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En este trabajo nos planteamos los si-
guientes objetivos:

1) Utilizar el cultivo primario de osteo-
blastos humanos procedentes de hueso tra-
becular de mujeres postmenopausicas como
modelo experimental para el estudio de
la interaccién del 17 B-estradiol (ES), y 2
moduladores selectivos de los receptores es-
trogénicos, tamoxifeno (TA) y raloxifeno
(RA), sobre la actividad remodeladora
Osea.

2) Estudiar el efecto del ES 10~*M, TA
10*M y RA 10*M sobre la proliferacion
celular y la sintesis de coldgeno en osteo-
blastos humanos en cultivo.

3) Estudiar los efectos producidos por el
ES10°°M, el TA 10®*M y el RA 107® so-
bre la expresion génica y la sintesis de la
interleucina 6 (IL-6) tanto constitutiva
como estimulada por la interleucina 13
(IL-1B) en osteoblastos humanos en cul-
tivo.

Para ello, los osteoblastos se obtuvieron
de hueso trabecular de mujeres postme-
nopéausicas sanas, entre 55 y 75 afos de
edad. Las células se cultivaron segtn el
método descrito por Nacher et al, y se ca-
racterizaron utilizando la sintesis de oste-
ocalcina y de fosfatasa alcalina como mar-
cadores que permiten identificar las células
como osteoblastos. Los experimentos se re-
alizaron siempre con células entre el se-
gundo y quinto pase.

Los osteoblastos en confluencia fueron
mantenidos durante 24 horas en medio
de cultivo DMEM sin rojo de fenol y sin
suero fetal, con albimina sérica bovina
(BSA) al 0,1%. Entonces, se afiadieron
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ES 10-°M (Sigma), TA 10*M (Zeneca),
RA 10-*M (Lilly) o vehiculo (etanol) con
o sin IL-1B. Después de 24 horas se
determinaron los niveles de IL-6 y de
propéptido aminoterminal de procolage-
no I (PINP) en el medio de cultivo. La
proliferacion celular fue medida a través
de un ensayo metabdlico y de contaje ce-
lular a las 48 y alas 96 horas de incuba-
cién.

Para estudiar la expresion de IL-6, las cé-
lulas fueron cultivadas hasta la confluen-
cia en placas Petri. El medio fue reempla-
zado por DMEM libre de rojo de fenol y de
suero, con BSA al 0,1%. Después de 24
horas las células fueron tratadas con ES
10°M, TA10*M 0 RA 10"*M durante 1,
2,3 y 6 horas, o durante 3 horas con cada
uno de estos agentes e IL-1f simulténea-
mente. Los niveles de mARN fueron eva-
luados a través de la transcripcion reversa
seguida de la reaccién en cadena de la po-
limerasa (RT-PCR). Se coamplificé el gen
humano de la gliceraldeido-3-fosfato dehi-
drogenasa (GAPDH) como control de un
gen constitutivo.

Los hallazgos obtenidos en las condicio-
nes experimentales utilizadas son los si-
guientes:

El cultivo primario de osteoblastos hu-
manos procedente de hueso trabecular de
mujeres postmenopausicas constituye un
modelo experimental ttil y reproducible
para el estudio de las interacciones entre
el ES10°M, TA10°*M yRA 10®*M y las
células formadoras de hueso.

Las observaciones morfolégicas y las pro-
piedades funcionales expresadas por las cé-

lulas humanas en estudio permiten iden-
tificarlas como osteoblastos.

La adicién de ES 10*M, TA 10°°M y RA
10-*M produjo un aumento significativo en
la proliferacion celular de osteoblastos hu-
manos en cultivo a las 48 y 96 horas, con
respecto a las células controles (sin adicién
de estimulo).

La adicion de ES 10°M, TA 10°M yRA
107*M no produjo ninguna variacién sig-
nificativa sobre la sintesis de coldgeno por
los osteoblastos medida a través de los ni-
veles del PINP.

El ES 10*M, TA 10*M y RA 10*M no
produjeron una disminucién en los nive-
les constitutivos de IL-6 en el medio de
cultivo de osteoblastos humanos. Estos far-
macos no produjeron tampoco un descen-
so en el incremento de la sintesis de IL-6
mediado por la adicién de IL-1f al medio
de cultivo.

El ES 10°M, TA 10®*M y RA 10*M no
produyjeron ninguna variacién significati-
va sobre la expresién constitutiva del
mARN de la IL-6, ni sobre el incremen-
to de expresion producido por laIL-1f en
osteoblatos humanos en cultivo.

Las beneficiosas acciones del 173-estra-
diol, tamoxifeno y raloxifeno demostradas
sobre la masa Gsea parecen no estar me-
diadas a través de un descenso de la libe-
racién de la IL-6, agente favorecedor de la
resorcion 6sea, sino posiblemente a través
de otros factores liberados por los osteo-
blastos que actuarfan sobre la actividad os-
teocldstica o por acciones directas del es-
tradiol, raloxifeno o tamoxifeno sobre los
osteoclastos.



