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INTRODUCCION

Hasta ahora se consideraban la prolifera-
cién de osteoclastos y osteoblastos, ast como
la actividad de los mismos, los procesos
fundamentales para el mantenimiento de
la estructura 6sea. Sin embargo, se ha des-
crito que la prevalencia de apoptosis o
muerte celular programada es esencial para
la homeostasis esquelética, y los cambios
que puedan producirse en el ntimero de
osteoblastos y osteoclastos por este meca-
nismo son también responsables del dese-
quilibrio entre formacién y resorcién que
conduce a la mayoria de las patologias
6seas, incluyendo la osteoporosis posme-
nopausica.

El crecimiento y la actividad de las célu-
las 6seas estan regulados por factores lo-
cales y sistémicos que afectan, en dltima
instancia, al metabolismo 6seo. Se ha des-
crito que durante la menopausia el des-
censo en los niveles de estrégenos produ-
ce un aumento de la expresion y secrecién
por parte de los osteoblastos de diversas
citoquinas proinflamatorias, entre ellas el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a).
Aunque varios estudios han establecido la
importancia de la activacién osteoclastica
por TNF-0, atin no se conoce el papel de
esta citoquina sobre los osteoblastos en el
desarrollo de la pérdida ésea que se pro-
duce en la posmenopausia. Por otro lado,
estudios in vitro con osteoblastos de
origen murino han demostrado un aumen-
to de la apoptosis celular en respuesta a
TNF-a.
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del trabajo galardonado como Premio Cientifico
de la FHOEMO 2002.
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Aunque atn no se conocen los mecanis-
mos moleculares implicados en la apop-
tosis de los osteoblastos humanos, una
posible via podria ser la de Fas FasL. Se ha
descrito que en osteoblastos la sefializa-
cién a través de Fas induce la apoptosis
de estas células y que la sensibilidad
mediada por Fas a la apoptosis en varios
tipos celulares estd modulada por cito-
quinas.

El objetivo del presente trabajo ha sido es-
tudiar el efecto del TNF-o en la apop-
tosis mediada por Fas en dos tipos de
células osteoblasticas: la linea celular os-
teoblastica humana MG-63 y en osteo-
blastos humanos procedentes de cultivo
primario.

MATERIAL Y METODOS
CULTIVO CELULAR

La linea celular osteoblastica MG-63 y los
osteoblastos humanos procedentes de mues-
tras de hueso normal de mujeres posme-
nopausicas que no padecian ninguna en-
fermedad o tratamiento que pudiera afectar
al metabolismo del hueso y cuya edad no
sobrepasaba los 70 afios, fueron utilizados
como estirpes celulares en el presente es-
tudio. La técnica utilizada en el cultivo
primario de osteoblastos es la descrita por
Nacher M et al (REEMO 1993;2:3-8). En
breve el hueso trabecular se corta en pe-
quenos fragmentos de 1-2 mm que se co-
locan sobre una malla de nylon de 80 pm
de tamario de poro, la cual se apoya sobre
dos anillas de vidrio. La malla con los ex-
plantes se coloca en una placa Petri con
medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) (Gibco, Grand Island,
NY) suplementado con el 20% de suero
bovino fetal (FBS) (Biological Industries,
Kibbutz, Beth Haemek, Israel). Aproxi-
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madamente una semana después, los oste-
oblastos empiezan a crecer sobre la malla
a partir de los explantes. Las mallas se cu-
bren de células en aproximadamente 3-4 se-
manas y pasado este tiempo las células se
tripsinizan y se subcultivan usando trip-
sina a una concentracién del 0,25% (Bio-
logical Industries). Los osteoblastos se ca-
racterizan mediante la determinacién de
la actividad fosfatasa alcalina y de la sin-
tesis de osteocalcina en respuesta a la es-
timulacién con 1,25 (OH),D, (Roche, Ba-
sel, Suiza). Todos los experimentos se
llevaron a cabo con células subcultivadas en-
tre el segundo y el quinto pase.

INDUCCION DE APOPTOSIS
MEDIADA POR Fas EN
OSTEOBLASTOS HUMANOS

Se estudi la apoptosis inducida por anti-
Fas (CH-11) en osteoblastos humanos pro-
cedentes de cultivo primario y en MG-63.
Las células se cultivaron en placas de 12
pocillos a una densidad celular de 40.000
células pocillo en ausencia de suero y con/Ain
TNF-o (200 U /ml) durante 48 h. Trans-
currido ese tiempo, algunos pocillos se es-
timularon con CH-11 a una concentracién
de 1.000 ng/ml durante 24 h méas. La muer-
te celular por apoptosis asi provocada se
cuantificé mediante citometria de flujo de
células permeabilizadas y tefiidas con yo-
duro de propidio.

CUANTIFICACION DE LA
APOPTOSIS EN OSTEOBLASTOS
HUMANOS POR CITOMETRIA DE
FLUJO

Se recogieron todas las células contenidas
en el sobrenadante y las células adherentes
se despegaron con tripsina-EDTA (200 mg A
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Tabla 1
Efectos del TNF- sobre la apoptosis mediada por Fas en cdlulas MG-63 y osteoblastos humanos de cultivo primario
- FBS
—FBS - FBS
-FBS + TNF-a Prueba de Wilcoxon
+ TNF-a + CH-11 + CH-11
*p < 0,05 frente a—FBS
MG-63 100 = 38 86 + 14 2.466 + 363°° 419 + 66°P¢ ’p < 0,001 frente a-FBS + TNF-o.
°p < 0,05 frente a -FBS + TNF-a + CH-11
*p < 0,001 frente a—FBS
OB 100 + 26 74 + 38 679 + 316°° 223 + 647b< Pp < 0,001 frente a -FBS + TNF-a

°p < 0,001 frente a—FBS + TNF-a + CH-11

Las células se cultivaron en las condiciones ya citadas (ver material y métodos). Los resultados estédn expresados como porcentaje de células muertas respecto al
control (-FBS). Los valores representan media + DE. En la columna de la derecha se especifican las diferencias estadisticamente significativas encontradas entre

los diferentes tratamientos experimentales.

de EDTA, 500 mg/ de tripsina 1:250)
(Bio-W hittaker). Para la citometria de flu-
jo se tifieron con 100 Ug/ml de yoduro de
propidio, 10 ig/ml de Rnasa A (Sigma-
Aldrich, San Luis, Misuri, EE.UU.), un
0,05% de NP-40 en PBS a 4 °C durante
1 hora. A continuacién las muestras fueron
pasadas por el citémetro de flujo (Coulter,
EE.UU.). Mediante el empleo del progra-
ma LYSISII se calcul6 el porcentaje de cé-
lulas con menor contenido de ADN (frac-
cién A,), que se corresponde con las células
apoptéticas con el ntcleo fragmentado.
Los restos celulares fueron excluidos ajus-
tando los pardmetros de tamafio y com-
plejidad.

ESTUDIO ESTADISTICO

El estudio se realizé en el cultivo prima-
rio de 6 lineas de osteoblastos proceden-
tes de 6 mujeres posmenopdusicas dife-
rentes. Cada punto individual del estudio
se realiz6 por sextuplicado. Se utiliz6 el
test no paramétrico de Mann-W hitney
para la comparacién de las variables entre
los diferentes grupos (MedCalc Software,
Bélgica).
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este estudio
se muestran en la tabla 1.

En primer lugar, al deprivar las células de
suero fetal (el suero contiene factores de
superviviencia para diversos tipos celula-
res) no se observé un aumento significa-
tivo de la apoptosis en ninguno de los ti-
pos celulares utilizados en este estudio.
Ademis, nuestros resultados demuestran
que la incubacién de los osteoblastos y las
células MG-63 con TNF-at en ausencia de
CH-11 no indujo apoptosis celular en los
cultivos.

A continuacién, estudiamos la apoptosis
mediada por Fas en células MG-63 y os-
teoblastos procedentes de cultivo prima-
rio inducida por CH-11. El tratamiento
de ambos tipos de células con CH-11,
que produce una activacién del recep-
tor de Fas a partir del cual se desenca-
dena toda la cascada apoptética, aumen-
to significativamente el ntmero de
células apoptoticas; este aumento fue ma-
yor en las MG-63 (419 + 66%) que en
los osteoblastos de cultivo primario (223
+ 640/0).

Cuando las células fueron pretratadas con
TNF-o antes de afiadir CH-11 se obser-
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v6 un aumento significativo de la muer-
te celular por apoptosis. Este aumento
fue mucho mayor que el observado tras
el tratamiento de las células s6lo con
CH-11. El orden de magnitud de este
aumento fue mayor en las células MG-63
que en los osteoblastos humanos en cul-
tivo primario.

COMENTARIOS FINALES

En el presente trabajo hemos estudiado los
efectos del TNF-ot sobre la apoptosis en os-
teoblastos humanos. Aunque algunos au-
tores han descrito que el TNF-o induce
apoptosis en osteoblastos, nosotros no hemos
observado este hecho en nuestros modelos
celulares (MG-63 y osteoblastos humanos
procedentes de cultivo primario). Esta dis-
crepancia en los resultados podria explicarse
por diferencias entre especies.

En cuanto a los efectos del TNF-at sobre la
apoptosis mediada por Fas en osteoblas-
tos, aunque el TNF-o no induce directa-
mente apoptosis de estas células, el trata-
miento de éstas con TNF-0 aument6
significativamente la sensibilidad de las
células a la apoptosis al afiadir CH-11 a
los cultivos.
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