en la poblaci6n de tercera edad

ha   llevado,   en  el   tlltimo  tiempo,   al  desarrollo  de  diversos   estudios  con   el   fin   de

comprender el origen y las causas de estas enfermedades. Gracias a estos estudios es

conocido  que  muchas  de  estas  patologias  son  producto  de  un  desbalance  entre  los

procesos  de  reabsorci6n  y  formaci6n  de  hueso,  proceso  que  recibe  el  nombre  de

remodelaci6n 6sea.

La  remodelaci6n  6sea  es  un  proceso  complejo  que  requiere  de  una  regulaci6n

local  realizado por citoquinas y factores de crecimiento y una regulaci6n  sistemica en

que participan hormonas, citoquinas y factores de crecimiento.

Ademas de la regulaci6n producida por citoquinas y hormonas, en los dltimos afros

se ha descrito que la integraci6n de las vias de regulaci6n de la remodelaci6n 6sea

es realizada por un conjunto de representantes de la familia TNF (fumomecros/.s

factors/ conocido como sistema RANK/RANKLJOPG (receptor activador del factor

nuclear (NF-kB)/ ligando de uni6n al ReceptorActivador de NF-kb/ Osteoprogeterina),

y se postula que este sistema se encuentra intimamente relacionado con la

interacci6n existente entre las c6lulas progenitoras osteoblasticas y el proceso de

diferenciaci6n-activaci6n de los osteoclastos (Kostenuik, 2005).

En  esta  tesis  nos  interes6  estudiar  el  rol  que  tienen  dos  homonas  con  un

reconocido efecto sobre el tejido 6seo, como son leptina y estfogenos, sobre el sistema

RANK/RANKLJOPG.



Los estudios propuestos en esta tesis se realizaron utilizando hMSC en cultivo, las

cuales se aislaron a partir de muestras de m6dula 6sea de donantes mujeres

posmenopausicas.

Los resultados de esta tesis sugieren que el efecto de las hormonas leptina y

estrdgeno sobre el metabolismo 6seo ocurre a trav6s de la alteraci6n de la relaci6n

entre las proteinas OPG y RANKL. De esta foma, el rol protector de la leptina sobre

la perdida de masa 6sea ocurriria disminuyendo los niveles de las proteinas RANKL

y OPG fomentando la diferenciaci6n osteoblastica (aumentando la sintesis de

estradiol), inhibiendo la diferenciaci6n adipog6nica e inhibiendo la resorci6n 6sea.

Por su parte los estfogenos ejercen su efecto favoreciendo la diferenciaci6n

osteoblastica  al incrementar los niveles de OPG y disminuyendo por ende la

respuesta de los precursores osteoclasticos a la presencia de RANKL.

Estos resultados pueden resultar dtiles en futuras terapias contra la osteoporosis y

otras enfermedades 6seas, lo que podria contribuir a una baja de los costos de

tratamiento para estas enfemedades y en una mejor calidad de vida para los

pacientes.
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ABSTRACT

The  impact  of  bone  desease  especially  in  the  elderiy  has  lead,  in  the  latest

years, to the development of different studies to understand the origins and causes of

these diseases.  From to these studies,  it is well known that many of the patologies are

product  of  an  imbalance  between  the  reabsortion  processes  and  bone  formation,

process that receives the name of "bone remodeling".

Bone  remodeling  is  a  complex  process  regulated  locally  by  cytokines  and

growth  factors,  among  others,  and  systemically  in  which  hormones,  cytokines  and

growing factors are involved.

Besides the regulation produced by cytokines and homones, in the last years it

has  been  reported  that the  regulation   bone  remodeling  is  made  possible  by a  set of

representatives     Of     the     TNF     (tumor     necrosis     factors)     family     known     as

RANK/RANKL/OPG (nuclear factor receiver activator (NF-kB)/ tying the NF-kb receptor

activator /osteoprotegerin). and it has been proposed that this system is closely related

with   the   existing   interaction   between   osteoblast   progenitors   and   the   osteoclast

differentiation-activation   process (Kosteniiik, 2005).

In  this  thesis,  we were  interested to  stildy the  role  that two  hormones,  with  a

well-known  effect  on the  bone tissue,  have  on  the  system  RANK/RANKLJOPG:  leptin

and estrogen.

Studies  proposed  in  this  thesis  have  been  made using  hMSC  cultures,  which

were isolated from bone marrow samples of postmenopausal women donors.

xii



The  results  of  this  thesis  suggest  that  the  effect  Of  the  leptin  and  estrogen

hormones on the bone metabolic process occurs through  the alteration  of the relation

between the OPG and RANKL proteins. In this way, the protective role of the leptin over

the  loss  of bone  matter happens  diminishing  the  levels  Of  RANKL and  OPG  proteins,

encouraging  osteoblastic  differentiation  (increasing  the  estradiol  synthesis),  inhibiting

the  adipogenic  differentiation,  and  inhibiting  the  bone  resorption.  On  the  other  hand,

estrogens  estimulate  the  osteoblastic  differentiation  increasing  the  OPG  levels  and

therefore lowering the response of the osteoclastic precursors in presence of RANKL.

These  results can be useful  in future therapies against osteoporosis and other

bone diseases, which could contribute to a drop in treatment costs for these deseases

and a higher quality of life for the patients.



lNTRODUCC16N

1.     Tejido 6seo: caracten'sticas generales

El  sistema esqueletico,  o esqueleto,  esta compuesto principalmente por hueso y

cartilago, y es responsable de cumplir con 3 funciones principales:  soportar y anclar la

musculatura   para   la   locomoci6n,   ser   una   reserva   de   jones   para   el   organismo

(Ejemplos: calcio y fosforo) y proteger  la medula 6sea y los 6rganos vitales.

El  hueso  es  un  6rgano  que  esta  formado  por  c6lulas,  una  matriz  extracelular

mineralizada que cuenta ademas con fibras de colageno y proteinas no colagenas, que

en conjunto le otorgan su resistencia y flexibilidad caracteristicas.

Los  tipos  de  celulas  que  son  parte  del  tejido  6seo  corresponden  a  C6lulas

osteoprogenitoras que provienen de las celulas mesenquimaticas (MSCs),  por lo que

tienen  un  gran  potencial  de  proliferaci6n y dan  origen  a celulas  que se  diferencian a

osteoblastos    u    condroblastos.    Luego    se    encuentran    los    Osteoblastos    que

corresponden  a c6Iulas  diferenciadas a partir de las celulas MSCs ya mencionadas y

de los cuales depende la sintesis de la matriz 6sea, por consiguiente son responsables

del desarrollo, crecimiento, mantenci6n y reparaci6n del hueso, ademas cumplen un rol

importante en la diferenciaci6n y activaci6n de los osteoclastos (Ducy y col, 2000). Otro

tipo celular importante son los Osteocitos que son celulas que se forman a partir de la

diferenciaci6n de los osteoblastos,  rodeadas por matriz 6sea que se ubican al  interior

del   tejido   6seo,   en   sitios   IIamados   lagunas   6seas;   son   capaces   de   sintetizar  y

1



reabsorber   componentes   de   la   matriz   6sea   pero   en   forma   limitada   y   son   los

responsables  de  sensar  lag  tensiones  fisicas  del  hueso  y  regular el  remodelamiento

6seo   (Teitelbaum,   2000).   Por  dltimo  se   encuentran   los   Ostcoclastos   los   cuales

corresponden  a celulas  m6viles  multinucleadas,  formadas  par la fusion  de  monocitos

pertenecientes al linaje de los fagocitos mononucleares. Su funci6n es destmuir el hueso

dafiado o viejo. (Suda y col,1992) (Figura 1).

Formaci6n de Osteoclastos y Ostcoblastos a partir de c6lulas progenitoras

Medula 6sea

Citoquina5  para              OPG
Remodelaci6n

6sea

Figura   1.   Esquema   que   muestra   el   origen   de   osteoclastos,   celulas   dendriticas   y
macr6fagos a partir de celulas troncales hematopoyeticas y el origen de osteoblastos adipocitos
y  condrocitos  a  partir de  celulas troncales  mesenquimaticas.  Modificado  de  Mccormick  R.  K..
Osteoporosis:  Integrating  biomarkers  and  other  diagnostic  correlates  into  the  management  of
bone fragility. Altem Med Rev 2007;  12 (2):  113-145.



Estas  c6Iulas trabajan  en  conjunto  realizando  constantes  cambios en  el tejido

6seo para su crecimiento y mantenci6n. Este proceso se denomina remodelaci6n 6sea.

2. Remodelaci6n 6sea

El proceso de remodelaci6n 6sea consta de dos fases fundamentales:  la primera

es  la etapa llevada a cabo por los osteoclastos,  los que destruyen el hueso dafiado o

"hueso   viejo"    mediante    la   liberaci6n    enzimas   lisosomales    hacia   el    exterior   y

produciendo una acidificaci6n del microambiente que bafia al tejido 6seo a reabsorber,

acci6n denominada reabsorci6n,  y que tiene una duraci6n  aproximada de 3 semanas

por sitio  (Suda y col,  1992)  muriendo finalmente por apoptosis;  la segunda etapa es la

formaci6n,  que consiste en la sintesis y dep6sito de matn.z extracelular 6sea o "hueso

nuevo"  por  los  osteoblastos  y  cuya  duraci6n  es  aproximadamente  de  3  a  4  meses

(Ducy  P  y  col,  2000).  Los  osteoblastos  involucrados  en  la  remodelaci6n  6sea  son

incorporados a la matriz 6sea convirtiendose en osteocitos,  se transforman en celulas

de  revestimiento  o  mueren  por  apoptosis  (Manolagas  y  col,  2000).  En  condiciones

normales   ambos   procesos   se   encuentran   en   equilibrio   en   zonas   denominadas

unidades multicelulares basicas (BMUsJ o unidades remodeladoras de hueso, de modo

que la masa 6sea se mantiene constante.  El hueso recien formado es el paso final de

la remodelaci6n y recibe el nombre de unidad estructural 6sea (Figura  2).



Proceso de remod®laci6n 6sea

Osteoclastos         Osteoblastos/\

I Formaci6n-
Hueso

Celulas  de
-Recubrimiento

Mineralizacibn
6sea

Figura 2  Esquema del proceso de remodelaci6n 6sea. A.  Osteoblastos de recubrimiento
(celulas  de  reeubrlmiento)  frente  a  un  daflo  estructural  en  el  hueso  liberan  la  superficie  6sea
para  permitir  la  acci6n  de  los  osteoclastos,  8.  Los  osteoclastos  realizan  la  reabsorci6n  del
hueso "viejo" o daf`ado,  C,DyE.  Slntesis y dep6sito de matriz extracelular 6sea a "hueso nuevo"
por los osteoblastos en  la  cavidad  donde ocurri6  la  reabsorci6n,  FyG.  el  nuevo hueso formado
se  mineraliza  dando  la  rigidez  caracterlstica  al  tejido,   H  el  tejido  formado  es  cubierto  por
osteoclastos de recubri in iento.

La  remodelaci6n  6sea se inicia cuando los osteocitos detectan  pequef`os daf`os

estructurales  en  el  hueso  ITroen  y  col,  2003),   Iiberando  una  cascada  de  sefiales

quimicas las cuales dan a los osteoblastos de revestimiento (tambien conocidos coma

/i.ni.ng  ce//s)  la  orden  de  retraerse  liberando  la  superficie  6sea  y  atrayendo  a  los

precursores osteoclasticos ITeitelbaum y col, 2000). Tambien la  remodelaci6n 6sea se

puede  iniciar  cuando  los  osteoblastos  ubicados  sobre  la  superricie  del  hueso  son

4



activados por estimulos hormonales u otros factores. (Fuller K y col,1998).

La cantidad de masa 6sea requiere ser mantenida a lo largo del tiempo, y es por

esto  que  la  cantidad  de  hueso  generado  por  los  osteoblastos  debe  ser  igual  a  la

destruida por los osteoclastos.  De no ser asi se produce un balance 6seo negativo  o

"alto recambio", motivo por el cual la masa 6sea disminuye. Normalmente la masa 6sea

es  mantenida  hasta  los  3540  afios,  luego  de  esta  edad  se  inicia  un  balance  6seo

negativo natural,  el cual  es responsable de la perdida de masa 6sea producida por el

envejecimiento.

Cuando  se  produce  un  balance  6seo  negativo,  debido  a  la  edad  o  falta  de

estimulos    mecanicos,    se   observa    un    aumento    del    ndmero   de   unidades    de

remodelaci6n  activas  y  qLie  presentan  una  mayor tasa  de  destrucci6n  6sea  que  de

formaci6n de hueso, lo que deriva en llna considerable p6rdida de nasa 6sea (Raisz y

col,  1999).

3. Regulaci6n hormonal del remode[amiento 6seo

La  remodelaci6n  6sea  es  un  proceso  complejo  que  puede  ser regulado  a  nivel

local y/o nivel general.

En  la  regulaci6n  local  las  citoquinas  sQn  de  gran  importancia.  Un  representante

de este grupo de mol6culas es la  lnterleuquina  lp  (lL-1P)  que estimula la reabsorci6n

6sea e induce  la proliferaci6n osteoc[astica,  uniendose con la  lnterleuquina 6  (IL-6),  el

factor de necrosis tumoral alfa ITNF-er)   y el factor de crecimiento epidermal  (EGF)  en

sus  acciones.  EI  TNF-ct  estimula  la  reabsorci6n  6sea y la  replicaci6n  celular 6sea.  El



EGF  es  conocido  por acelerar  la  erupci6n  del  incisivo  en  animales  recien  nacidos,

siendo producido par los fibroblastos y las celulas del  estroma.  (Uemalsu y col]  1996).

Par su parte,  el interfer6n gamma (lNFy) antagoniza los efectos de otras citoquinas y

factores de crecimiento.  Se ha encontrado que elimina completamente los efectos de

reabsorci6n  de  la  lL-1  y  el  TNF-or.  Esta  citoquina  puede  promover  la  fusi6n  de  las

c6lulas  progenitoras  de  los  osteoclastos  mientras  modula  los  efectos  sabre  estas

c6lulas de las citoquinas que promueven la reabsorci6n ITakayanagi y col, 2000).

Por  otro  lado  se  encuentran  los  factores  generales  de  cafacter  hormonal  que

regulan  la  remodelaci6n  6sea,  dentro  de  los  ouales  esfan  las  hormonas  sistemicas,

como   la   hormona   paratiroidea,   calcitonina,   calcitriol,   estfogenos,   glucocorticoides,

somatotrofina,  hormonas tiroideas,  insulina y leptina.  Los estr6genos y la leptina seran

parte de este estudio por que tienen interesantes proyecciones para el tratamiento de

alteraciones en el remodelamiento 6seo.

3.1 Estr6genos

Los estr6genos, han sido de gran intefes debido a que son miiy importantes para

el  metabolismo y crecimiento 6seo.  Su relaci6n con la remodelaci6n 6sea fue descrita

por Albright y col  en el afro 1947 al estudiar la p6rdida de masa 6sea en mujeres post

menopausicas,  concluyendo que los estr6genos estimulaban a los osteoblastos y que

al entregar a esas  pacientes una terapia a largo  plazo con progesterona disminuia el

dafio 6seo.

ha  sintesis  de  estr6genos  se  realiza  principalmente  en  las  g6nadas  a  partir de



esteroides  C19. A pesar de que el estr6geno es considerado comt]nmente como  una

hormona  femenina,  tambien  es  producida  por  las  g6nadas  masculinas,  aunque  en

menores  cantidades.  En  el  caso de las  mujeres,  su  producci6n  gonadal se mantiene

hasta  el  desarrollo  de  la  menopausia,  punto  en  el  cual  los  niveles  de  esta  hormona

disminuyen  aproximadamente  unas  20  veces,  quedando  en  circulaci6n  el  estr6geno

producido por sintesis extragonadal en 6rganos como el higado, tejido adiposo y tejido

6seo.  En  la  producci6n  tanto  en  las  g6nadas  como  en  los  otros  tejidos  participa  la

enzima  aromatasa  (aromatase  cytochrome  P450),  que  convierte  precursores  como

testosterona o androstenediona en estr6genos (Pino y col, 2006).

Los estr6genos tienen un doble efecto sobre el metabolismo 6seo, ya que por un

lado favorecen  la formaci6n  6sea  aumentando  el  ndmero  y  la funci6n  de  las  c6lulas

osteoblasticas y por otro son capaces de disminuir la reabsorci6n. Actualmente se nan

descrito dos mecanismos por los cuales el estr6geno actda en la remodelaci6n 6sea.

Ambos   mecanismos   dependen   de   la   l]ni6n   de   los   estr6genos   a   sus   receptores

especificos, ERG y ERP, Ios que se han encontrado tanto en osteoblastos, osteocitos y

osteoclastos humanos (Komms BS y col,1988; Thomkinson A,1998).

El   primer   mecanismo   se   produce   a   traves   de   la   formaci6n   del   complejo

"estr6geno-receptor,  el  cual  se  une  a  regiones  especificas  del ADN,  coma  los  ERE

(Estrogen   Response   Elements),   los   cuales   al   unirse   a   elementos   coactivadores

generan  cambios  en  la  maquinaria  de  transcripci6n  de  ADN  (Deroo  BJ,  2006).   El

§egundo mecanismo se conoce como "no genotr6pico",  pues no depende de la uni6n

del complejo "estr6geno-receptor al ADN, sino de la activaci6n de  kinasas citos6licas

dependientes de sefiales extracelulares (ERK-1 y ERK-2) (Deroo, 2006).



3.2 Leptina

Leptina  es  una  mol6cula  codificada  por  el  gen  ob  y  esta  formada  por  167

aminoacidos.    Es    una    hormona    ciroulante    secretada    mayoritariamente    por   los

adipocitos,  y  sobre  la  cual  exjsten  numerosos  estudios  que  indican  su  efecto  sobre

diferentes  c6lulas  y  tejidos,  ademas  de  ser  la  responsable  de  regular  la  ingesta  de

alimento,  el metabolismo,  ritmos neuroendocn.nos y de controlar el balance energetico

del organismo (Cirmanova y col, 2008).

Al igual que los estr6genos, la importancia de la leptina en la remodelaci6n 6sea

esta basada en estudios que asocian una menor incidencia de osteoporosis en mujeres

posmenopausicas  con  una  mayor  cantidad  de  tejido  adiposo  y,  por tanto,  mayores

cantidades de leptina en el torrente sanguineo. (Hadji P y col, 2000)

La acci6n de leptina ocurre en forma directa sobre los diferentes tipos celulares

mediante  su  uni6n  a  receptores  especificos  de  membrana  denominados,  segtin  su

tamafio,  Ob-R  (receptor corto),  Ob-Rb  (receptor largo)  y  Ob-s  (receptor soluble).  La

uni6n de esta hormona a sus receptores genera un cambio conformacional que deriva

en  una serie de sucesos que finalizan en  diferentes rutas  de sefializaci6n  intracelular

ITartaglia y col,1995; Friedman y Halaas,1998).

Desde  que  leptina  fue  identificada  hasta  el  dia  de  hoy,  se  nan  desarrollado

numerosas   investigaciones   cuyo   fin   ha   sido   di]ucidar   su   acci6n   biol6gica   y   via

metab6lica,   su   efecto   en   humanos   delgados   y   obesos   y   los   mecanismos   que

intervienen en su acci6n.  If evidencia recopilada ha llevado a indicar a esta hormona,



principalmente, como un factor regulador de una gran variedad de procesos fisiol6gicos

entre  los  cuales  se  enciientra  el  metabolismo  6seo,  pero  su  efecto  sigue  siendo  un

punto de gran controversia debido a la existencia de estudjos que muestran resultados

diametralmente opuestos.

Uno de [os mecanismos de acci6n propuestos para la acci6n de la leptina en el

metaboli§mo 6seo es a nivel del si§tema nervioso central, siendo su blanco de acci6n

el   hipotalamo,   involucrando   al   receptor  P2  adrenergico  de   la  via   de   sefializaci6n

simpatica, a traves del cual genera una disminuci6n de la actividad osteoblastica (Ducy

y col  2000;  Harada  y  Rodham  2003;  Elefteriou  y col 2005).  El  efecto  observado  por

Ducy    y    col.    en    ratones    ob    -/-     a    los    que    se    les    administr6    leptina    via

intracerebroventricular (lcv), fue una notoria disminuci6n de la densidad mineral 6sea

(DMO), sin embargo el tratar ratones normales (control) con leptina,  los investigadores

no  observaron  ninguna  alteraci6n  en  la  sintesis  de  colageno  o  en  la  mineralizaci6n

6sea, por lo que concluyeron que no existia una acci6n directa de leptina a nivel de los

osteoblastos.

Tambien  se  ha  propuesto  que  leptina  acttle  directamente  a  nivel  de  los  tejidos

perifericos, entre los cuales se encuentra el tejido 6seo. En este tejido, leptina actuaria

promoviendo    el    desarrollo    de    c6lulas    osteoprogenitoras    y    estimulando    a    los

osteoblastos para la formaci6n de hueso nuevo IThomas y col,1999a; Reseland y col,

2001;  Comi§h  y  col,  2002).  Una de  las  evidencias  mss  importantes  que  apoya  este

posible rot de leptina como un factor favorecedor de la osteogenesis esta dado por el

resultado obtenido del tratamiento con leptina en foma subcutanea de ratones ob -/-, el

cual mostr6 una disminuci6n de la adipogenesis versus un aumento de la osteog6nesis
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en la medula 6sea (Hamrick y col, 2005). Otro experimento no menos importante fue el

realizado con celulas de m6dula 6sea humana tratadas con leptjna, el cual mosfro que

la hormona promueve la diferenciaci6n de estas c6Iulas hacia osteoblastos fomiadores

de  hueso  mientras  inhibe  su  diferenciaci6n  hacia  adipocitos.  IThom.as  y  col,1999b;

Jaiswal, 2000; Hess y col, 2005 )

Considerando toda la evidencta sefialada, es posible sugerir que leptina posee un

rol  pro-osteogenico  en  las  MSCs,  influyendo  en  el  control  de  la  remodelaci6n  6sea.

Ademas    en    los    dltimos   afros    han    surgido    estudios    que    indican    al    sistema

RANK/RANKL/OPG   como  un   punto  importante  en   [a  regulaci6n   del   proceso  de

remodelaci6n  6sea (Lemer,  2006),  por lo que es posible  que leptina ejerza su  acci6n

reguladora sobre este sistema.
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4. Sistema RANWRANKL/OPG

La integraci6n de las vias de regulaci6n de la remodelaci6n 6sea es realizada por

un conjunto de representantes de la familia TNF (rumor r}ecros/.s factors) que recibe el

nombre de Sistema RANK/RANKLJOPG (receptor activador del factor nuclear (N F-kB)/

ligando de uni6n al  Receptor Activador de  NF-kb/ Osteoprogeterina).  Este  sistema se

encuentra   intimamente   relacionado   con   la   inteTacci6n   existente   entre   las   c6Iulas

progenitoras    osteoblasticas    y    el    proceso    de    diferenciaci6n-activaci6n    de    los

osteoclastos.

4.1  Receptor activador del factor nuclear (NF-kB) (RANK, ODFR)

Esta es una proteina transmembrana de 616 aminoacidos cuya funci6n es ser el

receptor celular especifico de RANKL. Se expresa en diversos tipos celulares como por

ejemplo:  precursores  hematopoyeticos,  osteoclastos  maduros,  c6lulas  a  y  T,  celulas

dendriticas y fibroblastos (Anderson y col 1997).

La  activaci6n  de  este  receptor  inicia  una  cascada  de  sefiales  que  adn  no  se

conocen   completamente   (Ross   y   col.   2000)   que   genera   una   reorganizaci6n   del

citoesqueleto   del   osteoclasto,   lo  que  pemite  que  se  lleven   a  cabo   los  cambios

necesarios   para   la   maduraci6n.   activaci6n,   movilidad  y   establecimiento   de   estas

c6lulas  en  la  superficie  6sea  donde se  realizafa  la reabsorci6n. Ademas,  genera  las

sefiales qiie permiten la supervivencia del osteoclasto maduro (Burgess y col,1999).

Experimentos realizados con roedores carentes de este receptor muestran que la
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falta de esta proteina deriva en osteopetrosis, ausencia total de osteoclastos y n6dulos

linfaticos, ademas de hipocalcemia e hipofosfatemia, lo que es un resultado muy similar

al observado en ratones carentes de RANKL (Li y col, 2000).

4.2   Ligando de uni6n al ReceptorActivador de NF-kB (RANKL)

El  ligando  de  uni6n  al   Receptor  Activador  de  NF-kB  conocido  tambi6n  como

RANKL,  TRANCE,   OPG-L  y  ODF  es  ilna  proteina   de  317  aminoacidos,   que  se

encuentra  en  celulas  del  estroma,  condrocitos  y  c6Iulas  endoteliales.  Se  encuentra

como proteina asociada a membrana o soluble.  Esta tiltima, deriva de la forma unida a

membrana  como  resultado  de  "splicing"  altemativo,  secretada  por  celulas  del  linaje

osteoblastico   y   linfocitos  T   activados   (Boyce  y   Brendan,   2007).  Ademas,   se   ha

observado  que  esta  proteina  se  encuentra  sobreexpresada  en   celulas  tumorales

malignas  y  esfa  involucrada  en  la  destrucci6n  de  hLieso  en  pacientes  con  cancer

Ovittrant y col, 2004).

La expresi6n de esta proteina es regulada a nivel transcripcional, traduccional y

post-traduccional   por  hormonas  como  hormona  paratiroidea,   Ia  vitamina   D  y  por

factores de crecimiento, y citoquinas (Suda y col 1999).

Estudios  /.n   w.fro  muestran   que  esta  proteina  junto  al  factor  estimulante  de

colonias   de   macrofagos   (M-CSF)   son  necesarios  y  suficientes   para   estimular  la

diferenciaci6n,  sobrevida y fusi6n de los precursores de osteoclastos,  siendo tambien

responsables  de  activar  la  maduraci6n  y  prolongaci6n  de  la  vida  de  estas  celulas,
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mediante la inhibici6n de la apoptosis, con lo que favorece la formaci6n de lagunas de

reabsorci6n 6sea fyasuda y col, 1998). Estudios sobre el mecanismo de acci6n de esta

proteina muestran que un exceso de RANKL produce un incremento de la formaci6n de

osteoclastos,   lo   que   deriva   en   una   osteoporosis   masiva.    Por   otra   parte,   una

disminuci6n de la proteina genera osteopetrosis debido a la ausencia de osteoclastos

maduros (Hofbauer, 2001).

Se nan realizado ensayos en  los que se ha encontrado que leptina podria jugar

un papel muy importante en la remodelaci6n del hueso a traves de un efecto directo en

la  modulaci6n  del  balance  de  OPG/RANKL.  En  estos  ensayos  se  demostr6  que  la

expresi6n del ARNm de RANKL en osteoblastos es dependiente de la concentraci6n de

leptina,  y  si  la  concentraci6n  de  la  hormona  es  muy  elevada  (i.e  sobre  12  ng/mL),  la

expresi6n  del  ARNm  es  inhibida.  Lo  mismo  ocurre  con  la  expresi6n  de  la  proteina

soluble   (SRANKL).   Este   resultado  estarfa  indicando  que  leptina   modula  en  forma

positiva  el  balance  OPG/RANKL inhibiendo  la  expresi6n  de  RANKL  (Lamghari  y  col,

2006). Ademas,  la  administraci6n  intracerebroventrioular de  leptina  en  ratones  induce

la  expresi6n  de  RANKL  en  las  celulas  progenitoras  de  osteoblastos  (Eleften.ou  y  col

2005).

4.3  0steoprotegerina (OPG)

Conocida  por  su  sigla  OPG,  Osteoprotegerina,  es  uno  de  los  miembros  mss

nuevos de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral ITNFR), tambien

conocida como el factor de inhibici6n de la osteoclastogenesis (OCIF).  Su sintesis se
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inicia con  un p6ptido  de 401  aminoacidos,  el  cual  es modificado posteriormente  hasta

transformarse  en  una  proteina  madura  de  380  aminoacidos.  La  proteina  madura  no

cuenta  con  los  dominios transmembrana del  precursor y  es  secretada como  proteina

soluble (Simonet y col,  1997).  Diversos estudios muestran que su ARNm se encuentra

en  diversos tejidos como por ejemplo rifiones, higado,  medula 6sea y hueso (\/Vada y

col, 2006).

En  el  hueso,  OPG  es  producida  y secretada par los osteoblastos,  y es  en  este

tejido  donde  realiza su funci6n  principal.  Inhibe  la  maduraci6n de  los  osteoclastos,  su

posterior  activaci6n  y  promueve  su  apoptosis,  actuando  como  receptor  sefiuelo  de

RANKL, impidiendo de esta foma la uni6n de este tiltimo a su receptor RANK presente

en la membrana de los osteoclastos. (Kostenuik, Paul'J, 2005; Hofbauer, 2001).

Estudios  /.n  VI.vo  con  ratones  Anock  out  para  OPG,  han  mostrado  que  estos

roedores sufren una p6rdida de masa 6sea lo que deriva finalmente en el desarrollo de

una severa osteoporosis (Mizuno y col 1998). Por otro lado, la sobreexpresi6n de OPG

deriva  en  roedores  con  osteopetrosis,  esto  significa  que  presentan  un  incremento

sustancial  de  la  densidad  6sea,  demostrando  que  OPG  tiene  un  papel  crucial  en  el

metabolismo 6seo (Simonet y col,1997).

Investigaciones  recientes han demostrado que los estfogenos pueden aumentar

los niveles de OPG en lineas celulares estromaticas de rat6n (Saika y col, 2001) y en

ratones ovarioctemizados a traves de la activaci6n del receptor a de estr6geno (Linberg

y col, 2001),  lo que produce la inhibici6n de la reabsorci6n,  demostfandose que estas

hormonas sexuales juegan un rol importante en la osteoclastogenesis (Hofbauer y col,

1999). Ademas se ha demostrado que c6lulas mononucleadas hiimanas tratadas con
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la  hormona  leptina tienen  iln  incremento en  el ARNm  de  OPG,  lo  que deriva  en  una

inhibici6n de la osteoclastogenesis (Holloway y col, 2002).

4.4   lnteracci6n RANK/RANKL/OPG

Bajo condiciones fisiol6gicas normales. el desarrollo de los osteoclastos requiere

del contacto c6lula-c6lula entre los osteoblastos y los precursores osteoclasticos.  Este

contacto proporoiona el ambiente necesario para que las moleculas involucradas en el

sistema  RANK/RANKL/OPG  activen  las cascadas de sefializaci6n al interactuar entre

si.

Normalmente,  los  osteoblastos  responden  a  estimulos  como  la  vitamina  D,  la

hormona paratiroidea (PTH) y citoquinas expresando RANKL en su membrana, el cual

al  entrar en  contacto  con  su  receptor especifico  RANK  ubicado  en  la  membrana  de

precursores hematopoyeticos,  provee una serial crucial  para conducir el  desarrollo  de

6stos   a   precursores   osteoclasticos,   asi   como   tambi6n   para   activar   osteoclastos

maduros   (Romas   y   col   2002)   (Figura   3).   Pero   RANKL  no   es   la   t]nica   proteina

expresada  por los osteoblastos, ya que estas celulas son tambi6n  responsables de  la

sintesis  de  OPG.  Cabe  mencionar  que  la  mayoria  de  los  factores  que  modulan  a

RANKL afectan inversamente la sintesis de OPG (Boyce a, 2007).

Diversos estudios muestran que tanto la obesidad como la menopausia afectan la

densidad  mineral  6sea  y por tanto  al  sistema  RANK/RANKLJOPG.  Esto  sugiere  que

factores asociados al tejido adiposo y a las homonas sexuales,  entre otros,  estarian
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afectando   el   metabolismo   6seo.   Leptina   y   estr6geno,   ademas   de   tener   otras

importantes    funciones    coma    reguladores    del    metabolismo,    estarian    entonces

intimamente ligadas al proceso de remodelaci6n  6sea a traves de la regulaci6n  de la

expresi6n de RANKL y OPG,  que son parte fundamental en la integraci6n de sefiales

que  permiten  la  diferenciaci6n,  activaci6n,  mantenci6n  y  supervivencia  de  las  c6lulas

implicadas en el  remodelamiento 6seo.  Sin  embargo,  los estudios  presentados  como

antecedentes  sobre  la  regulaci6n del  sistema  RANK/RANKL/OPG  con  respecto a las

hormonas  leptina y estr6genos se  nan  hecho  en forma separada,  en  diferentes tipos

celulares y en diferentes ventanas de tiempo.

Mediante  el  uso  de  las  tecnicas  de  Western  blot y  RT-PCR,  esta  tesis  intenta

dilucidar de forma comparable el efecto directo, en conjunto y por separado,  de estas

dos hormonas sobre la expresi6n de RANKL y OPG en oultivos de MSCs obtenidas de

mujeres  postmenopausicas,  aportando  de  esta  forma  a  una  mejor  comprensi6n  del

funcionamiento de estas vias de regulaci6n que podrian estar implicadas en diversas

alteraciones 6seas
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lvlecanismo de acci6n de OPG y RANKL

Figure   3   Esquema   del   mecanismo   de   acci6n   de   OPG   y   RANKL.   Hormonas   pro-
reabsorcidn,  citoquinas  y  factores  de  crecimiento  acthan  a  traves  de  sus  receptores  en  los
osteoblastos  y  otras  celulas  para  inducir  la  producci6n  de  RANKL  AIgunos  de  estos  factores
tambien  suprimen  la  producci6n  de OPG,  lo que  incrementa  la  relaci6n  RANKL/OPG.  Cuando
este radio es alto, el RANKL libre es capaz de activar RANK en los precursores de osteoclastos
y estimular su fusion y diferenciaci6n a osteoclastos maduros.  EI  RANKL libre tambien  activa a
los osteoclastos maduros para hincar la rcabsorci6n 6sea y protejerios de [a apoptosis. Cuando
RANKL se una a OPG  se  produce iin  rapido oese de  la formaci6n osteoclastica,  activaci6n y
sobrevida  de estas  celulas.  Figura  modificada  del  paper de   Paul  J  Kostenuik Osteoprotegerin
and   RANKL   regulate   bone   resorption,   density,geometry   and   strength.   Current  Opinion   in
Phamacology 2005, 5:618rfe25.

17



11. HIP6TESIS DE TRABAJO

Durante    el    proceso    de    remodelaci6n    6sea,    las    celulas    progenitoras

mesenquimaticas  (hMSC)  presentes  en  la  medula  6sea  responden  a  la  acci6n  de

leptina y estr6geno modulando el sistema OPG/RANK/RANKL.

Ill. OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS

1. Objetivo general

Estudiar  si   el   efecto  de  leptina  y/o  estr6geno  sobre  el  tejido  6seo   puede

explicarse a traves de su acci6n sobre el sistema OPG/RANK/RANKL.

2. Objetivos especificos

a.  Determinar si  leptina  y  estr6geno  regulan  los  niveles  proteicos  de  RANKL y

OPG   en   las   c6lulas   progenitoras   mesenquimaticas   humanas   en   condiciones   de

diferenciaci6n osteogenica.

b.  Determinar si  leptina y estr6geno regulan los niveles de ARNm para  RANKL y

OPG    en    c6Iulas    progen.rtoras    mesenquimaticas    humanas    en    condiciones    de

d ife renciaci6n osteog6nica.

c. Determinar si leptina y esfrogeno afectan la raz6n RANKL/OPG en condiciones

de diferenciaci6n osteog6nica.
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lv. MATERIALES Y METODOS

1. Donantes

Las donantes fueron  seleccionadas en  la secci6n  de traumatologia  del  Hospital

S6tero del  Rio en Santiago y corresponden a mujeres posmenopausicas en un rango

que  se  encuentra  entre  los  65  y  86  afros  de  edad,  que  requerian  una  cirugia  6sea

como parte de su tratamiento. Se les solicit6 ser donantes voluntarias de medula 6sea

y dieron  su  autorizaci6n  mediante  la firma de  un consentimiento informado escrito.  lid

aprobaci6n  6tica del procedimiento fue auton.zado por los Comite de  Etica del  Hospital

S6tero  del  Rio  y  del  lnstituto  de  Nutrici6n  y  Tecnologia  de  los Alimentos  (lNTA).  Se

adjunta copia del Consentimiento lnformado.

Las  donantes  eran   mujeres  sanas,  y  no  recibfan   ningdn  tipo  de  terapia  de

reemp]aro homonal.

Esta tesis se realiz6 en el marco del proyecto Fondecyt 1050930.

2. Obtenci6n y purificaci6n de MSC

La   obtenci6n   de   celulas   tronca[es   mesenquimaticas   (MSC),   fue   rea[izada

mediante la aspiraci6n de m6dula 6sea de la cresta iliaca de las donantes,  durante la

cirugia  a  la  que  son  sometidas  como  parte  del  tratamiento  (Rodriguez  et  al,1999),
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obteniendose un volumen aproximado de 10 a 20 mL por muestra. La obtenci6n de las

MSC segtin un procedimiento descrito anteriormente (Jaiswal et al , 1997) en el cual se

agrega   a   las   muestras   obtenidas   20   mL  de   DMEM   (Dulbecoo`s   Modified   Eagles

Medium,  Sigma,  St Louis,  MO,  USA)  suplementado con  10%  Suero  Fetal  Bovino  (SF,

Hyclone,  fa]ta  ciudad,  pats)  (Medio  basal,  MB).  La  mezcla  obtenida  es  centrifugada

durante 5 minutos a una veloctdad de 1800 rpm, obteni6ndose un pellet libre de grasa

y  que  contiene  las  MSC.  Las  c6lulas  colectadas  son  resuspendidas  en  10  mL  de

DMEM-10°/OSF con 80 ug/mL de gentamicina, y colocadas en un gradiente de Percoll al

70  % (Sigma).  El  gradiente se centiifuga a  1600 rpm  por 15 minutes,  luego de lo  ciial

se  forman  tres  fases  o  fracciones;   la  primera  fase  o  fracci6n  superior,   con   una

concentraci6n de 1,03 gr/mL, Ia segunda fase o fracci6n media con una concentraci6n

de 1,10 gr/mL, y la tercera fase o fracci6n inferior con una concentraci6n de 1,14 gr/mL.

Las MSC se obtienen a partir de la prl.mera fase, y luego de tres lavados con DMEM-

10%SF  son  sembradas  a  una  densidad  aproximada  de  3.63xl04  cel/cm2  (cultivo

primario), y cultivadas en una atm6sfera humiclificada de 5% C02  y 37 °C. Despues de

4 dfas las celulas no adherentes son removidas y se afiade medio fresco de oultivo.  EI

MB fue reemplazado por medio fresco 2 veces a la semana.

3. Expansi6n in Vitro MSC

Una   vez   que   las   celulas   han   a[canzado   confluencia,   con   una   densidad

aproximada de 4-5xl06, son liberadas de la placa por un tratamiento con una soluci6n
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de  tripsina  0,25%-EDTA,  a  37  °C  por 5  minutos  y  centrifugadas  a  una velocidad  de

1800  rpm  durante  5  minutos.  Luego  de  esto,  Ias  c6lulas  son  lavadas  con  PBS  IX

(Phosphate-Buffered-Saline  de  pH  7,2;  el  cual  contiene  Nacl  0,14  M;  Kcl  2,6  mM  y

Na2HP041,7 mM), resuspendidas en medio DMEM-10%SF y sembradas en placas de

100  mm,  a  una  densidad  de  3,63xl04  cevcm2.  Esta  etapa  se  conoce  como  primer

subcultivo.   Los  experimentos  de  esta  tesis  fueron  realizados  con  c6lulas  que  se

encontraban en quinto subcultivo, a no ser que se especifique algo diferente.

4. Diferenciaci6n Osteog6nica de IVISC

Las MSC fueron sometidas a un estimulo de diferenciaci6n osteogenica, durante

diferentes  periodos de tiempo:  0,  24,  48,  72,  120 y  168  horas.  Para esto,  las celulas

fueron  lavadas con  PBS  IX,  y el  medio  de cultivo  basal fue  reemplazado  por medio

osteogenico    (MO),    el    cual    contiene    DMEM-10%SF,    dexametasona    100nM,    b-

glicerolfosfato   10   mM   y   50   ijg/mL  de   acido   asc6rbico.   Este   tlltimo   se   agrega

diariamente  al momento de ser utilizado.

Para  estudiar el  efecto  de  la  hormona  leptina y  androstenediona,  se  realizaron

experimentos  de  diferenciaci6n  osteog6nica  a  los  cuales  se  les  adicion6  leptina  y/o

androstenediona al  medio en  una  concentraci6n  de  1  ng/mL de leptina  recombinante

humana  (Chemicon  lnternacional  inc,  Termecula,  CA)  y  100  nM  de  androstenediona

(Sigma),  durante  los  tiempos  indicados  anteriormente,  con  un  recambio  de  MO  dos

veces a la semana (Pino y col, 2006).
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5. Analisis de fosfatasa alcalina por citoquimica.

Para verificar la diferenciaci6n de los oultivos hacia linaje osteogenico, las celulas

son  lavadas 3 veces  con TBS  IX.  Luego las celulas son fijadas a la  placa aplicando

una soluci6n de etanol-formaldehido (9mL etanol y lmL de formaldehido 37%) por 30

segundos.  Luego  la placa debe lavarse 3 veces   con TBS  IX.  Se adiciona  Buffer de

Reacci6n  (Nacl  100mM,  Mgc12   5mM,  Trisl00mM)  con  NBT  (Nitro  Blue  Tetrazolium,

100mg/mL)  y  BCIP  (Bromo-Chloro-lndolylphosphate,  50mg/mL),  y  se  inouba  durante

20 minutes en oscuridad. Finalmente la placa es lavada con PBS o TBS IX.

6. Lisis Celular

Luego de recibir los estimulos en los tiempos especificados en los experimentos,

las celulas se lavan con PBS frio y son incubadas con buffer RIPA (50 mM Tris-Hcl pH

7,5,150 mM NacI,10/o NP40, 0,5% deoxicolato, 0,1% SDS), por 5 minutes, Iuego son

lisadas  mecanicamente  utilizando  un  Cell  Scraper.   Luego  el  lisado  se  centrifuga  a

14.500 rpm  durante  15  minutos para separar el  material  insoluble,  y el sobrenadante

con  las  proteinas  es  recolectado  y  almacenado  con  0,5  mM  de  PMSF,  0,5  mM  de

ortovanadato  de  sodio,  2  ijg/mL de  leupeptina,  1  Lig/mL de  pepstatina  y 2  ug/mL de

aprotinina  a  una  temperatura  de  -20°C.  La  cantidad  de  proteinas  presentes  en  los

[isados  se  midi6  utilizando  un  kit  comercial  de  determinaci6n  de  proteinas  (Bio-Rad

Laboratorios,  Hercules,CA, USA).
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7. Analisis de Western Blot para RANKL y OPG

Para esto, 20 ug de lisado celular son denaturados en buffer de carga (SDS 2%,

glicerol  10°/a, Tris 0,06 M  (pH 6,8),  azul de bromofenol 0,01%,   P-mercaptoetanol 20%)

por  5   minutos   a   100   °C.   La   separaci6n   de   las   proteinas   se   realiz6   mediante

electroforesis  en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE:  Bio-

Rad).  Para la separaci6n  de las proteinas OPG y RANKL el gel utilizado fue  al  10% y

con  espesor  de   1,5mm.   Luego  de  la  separaci6n  en   el  gel,   las  proteinas  fueron

transferidas a una membrana de PVDF (Perkin Eimer Life Science,  Boston, MA,  USA),

durante  60  min  a  100  V.   Una  vez  finalizada  la  transferencia,   las  membranas  se

bloquearon toda la noche con una soluci6n al 7% de leche descremada en TBS-Tween

o,o5o/o, sin agitaci6n a 4°C, para posteriomente ser inoubadas con su correspondiente

anticuerpo  primario  diluido  en  buffer de  bloqueo  (Anticuerpo  a-OPG,  diluci6n  1:1000;

Anticuerpo a-TRANCE,  diluci6n  1 :1000;  anti P-Actina,  diluci6n  1:5000.  Sigma)  durante

dos  horas  a  20°C.  Luego  de  la  incubaci6n,  se  realizaron  3  lavados  con TBS-Tween

0,05%,  al termino de los  cuales se  inoub6 con el anticuerpo secundario  conjugado a

peroxidasa a una diluci6n de 1:5000 (anti-mouse) con buffer de bloqueo durante 1  hora

a 20°C.  Las  bandas fueron  visualizadas mediante un  kit de quimioluminiscencia de la

empresa   Perkin   Elmer,   y   reveladas   utilizando   peliculas   radiogfaficas   de   calidad

estandar   AGFA,    y    Membranas    de    calidad    Sensible    Hyperfilm    de   Amersham

Biosciencies.

La intensidad de las bandas obtenidas en las membranas fue analizada mediante

el programa Kodak Digital 1 D, y la identificaci6n de las bandas en estudio fue mediante

el peso molecular correspondiente a cada proteina.
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8. Extracci6n de ARN y RT-PCR

Para  los  experimentos  de  RT-PCR  se  sembraron  c6lulas  en  placas  de  60mm

(Nunc),   a  una  densidad  de  2,38xl04  c6Vcm2.   Una  vez  que  las  c6lulas  llegaron  a

confluencia,  fueron liberadas de  la  placa por un tratamiento suave con tripsina,  como

se   explic6  con  anterioridad,   y  centrifugadas  a  2050  rpm   por  5  minutes.  Al   pellet

resultante  se  le  agreg6  1   mL  de  Trizol  (Ambion,  Austin,  TX,  USA),  realizandose  la

extracci6n  del ARN  segtin  el  protocolo  del  fabricante.  Una  vez  extraido,  el ARN  fue

cuantificado en un espectrofot6metro (MBE2000,  Perkin  Elmer,  Bostoh MA), y luego se

almacen6 a una temperatura de -8o °C.

Para  verificar  la  integridad  del ARN.  se  utiliz6  geles  denaturantes  de  agarosa

(Fermelo Biotec, Chile), Ios cuales se componen de una mezcla de 0,72 gr de agarosa

disueltos en 45 mL de agua DPEC, a la cual, una vez alcanzados los 65°C se le agrega

otra mezcla compuesta por MOPS 10X (MOPS 0,4 M pH 7.0, Vvinkler Ltda.;  acetato de

sodio 0,1  M, VVInkler Ltda.; EDTA 0,01  M, MERCK) y formaldehido al 37%.

Las  muestras  a  analizar  constan  de  4  uL  de  ARN,  6  uL  de  agua  libre  de

nucleasas (Mo  Bio,  Carlsbad,  CA),  9 uL de formamida (Vvinkler),  3 uL de formaldehido

37%, 2uL de MOPS 10X y 0,5 iiL de bromuro de etidio 0/Vinkler). Para realizar la carga

del gel, Ias muestras son denaturadas a 70°C por 10 minutos, y finalmente enfriadas en

hielo por 2 minutes. Una vez cargadas las muestras en el gel, 6stas se corrieron por 40

minutos a 80 V.

La sintesis de ADNc se realiz6 utilizando transcriptasa reversa M-MLV (Promega,

Madison, Wl,  USA),  mediante un cic[o de 15 minutes a 45°C, enfriamiento en hielo por
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5 minutos, y una extension de 45 minutes a 70°C. Las reacciones de PCR se realizaron

amplificando 300 ng de ADNc con 30 |JL de una mezcla de reacci6n (3 uL de buffer de

reacci6n 10X,  lnvitrogen; 0,9 uL Mgc12 ,  lnvitrogen; 0,6 uL de cada partidor, 22,3 uL de

agua libre de nucleasas; 0,6 LIL de dNTPs,  Omega BicLTek,  Doraville,  GA,  USA;  0,5 uL

de   Taq    polimerasa,    lnvitrogen).    La    secuencia,    tamafio    de    los    producto    y   la

correspondiente  femperafura  de  me/f/.ng  o  de  separaci6n  de  las  hebras  (Tin)  de  los

partidores utilizados en esfa tesis se resumen en la tabla 1. Los productos obtenidos a

partir del RT-PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 1,2%.

Tabla de partidores utilizados para amplificaci6n par RT-PCR

Gen Pn'mer Tin NOCiclos
TamaFioFragmento(pb)

RANKL Sense Ar3r}A/I)ii:ITCNr3A/rsr3NGA/GAAAIgc 54 37 485

antisense CAGTAAGGAGGGGTTGGAGACC

OPG Sense GTGTCITTGGTCTCCTGCTAA 55 39 291

antisense GGGCITTGlllTGATGTITC

GPDH Sense ACCACAGTCCATGCCATCAC 60 29 452

antisense TACAGCAACAGGGTGGTGGA

Colageno 1 Sense CAAAlfsf3lcAjiil:ilGCITCAAAICNf3 56 39 275

antisense TGCGGCACAAGGGATGACA

OC Sense CGCAGCCACCGAGACACCAT 56-59 39 400

(osteocalcina) antisense TTcllTCCTCTTCCCCITGCCCT

Tabla 1. Partidores utilizados para la amplificaci6n por PCR. Se indican los partidores
sentido y antisentido. pb, pares de bases.
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9. Analisis estadistico

Para  evaluar  el  efecto  de  los  estimulos  de  leptina  y  androstenediona  en  los

niveles  de  las  proteinas  RANKL y  OPG  de  cultivos  hMSC,  se  realiz6  un  analisis  de

comparaci6n   de    medias   con   prueba   t-Student   para   variables   relacionadas   e

independientes.  El  analisis  independiente  se  utiliz6  para  estudios  transversales  y  el

ana[isis   para   variables   relacionadas   se   utilizo   para   estudios   longitudinales.   Para

realizar el analisis  t-Student se utiliz6 el programa estadistico SPSS 15.
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V. RESULTADOS

1. Establecimiento de cultivos de MSCs de donantes osteopor6ticas

En la realizaci6n de esta tesis se utilizaron celulas troncales mesenquimaticas de

donantes   posmenopausicas,   obtenidas   mediante   aspiraci6n   de   m6dula   6sea   y

cultivada   segtin   lo   descrito   en   el   capitulo   de   Materiales   y   M6todos.   Las   MSCs

presentaron  morfologfa  de  tipo  fibroblasto  (Figura  4A).  Debido  al  bajo  porcentaje  de

MSC  presentes en  las  muestras,  fue necesario amplificar los oultivos  para obtener el

ntlmero de c6lulas requeridas en los experimentos.

Se  realizaron  cinco subcultivos para eliminar otros tipos celulares que pudiesen

encontrarse  en  los  oultivos  primarios  de  la  muestra  y  asi  lograr  un  alto  grado  de

homogeneidad para los experimentos de diferenciaci6n osteogenica.

2. Diferenciaci6n osteog6nica de MSCs

Para  verificar  la  diferenciaci6n  al  linaje  osteog6nico  de  las  muestras  de  MSCs

luego de ser cultivadas con el media de diferenciaci6n osteog6nico  (MO),  se realiz6  la

prueba de fosfatasa alcalina  (FAL) para verificar la erdstencia de la enzima en e[ oultivo

ademas  se  observ6  la  presencia  de  los  marcadores  de  diferenciaci6n  osteog6nica

colageno tipo  I  (Col  I)  y osteocalcina (OC),  mediante la fecnica de PCR.  Las  muestras

resultaron  positivas  para  la  prueba  de  fosfatasa  alcalina  y  para  ambos  marcadores

indicando que la diferenciaci6n resulto exitosa (Figuras 4 y 5).
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hMSC en cultivo

Fjgura  4.  A)  hMSC  en  cultivo.   Fotografla  microscopio  contraste  de  fases  donde  se
observa  la  forma tipo fibroblasto  de  las celulas troncales  mesenquimaticas  en  cultivo  primario
obtenidas de donantes postmenopausicas (10X).  a) Pmueba de fosfatasa alcalina (FAL) aplicada
a un  cultivo de hMSC,  la tinci6n en tono morado indica  la  presencia de fosfatasa alcalina en  el
cultivo, verificando su diferenciaci6n a linaje osteogenico.

Expresi6n de Co]ageno tipo 1 y Ost®ocalcina

400 &ti Basal          Ou 1

8

--,- i--~

od5,        Ckt7            27Bff taral.    Odl`         Od5          0d7
q.4-    *Y.Sun

Figura   5.   Expresi6n   d¢   Colagono   tipo   1   y   Ostoocalc]na   en   clJltivos   hMSC
diferenc]ados  a  linaje  osteogenico.  A)  Expresi6n  del  transcrito  Osteocalcina  utilizando  los
parddores  seftalados  en  la  Tabla  I.  a)     Expresi6n  del  transcrito  Osteocalcina  utilizando  los
par(idores  sef\alados  en  la  Tabla  1.   En  ambas  imagenes  se  expresa  el  peso  del  producto
obtenido en pb (pares de bases).
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3. Analisis de la expresi6n de las proteinas RANKL y OPG en cultivos

de MSC en diferenciaci6n osteogenica.

Las  hormonas  leptina  y  estr6geno  son  efectores  sobre  la  remodelaci6n  6sea.

Esta  funci6n  la  podrian  realizar  regulando  los  niveles  de  RANKL  y/o  OPG.   En  el

presente estudio,  cultivos de MSCs de mujeres posmenopausicas fueron expuestas a

medio  de  diferenciaci6n  (grupo  control),  y a  estimulo  de  leptina y/o androstenediona

para analizar la expresi6n de RANKL y OPG en condiciones controladas. La leptina es

agregada  en  su  forma  activa,  mientras  que  la  androstenediona  es  un  precursor  de

estr6genos,  por lo cual debe ser transfomada a la foma activa a trav6s de la enzima

aromatasa (Rodriguez y col, 2006) en el mismo cultivo. Cabe hacer menci6n, de que el

uso  del  precursor de  estr6genos  androstenediona en  los  siguientes  experimentos  se

debe al intefes de analizar el efecto de la producoi6n in situ de estr6genos gracias a la

enzima aromatasa.

La expresi6n de las proteinas RANKL y OPG se monitore6 en medio osteogenico

suplementado   con   leptina,   androstenediona   o   ambos,   en   intervalos   de   tiempo

correspondientes a 0, 1, 5 y 7 dias.

3,1  Expresi6n de proteina RANKL

RANKL es  iina de las proteinas expresadas  por los osteoblastos y se une a su

receptor  RANK  en  la  membrana  de  los  preoursores  osteoclasticos,  permitiendo  su

maduraci6n y activaci6n.
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Para  estudiar en  forma  controlada  el  comportamiento  de  RANKL se  analizaron

cultivos  de  MSC  que  s6lo  recibieron  el  estimulo  de  diferenciaci6n  osteogenica.  Los

resultados obtenidos a partir de estos cultivos muestran que existe una tendencia a un

aumento de los niveles de RANKL durante la diferenciaci6n osteog6nica con respecto a

sus valores basales correspondientes,  de aproximadamente un  19% y un 30%  en  los

dias   1   y   5   de   diferenciaci6n   respectivamente,   disminuyendo   en   el   dia   7   hasta

pfacticamente recuperar el valor basal.

Debido a que existen estudios qile han demostrado un rol inhibitorio de la leptina

sobre la expresi6n  de RANKL,  se decidi6 observar su efecto en  oultivos de MSCs de

pacientes  postmenopadsicas,  a  los  que  se  les  expuso  a  un  estimulo  controlado  de

leptina  (1ng/mL).   Los  resultados  obtenidos  mostraron  que  estos  cultivos  tienden  a

disminuir los niveles de RANKL con respecto a los niveles observados en condiciones

basales,   de   aproximadamente   un   30°/o,   20°/o   y   5%   para   los   dias   1.   5   y   7

respectivamente (figure 6 A). A partir de estos resulfados podemos asumir que el nivel

de  RANKL en  los cultivos de c6lu]as osteoblast.I.cas sufre un cierto grado de inhibici6n

en   presencta   de   leptina,   pero   parece   aumentar   en   condiciones   normales   de

diferenciaci6n.
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Anali8js do W®stom  Blot pare  RANKL con estimulo do  leptina

1,81,61,4iI:::0,40,20

I

11. I

.

DIA  0                                        DIA  1                                        RA  5                                        DIA 7

Figure  6A:  Cuantificaci6n  de  los  niveles  de  la  protelna  RANKL  en  cultivos  hMSC  en
medio  de  diferenciaci6n  osteogenico  oon  y  sin  estlmulo  de  leptina,  utilizando  la  tecnica  de
Western blot (n=6). Control   (Azul) y  leptlna (1ng/mL) (Rojo).  EI Valor Relativo indicado en eje
Y,  corresponde a la a  la  raz6n  de las medias con  su  respectivo valor basal,  lo que entrega  la
cantidad de veces que ha aumentado o disminuido la protelna en estudio. Valor Media DO=0,21.

OD,+I

Fjgura  6A.2:  Imagen  de  un  gel  de  Western  Blot  representativo  de  [os  experimentos
realizados    pare    RANKL,    las    letras   OD   y   OD+L   indican    diferenciaci6n   osteogenica   y
diferenciaci6n   osteogenica   con   estlmulo   de   leptina   respectivamente,   el   namero   que   las
acompafta indica el dia de diferenciaci6n de la muestra.

Ademas del efecto de leptina sobre la expre§i6n de la proteina RANKL, se realiz6

un  estudio  del  efecto  del  precursor  de  estr6genos  androstenediona  y  su  efecto  en

conjunto  con  leptina.  A  pesar  del  intento  realizado  en  estos  experimentos,   no  fue

posible contar con  el  ndmero de c6lulas  necesarias para  llevar a cabo  los triplicados,
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por  lo  que  los  resultados  que  se  presentan  corresponden  a  un  dnico  cultivo  por

tratamiento y deben considerarse preliminares.

La  informaci6n obtenida a  partir del cultivo tratado con androstenediona muestra

una baja muy leve de RANKL con respecto al basal, y que bordea el  10%, pero esto se

revierte considerablemente al  dia 7 de diferenciaci6n,  dia en que es  posible observar

un  aumento  de  aproximadamente  un  60%  de  la  prcteina  RANKL.  Por ctro  lado,  los

datos  entregados  por  el  cultivo  estimulado  con  leptina  y  androstenediona  muestran

para los dlas  1  y 5, un nivel muy similar al basal mientras que el dia 7 muestra una baja

para RANKL de alrededor de un 20 % (Figura 68).

Anfli8i8 do Woctern Blot pare  RANKL con ostlmulo do loptina,
andro8tonodiona y loptina androstenediona

1,81,61,4i:;:;0,40,20 II
I I_I

I II III I
DiA o                                       rnA  1                                        DiA  5                                       DiA 7

Figure  68:  Cuantificaci6n  de  los  niveles  de  la  proteTna  RANKL  en  oultivos  hMSC  en
medio  de  diferenciaci6n  osteogenico  con   estlmulo  de  androstenediona   (100nM)    y   leptina
androstenediona  (1   ng/mL  y  100  nM  respectivamente)  utilizando  la  tecnica  de  Western  Blot
(n=1).  Control (verde), androstened]ona (Azul) y  leptina y androstonediona (Rojo).  El \falor
Relativo  indicado  en  eje Y,  corresponde  a  la  a  la  raz6n  de  las  medias  con  su  respectivo valor
basal,  lo  que  entrega  la  cantidad  de  veoes  que  ha  aumentado  o  disminuido  la  protelna  en
estudio. Valor Media DO=0,21.
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Es   interesante   mencionar  que  el   aumento  tardio   de   RANKL  observado   en

presencia de androstenediona podrfa esfar sugiriendo un posible retraso en el inicio de

la  remodelaci6n  6sea  en  caso  de  existir  una  concentraci6n  suficiente  de  estfogeno,

debido al efecto  inhibitorio sobre  RANKL afectando  por ende la acci6n  crucial  de esta

proteina en la diferenciaci6n y activaci6n osteoclastica.

3.2 Expresi6n de proteina OPG

OPG  es  otra  proteina  expresada  por  los  osteoblastos  y  acttla  capturando  a

RANKL,  impidiendo de esta forma su uni6n a RANK.  Existen estudios que demuestran

un incremento en los niveles del ARNm de OPG en presencia de leptina, sin embargo

no es posible afirmar ese efecto en los niveles de proteina.  Es por esto que se realiz6

el  estudio  del  comportamiento  de  esta  proteina  bajo  los  estimulos  ya  mencionados,

Nuestros  resultados  indican  que  los  cultivos  control  tienen  un  pequefio  aumento  de

OPG,   de  alrededor  de  un   10°/o  al  dia  1,  pero  luego  sufren  una  disminuci6n  poco

significativa  de  la  proteina  en  los dias  5 y 7.  Mientras  tanto,  en  los cultivos  de  MSCs

expuestos al estimulo de leptina,  OPG muestra una disminuci6n de cerca de un 25%,

15%  y 30%  con  respecto  al  valor basal en  los  dias  1,  5 y 7. Ademas al  realizar una

comparaci6n entre  los  oultivos control y los cultivos en presencia de leptina es posible

observar un pequefio efecto inhibitotorio de leptina sobre OPG (figura 7A).  Esto podria

estar  indicando  que  el  efecto  de  leptina  en  la  inhibici6n  de  la  reabsorci6n  6sea  no

estaria  ocurriendo  solo  por  un  efecto  inhibitorio  sobre   RANKL  como  se  esperaba

segtln   los  datos  publicados   por  otras   investigaciones,   sino   que  al   mismo  tiempo

actuaria inhibiendo OPG.
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Ana[lsis de W®stem Blot para OPG con estlmulo do loptina
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Figura  7A Cuantificaci6n  de  los  niveles de  la  protelna OPG  en  cultivos  hMSC  en  medio
de  diferenciaci6n  osteogenico  con  y  sin  estlmulo  de  leptina  (1ng/mL),  utilizando  la  tecnica  de
Western   Blot  (n=6).   Control   (Azul)   y   leptina   (Rojo).   EI  Valor   Relativo   indicado  en   eje  Y,
corresponde  a  la  a  la  raz6n  de  las  rnedias  con  su  respectivo  valor  basal,  Io  que  entrega  la
cantidad  de  veces  que  ha  aumentado  o  disminujdo  la  protelna  en  estudio.  Las  diferencias
observadas en  los dlas 5 y 7 con respecto al Dla 0 correspondiente son significativas (p<O,05).
Valor Media DO=0,35.

Figura  7A.2:  lmagen  de  un  gel  de  Western  Blot  representativo  de  los  experimentos
realizados para   OPG,  las letras OD y OD+L indican diferenciaci6n osteogenica y diferenciaci6n
osteog6nica con estlmulo de leptina respectivamente, el ndmero que las acompaf`a indica el dla
de diferenciaci6n de la muestra.

Luego  de  observar  el  efecto  de  leptina  sobre  OPG  se  consider6  interesante

analizar  el   efecto   de   los   estr6genos   sobre   esta   proteina,   debido   a   que   se   ha

demostrado que estas hormonas sexuales pueden aumentar la expresi6n de OPG, Los

resultados    de    Western    Blot    para    la    expresi6n    de    OPG    en    presencta    de
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androstenediona indican una disminuci6n de la proteina en un 35 a 40% con respecto

la expresi6n  basal en los dias 1  y 5. Sin embargo esta condici6n es revertida al pasar

un periodo mss largo de estimulaci6n,  pues al dia 7 se aprecia un aumento cercano al

50%   (figura  28).    Por  otra  parfe.   el  cultivo  con  tratamiento  conjunto   de  leptina  y

androstenediona muestra un pequefio aumento de un 13% en el dia 1, seguido de una

baja  no  superior  a  un  12°/o  en  el  dia  5.  A  tiempos  mss  largos,  el  cultivo  tiende  a

incrementar  la  cantidad  de  OPG,  llegando  a  sobrepasar su  valor  basal  en  un  60%

aproximadamente,  como  se  observa  en  el  dia  7  (figura  78).  Debido  al  incremento

producido en la cantidad relativa de OPG en ambos cultivos al dia 7 es posible sugerir

que  para  observar en forma  mas  clara  el  efecto  de  estr6genos  sobre  la  sintesis  de

OPG en este tipo de oultivos celulares,  se requiere de experimentos con ventanas de

tiempo mas extensas que la proporcionada en este estudio.

Es importante mencionar que al igual que ocurri6 en los experimentos de RANKL

para estos dos estimulos,  estas mediciones no cuentan con triplicado por las razones

explicadas  con  anterion.dad.  Pese  a  esto,  este  resultado  preliminar,  es  interesante

sobretodo   en   el   efecto   observado   del   tratamiento    en    conjunto    de    leptina    y

androstenediona, por lo cual se profundizafa su analisis utilizando la tecnica de PCR.
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Analisis do Woctem Blot para OPG con ostimulo de  leptina,
androsten®diona y lope.na  androston®dioT`a

1,61,4iI:::-=0,60,40,20 I-
.I I IIIIITI
',I

DLA 0                                          DIA  1                                           DIA 5                                           DIA 7

Figura 78:  Cuantificaci6n de los niveles de la  proteina  OPG   en cultivos hMSC en  medio
de    diferenciaci6n    osteogenico,     con    y    sin    est[mulo    de    androstenediona      y    leptina
androstenediona  (1   ng/mL  y  100  nM  respectivamente)  utilirzando  la  tecnica  de  Western  Blot
(n=1).  Control  (verde),  androst®nediona   (Azul)  y  I®ptina  androstonediona  (Rojo).  EI  Valor
Relativo  indicado en  eje Y,  corresponde  a  la a  la  raz6n  de  las  medias  con  su  respectivo valor
basal,  lo  que  entrega  la  cantidad  de  veces  que  ha  aumentado  o  disminuido  la  prote[na  en
estudio. Valor Media  DO=0,35.

3,3 Relaci6n RANKLJOPG

Debido  al   rol  secuestrador  de  OPG  sobre  RANKL,   se  considefo  estudiar  la

relaci6n  RANKL/OPG como indicador de desequilibrios en la  reabsorci6n 6sea,  debido

a que  los cambios  en esta  relaci6n  pueden ser considerados como  referencia de  los

niveles  de  diferenciaci6n  y  activaci6n  osteoclastica  (Basem  y  col,  2002).  La  relaci6n

entre RANKL y OPG fue analizada para determinar si es posible observar algtln tipo de

cambio importante en el equilibrio de las dos proteina§.

La  relaci6n  RANKL/OPG  obtenida  a  partir de  los  datos  de  las  muestras control

revela una tendencia al incremento en todos los dias analizados. La relaci6n en el dia 1
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refleja un incremento discreto que no supera el 7°/o respecto del basal, el dia 5 por su

parte  muestra  un  incremento  maximo  de  40%  respecto  al  basal  y  en  el  dia  7  se

observa  que  la  relaci6n  pfacticamente  retoma  al  valor  basal,  pero  que  se  mantiene

ligeramente incrementada (Figura 8A).

Los  resultados  obtenidos  para  la  relaci6n  de  las  proteinas  en  los  cultivos  con

estimulo  de  leptina,  presentan  una  disminuci6n  de  un  6%  y  un  9%  respectivamente

para  los  dias  1  y  5,  mientras  que  el  dia  7  muestra  un  incremento  de  un  35%  con

respecto al basal.  Estos resultados sugieren que el efecto de leptina sobre la relaci6n

RANKL/OPG   no   es   tan   importante   como   para   afectar   en   forma   considerable

reabsorci6n  6sea  en  periodos  cortos  de  tiempo.  Sin  embargo,  el  resultado  obtenido

para  el  dia  7  parece  indicar que  podria  existir un  efecto  sobre  la  relaci6n  de ambas

proteinas a largo plazo (Figure 8A).
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Analisis d®  rolaci6n  RANKLJOPG con ostimulo d®  [optina

1,61,4i::;:0,40,20

I

RA0                                  RA 1                                  RA5                                  RA7

Figure  8A:  Relaci6n  de  Protelnas  RANKL y  OPG  (n=6)  en  oultlvos  hMSC  en  medio  de
diferenciaci6n  osteog6nico con  y sin  estlmulo de  leptina.  La  relaci6n  de  los cultivos control  se
presenta  en  azul  y  la  relaci6n  de  lee  cultivos  estimulados  con  leptina  se  presenta  en  rojo.  La
relaci6n  RANKL/OPG para ambos casos corresponde a la division de los promedios de RANKL
con los promedios de OPG correspondientes a los estfmulos en observaci6n.

El mismo analisis fue realizado para los cultivos estimulados con androstenediona

y leptina  y androstenediona en conjunto.  El tratamiento con  androstenediona sigue  la

misma tendencia de las muestras control,  es decir que la relaci6n tiene un aumento a

partir del dia  1  y que continua hasta el dia 7,  con la diferencia de que en este caso el

porcentaje de incremento observado corresponde aproximadamente a un 47% pare el

dia 1  y el maxima incremento se da al dia 5 con un 57% de alza con respecto al basal,

y   luego  disminuye  hasta   llegar  casi   al  valor  basal   (Figura   88).   Por  otro  lado,   el

tratamiento con ambas hormonas en conjunto presenta una disminuci6n de un 12% en

la raz6n  RANKL/OPG al dia  1,  un incremento de dicha raz6n en  un 20% al dia 5 y una

importante baja de la raz6n que llega a un 61 % al dia 7.
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Analfsis d®  rolaci6n RANKL/OPC con osdmulo do  loptlna,
andro8ton®diona y loptina androstBnodiona
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Figura  88:   Relaci6n  de  Protelnas  RANKL  y  OPG  en  cultivos  hMSC  en  medio  de
diferenciaci6n osteogenico con y sin estimulo de androstenediona y leptina androstenediona.  La
relaci6n de los cultivos control se presenta en verde,  la relaci6n de los cultivos estimulados con
androstenediona  se  presenta  en  azul  y  la  relaci6n  de  los  cultivos  estimulados  con  leptina
androstenediona en rojo.  La  relaci6n  RANKL/OPG para ambos casos comesponde a la division
de  los  promedios de RANKL  par los  promedios de  OPG correspondientes a  los  estfmulos en
observacich.

4.  Ahalisis  de  [a  expresi6n  de  los  transcritos  RANKL  y  OPG  en

cultivos de MSC mediante RT-PCR.

Para   realizar  estos   experimentos   se   utilizo   la   fecnica   de   PCR   descrita   en

Materiales y Metodos.  La expresi6n de los transcritos RANKL y OPG se monitore6 en

medio osteogenico sup[ementado con leptina o androstenediona y leptina, en intervalos

de tiempo correspondientes a 0,  1, 5 y 7 dias,
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4.1  Expresi6n del transcrito de RANKL

AI  comparar  los  niveles  del  transcrito  de  RANKL  en  los  grupos  tratados  con

leptina con respecto al grupo control  se observa una disminuci6n de  RANKL.  Estudios

realizados  sobre  el  efecto  de  leptina  en  el  transcrito  RANKL muestran  una  relaci6n

inversa  entre la cantidad  de leptina y  la del ARNm  de  RANKL (Lamghari y col,  2006).

Los resultados obtenidos presentan un incremento en los niveles del transcrito RANKL

con  respecto  a  los  cultivos  control,  mostrando  en  el  dia  1  un  incremento  de  un  42%,

aumentando aun mss en el dia 5,  momento en e[ oval se produce el maxima nivel de

transcrito,  sobrepasando en un  100% del nivel basal,  luego de esto la sintesis parece

decaer al llegar el dia 7,  pero sin dejar de sobrepasar al  nivel basal en un porcentaje

cercano al 75°/o. (Figura 9A).

En  los  cultivos  estimulados  con  leptina  la  expresi6n  del  transcrito  RANKL  no

parece ser alterada en forma importante, pues el dia  1  se mantiene en el nivel basal,

mientras que en el dia 5 aumenta un 28%, para luego volver a disminuir hasta el nivel

basal. Al realizar una comparaci6n entre ambos grupos es sencillo notar que aquellos

cultivos  suplementados   con   leptina   presentan   en  general   una   disminuci6n   en   el

transcrito  RANKL en  comparaci6n  con  los  cultivos  control,  Io  que  concuerda  con  lo

descrito en la literatura (Figura 9A).
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Analisis PCR para RANKL con eslimulo do l®ptina
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Figura 9A:  Comparaci6n de los  niveles de transcrito de RANKL en  cultivos de hMSC en
medio  de  diferenciaci6n  osteogenico  con  y  sin  estimulo  de  leptina  (n=2).   Control  (Azul)   y
leptina  (Rojo).  EI Valor Relativo indicado en  eje Y,  corresponde a  la  a  la  raz6n  de  las  medias

con  su  respectivo  valor  basal,   lo  que  entrega  la  cantidad  de  veces  que  ha  aumentado  o
disminuido  la  protelna en  estudio.  Las diferencias observadas en  los dlas 5 y 7 con  respecto a
los mismos dlas de diferenciaci6n en el cultivo control son significativas (p<0,05).    Valor media
DO=0,13.
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Flgura 9A.2:  lmagen  de  un  gel de  PCR  representativo  de  los experimentos  realizados
para   RANKL, las letras OD,  OD+L y OD+L+A indican diferenciacion osteogenica. diferenciaci6n
osteogenica  con  estlmulo  de  leptina  y  diferenciaci6n  osteogenica  con  estimulo  de  leptina
androstenediona  respectivamente,  el  namero que  las acompafta  indica el dia  de diferenciaci6n
de la muestra.

Al  analizar  el  efecto  del  estimulo  conjunto  de  leptina  y  androstenediona  se

aprecia  que  los  niveles  del  transcrito  presentan  un  aumento  de  casi  un  50%  con

respecto  al  basal  en  el  dia  1,  para  luego  disminuir  en  el  dia  5  aproximadamente  un

10%, y presentar una nueva alza de un 50% al llegar el dia 7.  La comparaci6n de estos
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datos con respecto a los obtenidos con los cultivos control muestra que con excepci6n

del  dia  1,  el  nivel  de  transcrito  tiende  a  ser  menor  en  los  cultivos  que  recibieron  el

estimulo  conjunto  de  leptina  y  androstenediona  (Figura  98).  Este efecto  en  conjunto

resulta  interesante considerando que esta disminuci6n en  los niveles del transcrito no

concuerda  con  el  alza  observada  en  la  cantidad  de  proteina  RANKL  analizada  en

puntos anteriores.

Es  importante  dar  a  conocer  que  no  fue  posible  mostrar  ningdn  resultado  del

efecto  individual  de  androstenediona sabre  la  sintesis del transcrito  RANKL debido  a

que  la  cantidad  de  este  transcrito  obtenido  result6  estar  por  debajo  del   rango  de

detecci6n del metodo utilizado en esta tesis.

Analisis do PCR pare RANKL con ostimulo de leptina y androstonodiona
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Figure 98:  Comparaci6n de los niveles de transcrito de  RANKL en  cultivos de hMSC en
medio  de  diferenciaci6n  osteogenico  con  y  sin  estimulo  de  leptjna  y  androstenediona  (n=2).
Control  (Azul)    y  leptina  y  androstenediona  (Rojo).   El  valor  Relativo  indicado  en  eje  Y,
corresponde  a  la  a  la  raz6n  de  las  medias  con  su  respectivo  valor  basal,  Io  que  entrega  la
cantidad  de  veces  que  ha  aumentado  o  dismjnuido  la  protelna  en  estudio.   La  diferencia
observada  en  el  dla  5  con  respecto  al  mismo  dla  de  diferenciaci6n  en  el  cultivo  control  es
significativa (p<0,05). Valor Media DO=0,13.
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4.2 Expresi6n del transcrito de OPG

En  este experimento,  la  expresi6n  del transcrito  OPG fue analizada  en  cultivos

controles y tratados con leptina y leptina y androstenediona en conjunto, en las mismas

condiciones y tiempos que los experimentos anteriores.

En las  muestras control,  los resultados indican  un  aumento de OPG  de  un  15%

en  el  dia  1,  llegando  a  un  maximo  de  incremento  de  54%  en  el  dia  5,  que  luego

disminuye  en  el dia 7 hasta alcanzar un 32%  de aumento con respecto al  basal.  Las

muestras  cultivadas  con  leptina por su  parte,  no  muestran  ningtln  cambio  importante

durante los dias 1  y 5. manteni6ndose en un nivel muy similar al basal.  El dia 7 por su

parfe exhibe un aumento cercano al 60% con respecto al basal (Figura 10 A).

Los   datos   de   los   cultivos   estimulados   con   leptina   parecen   indicar   que   el

incremento de OPG debido a leptina requiere de un tiempo experimental mayor a los 7

dias para poder ser apreciado claramente, como se describe en los estudios realizados

con anterioridad.
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An6[lsi.s de PCR para OPG con estimulo de lopGna
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Figure  10 A:  Comparaci6n de  los  niveles de transcrito de OPG  en  cultivos de hMSC en
medio  de  diferenciaci6n  ostcogenico  con  y  sin  estl.mulo  de   leptina  (n=5).  Control  (Azul)   y
loptina  (Rojo).  EI  Valor  Relativo  indicado en eje Y,  corresponde a  la  a  la  raz6n  de  las  medias
con  su  respectivo  valor  basal,  lo  que  entrega  la  cantidad  de  veces  que  ha  aumentado  o
disminuido  la  proterna  en  estudio.  La  diferencia  observada  en  el  d[a  5  con  respecto  al  mismo
dfa de diferenciaci6n en el cultivo control es significativa (p<O,05).   Valor media DO= 0,892.

ol]+I+A          oD7          ol»+I        oDr+L+A----
Figure 10A.2:  lmagen de un gel de PCR representativo de los experimentos realizados

pare   OPG,  las  letras OD,  OD+L y  OD+L+A indican  diferenciaci6n  osteog6nica,  diferenciact6n
osteogenica  con  estlmulo  de   leptina  y  diferenciaci6n  osteogenica  con  estimulo  de   leptina
androstenediona respectivamente, el nomero que las acompaha indica el dla de diferenciaci6n
de la muestra.

La     sintesis     del     transcrito     OPG     en     los     cultivos     suplementados     con

androstenediona sigue el mismo comportamiento que el de los cultivos control. De esta

forma  se observa  que el dia  1,  presenta  un  nivel de transcrito que se  mantiene  muy

cerca del nivel basal, mientras que al dia 5 se produce un alza de aproximadamente un
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61% con respecto al basal y vuelve a disminuir en el dia 7 sobrepasando el nivel basal

solo  por un 34%.   Sin embargo, el estimulo en conjunto de  leptina y androstenediona

genera  un alza  constante y  muy  importante del transcrito OPG  a  lo largo del  proceso

de diferenciaci6n, observandose un incremento de casi un 20% en el dia  1,  Ilegando a

duplicarse  el  valor  basal  en  el  dia  5,  pero  el  mayor  incremento  se  aprecia  al  dia  7

donde se sobrepasa 2 veces el valor inicial (Figura 10 8). Esto muestra que el estimulo

en conjunto de las hormonas leptina y estr6geno es considerablemente mas fuerte que

sus  efectos   par  separado,   lo  que   podria  deberse   a   una   potenciaci6n   mutua   o

simplemente a la suma de sus efectos individuales.

Anallsis de PCR pars OPG con estimulo de lepd.na, androstenediona y
leptina androstenodiona
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Figura  10  8:  Comparaci6n de  los  niveles de transcrito de OPG en cu[tivos de  hMSC en
medio   de   diferencjaci6n   osteogenico   con   y   sin   estimulo   de   androstenediona   y   leptlna
androstenediona     (n=5).      Control     (verde),      androstenediom     (Azul)       y      leptina     y
androston®dlona (Rojo). El \falor Relativo indicado en eje Y, corresponde a la a la raz6n de las
medias con su respectivo valor basal]  lo que entrega la cantidad de veces que ha aumentado a
disminuido  la  proteina  en  estudio.  El  cambio  observado  en  los  dfas  5  y  7  son  significativos
respeeto a los basales comespondientes a cada estlmulo (p<0,05). Valor Media DO=0,892.
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La relaci6n de los transcritos RANKLJOPG fue analizada para observar si existia

algdn cambio que indicara una posible a[teraci6n importante del equilibrio en la sintesis

de   los  ARNm   de  las   proteinas   en  estudio.  Al   graficarse  la   relaci6n   RANKL/OPG

obtenida a partir de los datos de las muestras control y de las muestras con estimulo

de leptina, se observa que hay un incremento paulatino de la relaci6n en las muestras

control  que  va  desde  un  incremento  de  24%  en  el  dia  1,  llegando  un  incremento

maximo de un 49% en el dia 5, para luego mostrar de 33°/o en el dia 7 con respecto al

basal.  Par  otro  lado,  en  las  muestras  tratadas  con  leptina,  la  relaci6n  RANKL/OPG

disminuye con respecto al basal cerca de un 13% en el dia 1, para luego incrementarse

un 22%, y finalmente  disminuir un 40°/o en el dia 7 (Figura 11 A).

Es  importante  notar que la relaci6n de las proteinas  bajo el  estimulo  de leptina

siempre se mantiene baja en comparaci6n a los dias respectivos  en el control,  sobre

todo en el dia 7 de diferenciaci6n donde existe una importante disminuci6n de casi un

50°/o de la relaci6n. Estos resultados sugieren leptina podn'a ejercer algdn efecto a nivel

transcripcional de las mol6culas involucradas en el sistema RANK/RANKL/OPG.
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Figure  11  A:  Relaci6n  de  transcritos  de  RANKL y  OPG  en  oultivos  hMSC  en  medio  de
diferenciaci6n  osteogenico con y  sin estimulo de leptina.  La  relaci6n de  los cultivos control  se
presenta  en  azul  y  la  relaci6n  de  los  cultivos  estimulados  con  leptina  en  rqio.  La  relaci6n
RANKLJOPG para ambos casos corresponde a la division de los promedios de RANKL por los
promedios de OPG correspondientes a los estlmulos en observaci6n.

La figura  11  8 muestra  la relaci6n  RANKLJOPG de los oultivos control versus los

cultivos  suplementados con androstenediona+Ieptina`  En este gfafico se observa que

la  relaci6n  en  los  oultivos  suplementados  con  androstenediona  y  leptina  tienden  a

disminuir en forma critica en  los dos t]ltimos dias de diferenciaci6n,  aproximadamente

en  un  50%  en  ambos  casos.  Esta  disminuci6n  se  debe  probablemente  al  estimulo

conjunto de las dos hormonas.  Io que deriva en el incremento del ARNm de OPG con

respecto al ARNm de RANKL.

47



Analisis de relaci6n RANKL/OPG con estimulo de lepGna y
andrfen®diona

3,53E2,5,£2I;?1,5E1€-0,50

IllIll I
DiA o                                            DIA 1                                             IA 5                                            rnA 7

Figura  11  8:  Relaci6n  de  transcritos  de  RANKL y  OPG  en  cultivos  hMSC  en  medio  de
diferenciaci6n  osteogenico  con  y  sin  estimulo de  androstenediona.  La  refaci6n  de  los  cultivos
control   se   presenta   en   azul   y   la   relaci6n   de   los   cultivos   estimulados   con   leptlna   y
androstonediona   se   presenta   en   rojo.   La   relaci6n   RANKL/OPG   para   ambos   casos
corresponde   a   la   division   de   los   promedios   de   RANKL   por   los   promedios   de   OPG
correspondientes a los estlmulos en observaci6n.
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VI DISCUSION

La masa 6sea es un tejido que se encuentra en constante recambio, y que llega a

su  maxima  desarrollo  aproximadamente en  la tercera  decada de vida,  lo  que  implica

que de ahi  en adelante se  inicia el proceso de  p6rdida de hueso  en forma paulatina,

pero no acelerada. Este proceso es mucho mss notorio en personas de sexo femenino

y son  estas  las  mayomiente  afectadas  por enfermedades de perdida  de masa 6sea

como es el caso de la osteoporosis.

Dado   qiie   el   equilibrio   del   proceso   de   mantenci6n   del   hueso   es   delicado,

cualquier alteraci6n en alguno de sus componentes genera un efecto en cascada que

afecta   la   remodelaci6n   del   tejido,   alterando   la   microarquitectura   6sea.   Es   claro

entonces que el mecanismo de mantenci6n del hueso es muy complejo, pero gracias a

diversos  estudios  realizados,  ya  se  conocen  moleculas  que  serian  cruciales  en  el

funcionamiento del proceso, como por ejemplo el sistema RANK/RANKL/OPG.

El sistema RANK/RANKL/OPG ha demostrado ser criicial para los osteoclastos, y

numerosos   estudios   sugieren   que   las   alteraciones   de   este    sistema   son    las

responsables  de  los  des6rdenes  metab6licos  6seos  que  derivan  en  enfermedades

6seas   degenerativas.    RANKL   es   necesario   y   suficiente   para   la   diferenciaci6n

osteoclastica (Fuller y col.  1998.),  ademas aumenta la actividad y el tiempo de vida de

los osteoclastos al disminuir su apoptosis.  RANKL es expresado en la superficie de las

c6lulas  mesenquimaticas  de  linaje  osteoblastico  y el  contacto  c6lula-celula  pemite  a

esta  moleoula  unirse  a  su  receptor  especifico  RANK,   el  cual  se  encuentra  en  [a
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superficie de las c6lulas del linaje osteoclastico. El otro miembro de este sistema, OPG,

es producido por celulas mesenquimaticas y par osteoblastos, actt]a como un receptor

soluble de F3ANKL,  Io que disminuye la concentraci6n efectiva de RANKL en e[ medio,

inhibiendo la diferenciaci6n y activaci6n osteoclastica (Eghbali-Fatourechi, 2003).

Enfermedades 6seas, como la osteoporosis,  parecen tener una menor incidencia

en  la  poblaci6n  con  obesidad,   por  lo  que  se  pens6  que  algtln  factor  bioquimico

asociado al tejido adiposo podria ser responsable de este efecto. Recientemente se ha

observado  que  receptores  para  leptina  se  encuentran  distribuidos  en  varios  tejidos,

entre  los  que  se  enouentra  el  tejido  6seo,  sugiriendo  que  podn'a  ser  el  factor  que

relaciona la obesidad con la menor incidencia de osteoporosis (Holloway,  2002).  Esta

hormona,  esfa  involucrada  en  la diferenciaci6n  osteoblastica,  aumentando  la  sintesis

de OPG, y disminuyendo la producci6n de RANKL (Burgera et al, 2001).

Tambien   es   importante   mencionar  que   la   incidencia   de   la   osteoporosis   se

encuentra  incrementada en  la poblaci6n femenina luego de  la menopausia,  debido  al

fin de la producci6n de esfrogenos por los ovarios.  EI estr6geno favorece la formaci6n

6sea,  mediante la inhibici6n de la osteoclastog6nesis,  por el bloqueo de la sintesis de

citoquinas como IL-1  y TNF,  Ios que favorecen la producci6n de RANKL en las c6lulas

estromaticas  (Uemalsu y col,  1996). Ademas el  estr6geno aumenta  la  producci6n  de

OPG  en  las  c6lulas  osteoblasticas  (Saika  y  col,  2001;  Linberg  y  col,  2001).  Por otra

parte,  el  estr6geno  disminuye  la  respuesta  de  los  precursores  osteoclasticos  a  la

presencia de RANKL. (Ralston y col,  1990)

Debido a los antecedentes ya descritos en esta tesis se decidi6 estudiar el efecto

de  leptina  y  estr6geno  sobre  las  hMSC  obtenidas  de  muestras  de  medula  6sea  de
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donantes postmenopausicas,  durante la diferenciaci6n osteogenica y asi determinar si

estas hormonas tienen un rol protector frente a la p6rdida de masa 6sea.  Para estudiar

el efecto de los estr6genos se us6 el precursor androstenediona, como estimulo en los

cultivos.  La selecci6n  de  este precursor de debi6 a los  resultados  encontrados  en  el

laboratorio  del  Doctor Juan  Pablo  Rodn'guez en el afio 2006 (Rodrfguez y col,  2006),

los  que indican la existencia de la enzima aromatasa  en  hMSC en cultivos la cual  es

capaz de transformar al preoursor androstenediona en estr6geno.  Es importante hacer

nota que los resultados obtenidos en este trabajo dependen por tanto, de la actividad in

situ de esta enzima. Otro punto que es muy importante resaltar es el hecho de que en

la  actualidad  no  erdsten  estudios  que  iitilicen  el  estimulo  en  conjunto  de  leptina  y

androstenediona en este tipo de celulas humanas.

Los   resultados   obtenidos   en   esta   tesis,   a   partir   de   cultivos   de   celulas

mesenquimaticas  humanas  (hMSC),   muestran  que  los  cultivos  control   en  general

tienen un incremento en los niveles de RANKL, tanto en los experimentos de Western

Blot como en los de PCR, y en ambos casos el incremento parece ser mas notorio en

el  dia  5. Al  agregar leptina  como  estimulo  se  observa  que los  niveles  de  RANKL se

mantienen  bajo  los  niveles  de  los  oultivos  control.   Este  efecto  de  leptina  sobre  la

expresi6n de  RANKL ya habia sido descrito por Lamghari en el afio 2006 en  la linea

celular MC3T3-E1,  una linea celular osteob]astica de raton (Lamghari y col,  2006).  Sin

embargo,  el efecto inhibiton.o de leptina tambi6n parece tambi6n afectar el  nivel de  la

proteina OPG lo que se contradice con estudios realizados por Burgera y col, en el afio

2001  en ratas ovariectomisadas,  que indican que la administraci6n de leptina deberia

inducir  un  aumento  en  los  niveles  de  la  proteina  OPG.   Esta  divergencia  en   los
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resultados puede deberse a que en aquel estudio se trabaj6 en un organismo complete

y  en  la  presente  tesis  se  utilizaron  cultivos  celulares.  Ademas  podemos  agregar  la

diferencia en la concentraci6n efectiva de la leptina aplicada en los ensayos, en el caso

de las ratas se les administr6 100mg de leptina por dia y en este experimento se aplic6

1mg/mL (10 mL por placa) cambiando el medio 2 veces por semana.

La  relaci6n   RANKL/OPG  sugiere  que  las  variaciones  en  el  sistema  no  son

importantes   hasta   el   dia   7,   cuando   se   produce   un   aumento   en   este   indicador,

principalmente debido a una disminuci6n en OPG y un ligero incremento en RANKL.  Lo

anterior es indicio de iin  posible incremento en  la actividad  osteoclastica en  el  cultivo,

lo  que  en  ur}  organismo  se  traduciria  en  un  aumento  en  la  reabsorci6n  6sea.  Este

posible  incremento  tambi6n  se  produce  en  los  cultivos  controles,  sin  embargo  se

observa en dia 5.

El rol protector de leptina sobre la reabsorci6n 6sea es discutido hasta hoy. Estos

dates parecen indicar que este rol no estaria dado por la baja a incremento de una de

las dos proteinas en estudio, sino de una depresi6n del sistema completo.

Los    resultados    obtenidos    a    partir    de    los    oultivos    suplementados    con

androstenediona  no  evidencian  ninguna  alteraci6n  importante  en  los  niveles  de  la

proteina  RANKL en  los dias  1  y 5,  los  que se mantienen en tomo al valor basal;  sin

embargo, esta situaci6n se revierte al dia 7 donde se produce un marcado incremento.

Cabe mencionar que fue imposible cuantificar el experimento de PCR para observar el

efecto    de    androstenediona    sobre    la    sintesis    del    transcrito    RANKL    debido

probablemente a la existencia de algiln problema metodol6gico como por ejemplo poco

rendimiento de RNA extraido de las muestras utilizadas, degradaci6n del RNA antes o
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durante el proceso de extracci6n,  ineficiencia en el paso de la transcripci6n reversa o

poco cantidad e inestabilidad del CDNA obtenido.

.  La baja cantidad del trascrito OPG obtenido en este experimento puede deberse

al  efecto  de   los  estr6genos  producidos  in   situ,   pero  para  poder  comprobar  esta

hip6tesis sen`a necesario analizar un mayor ntimero de muestras.

Par  otro  lado,  Ios  resultados  del  efecto  de  androstenediona  sobre  la  proteina

OPG  presentan  una  marcada  disminuci6n  del  nivel  de  esta  proteina  la  que  llega  a

bordear el 40% en los dias 1  y 5, mientras que en el dia 7 se produce un incremento

importante de casi  un  50% con respecto al  basal.  Con  respecto  al  nivel  de transcrito

para esta proteina, Ios resultados muestran que el nivel observado al dia 1 se mantiene

muy  cercano  al  nivel  basal,  mientras  que  los  dias  5  y  7  incrementan  la  sintesis  del

transcrito sobre un 30%.  Este resultado conouerda con lo expuesto por Holloway en el

afio  2002,  el  cual  demostr6  que  c6lulas  mononucleadas  humanas  tratadas  con  la

homona  leptina  tienen  un  incremento  en  el  ARNm  de  OPG,  lo  que  deriva  en  una

inhibici6n de la osteoclastogenesis  (Holloway, 2002).  Es posible sugerir que el alza de

OPG  y  RANKL  observada  en  el  dia  7  en  los  expen.mentos  individuales  para  estas

proteinas,   puede   deberse   a  que   el   efecto   de   los   estr6genos   este   relacionado

directamente con una determinada concentraci6n efectiva el medio,  por este motivo el

efecto requiere de mss tiempo para poder ser observado.

Los  niveles  de ARNm  para  RANKL y  OPG  en  las  condiciones  experimentales

utmzadas  en  esta  tesis  durante  la  diferenciaci6n  osteogenica,   coinciden  de  mejor

manera con los resultados de la literatura que aquellos obtenidos con los niveles de las

protefnas  (Holloway  y  col,  2002;   Lamghari  y  col,  2006).   EI  bajo  nivel  de  proteinas
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detectado   puede  explicarse   por  un  problema  de  estabilidad   de  las  moleoulas  ya

traducidas,   o   estar   relacionado   con   alguna   alteraci6n   en   la   modificaci6n   post-

transcripcional.  Otro  punto  importante  que  pudo  alterar  los  niveles  medidos  a  nivel

proteico  puede  ser que  el  metodo  de  detecci6n  utilizado  no  haya  tenido  la  potencia

requerida para detectar en forma mss eficaz las mol6oulas en estudio.

Sin embargo, en el analisis de la relaci6n de las proteinas RANKL/OPG de estos

cultivos  se  evidencia  un  efecto  contrario  al  esperado  pues  oourre  un  incremento

generalizado  que  sobrepasa  la  basal  y  a  los  cultivos  control.   Con  la  informaci6n

obtenida en estas pruebas es posible sugerir que la cantidad de estr6genos producida

a partir de androstenediona no tendria  un efecto protector sobre la reabsorci6n  6sea,

debido a que el incremento observado en la relaci6n se debe a una disminuci6n en la

sintesis de OPG con respecto a RANKL.

Debido a la falfa de resultados en PCR para este estimulo. no fue posible realizar

el  calculo  de  la  relaci6n  entre  los  transcritos  de  RANKL  y  OPG.  por  lo  que  esta

interpretaci6n debe ser considerada como un resultado preliminar y que requiere de la

realizaci6n de una mayor cantidad de experimentos.

El efecto del estimulo conjunto de androstenediona y leptina muestra que el nivel

de la proteina RANKL pfadicamente no varia con respecto al nivel basal en los dias 1

y  5,  pero  disminuye  aproximadamente  un  20%  en  el  dia  7.  Sin  embargo,  el  nivel  del

transcrito RANKL sufre un incremento considerable de alrededor del 50% en los dias 1

y 7.  Por su parte, la proteina OPG sufre una pequefia variaci6n en los dias 1  y 5,  pero

presenta  un  gran  incremento  de  un  67%  al  dia  7.  El  transcrito  OPG  muestra  un

aumento constante el cual llega a su punto maximo en el dia 7, llegando a sobrepasar
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el basal en mss de un 200%

Finalmente  la  relaci6n  entre  las  proteinas  RANKL Y OPG  indica  variaciones  de

aproximadamente un 20% en los dias 1 y 5 con respecto al basal, pero al llegar el dia 7

sufre  una  disminuci6n  de  un  500/o.  En  cambio,  Ia  relaci6n  de  los  niveles  de transcrito

muestra una disminuci6n de un 60°/o al dia 5 y de un 50% al dia 7.

En estos resultados es necesan.o volcar la atenci6n hacia en la disminuci6n de la

raz6n observada en el dia 7, ya que parece deberse al gran incremento de OPG tanto

a nivel proteico como a nivel de ARNm. Este incremento nuevamente concuerda con lo

descrito  por Holloway (2002)  sobre el efecto de leptina que incrementa la sintesis del

transcrito OPG, pero en este caso hay que sumar ademas el efecto de esta hormona

en el incremento de la actividad de la enzima aromatasa lo que podrl'a estar generando

un  aumento  en  la  sintesis  de  estr6geno  in  situ,   sugiriendo  que  exjste  un  efecto

potenciado  de  ambas  hormonas.  Lo  anterior podria  tambien  estar indicando  que  los

diferentes   resultados   obtenidos   con   leptina   pueden   deberse   a   diferentes   niveles

basales  de  estr6genos.  Este  punto  no  ha  sido  analizado  en  los  estudios  realizados

hasta  hoy sobre  la acci6n  de estas  hormonas,  ya que  los  resultados  entregados  por

estas  investigaciones  son  obtenidos  a  partir de  ratones  sin  g6nadas  y  tratados  con

leptina,  sin tomar en cuenta la producci6n extra gonadal de estr6genos o precursores

de estr6genos que pudiera existir.

De esta forma, la informaci6n recopilada en este estudio estan'a indicando que ni

el   precursor  de  estr6genos   ni   la  leptina  tienen  un   efecto  muy  significativo,   en   la

reabsorci6n  6sea  en forma  individual.  Sin  embargo,  al  encontrarse ambas  hormonas

como  estimulo  la relaci6n entre RANKL y OPG disminuye  notoriamente,  lo que  podria
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ser indicio de que ambas hormonas son necesarias para la inhibici6n de la activaci6n

de  la  reabsorci6n  6sea  en  MSCs,  y  de  que  existe  una  potenciaci6n  del  efecto  de

ambas hormonas.

Los    resultados    que    indican    que    existe    una    disminuci6n    de    la    relaci6n

RANKL/OPG   como   respuesta   a   un   efecto   conjunto   de   las   hormonas   leptina   y

estr6geno,  podria sugerir que estarfa ocurriendo una inhibici6n a nivel de la activaci6n

osteoclastica.  De  no ocurrir los  hechos  antes  mencionados,  existe  la probabilidad  de

que ocurra una activaci6n de las celulas osteoclasticas,  pero dicha activaci6n deberia

ser revertida por incremento observado en los niveles de OPG con respecto a RANKL.

En  ambos  casos  el  efecto  favorecido es  la  sintesis  de  hueso  nuevo,  lo  que  permite

sugerir  que  estas  dos   hormonas  controlan   en  conjunto  una   parte  importante  del

proceso de remodelaci6n 6sea.

Debido a lo ya expuesto, la hip6tesis de que leptina ejerceria iin efecto protector

sobre la p6rdida de masa 6sea parece correcta,  sobre todo considerando el efecto de

esta hormona sobre la activaci6n de la enzima aromatasa y su consiguiente efecto en

la  sintesis  de  estr6geno.   Por  su   parte   los   resultados  obtenidos  para   estr6genos

parecen corroborar la importancia de estas  hormonas sexuales en la regulaci6n de la

remodelaci6n 6sea.  Por lo tanto es posible sugerir que ambas hormonas son cruciales

para evitar la diferenciaci6n o activaci6n de los osteoclastos.

A pesar del  cafacter preliminar de alguno de los resultados entregados par este

estudio,  estos  dan  pie  para  efectuar  estudios  mas  profundos  al  respecto,  y  dejan

abierta la posjbilidad a nuevos enfoques que permitifan una mejor comprensi6n de los

componentes relacionados con los des6rdenes en la remodelaci6n 6sea, favoreciendo

56



la  creaci6n  de  tratamientos  mas  completos  y  complejos  destinados  a  desordenes

6seos como la osteoporosis,  que permitifan  una mejor calidad de vida a las personas

que puedan padecer este tipo de alteraciones 6seas.
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VII CONCLUSIONES

1.Leptina en los cultivos de hMSC de donantes posmenopausicas ejerce su

efecto mediante la disminuci6n del nivel de RANKL en relaci6n a OPG, incrementando

la relaci6n RANKL/OPG.

2.La sintesis de estr6genos in situ, incrementa el nivel de OPG en relaci6n a

RANKL, disminuyendo la relaci5n RANKL/OPG.

3.El efecto de leptina y estr6geno sobre la relaci6n RANKL/OPG favorece el

proceso de formaci6n 6sea sobre el de reabsorci6n 6sea.

4.El uso de leptina y androstenediona como estimulo en los cultivos de hMSC

parece mostrar un efecto potenciado de ambas hormonas, sobre todo a tiempos largos

de exposici6n al estimulo.

5.Los factores estudiados pueden ser de mucha utilidad en futuras terapias contra

la osteoporosis y otras enfermedades 6seas, lo que podria contribuir a una baja de los

costos de tratamiento para estas enfermedades y en una mejor calidad de vida para los

pacientes.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Rot protector de la [eptina en la osteoporosis: efecto directo sobre c6lulas
progenitoras mesenquimaticas humanas (MSCs)

Resumen del proyecto: En este estudio se quiere analizar el efecto de una hormona,
la leptina, sobre la actividad de celulas humanas que pueden originar hueso. EI estudio
no se realiza directamente en las personas, sino en c6lulas que se obtienen durante la
cirugia requen.da por fractura de cadera. En las c6lulas, que se pueden mantener en
cultivo, se analiza el efecto de  la hormona en la producci6n de agentes protectores de
la producci6n de hueso (estr6genos, OPG y RANKL).

CONSENTIMIENTO INFORMADO

1.  Informaci6n sobre el estudio de investigaci6n.

t Cual es el prop6sito del estudio?
Conocer sj la leptina, que es una hormona, tiene una acci6n direcfa en un tipo de
c6lulas que se enouentra en la m6dula del hueso y que pueden formar nuevo
hueso.

i Qui6n puede participar en este estudio?
Mujeres mayores de 65 afros, que por indicaci6n del medico tratante requieren
cirugia de cadera.

i Por qu6 debo considerar mi participaci6n como sujeto de investigaci6n en
este estudio?
Porque obtener celulas de tejidos humanos de personas sanas, para estudios
experimentales, es muy dificil y s6lo es posible en intervenciones quirdrgicas
obligadas. Al participar en el estudio Ud. colabora  para la obtenci6n de la muestra
de tejido,  desde el cual se obtendfan las c6lulas.



cTengo necesariamente que participar en este estudio? 4Si acepto participar,
puedo cambiar de opini6n o retirarme?
Su participaci6n es voluntaria, s6lo si conciente se guardafa la muestra tejido 6seo.

6Si decido participar en el estudio, en que consisten precisamente las
evaluaciones, y qu6 tipo de tratamiento, o procedimientos me van a
practicar?
Antes de la cirugia a la que usted sera sometida como parte de su tratamjento se le
solicitafa una muestra de orina y se tomafa una muestra de sangre de 20 ml
(equivalentes a 2 oucharadas) para la medici6n de indicadores sanguineos y
hormonas que permitifan descartar enfermedades que a]teran la salud 6sea OVHS;
calcemia, fosfemia, fosfatasa alcaljna, GOT, GPT, njtr6geno ureico, creatinina, TSH
y leptina).  Durante la cirugia se guardafa una pequefia porci6n del tejido intemo del
hueso (medula). Esa muestra se llevafa al laboratorio en el que se obtendfan las
celulas.  Una vez recuperada de la cirugia, usted debe venir al Policlinico del lNTA
en donde se le hard un examen llamado densitometrfa 6sea, que permite saber si
usted tiene o n6 osteoporosis. Este examen no es molesto ni invasivo, y representa
una radiaci6n equivalente a la de una radiografia dental.

6Que pe]igros podr]-a experimentar en este estudio, y que haran los
investigadores para reducir el riesgo, si es qtie lo hay?.

Usted no experimentafa ningdn riesgo adicional al de la cirugia que esfa indicada.
Para la toma de sangre, lo ha fa personal especializado, para evitar que se origine
un moret6n (hematoma). La densitometria no representa ninguna molestia adicional
excepto el tiempo necesario para el examen (30 minutes).

6Qu6 ha fan los investigadores para asegurar que la informaci6n que
reco[ectaran sobre mi, no caefa en manos equivocadas?
La informaci6n es guardada en fichas que se mantienen bajo llave, en el lNTA de la
Universidad de Chile, y a la que tienen acceso s6lo los investigadores.

dQue beneficios persona]es puedo yo esperar a[ paTticipar en este estudio?
Los examenes indicados permitifan saber mas con respecto a la salud de sus
huesos, y el medico tratante le indicafa el tratamiento mas adecuado. Los costos de
los examenes y del traslado al INTA son de cargo del proyecto.

6En qu6 podn'a este estudio beneficiar a afros?



El estudio permitifa conocer si la hormona leptina puede tener un efecto directo
sobre las c6lulas que forman los huesos, esfe conocimiento puede ser importante
para comprender el efecto de la obesidad en la salud de los huesos.

dQue haran los investigadores si sufro algt]n dajio durante el estudio?
No sufrifa ningtln dafio, debido a que el estudio requiere s6lo tomar una muestra de
sangre y de orina y una densitometria 6sea que no representan mayor riesgo.

tse cobra fa a mi, o a mi lsAPRE, o compafiia de seguros de salud, el costo
de alguno de estos estudios?
N6, el costo de dichos examenes es por cuenta del proyecto.

tuna vez que yo haya ingresado como sujeto de estudio, a quien tendr]'a que
dirigirme para averiguar mas acerca de[ estudio o para hacer []egar algun
reclamo respecto al trato recibido?

Al investigador responsable: Juan Pablo Rodrfguez V. (fono 678 1452, direcci6n Av.
EI Libano  5524 Macul)

6Si decide no participar en este estudio, qua me puede suceder, o qu6 otras
opciones tengo si necesito tratamiento?

Si usted no participa, no tiene ninguna conseouencia en el trafamiento ya indicado
por su medico,



2.  DOCUMENTACION DEL CONSENTIMIENTO

tDespu6s que firme el documento, qui6n lo guardafa?
El doctor German Sejtz, colaborador del proyecto.

RUT

he leido la jnformacj6n descrita y mjs preguntas acerca de[ estudio han sido
respondidas satisfactoriamente. Al firmar esta copia,  indico que tengo un
entendimiento claro de lo que se me solicita y deseo participar en el estudio.

Firma de [a vo[untaria Fecha



CONSENTIMIENTO DEL INVESTIGADOR

Le he entregado toda la informaci6n sobre el estudio a la voluntaria invitada a
participar en esta investigaci6n.  En mi opini6n esta informaci6n es precisa y suficiente
para que ella entienda completamente la naturaleza, los riesgos y beneficios del
estudio.

No ha existido coerci6n ni influencia alguna.  He sido testigo que la voluntaria
firm6 libremente el documento.

Nombre del  I

Firma del Fecha


