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1. RESUMEN

Los bifosfonatos son una clase de farmacos que actian disminuyendo la
actividad resortiva de los osteoclastos, por lo que son utilizados en el tratamiento de
pacientes con enfermedades que cursan con lisis ésea. A pesar de ser usados en
clinica, no se conoce mucho sobre su efecto sobre otras células componentes del
microambiente 6seo. En este Seminario de Titulo se evalud la accién de ibandronato y
zoledronato midiendo cambios en la actividad de la via Wnt (via que esta involucrada
en la formacion y remodelacién de hueso) y la expresién de RANKL (citoquina gue
promueve la diferenciacién y actividad de los osteoclastos) sobre las lineas celulares
de linaje mesenquimatico HS-5 y Saos-2. Se demostré que ambas lineas celulares
responden modulando sus niveles de B-catenina activa, tanto a estimulos inhibitorios
(DKK-1), asi como también a estimulos activadores de la via Wnt (Wnt3a y SB
216763). Ibandronato y zoledronato provocaron un aumento en los niveles de B-
catenina activa junto con inducir su localizacidn nuclear. Ambos bifosfonatos
disminuyeron la expresion de RANKL. Zoledronato aumento los niveles de B-catenina
activa y disminuyé los de RANKL aun en células cuya via Wnt se encuentra inhibida
por DKK-1. En conjunto, estos resultados sugieren que ibandronato y zoledronato
tienen un efecto en células mesenquimaticas de médula ésea cultivadas in vitro,
activando la via Wnt y disminuyendo la expresion de RANKL. De esta forma, los
bifosfonatos favorecerian la diferenciacidn osteogénica de los precursores de

osteoblastos en la médula 6sea.




1.1 ABSTRACT

Bisphosphonates are a class of drugs that act by reducing the resorptive activity
of osteoclasts, therefore they are used in the treatment of patients with Iytic bone
diseases. However, despite of their clinical use, not much is known about the effects on
other cell components of the bone microenvironment. In this Seminar, the action of
ibandronate and zoledronate was evaluated by measuring changes in the Wnt pathway
activity (this pathway is involved in bone formation and remodeling) and expression of
RANKL (cytokine that promotes the differentiation and activity of osteoclasts) on the
mesenchymal lineage cell lines HS-5 and Saos-2. We demonstrate here that both cell
lines respond modulating the levels of active B-catenin to both, inhibitory stimuli (DKK-
1), as well as to stimuli which activate the Wnt pathway (Wnt3a and SB 218763).
Ibandronate and zoledronate caused an increase in active B-catenin levels and
promoted its nuclear localization. Both bisphosphonates decreased the expression of
RANKL. Zoledronate increased the levels of active B-catenin and decreased RANKL
even in cells whose Wnt pathway was being inhibited by DKK-1. Taken together, these
results suggest that ibandronate and zoledronaie have an effect on bone marrow
mesenchymal cells cultured in vitro, activating the Wnt pathway and decreasing the
expression of RANKL. Thus, it could be considered that biphosphonates have an

osteogenic differentiation-promoting effect on osteoblast precursor cells in the bone

mairow.




2. INTRODUCCION
21. Metabolismo dseo

El hueso estd compuesto fundamentalmente por un depdsito de matriz
extracelular calcificada y el tejido 6seo, el cual secreta esta matriz. El mantenimiento
de [a masa Osea depende del proceso de remodelacion dsea. A nivel celular, este
proceso involucra a los osteoblasios y a los osteoclastios. Los osteoblastos provienen
del linaje mesenquimatico, forman los depdsitos de fosfato de calcio y regulan la
sefalizacion entre células del microambiente 6seo. Por ofra parte, los osteoclastos,
derivan del linaje hematopoyético, poseen miitiples niiclecs ya que se forman a partir
de la fusion de macréfagos y tienen la capacidad de degradar la mairiz 6sea.

En la médula 6sea se expresan factores proteicos que regulan la remodelacion
del hueso, los niveles relativos de estos factores determinan si en el hueso se ven
favorecidos o no los procesos de formacion o degradacion. El ligando del receptor
activador del factor nuclear k-B (RANKL) se ha encontrado en aspirados de médula
osea, en la sangre y en las membranas de células de estroma de la médula dsea. Esta
citoquina estimula la diferenciacién, sobrevida y fusion de los precursores de
osteoclastos y activa a los osteoclastos maduros. Por otra parte, osteoprotegerina
(OPG), un factor soluble secretado también por células de estroma de la médula 6sea,
actla como un receptor sefiuelo de RANKL y al unirse con éste lo neutraliza
impidiendo su union con el receptor RANK en los osteoclastos (Schoppet et al. 2002,

Hofbauer et al. 2006, Edwards et al. 2008)(Figura 1).

2.2, Mieloma miiltiple y remodelacién 6sea desregulada
El mieloma mdltiple es una neoplasia hematologica en la que células de

mieloma (células plasmaticas malignas) se infiliran en la médula ésea. Se caracteriza




por el desarrollo de una enfermedad 6sea progresiva asociada a dolor de hueso,
fracturas patolégicas, osteoporosis e hipercalcemia (Terpos y Dimopoulos 2005, Kyle y
Rajkumar 2008). En el proceso de remodelacion ¢sea de los pacientes con mieloma
multiple, la resorcion y la formacién de hueso se encuentran desacopladas; la
degradacion 6sea mediada por osteoclastos se encuentra incrementada, y esta
degradacion esta exacerbada aun mas debido a una disminucion en la formacion de
hueso por parte de los osteoblastos (Edwards et al. 2008), resultando finalmente en la
pérdida de masa 6sea (Figura 2).

Algunos estudios sefialan que las células de mieloma expresan RANKL
contribuyendo asi a estimular la osteoclastogénesis. Por otro lado, otros reportes han
demostrado que RANKL es expresado en células del estroma de la médula 6sea y en
osteoblastos, en su forma soluble y unida a membrana (Dalton 2003, Sezer et al. 2003)
y que las células de mieloma estimulan la expresion de RANKL y suprimen la

expresion de OPG por osteoblastos (Giuliani et al. 2001, Pearse et al. 2001)
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Figura 1. Componentes Celulares de la Remodelacion Osea. Las células troncales
mesenquimaticas (MSC) se diferencian en osteocitos, mientras que las células troncales
hematopoyéticas dan origen a osteoclastos. Los niveles de proteinas wnt, OPG, RANKL,
BMP y M-CSF entre otros factores dirigen los procesos de formacion y resorcion osea.
BMP: Bone morphogenetic protein; M-CSF: Macrophage Colony-Stimulating Factor.
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Figura 2. Resorcion 6sea en el mieloma multiple. Las células plasmaticas
malignas infiltradas en la médula 6sea alteran el metabolismo éseo aumentando la
resorcién 6sea y disminuyendo la formacion de hueso. DKK-1: Dickkopf 1; RANKL:
Receptor Activator of Nuclear factor k-B Ligand.

2.3. Bifosfonatos

Los bifosfonatos son farmacos utilizados en clinica para el tratamiento de
enfermedades que involucran resorcion ¢sea, tales como osteoporosis, enfermedad de
Paget, cancer de mama y de prostata con metastasis 6sea y mieloma multiple (Yeh y
Berenson 2006, Aapro et al. 2008, Russell et al. 2008, Saad 2008). Los bifosfonatos
ejercen su accion sobre los osteoclastos reduciendo su actividad o induciendo su
apoptosis (Rogers 2004).

Los bifosfonatos son analogos sintéticos no hidrolizables de pirofosfato que en
lugar de un atomo de oxigeno uniendo a los dos grupos fosfato, tienen un atomo de
carbono (Figura 3); esta sustitucion le confiere estabilidad a la molécula, haciéndola
resistente a la degradacion biolégica y por lo tanto, no son metabolizados en el
organismo y son excretados de forma inalterada (Russell et al. 2008).

Los bifosfonatos tienen una alta afinidad por el componente mineral de fosfato

de calcio del hueso (Roelofs et al. 2006, Ebetino et al. 2011); por esta razén, luego de




su administracién ya sea por via intravenosa u oral, son rapidamente retirados de la
circulacién debido a que se unen a la matriz mineralizada en &reas de remodelacién
6sea activa (Lin 1996, Masarachia et al. 1996, Chen et al. 2002). Su adsorcion en las
superficies minerales los deja en contacto cercano con los osteoclastos, el blanco
celular en que se han centrado los estudios acerca de su accién biologica. La
selectividad de los bifosfonatos por el hueso, méas que por ofros tejidos, es una de las

bases para su eficacia y seguridad en la medicina clinica.
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Figura 3. Bifosfonatos utilizados en clinica. Estructura quimica de los
bifosfonatos usados clinicamente para el tratamiento y prevencién de la ostedlisis.

2.4. Accion biolégica de los bifosfonatos

Distintos estudios sefialan que los bifosfonatos interfieren en el reclutamiento y
diferenciacién de los osteoclastos, inducen su apoptosis y afectan su actividad
resortiva (Hughes et al. 1989, Ito et al. 1998, Green 2004). Estos farmacos son
internalizados por endocitosis junto con otros productos de la resorcion, lo que se ha
confirmado utilizando alendronato marcado radiactivamente o con fluorescencia; esta
molécula se pudo localizar al interior de los osteoclastos dentro de vacuolas (Sato et al.

1991). Luego de ser internalizados, interfieren en procesos metabdlicos intracelulares,




diferencidndose dos mecanismos. Los bifosfonatos mas simples, que no contienen
nitrogeno (etidronato !y clodronato) pueden ser incorporados en analogos nho

hidrolizables de ATP; estas moléculas alteradas pueden interferir en vias de

sefalizacién dentro de la célula rovocando eventualmente su muerie (Green 2004,

Roelofs et al. 2006, Russell et al. 2008). Por ofra parte, los bifosfonatos que contienen

nitrégeno (pamidronato, alendronato, risendronato, ibandronato y zoledronato) inhiben
enzimas de la via bio;intética del mevalonato/colesterol. La enzima blanco principal
para este tipo de bifosfonato es la farnesil pirofosfato sintasa (FPPS)(Figura 4); la
estructura cristalizada de esta proteina muestra que existe interaccion entre el atomo
de nitrogeno de la molécula de bifosfonato y residuos cercanos al sitio activo de la
enzima (Ebetino et al. 2;"01 1). La inhibicién de FPPS evita qute se sinteticen compuestos
isoprenoides (farnesoii y geranilgeraniol), moléculas que son requeridas para la
prenilacion posiraduccional de proteinas que unen GTP (Ebetino et al. 2011)(Figura 4).
Estas proteinas son esenciales para algunos eventos de sefializacion celular dentro de
los osteoclastos, conducentes por ejemplo a la desorganizacion del citoesqueleto
(Murakami et al. 1995) o a la formacién del borde en cepillo, region de la membrana del
osteoclasto con multiples invaginaciones que participa directamente en la resorcion
osea (Russell 2011). La captacion de los bifosfonatos en el hueso y la liberacion
localizada de ésios durante la resorcion osteoclastica explica porqué los bifosfonatos
tendrian un efecto seléctivo sobre los osteoclastos. Sin embargo esto no excluye la
posibilidad que estas drogas sean internalizadas también por las células vecinas del
estroma de la médula sea, como los osteoblastos o células tumorales, particularmente

luego de una administracion repetitiva por periodos extensos de tiempo (Roelofs et al.

2010).




El efecto de los bifosfonatos ha sido estudiado in vitro en cultivos primarios de
células osteoblasticas humanas, en los que se encontré que zoledronato y pamidronato
incrementan la expresidon de OPG (Viereck et al. 2002). Ademas, zoledronato
modularia la expresion de RANKL en células de tipo osteoblasticas humanas al activar
la enzima convertidora de TNF-a (TACE), la que corta RANKL de transmembrana (Pan
et al. 2004); e Ibandronato inhibe la expresion de RANKL en células mesenquimaticas
del estroma de la médula 6sea provenientes tanto de sujetos control como de

pacientes con mieloma muiltiple (Fernandez et al. 2010).
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Figura 4. Diagrama de la via del mevalonato. Los bifosfonatos que contienen
nitrégeno son inhbidores de la FPP sintasa, por o que inhiben la sintesis de los
metabolitos FPP y GGPP los que son requeridos para la prenilacién de proteinas
claves para la accién y sobrevida de los osteoclastos.




2.5. ViaWnt en el metabolismo oseo

La via de sefializaciobn Wnt tiene un rol en el desarrollo y mantenciéon de
distintos tejidos y drganos. En el tefido dseo en particular juega un rol central en el
proceso de osteoblastogénesis (Hartmann 2006).

Las proteinas wnt son glico-lipoproteinas ricas en cisteina; se conoce gue
regulan el desarrollo, proliferacion, diferenciacion, y la generacién de polaridad celular
(Akiyama 2000, Huelsken y Birchmeier 2001). B-catenina es el componente clave en la
sefializacion por la via Wnt canonica.

En ausencia de ligando wnt, B-catenina es degradada por un complejo
integrado por las proteinas adenomatosis polyposis coli (APC), axina, y glicogeno
sintasa 3B (GSK3B). APC y axina funcionan como proteinas andamio que permiten que
GSK3p fosforile a B-catenina; esta fosforilacion es una sefial para su degradacién por
la via de ubiquitina/proteosoma mediada por B-TrCP (lkeda et al. 1998, Liu et al. 2002).

Cuando un ligando wnt se une al receptor Frizzled (Frz) y a los correceptores
low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6 (LRP5/6), Dishevelled (Dsh) se
hiperfosforila por caseina quinasa (CK1), gana mas afinidad por Frz y se ensambla el
complejo LRP&/6-axina-FRAT (frequently rearranged in advanced T-cell lymphoma) lo
que lleva a la degradacién de axina (Ling et al. 2009), y como consecuencia p-catenina
se disocia del complejo APC-axina-GSK3[3. De forma alternativa, DSH interacciona con
Axina y la actividad de GSK3 es inhibida, B-catenina no es degradada, se acumula en
su forma activa no fosforilada y transloca al nticleo celular donde interacciona con los
factores de transcripcion T cell factor / lymphoid enhancer binding factor (TCF/LEF)

para [uego mediar efectos en la transcripcidon génica (Krishnan et al. 2006, Ling et al.

2009)(Figura 5).
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Figura 5. Diagrama de la via de sefializacion Wnt. En el estado apagado, B-
catenina es fosforilada por GSK3-B y luego es degradada en el proteosoma. En el
estado encendido, la unién del ligando wnt al receptor Frz inhibe la actividad de
GSK3-3pB, B-catenina se acumula y transloca al nicleo donde se une a TCF/LEF.
APC: adenomatous polyposis coli; CK1: casein kinase 7; DKK-1: Dickkopf-1; Dsh:
Dishevelled: Frz: Frizzled; GSK-3B: glycogen syntase kinase 3 beta; LRP: Low
density lipoprotein receptor protein; sFRP: soluble Frizzled Related Protein;
TCF/LEF: T-cell factor/lymphoid enhancer factor; Ub: Ubiquitina; B-TcCP: beta
transducin repeat containing protein.
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La sefializacion por la via Wnt es regulada por antagonistas como los péptidos
secretados relacionados a Frizzled (sFRPs), los que compiten con Frz por la unién de
ligandos wnt; y Dickkopfs (DKKs), los que se unen a LRP5/6 previniendo la formacion
del complejo Frz-LRP, evitando que los ligando wnt activen la via (Li et al. 2005),
ademas, al interaccionar DKK-1 con Kremen y LRP, se produce la internalizacién del
complejo y de esta forma se disminuye el nimero de correceptores disponibles para
sefializar (Mao et al. 2002).

Mutaciones de pérdida de funcion en el gen de LRP5, estan asociadas al
sindrome de osteoporosis-pseudoglioma, el cual se caracteriza por una baja densidad
mineral del hueso (Gong et al. 2001). Por otra parte, una mutacion en el N terminal
(G171V) en el mismo gen, reduce la afinidad de LRP por DKK-1 y esta asociada con el
desarrolio de una mayor masa 6sea (Boyden et al. 2002, Van Wesenbeeck et al. 2003,
Ai et al. 2005). En modelos animales se pueden observar ofras alteraciones en el
metabolismo 6seo, por ejemplo: ratones Lrp5” presentan un fenotipo de baja masa
Osea debido a una proliferacién reducida de las células precursoras de osteoblastos
(Kato et al. 2002); ademas, ratones que sobreexpresan en sus osteoblastos [a mutante
de LRPS G171V muestran un fenotipo gue incluye una actividad osteoblastica
aumentada, apoptosis disminuida y mayor masa odsea, similar al observado en
humanos con esta mutacion (Babij et al. 2003). Estudios en ratones Sfrp™ deficientes
en el inhibidor Wnt soluble sFRP1, presentan una mayor masa Osea; a partir de
experimentos con células derivadas de la médula dsea de estos ratones, se ha
sugerido que la activacién de Wnt puede estimular la diferenciacion y proliferacion de

osteoblastos (Bodine et al. 2004).
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Conociendo que tanto la via Wnt como los bifosfonatos tienen efecto en la
expresion de genes relacionados con el metabolismo 6seo, en este seminario de titulo
se evalué el efecto de bifosfonatos en la activacion de la via Wnt canénica y en Ila

expresion de RANKL, en células HS-5 y Saos-2 del linaje mesenguimatico.

2.6. Hipétesis
Ibandronato y zoledronato activan la via Wnt y disminuyen la expresion de

RANKL en células de linaje mesenquiméatico de médula dsea.

Objetivo General
Evaluar la accion de bifosfonatos sobre la via de sefializacion Wnt vy la expresion

de RANKL en células mesenquimaticas.

Objetivos especificos

» Detectar [a expresion de los compenentes de la via de sefializacion Wnt en las
lineas celulares HS-5 y Saos-2.

e Determinar niveles de B-catenina activa en respuesta a la accion de
moduladores de la via Wnt.

o Determinar si existen cambios en la acumulacién de B-catenina activa y RANKL
por efecto de bifosfonatos.

» Analizar la localizacién subcelular de B-catenina en respuesta al tratamiento con

bifosfonatos.
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3. MATERIALES Y METODOS

34. Materiales
3.1.1. Equipos e instrumentos
Campana de flujo l[aminar Class [l Type A/B3 model n® NU-425-400, NUAIRE
Incubador a 37°C, 5% CO, camara de acero inoxidable, Heraeus HERAcell
Camaras de electroforesis y transferencia Bio-Rad
Centrifuga Heraeus Biofuge primo R
Microscopio invertido de contraste de fase NIKON TMS-F
Lector de absorbancia para microplacas TECAN Infinite F50
Céamara digital Nikon Coolpix 4500
Camara de Neubauer Hirschmann
Microscopio confocal Zeiss LSM 510

pHmetro HI 111-01 Hanna Instruments

3.1.2. Material biolégico
Linea celular de esiroma de médula 6sea humana HS-5, ATCC CRL-11882

Linea celular de osteosarcoma humano Saocs-2, ATCC HTB-85
3.1.3. Material de plastico
Se utilizaron placas y botellas de cultivo NUNC, tubos de polipropileno Orange y

Axygen.

3.1.4. Reactivos para cultivo celular

Dulbecco’s Madified Eagle Medium (DMEM), GIBCO
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Mini.mum Essential Medium Alpha Medium (cMEM), GIBCO
Agua bidestilada Sanderson

Suero fetal bovino (FBS), Hyclone

Penicilina - estreptomicina GIBCO

Tripsina Hyclone

3.1.5. Anticuerpos
Anticuerpo policlonal de cabra anti IgG de ratén conjugado con Alexa fluor ® 647,
Invitrogen
Anticuerpo monoclonal IgG de ratén anti B-catenina activa, Santa Cruz Biotechnology
Anticuerpo monoclonal IgG de ratén anti actina, Sigma
Anticuerpo monoclonal IgG de ratén anti RANKL, R&D Systems

Anticuerpo de cabra anti IgG de ratén conjugado con peroxidasa, ROCKLAND

3.1.6. Proteinas recombinantes
DKK-1 humano recombinante, R&D Systems

Whnt-3a humano recombinate, R&D Systems

3.1.7. Inhibidores de proteasas
Aprotinina, Sigma-Aldrich
Leupeptina, US Biological
Pepstatina A, USBioclogical
Fluoruro de metilfenilsulfonilo (PMSF), Sigma

N-etilmaleimida (NEM), Sigma
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3.1.8. Reactivos quimicos
Nonidet (NP-40), Sigma
Triton X-100, Winkler
Tween 20, Winkler
TEMED, Sigma
Azul de bromofenol, USBiological
Azul tripan, GIBCO
2-Mercaptoetanocl, Merck
Deoxicolato de sodio (DOC), Sigma
Dimetilsoféxido (DMSO), Sigma
Dodecil sulfato de sodio (SDS), USBiological
Acido etilendiamino tetraacético (EDTA), Sigma
Acido Clorhidrico fumante 37% p.a., Merck
Glicerol, Winkler
Glicina, USBiological
Agarosa, Invitrogen
Cloroformo, Merck
2-propanol, Merck
Etanol absoluto, Merck
Formaldehido 37%, Merck

Metanol, TCL
3.1.9. Kits y otros

Bondronat ®, acide ibandrénico, Roche

Zometa ®, zoledronato, Novartis
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TRIzol® Reagent, Invitrogen

100bp DNA ladder, Fermentas

Prestained protein ladder, Fermentas

Solucion acrilamida/bisacrilamida, Bio-Rad

Super Signal® West pico chemiluminiscent substrate, Thermo scientific

MTS, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl}-2H-
tetrazolium, CellTiter 96® AQu.qus Non-radiactive cell proliferation assay, Promega
DC Protein Assay, Bio-Rad

SB 216763, inhibidor de GSK-3B, Sigma

transcriptasa reversa MMLV (Promega)

film de quimioluminiscencia Amersham Hyperfilm, GE Healthcare

Membranas de transferencia de PVDF, Thermo scientific

Medio para montaje fluorescente, DakoCytornation

3.1.10. Softwares

Los films de revelado de inmunoblot y las fotografias digitales de geles de
agarosa se analizaron con el sofiware KODAK Molecular Imaging v. 4.0.5. La
construccion de graficos y analisis estadistico se realizé con el software GraphPad

Prism v.5.01.

3.2. Meétodos
3.2.1. Cultivo celular
Las lineas celulares HS-5 y Saos-2 se cultivaron en D-MEM y oMEM,

. respectivamente, ambos medios conienian 10% de FBS y los antibiéticos penicilina
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(100U/ml) y estreptomicina (100mg/ml). Los cultivos fueron mantenidos en un

incubador a 37°C con ambiente htimedo y un 5% de CO,.

3.2.2, Evaluacién de la viabilidad celular por ensayo MTS

Se sembraron 5x10° células por pocillo en placas estériles de 96 pocillos y se
dejaron adherir hasta el dia siguiente. Posteriormente, las células se incubaron con
ibandronato o zoledronato a concentraciones finales 1pM, 5uM, 10pM o 20uM o sin
tratamiento con bifosfonato. Al cabo de 24 horas de incubacion, se afiadieron los
reactivos MTS y PMS de acuerdo a las instrucciones del fabricante, se dejd reaccionar
durante 1 hora y media y luego se registrd la absorbancia a A 490 nm. Se realizaron

tres experimentos independientes.

3.2.3. Anailisis por RT-PCR

Se extrajo RNA fotal desde las células en cultivo utilizando TRIzol Reagent, el
que se adiciond directamente sobre las células creciendo en las placas, luego las
muestras se traspasaron a tubos Eppendorf y se almacenaron a -80°C. Las muestras
se descongelaron y se afiadid cloroformo, dejando el RNA en la fase acuosa, luego se
precipité con isopropanol y el pellet se lavé con etanol 70%. El RNA exiraido se
rehidratd, se determiné su concentracion espectrofotométricamente v finalmente se
conservd a -80°C para su posterior utilizacion. Alicuotas de las muestras de RNA se
sometieron a transcripcién reversa usando la enzima transcriptasa reversa MMLV para
obtener cDNA. El ¢cDNA se utilizd en reacciones de PCR con Tag polimerasa,
utilizando partidores especificos para amplificacion de genes de la via Wnt candnica
(Tabla 1). Las reacciones de PCR consistieron en una denaturacién a 94°C por 5

minutos; seguido por 38 ciclos de: 84°C por 30 segundos, T annealing por 30 segundos
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y extension a 72 °C por 30 segundos; y una extension final a 72 °C por 10 minutos, Los
productos de PCR fueron cargados en geles de agarosa al 1% en buffer TAE con
bromuro de etidio 0,2pg/ml, se observaron las bandas de DNA en un fransiluminador

UV y se obtuvieron fotografias digitales de los geles.

Tabla 1. Partidores y condiciones de las reacciones de PCR.

T. de Longitud
annealing (pb)

Gen Secuencia

Fwd: 5- GTGTCGCCCACCTCACTGGC -3
Irp5 64 °C 356
Rev: 5- GTCCACACACTGACCCCGCG -3’

Fwd: 5'- AATACTGATGGCACTGGGAGACGAG -3’
Irp6 65 °C 297
Rev: 5'- AATAGGGCAAGCACAGCGAAGG -3'

Fwd: 5'- GACATGGCCATGGAACCAGAC -3
B-catenina 60 °C 325
Rev: 5- GATGAGCAGCATCAAACTGTGTAG -3’

Fwd: 5'- CAGCAGCCTTCAGCTTTIGG -3’
gsk-3B 57°C 358
Rev: 5'- CCGGAACATAGTCCAGCACCAG -3’

Fwd: 5'- GGTGACCCAGCACTGCAAGAG -3
frz2 56 °C 333
Rev: 5'- CCTAAAAGTGAAATGGTTTCGATCG -3

Fwd: 5'- TGACCTCTCTGGCTTCTACT -3’

tcf-1 62°C 240
Rev. 5'- TTGATGGTTGGCTTCTTGGC -3’

Fwd: 5’- CCAGCTATTGTAACACCTCA -3
lef1 56 °C 421
Rev: 5- TTCAGATGTAGGCAGCTGTC -3’

3.2.4. Tratamiento con moduladores de la via Wnt

Se sembraron 2,5x10° células HS-5 o 1,2x10° células Saos-2 en sus
respectivos medios de crecimiento en placas estériles de 35 mm. Las células se
dejaron adherir por 24 horas y luego se incubaron con Wnt3a humano recombinante a
concentraciones finales de 50 ng/ml, 100 ng/ml y 200 ng/mi; con DKK-1 humano

recombinante a concentraciones de 10 ng/ml, 20 ng/ml y 50 ng/ml; o con el inhibidor de
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GSK-3B, SB216763, a concentraciones de 2 pM, 5 pM, 10 uM, y 20 pM. Al cabo de 24
horas las células se lisaron y se analizd por inmunoblot su contenido de B-catenina

activa y actina.

3.2.5. Tratamiento con bifosfonatos

Se sembraron 2,5x10° células HS-5 o 1,2x10° células Saos-2 en sus
respectivos medios de crecimiento en placas estériles de 35 mm y se incubaron con
ibandronato o zoledronato a una concentracion final de 5 M, 10uM o 20 pM. Luego de
transcurridas 6 horas o 24 horas de incubacion, las células se lisaron y se evalud el

contenido de B-catenina activa y la expresién de RANKL por inmunoblot.

3.2.6. Reactivacion de la via Wnt por zoledronato

Se sembraron 2,5x10° células HS-5 o 1,2x10° células Saos-2 en placas de
35mm en sus respectivos medios de crecimiento. Se ensayaron tres tratamientos con
una duracién de 24 horas: DKK-1 a una concentracion final de 50pg/ml (DKK-1); DKK-1
a una concentracion final de 50pg/ml durante 24 horas y zoledronato a una
concentracion 20 pM afiadido 6 horas antes de terminar el tratamiento (DKK-1 zol6); y
DKK-1 (50pg/ml) y zoledronato (20 pM) durante las 24 horas de iratamiento (DKK-1
zol24). Posteriormente las células se lisaron y se evalud el contenido de B-catenina

activa y la expresion de RANKL por inmunoblot.

3.2.7. Inmunoblot
Se obtuvieron lisados de proteinas totales desde los cultivos celulares tratando
las células con buffer de lisis RIPA (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, Nonidet P-

40 1%, deoxicolato de sodio 0,5%, 0,1% SDS) el que contenia inhibidores de proteasas
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(2mM N-etil maleimida, fluoruro de metilfenilsulfonilo 100 pg/ml, leupeptina 10pg/mi,
pepstatina 1 pg/ml, aprotinina 2 pg/ml). Los lisados se centrifugaron durante 10
minutos a 10.000 g para remover restos celulares. La concentracion de proteina en los
lisados se determiné con el kit DC Protein assay basado en el método de Lowry. Las
proteinas se denaturaron en buffer sample (2% SDS, 2,5% B-mercaptoetanol, 0,002%
azul de bromofenol, glicerol 10%, Tris — HCl 1M pH 6,8). Se cargaron 20 pg de
proteinas totales por pocillo en SDS-PAGE al 10% y luego se fransfirieron a
membranas de PVDF, Jas membranas se bloquearon con leche descremada en polvo
al 5% en TBS - Tween 20 0,1%, y posteriormente se incubaron toda la noche con
agitacién a 4°C con anticuerpos primarios monoclonales de ratén para B-catenina
activa dilucion 1:1.000, RANKL dilucién 1:1.000, actina dilucién 1:5.000, se lavd tres
veces con TBS - Tween 20 0,1%, y luego se incubd con anticuerpo secundario de
cabra anti-raton conjugado con peroxidasa en dilucion 1:5.000 por una hora a
temperatura ambiente y con agitacién. Se revelé con West Pico Chemoluminiscent
Substrate. Los andlisis densitométricos se realizaron con el software KODAK Molecular

Imaging v.4.0.5.

3.2.8. Inmunofluorescencia

Se sembraron 1x10* células Saos-2 sobre cubreobjetos redondos de 12 mm de
diametro en placas de 4 pocillos. Las células se trataron durante 24 horas, ya sea con
DKK-1 a una concentracion final de 50 ng/ml, o el inhibidor de GSK-3p SB216763 a
una concentracién final de 10 uM, o los bifosfonatos ibandronato o zoledronato, ambos
a una concentracion final de 20 pM. Posterior al tratamiento, se retird el medio de
cultivo, las células se lavaron con PBS - 1% BSA, luego se fijaron con formaldehido

3,7% durante 20 minutos, se retir6 la solucién de fijado y se permeabilizé con metanol
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durante 10 minutos a -20°C, se lavd nuevamente y se incubo durante toda la noche a
4°C con anticuerpo monoclonal de ratén anti B-catenina activa en dilucién 1:500.
Posteriormente, se lavo dos veces y se incubdé durante 1 hora a temperatura ambiente
y en oscuridad con anticuerpo secundario de cabra anti raton Alexa Fluor 488 en
dilucién 1:500. Para tefiir los nucleos se incubd con To-Pro-3 en dilucién 1:500 durante
15 minutos, se lavé 5 veces y se montaron [os cubreobjetos sobre portacbjetos con
una gota de liquido de montaje fluorescente. Las muestras se observaron en

microscopio de fluorescencia y se tomaron fotografias.

3.2.9. Analisis estadistico
Se determinaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos por
analisis de varianza (ANOVA) a un factor con post test de Tukey o post test de Dunnett
cuando se compararon grupos con un grupo control. Se utilizd el software GraphPad

Prism version 5.01. Un valor de p<0,05 se considerd estadisticamente significativo.
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4. RESULTADOS

4.1. Efecto de bifosfonatos en la viabilidad celular

Para descartar efectos de los bifosfonatos sobre la viabilidad de las células
utilizadas, se midié la actividad de enzimas deshidrogenasas con un ensayo MTS
como una medida de la viabilidad celular.

Como se muestra en la Figura 6, la viabilidad de las células HS-5 y Saos-2 no
fue significativamente distinta entre las células del grupo control y las incubadas con
Zoledronato o lbandronato a las concentraciones 1pM, 2 uM, 5 M, 10 pM y 20 uM al

cabo de 24 horas de tratamiento.

1.2 -

0.8-

0.4

Absorbancia relativa

0.0-%

Figura 6. Efecto de bifosfonatos en la viabilidad celular. Se evalud mediante
ensayoc MTS, la viabilidad de células HS-5 y Saos-2 al cabo de 24 horas de incubacién
con ibandronato (iba) o zoledronato (zol) en distintas dosis. Los datos graficados
representan [a media * e.s.m. de la absorbancia relativa de cada grupo con respecto al
grupo sin tratamiento. n=3. No se puede afirmar que existe diferencia significativa entre
los grupos comparadas P>0,05.
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4.2. Las lineas celulares HS-5 y Saos-2 expresan componentes de la via Wnt

candnica

Las células HS-5 y Saos-2 expresan el RNA mensajero de los componentes de
la via Wnt para el receptor Frz2, los correceptores LRP5 y LRPS8, [a enzima GSK-3B, el
cofactor transcripcional B-catenina y los factores de transcripcion TCF1 y LEF1 (Figura

7).

HS-5

Saos-2

Figura 7. HS-5 y Saos-2 expresan componentes de la via Wnt. Se extrajo RNA
desde células HS-5 y Saos-2 y luego se detectd por RT-PCR la expresion del mRNA
de los genes indicados en |a figura.
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4.3. Accién de moduladores de la via Wnt canénica: cambio en los niveles de f8-

catenina activa

Habiendo demostrado la expresion del mRNA de los componentes de la via
Wnt, se determiné la respuesta de células HS-5 y Saos-2 a moduladores de Ia
actividad de esta via analizando los niveles de B-catenina activa.

Los analisis por inmunoblot muestran que tanto Wnt3a, un ligando wnt
canonico, asi como SB 216763, inhibidor de GSK-3 B, indujeron un aumento de B-
catenina activa en ambas lineas celulares, luego de 24 horas de tratamiento. El efecto
inverso se pudo observar en las células tratadas con DKK-1, antagonista de los

correceptores LRP (Figura 8).
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Figura 8. Células HS-5 y Saos-2 responden a activadores e inhibidores de la
via Wnt canodnica. Las células se trataron durante 24 horas con wni3a, SB216763
o DKK-1 en las concentraciones indicadas. Lisados celulares totales se sometieron
a SDS-PAGE v se analizaron mediante inmunoblot con anticuerpos anti-B-catenina
activa y anti-actina. La figura muestra los inmunoblots de un expetimento

representativo
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4.4. Bifosfonatos aumentan los niveles de B-catenina activa

Se evalud qué ocurre con la activacion de la via Wnt, midiendo la acumulacion
de B-catenina activa por inmunoblot.

Las células HS-5 y Saos-2 aumentaron significativamente sus niveles de B-
catenina activa cuando se trataron con ibandronato © =zoledronato a las
concentraciones 10 pM y 20 uM; pero, no se observé un cambio significativo con
bifosfonato a concentracion 5 pM, esto al cabo de 6 horas de incubacion (Figura 9).

Por otra parte, al cabo de 24 horas de tratamiento, la cantidad de B-catenina de
las células tratadas con ambos bifosfonatos, no fue diferente a la del grupo de células
sin tratamiento. Esta respuesta se obtuvo en ambas lineas celulares (Figura 10).

Este tipo de respuesta dentro de una ventana temporal es tipica del mecanismo
de accidn de las vias de sefializacion, donde luego del estimulo, la via vuelve a su

estado basal.
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Figura 9. Bifosfonatos inducen la acumulacién de
y Saos-2 se trataron con los bifosfonatos durante
indicadas. Lisados celulares totales se sometieron
mediante inmunoblot con anticuerpos anti-B-catenina

B-catenina activa Células HS-5
6 horas a las concentraciones
a SDS-PAGE y se analizaron
activa y anti-actina. Las bandas

de B-catenina fueron |cuantificadas por software densitométrico y normalizadas a
actina, Los datos graficados representan el nivel de expresion media e.s.m con

respecto al control. n=3; *P< 0,05; **P< 0,01.
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Figura 10. Efecto de bifosfonatos sobre la acumulacién de B-catenina activa.
Células HS-5 y Saos-2 se trataron con los bifosfonatos durante 24 horas a las
concentraciones indicadas. Lisados celulares totales se sometieron a SDS-PAGE y se
analizaron mediante inmunoblot con anticuerpos anti-B-catenina activa y anti-actina.
Las bandas de PB-catenina fueron cuantificadas por software densitométrico v
normalizadas a actina, los datos graficados representan el nivel de expresién media
e.s.m con respecto al control. n = 3; *P< 0,05; **P< 0,01.
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4.5. Bifosfonatos disminuyen la expresién de RANKL

Ya que ambos bifosfonatos tienen la capacidad de modificar los niveles de B-
catenina activa, se evalud si también pueden modifican la expresion de RANKL en
estas céiulas, ya que RANKL ha sido descrito como blanco de [a via Wnt y segln
resultados anteriores del 1aboratorio, ibandronato disminuye su expresién.

El tratamiento con ibandronato o zoledronato, a concentraciones 10 uM y 20 uM
durante 24 horas, disminuyd la expresion de RANKL de forma significativa en las
células HS-5 (Figura 11). Una respuesta similar se observd en las células Saos-2, al
ser incubadas con ibandronato (a las concentraciones 10 pM o 20 pM) o con
zoledronato (20 pM) (Figura 11).

El aumento en la expresion de RANKL a las 24 horas de tratamiento con
bifosfonatos, posterior al aumento de B-catenina a las 6 horas, se deberia a que la
expresion de RANKL es una respuesta rio abajo de la acumulacion de B-catenina en la

via de sefializacion Wnt.
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Figura 11. Bifosfonatos reducen la expresién de RANKL. Células HS-5 y Saos-2 se
trataron con los bifosfonatos ibandronato y zoledronato durante 24 horas a las
concentraciones indicadas. Lisados celulares totales se sometieron a SDS-PAGE y se
analizaron mediante inmunoblot con anticuerpos anti-RANKL y anti-actina. Las bandas
de RANKL fueron cuantificadas por sofiware densitométrico y su intensidad
normalizada a las de actina. Los datos graficados representan las medias * e.s.m
comparadas con el control. n = 3; *P< 0,05; *P< 0,01.
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4.6. Bifosfonatos inducen la localizacion de B-catenina en el nticleo celular

La deteccion por inmunoblot de B-catenina activa demostré que la incubacion
con bifosfonatos produce cambios en el nivel de esta proteina luego de 6 horas, con
respecto al de las células no tratadas (Figura 9), pero esta diferencia no se observé a
las 24 horas (Figura 10).

Los resultados de la Figura 12 demuestran que al analizar B-catenina activa por
inmunofluorescencia se observa fluorescencia concentrada en la region nuclear (zona
indicada por la tincidn con to-pro-3) en células tratadas por 24 horas en presencia de
bifosfonatos o con un activador la via Wnt (SB216763), lo que indicarfa que la via Wnt
se mantiene activa hasta las 24 horas, En contraste las células sin tratamiento
muestran una fluorescencia distribuida por toda la célula. Por otra parte, en células
tratadas con DKK-1 se observa que la regién del nicleo no presenta fluorescencia,

sugiriendo que la via Wnt esta inhibida.
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control

iba zol
DKK-1 SB 216763

Figura 12. Bifosfonatos inducen la acumulacién nuclear de B-catenina. Células
Saos-2 se trataron por 24 horas con ibandronato 20uM (iba), zoledronato 20uM (zol),
DKK-1 50 ng/ml (inhibidor de la via Wnt), SB216763 5uM (activador de la via Wnt). Se
analizé por inmunofluorescencia la ubicacion subcelular de B-catenina. B-catenina se
muestra en verde (Alexa Fluor 488) y el nucleo celular se muestra en azul (To-Pro-3).
Barra de magnificacion 200um.
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4.7. El efecto de zoledronato sobre los niveles de B-catenina y RANKL se antiene
en células cuya actividad de la via Wnt se encuentra inhibida por DKK-1

Luego de determinar que DKK-1 disminuye los niveles de B-catenina activa
(figura 8), se evalud si zoledronato es capaz de producir un aumento en B-catenina
cuando la via Wnt se encuentra inhibida por DKK-1 a nivel de receptor.

La incubacién de las células con DKK-1 junto con zoledronato por 24 horas
(DKK-1 zol24) aumenté los niveles de B-catenina activa de manera significativa en
comparacion al grupo tratado con DKK-1 solo. La incubacién por las ultimas 6 horas
con bifosfonato (DKK-1 zol6) basté para aumentar los niveles de B-catenina activa de
manera significativa a pesar de que la via estaba siendo inhibida por DKK-1 (Figura
13).

La incubacién de las células con DKK-1 junto con zoledronato por 24 horas,
disminuy6 la expresion de RANKL de manera significativa en comparacién a la
expresién de RANKL de las células tratadas con DKK-1 solo. No obstante, las células
incubadas con zoledronato por las Gltimas 6 horas, si bien disminuyeron sus niveles de

RANKL, esta disminucién no alcanzé a ser significativa con respecto al grupo tratado

con DKK-1 solo.
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Figura 13. Efecto de zoledronato en presencia de DKK-1 sobre B-catenina y
RANKL. Células HS-5 y Saos-2 se trataron con DKK-1 (50 pg/ml) durante 24 horas,
con DKK-1 (50 pg/ml) durante 24 horas y zoledronato (20uM) agregado a las 18 horas
(DKK-1 zol8) o con DKK-1 (50 ug/ml} mas zoledronato (20uM) (DKK-1 z0l24) durante
24 horas. Lisados celulares totales se sometieron a SDS-PAGE y se analizaron
mediante inmunoblot con anticuerpos anti-B-catenina activa, anti RANKL y anti-actina.
Las bandas fueron cuantificadas por software densitométrico y normalizadas a actina.
Los datos graficados representan el nivel de expresidn con respecto al valor dei grupo
DKK-1. n=3; *P<0,05; **P<0,01.
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5. DISCUSION

Los bifosfonatos se usan frecuentemente en clinica para el tratamienio de
enfermedades que cursan con lesiones osteoliticas, debido a su reconocida accion
antiresortiva sobre los osteoclastos. Sin embargo, se conoce poco respecto de la
accién de estos compuestos sobre las células mesenquimaticas de la médula dsea, a
pesar de que estas células estarian también expuestas a estos farmacos en el
microambiente dseo. Es por esto que es de interés analizar si este tipo de compuestos
modifican la actividad de células del linaje mesenquimatico.

Antecedentes recientes indican gque los bifosfonatos, ademas de su accion
sobre los osteoclastos, podrian afectar a las células mesenquimaticas al menos por
dos flancos; por un lado, afectarian la expresién de RANKL, una citoquina que favorece
la resorcion ésea (Pan et al. 2004, Fernandez et al. 2010); y por ofro, la diferenciacién
de precursores osteoblasticos, aumentando la expresién de marcadores osteogénicos
y de mineralizacion (Im et al. 2004, Kim et al. 2009, Xiong et al. 2009, Wang y Stern
2011). Por otra parte, es conocido que la via de sefializacién Wnt/B-catenina reguia la
osteogénesis (Hartmann 20086, Krishnan et al. 2006, Ling et al. 2009) y |a expresion de
RANKL en osteoblastos y sus precursores (Spencer et al. 2006, Fujita y Janz 2007).
Dados estos antecedentes quisimos estudiar si los bifosfonatos tienen un efecto en la
activacién de la via de sefializacion Wnt, algo que hasta ahora no ha sido establecido.
En este seminario de titulo se logré determinar que los bifosfonatos ibandronato y
zoledronato disminuyen la expresion de RANKL e inducen una acumulacién de B-
catenina activa, mas aun, este efecto se mantiene cuando la via Wnt se encuentra

inhibida por DKK-1.
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El efecto de los bifosfonatos sobre la viabilidad y proliferacion de células
osteoblasticas ha sido descrito en distintos trabajos con resultados que parecen
contradictorios. Esto se debe a que se utilizaron distintos tipos celulares, en distintas
condiciones de cultivo y a distintas concentraciones de bifosfonatos. Se podria
establecer que, en general ocurre un aumento de la proliferacién a concentraciones de
bifosfonato de 10° a 10° M (Im et al. 2004, von Knoch et al, 2005, Xiong et al. 2009),
mientras que los efectos inhibitorios aparecen a concentraciones mayores a 10 M
con un aumento en la proporcion de células apopio6ticas (Reinholz et al. 2000, Mackie
et al. 2001, Wang y Stern 2011). Utillizando concentraciones de bifosfonatos del orden
de 10° My al cabo de 24 horas de incubacion, zoledronato e ibandronato no alteraron
la viabilidad celular segtin los resultados obtenidos en este seminario de titulo,

En relacion a la concentracion de bifosfonato a la que las células osteoblasticas
estarian expuestas in vivo, algunos autores sefialan que, por ejemplo, la concentracion
de alendronato en sitios de resorcién seria mayor a 800 uM (Sato et al. 1991) y que en
sitios cercanos a un tumor en el hueso la concentracion seria de 10 - 30 yM (Usui
1997). Por otra parte, luego de una infusidn intravenosa de zoledronato de 4 mg en 100
ml durante 15 minutos, la concentracién que se alcanzaria en el suero seria de 1-2 uM
(Chen et al. 2002, Ebert ef al. 2009) y debido a la alta afinidad de los bifosfonatos por
el hueso, la concentracién a la que se exponen los osteocitos in vivo es probablemente
mayor a la concentracion sistémica de bifosfonatos que puede durar entre 3 a 6 horas
(Ebert et al. 2009).

Antecedentes de la literatura relativos a las lineas celulares utilizadas en este
trabajo sefialan que ibandronato interfiere en la sefializacién por la via MEK/ERK
(Fernandez et al. 2010) en células HS-5; mientras que, se ha comprobado que las

células Saos-2 poseen una via Wnt funcional (Qiang et al. 2008a, Qiang et al. 2008b).
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Asimismo se ha descrito en células Saos-2, que bifosfonatos disminuyen la invasividad
e inhiben la expresidbn de metaloproteinasas de matriz (Xin et al. 2009) y de
sialoproteina de hueso (Chaplet et al. 2004).

Utilizando RT-PCR, demostramos que las células HS-5 y Saos-2 expresan el
mRNA de los receptores y componentes necesarios para sefializar por la via Wnt
candnica. La expresion de algunos de los componentes de la via ha sido descrita en
las células Saos-2 (Qiang et al. 2008a, Qiang et al. 2008b), pero no en las HS-5.
Demostramos también que estas células son capaces de transducir la sefial hasta, al
menos, aumentar sus niveles de [B-catenina activa. Al tratar con wnt3a recombinante
las células respondieron aumentando sus niveles de B-catenina activa; asi mismo al
tratar las células con SB216763, inhibidor de GSK3pB, los niveles de B-catenina activa
aumentaron; este efecto también ha sido descrito en células de misculo liso de
bronquio humano (Gosens et al. 2010). Al tratar con DKK-1, un inhibidor de la via Wnt
cuya concentracidn en sangre se correlaciona con el estado de avance de la
enfermedad 6sea en pacientes con mieloma multiple (Kaiser et al. 2008), se redujo la
acumulacién de B-catenina activa; este resultado esta de acuerdo con lo reportado en
células Saos-2, hFOB 1.19 y C2C12 (Qiang et al. 2008a). En conjunto estas
observaciones sustentan que Saos-2 y HS-5 son capaces de responder a estimulos
que modulan la actividad de la via Wnt y que por lo tanto, la via es funcional en estas
celulas.

Los resultados por inmunocblot indicaron que ibandronatc y zoledronato
aumentan de manera transitoria los niveles de B-catenina activa; a las 6 horas de
incubacién aumentaron, pero al cabo de 24 horas no fueron diferentes a los del grupo
sin tratamiento (Figura 8 y 9). Por ofra parte, considerando los resultados de la

localizacién subcelular de B-catenina activa por inmunofluorescencia, se puede concluir
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que la via Wnt todavia estaria activa al menos hasta las 24 horas de tratamiento con
bifosfonatos. Mas alin, el mismo efecto se obtuvo al estimular las células con
SB216763, activador de la via. Esta es la primera vez que se reporta que ibandronato
y zoledronato aumentan el nivel de B-catenina y promueven su traslocacion al nicleo,
por lo que podrian actuar como activadores de la via Wnt canénica.

Por otra parte DKK-1, inhibidor de los correceptores LRP5/6, provoca que B-
catenina no transloque al nicleo (figura 7), situaciéon que podria ocurrir en las células
de la médula dsea de pacientes con mieloma muiltiple, o en la ariritis reumatoidea
(Kaiser et al. 2008, Wang et al. 2011). Puesto que el efecto de zoledronato sobre B-
catenina se detecta en células tratadas con DKK-1, su accidn seria independiente de la
activacion de los correceptores LRP5/6 (figura 13).

En este seminario de titulo también evaluamos si ibandronato o zoledronato
inducen cambios en la expresion de RANKL; se encontr6 que ambos ejercen un efecto
direcio en las células HS-5 y Saos-2 provocande una disminucion de la expresion de
esta citoquina (Figura 10). Datos de la literatura muestran que la activacion de la via
Wnt disminuye la expresién de RANKL (Spencer et al 2006). Por lo tanto, el efecto de
zoledronato sobre la expresion de RANKL podria estar mediado por la activacién de la
via Wnt. Mas aln, en células tratadas con zoledronato y DKK-1, la expresion de
RANKL es menor que en células tratadas con DKK-1 solo (Figura 13), lo que también
apoya que su accidn seria independiente de los correceptores LRP5/6.

En la literatura se pueden encontrar otras evidencias que apoyan el efecto de
los bifosfonatos sobre células no osteoclasticas. Células osteoblasticas derivadas de
ratones tratados con incadronato, pamidronato o alendronato inhiben la diferenciacion
in vitro de precursores de osteoclastos a osteoclastos maduros (Nishikawa et al. 1996);

asi mismo, medio condicionado por células osteoblasticas tratadas con bifosfonato
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inhiben la formacion y actividad de osteoclastos in vitro. (Nishikawa et al. 19986, Vitté et
al. 1996). Ademas bifosfonatos disminuyen la expresién de RANKL, y aumentan la
expresion de OPG en células osteoblasticas humanas (Viereck et al. 2002, Pan et al.
2004, Fernandez et al. 2010). Si la disminucién de la expresion de RANKL observada
en estos experimentos in vitro, se replicara en el microambiente de la médula dsea, el
efecto antiresortivo de los bifosfonatos estaria potenciado, ya que, ademas de la accidon
directa sobre los osteoclastos, los bifosfonatos provocarian la disminucién de los
niveles de RANKL producidos por células mesenquimaticas, contribuyendo a disminuir
la ostedlisis.

No existen reportes en la literatura acerca del efecto de los bifosfonatos sobre
la activacion de la via Wnt. Basandonos en evidencias experimentales obtenidas en
ofros tipos celulares, especulamos que la acumulacién de B-catenina activa por efecto
de bifosfonatos podria resultar de la activacion de proteinas G triméricas. Los
bifosfonatos, como inhibidores de la farnesil pirofosfato sintasa, impiden la sintesis de
famesil pirofosfato (FPP) y geranilgeranil pirofosfato (GGP). Estos metabolitos son
requeridos para modificaciones postraduccionales (prenilaciones) de algunas proteinas
(Figura 4), predominantemente proteinas de sefializacion como GTPasas pequefias,
subunidades de proteinas G heterotriméricas, subunidades de fosfodiesterasas y
lamininas nucleares (Zhang y Casey 1296, Dunford et al. 2008). Mas aun, estudios
recientes sugieren que las GTPasas no preniladas que se acumulan luego de la
exposicidn de células a bifosfonatos nitrogenados, lo hacen en su estado activo (unido
a GTP) (Dunford et al. 2006). Por otra parte, ya que los receptores Frizzled estan
estructuralmente relacionados a los receptores acoplados a proteinas G
heterotrimericas (Ggg,), algunos autores proponen que proteinas G participan en la

sefalizacion por la via Wnt candénica (Liu et al. 2001, Katanaev et al. 2005, Liu et al.
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2005). Interesantemente, la subunidad a de las proteinas G heterotriméricas es
homologa a las GTPasas pequefias de la familia Ras, lo que permitiria proponer que la
activacion de la via Wnt por accién de los bifosfonatos podria estar mediada por la
activacion de proteina G,. De acuerdo a esta propuesta, los bifosfonatos no requieren
al receptor LRP-Frz, lo que estaria en concordancia con que zoledronato aumenta los

niveles de B-catenina aun cuando el receptor esta inhibido.

B-catenina

Figura 14. Posible mecanismo de activacién de la via Wnt por bifosfonatos.
Bifosfonatos inhiben a la farnesil pirofosfato sintasa, lo que induce la acumulacion de
Ga no prenilada y en estado activo. Ga induce la estabilizacion de B-catenina.

La relevancia de que los bifosfonatos activen la via Wnt radica en que esta via
es fundamental para el desarrollo de las células del hueso. En células pluripotentes de
ratén, la via Wnt promueve la osteoblastogénesis, aumentando la expresion de
RUNX2, DIx5 y osterix, (Bennett et al. 2005, Gaur et al. 2005) y en células
mesenquimaticas humanas, la activaciéon de la via Wnt canénica favorece la formacion

de hueso (Gong et al. 2001, de Boer et al. 2004, Qiu et al. 2007).
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Es necesario tener en cuenta que la actividad de la via Wnt también depende
del estado de desarrollo y estado de diferenciacién de las células. En células
comprometidas a linaje osteogénico, la sefializacién por la via candénica estimula su
diferenciacion, mientras al mismo tiempo, inhibe la diferenciacion terminal de los
osteoblastos maduros (Kahler et al. 2006, Eijken et al. 2008, Kahler et al. 2008). La
linea HS-5 tiene un estado menos comprometido que la linea Saos-2 hacia el linaje
osteoblastico, sin embargo no se observaron diferencias entre la respuesta de ambas
tipos de células a los bifosfonatos utilizados.

En los modelos aciuales de terapias para enfermedades dseas, los bifosfonatos
son compuestos interesantes, y pueden ser atractivos para usos en biotecnologia.
Recientemente se han desarrollado recubrimientos biocompatibles para protesis dseas
que incluyen a estos compuestos (Houshmand et al. 2007, Wermelin et al. 2008,
Miettinen et al. 2009, Harding et al. 2010, Linderback et al. 2010). Es probable que la
elaboracion de estos materiales biocompatibles permita que los bifosfonatos se liberen
directamente en el hueso afectado permitiendo el uso de dosis menores.

Los experimentos realizados en este seminario de titulo revelan que los
bifosfonatos tienen un efecto en las células osteoblasticas regulando la expresion de
RANKL, aumentando los niveles de B-catenina activa y promoviendo su translocacion
al nicleo. Este efecto no se ha descrito anteriormente. Los datos en conjunto sugieren
que la disminucién de RANKL es producido por la acumulacion de B-catenina, y se
especula que esto estaria mediado por la activacién de la subunidad a de proteinas G

triméricas, representando una nueva accién celular de los bifosfonatos.
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6. CONCLUSIONES
Ibandronato y zoledronato tienen un efecto en células mesenquimaticas de
médula dsea cultivadas in vitro activando la via Wnt y disminuyendo la expresién de
RANKL. Estos efectos favorecerian [a diferenciacién osteogénica de las células

precursoras de osteoblastos en la médula dsea.
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