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El EXITO

Reir mucho y a menudo; ganarse el respeto de las personas inteligentes y el
aprecio de los ninos; merecer el elogio de los criticos sinceros y mostrarse
tolerante con las traiciones de los falsos amigos; saber apreciar la belleza y hallar
lo mejor en el projimo; dejar un mundo algo mejor, bien sea por medio de un hijo
sano, de un rincon de jardin o de una condicion social redimida; saber que al
menos una vida ha alentado mas libremente gracias a la nuestra: eso es haber

triunfado.

RALPH WALDO EMERSON

La gran finalidad de la vida no es el conocimiento, sino la accion.

THOMAS HENRY HUXLEY

No busques hacer las cosas rapidamente. No vayas tras las pequenas ventajas.

El deseo de hacer las cosas demasiado rapido impide hacerlas a conciencia.

Ir por las pequenas ventajas impide que se logren las grandes cosas.
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Resumen.

Introduccion: La diabetes mellitus (DM) puede alterar el remodelado 6seoy
conducir a complicaciones como la osteopenia u osteoporosis. Por otra parte, la
DM aumenta el riesgo de padecer enfermedad periodontal (EP), asi como su
severidad. La EP es una enfermedad inflamatoria producida por la resorcion 6sea
alveolar. Existen evidencias que sugieren que la inflamacion cronica puede
contribuir al desarrollo de la DM y sus complicaciones. La hiperglucemia es una
caracteristica de la DM que puede contribuir a la inflamacion sostenida mediante
el incremento de citocinas pro-inflamatorias que causan resistencia a la insulina
a través de la activacion de TLR 4. Sin embargo, no se saben los mecanismos por
los cuales se desarrollan estas complicaciones o6seas en la DM. Los estudios
realizados sobre el efecto de las altas concentraciones de glucosa en las funciones
de los osteoblastos son contradictorios, algunos sugieren aumento o reduccion en
el proceso de biomineralizacion. En este trabajo se evalué el efecto de la alta
concentracion de glucosa en la biomineralizacion y mediadores de la inflamacion
en una linea celular osteoblastica humana. Material y métodos: Las células
fueron tratadas ya sea con una concentracion fisiologica de glucosa (5.5mM) o
concentraciones postprandiales de glucosa (8mM) o altas concentraciones de
glucosa comparables con los niveles de glucosa de un paciente diabético (12 y
24mM). Se evaluo el efecto sobre i) la cantidad y calidad de los cristales de los
depositos de calcio en cultivo, ii) la expresion de las proteinas a)asociadas al
proceso de biomineralizacion, b) El ligando de receptor activador para el factor
nuclear k B (RANKL) y osteoprotegerina (OPG), c) las citocinas IL1, IL6, IL8, MCP-
1, TNF alfa y d) de los TLR 2, 3 ,4 y 9. Resultados: Nuestros resultados muestran
que altas concentraciones de glucosa, (12mM y 24mM en particular), alteran el
proceso de biomineralizacion en las células osteoblasticas, lo que provoca: i) un
aumento en la biomineralizacion, ii) incremento en la expresion de los ARNm de
osteocalcina, sialoproteina 6sea y el factor de trascripciéon Runx?2, iii) disminuciéon
en la actividad especifica de la fosfatasa alcalina, iv) disminucién en la calidad del
los cristales de hidroxiapatita depositados en cultivo, v)incremento en la
expresion de ARNm de RANKL y disminucion de OPG, vi) incremento en la
expresion del ARNm de IL 1 beta, IL6, IL8, MCP-1 y la IL 10. Ademas se encontro
que tanto las altas concentraciones de glucosa, como los controles iso-osmoticos
provocaron la sobre-expresion de los TLR's 2, 3, 4 y 9, lo que sugiere que las
células osteoblasticas son susceptibles al estrés osmotico. Estos resultados
sugieren que la alta concentracion de glucosa pudiera estar actuando como un
factor endogeno que altera la biomineralizacion.



Abstract.

Introduction. Diabetes mellitus (DM) may alter bone remodeling, as
osteopenia and osteoporosis are among the complications. Moreover, DM
increases the risk and severity of chronic inflammatory periodontal disease, in
which bone resorption occurs. Broad evidence suggests that chronic
inflammation can contribute to the development of DM and its complications.
Hyperglycemia is a hallmark of DM that may contribute to sustained
inflammation by increasing proinflammatory cytokines, which are known to
cause insulin resistance, via toll-like receptor (TLR) - 4 -mediated mechanisms.
However, the mechanisms by which bone-related complications develop in DM
are still unknown. Studies done on the effect of high glucose concentrations on
osteoblast functions are contradictory because some suggest increases (although
others suggest reductions) in the biomineralization process. Therefore, we
evaluated the effect of high glucose levels on biomineralization and inflammation
markers in a human osteoblastic cell line. Material and methods. Cells were
treated with either physiological 5.5 mM or increasing concentrations of glucose
up to 24 mM, and we determined the following: i) the quantity and quality of
calcium-deposit crystals in culture and ii) the expression of the following: a)
proteins associated with the process of biomineralization, b) the receptor activator
of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) and osteoprotegerin (OPG), c) cytokines
IL1, IL6, IL8, IL10, MCP-1 and TNF alpha, and d) TLRs 2, 3, 4 and 9. Results.
Our results show that high glucose concentrations (12 mM and particularly 24
mM) alter the biomineralization process in osteoblastic cells and provoke the
following: i) a rise in mineralization, ii) an increase in the mRNA expression of
RANKL and a decrease of OPG, iii) an increase in the mRNA expression of
osteocalcin, bone sialoprotein and the transcription factor Runx2, iv) a
diminished quality of the mineral, and v) an increase in the expression of IL1beta,
IL6, IL8, MCP-1 and IL10 mRNAs. In addition we found that both high glucose
levels and hyperosmotic conditions provoked TLR-2, -3, 4 and 9 overexpression in
osteoblastic cells, suggesting that they are susceptible to osmotic stress.



CAPITULO I

Diabetes Mellitus.

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por hiperglucemia, lo que resulta de defectos en la secrecion de
insulina y/o en la accion de la insulina.[1]

Segun la Asociacion Americana de Diabetes (ADA), se clasica en:

1. Diabetes Mellitus tipo 1 (DMT1). Se caracteriza por la destruccion de las
células beta pancreaticas, deficiencia absoluta de insulina, tendencia a la
cetoacidosis y necesidad de tratamiento con insulina para vivir
(insulinodependientes).

Se subdividen en dos subgrupos:

a) Diabetes autoinmune: con marcadores positivos en un 85-95% de los
casos, anticuerpos antiislotes (ICAs), anti GADs (decarboxilasa del ac.
glutamico) y anti tirosina fosfatasas IA2 e IA2 . Esta forma también se
asocia a genes del antigeno leucocitario humano (HLA o complejo
mayor de histocompatibilidad MHC).

b) Diabetes idiopatica: con igual comportamiento metabodlico, pero sin

asociacion con marcadores de autoinmunidad ni de HLA.
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2. Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2). Caracterizada por insulino resistencia y
deficiencia (no absoluta) de insulina. Es un grupo heterogéneo de
pacientes, la mayoria obesos y/o con distribucion de grasa
predominantemente abdominal, con fuerte predisposicién genética no bien
definida (multigénica). Los pacientes tienen niveles de insulina plasmatica
normal o elevada, sin tendencia a la acidosis, responden a dieta e
hipoglucemiantes orales, aunque muchos con el tiempo requieren de
insulina para su control, aunque no es indispensable para preservar la
vida (insulino-independientes)

3. Otros tipos especificos de Diabetes. Incluyen pacientes con defectos
genéticos en la funciéon de la célula beta como las formas llamadas MODY
(maturity onset diabetes of the young). Otros pacientes presentan defectos
genéticos de la accion de la insulina o patologias pancreaticas
(pancreatectomia, pancreatitis aguda, pancreatitis cronica, neoplasia del
pancreas, hemocromatosis) o bien endocrinopatias (cushing, acromegalia,
glucagonoma, feocromocitoma). Algunos farmacos o toxicos pueden
producir diabetes secundaria (corticoides, acido nicotinico, asparagina,
interferon alfa, pentamidina). Adicionalmente agentes infecciosos (rubeola
congénita, coxsachie B, citomegalovirus, parotiditis) o algunas otras
enfermedades como los sindromes de Dawn, Kleinefelter, Turner,

enfermedad de Stiff-man y lipoatrofias pueden causar diabetes.[1]
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4. Diabetes Gestacional. Se caracteriza por hiperglucemia, que aparece en el
curso del embarazo. Se asocia a mayor riesgo en el embarazo y parto y de
presentar diabetes clinica (60% después de 15 anos). La diabetes
gestacional puede desaparecer al término del embarazo o persistir como
intolerancia a la glucosa o diabetes clinica[1]

S. Intolerancia a la glucosa y glicemia de ayunas alterada. La intolerancia a la
glucosa se caracteriza por una respuesta anormal a una sobrecarga de
glucosa suministrada por via oral. Este estado se asocia a mayor
prevalencia de patologia cardiovascular y a riesgo de desarrollar diabetes
clinica (5-15% por ano). La glicemia de ayuno alterada se caracteriza por el
hallazgo de una glicemia de ayuno entre 100 y 125mg/dl. Su identificacion
sugiere el realizar una prueba de sobrecarga de glucosa oral para la
clasificacion definitiva.[1]

La DM se ha convertido en una de las principales epidemias del siglo XXI.
Aunque la patogenia de la DM implica complejas relaciones entre factores
genéticos y ambientales o adquiridos, recientemente ha adquirido interés la
propuesta de que las enfermedades inflamatorias cronicas pueden provocar
resistencia a la insulina y contribuir asi al desarrollo de la diabetes y sus
complicaciones.[2]

Las complicaciones asociadas con la DM incluyen la nefropatia, retinopatia,
neuropatia, enfermedad cardiovascular, enfermedad vascular periférica,
accidentes cerebrovasculares, enfermedades o6seas como la osteoporosis y

enfermedad periodontal.[3-4]
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Enfermedad periodontal.

La enfermedad periodontal (EP) es una enfermedad crénica inflamatoria
que afecta los tejidos de soporte de los dientes, el periodonto. Resulta de una
infeccion cronica provocada por bacterias que se localizan en las superficies
dental y radicular. Como resultado de su presencia, el hospedador, intentando
eliminarlas, desarrolla una respuesta inflamatoria e inmune que es la causa de la
destruccion de los tejidos. La respuesta del hospedador no es sé6lo resultado de la

presencia de las bacterias sino también de sus productos como endotoxinas.[5-6]

El mecanismo fisiopatologico por el cual ocurre esta sucesion de
fenémenos tiene explicacion en la respuesta inmune del hospedero frente a los
microorganismos productores de toxinas (endotoxinas bacterianas) conocidos
ampliamente como peridontopatégenos. Estas endotoxinas estimulan las células
del sistema inmune de los tejidos peridontales a que expresen varios mediadores
inflamatorios entre los cuales esta la interleucina 1 (IL1), el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) o el ligando de receptor activador para el factor nuclear k B
(RANKL). En adicion a estos mediadores inflamatorios también se liberan otros
productos endogenos como las proteinas de choque térmico 60 (HSP60), proteina
C reactiva (CRP), lactoferrina, calprotectina, denfensinas, lamininas, proteina
quimioatrayente de monocitos, entre otras sustancias potencialmente

citotoxicas.[7]
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Relacion entre la diabetes mellitus y enfermedad periodontal.

Existe amplia evidencia que sugiere que la DM se asocia con una mayor
prevalencia (de 3 a 4 veces), extension y severidad de la enfermedad periodontal.
[8-9] Se ha argumentado que el estado inflamatorio presente en la diabetes puede
afectar la cavidad oral y aumentar la severidad de la periodontitis, provocando
una mayor destruccion de los tejidos [10] y un retraso en la cicatrizacion de las
heridas [11]. De acuerdo con esta propuesta, varias moléculas inflamatorias que
se encuentra elevadas en la DM, han sido demostradas ser responsables de
inducir resistencia a la insulina. Ejemplo de las moléculas inflamatorias son el
TNF-a [12], la resistina [13] y los acidos grasos libres [14] que también juegan un
papel importante en el metabolismo 6seo, como el TNF-a que promueve la

resorcion osea [10].

Una de las vias de senalizacion mas estudiadas que dan como resultado la
sintesis de citocinas proinflamatorias es la via de los receptores tipo Toll (TLR).
Los TLRs reconocen patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS) como

el lipopolisacarido (LPS), las lipoproteinas, peptidoglicanos y otros.

Los niveles de expresion de TLR-3 y -4 en el tejido gingival de pacientes
con periodontitis crénica se correlacionan con la severidad de la enfermedad
periodontal y con un incremento en la placa bacteriana [15]. Por otra parte, los
niveles de expresion de TLR -2, -4 y -9 se incrementan en el tejido gingival en
pacientes con diabetes tipo 2 y periodontitis crénica [16]. Estudios recientes han
demostrado un incremento en la expresion de TLR-2 y -4, asi como su via de
senalizacion, sus ligandos y la activacion funcional en los monocitos de sujetos

con diabetes tipo I en comparacion con los sujetos controles, que se acentiia aun
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mas con las complicaciones microvasculares presentes en esta enfermedad [3].
Por lo que se ha propuesto que la inflamacion en sujetos con diabetes se
comienza a exacerbar debido a mecanismos no microbianos. Ademas de los
productos microbianos exogenos, los TLRs pueden reconocer ligando endogenos
tales como células necroticas [17], proteinas de choque térmico Hosp70 y gp96
[18], los oligosacaridos del hialuronato soluble [19], las especies reactivas de

oxigeno (ROS)[20] y los productos de la glicacion avanzada (AGEs) [21].

Considerando que las personas con hiperglucemia sostenida glican las
proteinas para formar AGEs, que son un vinculo importante entre las diversas
complicaciones de la diabetes [22], también es posible que los AGEs participen
como ligandos enddgenos en la activacion inicial de los TLRs, antes de la
aparicion de la diabetes. Mas aun, las altas concentraciones de glucosa son
capaces de aumentar la expresion de TLR-2 y -4 en los monocitos humanos a
través de la activacion de MyD88, PKC y la NADPH oxidasa, que incrementa la

produccion de citocinas proinflamatorias [23].
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CAPITULO II

Hiperglucemia y metabolismo 6seo

Como se mencioné anteriormente, en los pacientes con diabetes las
complicaciones relacionadas con alteraciones oseas incluyen la osteopenia, la
osteoporosis y la enfermedad periodontal. Se ha establecido previamente una
asociacion entre la DM no controlada y la pérdida de densidad mineral o calidad
osea. También se ha sugerido que el metabolismo 6seo alterado en la DM puede
provocar osteopenia. Mas aun, se ha implicado a la hiperglucemia en la
patogénesis de las enfermedades o6seas en la DM. Se ha reportado una
disminucién de la actividad osteoblastica en modelos animales y en seres
humanos [9, 24-25].

Por otra parte algunas de las citocinas proinflamtorias circulantes que se
han visto elevadas en pacientes diabéticos (por ejemplo, TNF e interleucinas 1y 6
(IL-1, IL-6) [26-30] pueden promover la actividad de los osteoclastos y la resorcion
o0sea mediante la activacion de la via de senalizacion del receptor activador del
NFk-B (RANK), y su ligando (RANKL). Interesantemente, un mal control glicemico
fue correlacionado significativamente con una mayor produccion de estas
citocinas. Lo que nos indica que existe una estrecha relacion entre la
periodontitis, la resorcion 6sea y la DM, siendo el comin denominador la
inflamacion croénica.

Solo pocos estudios han analizado el efecto de concentraciones altas de
glucosa en la respuesta fisiolégica e inflamatoria relacionada con los osteoblastos.
Los estudios existentes sobre el efecto de la concentracion elevada de glucosa en
el proceso de biomineralizacion en los osteoblastos, son contradictorios, ya que se

han reportado tanto incrementos, como disminuciones [26, 31]. Por otra parte el
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estudio de la expresion de los TLRs y de citocinas en los osteoblastos se habia
realizado a nivel de ARNm. Se detecto previamente una expresion constitutiva del
ARNm de algunos TLRs en algunas lineas celulares de osteoblastos. Existen
estudios sobre el efecto de productos bacterianos, tales como el LPS, en
osteoblastos, en los que se muestra un incremento en la expresion del ARNm del
TLR-2 y algunas quimiocinas (5, 8 y 10), de la interleucina la y MMP9 [32-33],
junto con la disminucion de la biomineralizacion.

La biomineralizacion 6sea es un proceso interactivo entre los osteoblastos
y su matriz extracelular en la que participan proteinas colagenas y no colagenas
como la osteocalcina (OCN), sialoproteina 6sea (BSP), osteopontina (OPN) que se
encargan de la nucleacion de los cristales de hidroxiapatita [34]. Otra proteina de
suma importancia en el proceso de biomineralizacion es la fosfatasa alcalina
(ALP). Esta es una enzima glucosilada, que se localiza en la porcion externa de la
membrana citoplasmatica [35] y también se encuentra en las vesiculas de matriz,
las cuales son organelos producidos por las células mineralizantes y estan
localizadas en la matriz extracelular. Estas estructuras contribuyen a la
mineralizacion de la matriz extracelular formando fosfatos de calcio amorfos y
cristales de hidroxiapatita [36]. La ALP es también la responsable de regular las
concentraciones extracelulares de fosfatos, desfosforilando diversas moléculas. La
actividad de esta enzima se incrementa cuando comienza la mineralizaciéon de la
matriz extracelular, por lo que es un indicador temprano de la biomineralizacion

[37].

17



El proceso de biomineralizacion se ve afectado por diferentes patologias,
desde infecciones hasta artritis reumatoide en donde ademas de afectar
negativamente la biomineralizacion, se incrementa el nimero y la actividad de

osteoclastos.

La osteoclastogénesis esta controlado por tres proteinas: el receptor RANK,
su ligando RANKL y el inhibidor del receptor la osteoprotegerina (OPG)[38]. RANK
es expresado por los precursores de los osteoclastos y linfocitos T. E1 RANKL y
OPG son sintetizadas por los osteoblastos de forma constitutiva. El RANKL se une
a su receptor RANK promoviendo la maduracion y activacion de los osteoclastos.
El OPG se une al RANKL inhibiendo su union a su receptor, y la actividad de los
osteoclastos. En condiciones de salud el RANKL es suprimido por el OPG de
manera equilibrada, esto permite mantener la homeostasis el metabolismo 6seo.
La expresion de RANKL se incrementa en presencia de mediadores de la
inflamacion, los cuales estan elevados en la enfermedad periodontal y la DM, lo
que a su vez provoca la expresion de citocinas por parte de los osteoblastos como
la IL-1, IL-6, IL-10, TNF, lo que resulta en la induccion de la osteoclastogénesis y

la resorcion osea [39].

Kikuchi et al. estimularon osteoblastos humanos con LPS y evaluaron la
expresion de OPG y RANKL. El nivel de ARNm y proteina de RANKL se
incrementan en relacion directa con la concentracion de LPS, y lo contrario

ocurre con el OPG, el cual disminuye [40].

Sin embargo, el efecto de las concentraciones altas de glucosa en la
expresion de TLRs y el sistema RANKL/OPG no ha sido evaluado en los

osteoblastos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El hecho de que algunos TLRs reconozcan ligandos endégenos como los
AGEs, abre la posibilidad de que la alta concentracion de glucosa influya en la
respuesta inmune innata y en el metabolismo 6seo a nivel periodontal.

Por lo tanto, para determinar si la alta concentracion de glucosa juega un papel
importante en la enfermedad periodontal, nos propusimos investigar el efecto de
concentraciones altas de glucosa sobre marcadores de la inflamacion y la

biomineralizacion en células osteoblasticas humanas in vitro.

HIPOTESIS

Si las células osteoblasticas humanas son mantenidas con altas
concentraciones de glucosa, entonces, se afectara el proceso de

biomineralizacion, asi como la expresion de mediadores de la inflamacion.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar si altas concentraciones de glucosa afectan las funciones
fisiologicas de las células osteoblasticas como la biomineralizacion y la expresion

de mediadores de la inflamacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

En células osteoblasticas con diferentes concentraciones de glucosa:

1. Determinar la cantidad de deposito de calcio en cultivo.

2. Determinar la actividad especifica de la fosfatasa alcalina (ALP).

3. Determinar la calidad de los cristales depositados en cultivo.

4. Determinar la expresion del ARNm de la sialoproteina o6sea (BSP), la
osteocalcina (OCN) y el factor de trascripciéon Runx2, de la osteoprotegerina
(OPG), el ligando de receptor activador para el factor nuclear k B (RANKL),
de las Interleucinas -1, -6, -8, -10, del TNF-a y MCP-1

5. Determinar la expresion del TLR-2, -3, -4,y -9
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CAPITULO III

Material y métodos

Cultivo Celular.

Se aislaron células derivadas del hueso alveolar y se propagaron como se
describe en el articulo de Arzate et al. 1998 [41]. Se seleccionaron aquellas
células que mostraron el fenotipo de las células osteoblasticas caracterizadas
mediante la determinacion de la presencia de osteocalcina (OCN) y la actividad
especifica de la fosfatasa alcalina (ALP) y por ende formadoras de nodulos de
mineralizacion, de acuerdo a los métodos descritos por Kaplow [42] y Arzate et
al., respectivamente [41]. Las células osteoblasticas fueron cultivadas en forma
rutinaria en Dulbecco modificado de Eagle con 5.5mM de glucosa (DMEM-LG)
(Invitrogen, GIBCO, Rockville, MD, EE.UU.) complementado con suero fetal
bovino al 10% (laboratorios Microlab S.A. de C.V., D.F. México) y antibi6ticos (100
U / ml de penicilina, estreptomicina 100pg/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EE. UU.) Para los experimentos se utilizaron las células en el segundo pasaje. Las
células se crecieron a 37°C en una atmosfera de 95% de aire, 5% COz y 100% de

humedad

Concentraciones de glucosa.

Las concentraciones de glucosa para este estudio fueron elegidos en
funcion de los niveles de glucosa en sangre de un individuo sano, los niveles de
glucosa postprandial y altos niveles de glucosa similares a los observados en la

DM. En concreto, la concentracion normal de glucosa es de 5.5mM equivalente a
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90mg/dl, la postprandial de 8mM corresponde a 144mg/dl y las concentraciones
de 12mM y 24mM es aproximadamente 216mg/dl y 432mg/dl respectivamente
que utilizamos para determinar los efectos de la alta concentracion de glucosa en
las células osteoblasticas.

Las células fueron cultivadas durante 24 h, 7 dias y 14 dias en DMEM-LG
que contiene los niveles fisiologicos de glucosa (5.5mM) o en DMEM-LG
suplementados con altas concentraciones de glucosa (8, 12 y 24mM). Los cultivos
se dividieron en nueve grupos de tratamiento: 1) medio fisiolégico con 5.5mM D
(+) glucosa, 2) glucosa postprandial de 8mM de D(+) glucosa, 3) medio con alta
glucosa con 12mM D(+) glucosa que corresponde con los niveles de pacientes con
DM no controlada, 4) medio con muy alta concentracion de glucosa con 24mM de
D(+) glucosa (invitrogen, GIBCO.) que corresponde a los niveles de pacientes con
DM no controlada y complicaciones 6seas, 5) medio con 5.5mM de D(+) glucosa y
18.5mM de L(+) glucosa (L-Glc), 6) medio con 5.5mM de D (+) glucosa y 2.5mM de
manitol (man), 7) medio con 5.5mM de D(+) glucosa y 6.5mM de manitol (man), 8)
medio con 5.5.mM de D(+) glucosa y 18.5mM de manitol (man) (Sigma-Aldrich, St
Louis, Mo, EE.UU.) y 9) medio con 5.5mM de D(+) glucosa y 3pg/ml de
lipopolisacararido de E. coli. (LPS) (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo, EE.UU.), que es
una molécula muy estudiada capaz de estimular varios tipos de células gingivales
y células osteoblasticas. Los grupos del 5 al 8 fueron utilizados como grupos
controles iso-osmolares y el grupo 9 se utilizo como control positivo. En todos los
casos el medio se cambio cada tercer dia. Para los experimentos en los que se
evaluo la biomineralizacion (depositos de calcio, actividad de la ALP y EDX) se
utilizé “medio mineralizante” (DMEM-LG complementado con suero fetal bovino

(SFB) al 10% mas 50mg/ml de acido ascoérbico y 10mM de B-glicerofosfato y las
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concentraciones indicadas de glucosa o manitol). El resto de los experimentos
(PCR para citocinas y analisis de los TLRs) se uso DMEM-LG complementado con

SFB al 10% y las concentraciones indicadas de glucosa.

Determinacion de la cantidad de calcio depositado en cultivo.

Se sembraron 2x105 células en cajas de cultivo celular de 12 pozos en
“medio mineralizante” (DMEM-LG complementado con suero fetal bovino (SFB) al
10% mas 50mg/ml de acido ascorbico y 10mM de -glicerofosfato). Las células se
mantuvieron con el estimulo por 7 y 14 dias de cultivo. Las células se
distribuyeron en cada uno de los nueve grupos de tratamiento que se han
descrito anteriormente que contenia diferentes concentraciones de glucosa (5.5,
8, 12 y 24mM o controles iso-osmoéticos). Las células se fijaron con metanol frio al
70%. La deposicion de mineral se identifico utilizando una solucion saturada de
alizarina roja al 2% pH 4.1 (Sigma Chemical Co.,St. Louis, MO) la cual fue
adicionada a los cultivos celulares que fueron teniidos durante 5 minutos. El
exceso de colorante fue eliminado lavando repetidamente con amortiguador de
fosfatos (PBS 1X) y las cajas fueron invertidas para su secado. Los pozos con el
mineral fijado y tenido fueron documentados con un esteroscopio StemiSVII
marca Zeiss (Alemania).

Se realizo la extraccion de colorante para la cuantificacion de calcio en
cultivo segiin Gregory et al. [43], brevemente, las cajas teniidas con alizarina roja
se almacenaron a -20 C por 1 hora. A cada pozo se le agregaron 800pul al 10%
(v/v) de acido acético y se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente en
movimiento, los pozos se rasparon con ayuda de un gendarme y se transfirio el
sobrenadante a tubos de microcentrifuga, se les agito vigorosamente por 30

segundos, a la mezcla se la agregaron 500ul de aceite mineral, se calent6é a 85°C
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por 10 minutos e inmediatamente después se le coloco en hielo por 5 minutos. La
mezcla se centrifugo a 14000 rpm por 15 minutos. 500ul del sobrenadante se
transfirieron a un tubo nuevo al que se le agrego 200ul de hidroxido de amonio
con acido acético al 10% (v/v) para neutralizar el acido y se incubé por 30
minutos a temperatura ambiente en movimiento. Se leyeron alicuotas de 100pl

por triplicado en cajas de 96 pozos a 405nm.

Analisis por Energia dispersa de espectroscopia de rayos X (EDX).

Se sembraron 2x105 células en cajas de cultivo celular de 12 pozos en
“medio mineralizante” (DMEM-LG complementado con suero fetal bovino (SFB) al
10% mas 50mg/ml de acido ascorbico y 10mM de B-glicerofosfato). Las células se
mantuvieron con el estimulo por 7 y 14 dias de cultivo. Las células se
distribuyeron en cada uno de los nueve grupos de tratamiento que se han
descrito anteriormente que contenia diferentes concentraciones de glucosa (5.5,
8, 12 y 24mM o controles iso-osmoticos). Las células se fijaron con metanol frio al
70%. La composicion de los minerales en la matriz extracelular que se formé por
las células osteoblasticas, se analiz6 con un microscopio electrénico de barrido
Leica-Cambridge 440 equipado con un pentafet de energia dispersa de rayos X.

Todos los analisis se llevaron a cabo a 20kV y 300 segundos [44].

Actividad especifica de la fosfatasa alcalina.

Se sembraron 2x105 células en cajas de cultivo de 25cm? con “medio
mineralizante” (DMEM-LG complementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%
mas 50mg/ml de acido ascoéorbico y 10mM de B-glicerofosfato). Las células se
mantuvieron con el estimulo por 7 y 14 dias de cultivo. La actividad especifica de

la fosfatasa alcalina (ALP) se determiné segun el método de Lowry [45]. La capa
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celular se extrajo con una solucion con 10mM de Tris-HCL y 0.1% de triton X-
100, pH 7.4. La actividad enzimatica se evalu6 a través del uso de 8mM de p-
nitrofenil fosfato disédico (PNP) como sustrato en una solucion con 2mM de
MgCl2 y 0.1M Tris HCL pH 9.8, se incub6 por 30 minutos a 37°C. La reaccion se
detuvo por la adicion de SO pl de 0.05N de NaOH. Las muestras se leyeron a
405nm. Las muestras fueron analizadas en condiciones que aseguraran la
linealidad con respecto al tiempo y concentracion de proteinas. Las
concentraciones de las proteinas se determinaron de acuerdo con el ensayo de

Bradford, utilizando BSA como el estandar [46].

Preparacion de ARN y PCR en tiempo real.

Se sembraron 5x10% células en cajas de cultivo de 25cm? con DMEM-LG.
Las células se mantuvieron con el estimulo por 7 y 14 dias de cultivo. Para
determinar la expresion de moléculas relacionados con la biomineralizacion se
utilizo “medio mineralizante” y las células se cosecharon a los 7 y 14 dias de
cultivo. Se extrajo el ARN de acuerdo al método de Trizol [47]. Se sintetizo el DNA
por medio de la reaccion transcriptasa reversa con una concentracion de 2pg de
ARN total por reaccion. Se realizo la PCR con el kit PCR Master Mix (Fermentas,
Harrington Court, Canada) para estandarizar la temperatura de alineacion y
numero de ciclos por cada oligo utilizado. Se hizo la PCR en tiempo real con el kit
Maxima SYBR-Green/ ROX q PCR Master Mix (Fermentas, Harrington Court,

Canada). Se tomo el gen 18S ribosomal como gen constitutivo.

Los oligos utilizados se enumeran en la Tabla 1.

25



Tabla 1

Nombre Secuencia 5-3° Tm Ciclos Tamano del Gen Bank
producto (bp)
Numero de
acceso

OCN F: GGGCTCCCAGCCATTGAT 61°C 30 59 X53698.1
R: CAAAGCCTTTGTGTCCAAGCA

BSP F: AACGAAGAAAGCGAAGCAGAA 60°C 30 271 AF052124.1
R: TCTGCCTCTGTGCTGTTGGT

Runx?2 F: ACCCAGAAGGCACAGACAGAAG 61°C 30 59 NM_001015051.3
R: AGGAATCGCCCCTAAATCACT

RANKL F: ACATATCGTTGG ATCACAGCACAT 67°C 40 101 NM_033012
R: CAAAAGGCTGAGCTTCAAGCTT

OPG F: GAACCCCAGAGCGAAATACA 63°C 30 217 NM_002546.3
R: AATGCCTCCTCACACAGGGTAA

18S Rib F: GGGAGCCTGAGAAACGGC 60°C 20 93 NR_003286.2
R: GGGTCGGGAGTGGGTAATTT

TNF alfa F: AGCCAGCAGACGCTCCCTCA 61°C 30 168 NM_000594.2
R: GGGGAGAGAGGGTGGAGCCG

IL1 beta F: CAAGGGCTTCAGGCAGGCCG 61°C 30 247 NM_000576.2
R: TCCCCGCTGGGCCTTCTACC

IL 6 F: GCTGTCAGCTCACCCCTGCG 61°C 30 264 NM_000600.3
R: GGGCCCTTCAACCCCATCGC

IL 10 F: TGCCCACTCCCCAACCCCAA 61°C 30 197 NM_000572.2
R: GCAAGCCTGCAAAGGCAGCG

IL 8 F: GCTGGCCGTGGCTCTCTTGG 61°C 30 183 NM_000584.3
R:.TCTGTGTTGGCGCAGTGTGGT

MCP-1 F: GCCAAGGTCGTGGTCGTGCT 59°C 30 131 NG_021428.1
R:TGCTTGACGTTGGCTCTGGCA

F: forward

R: reverse
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/36092?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=5UC9XK48011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/3360431?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=5UCHCGHD014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/226442790?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5UCPA0J5014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225637497?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=5UC1PCP701S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/25952110?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5UDE9F2Z011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/27894305?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5UDTKDEG01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224831235?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5UDY34CW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/24430216?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5UE0ZM82011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/324073503?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5UE6HTXH014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/298104098?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5UEANE7A016

Determinacion de la expresion de citocinas IL1, IL6, IL10 y TNF alfa.

Las células osteoblasticas se cultivaron en DMEM-LG, con una densidad
de 7x10% en cajas de cultivo de 96 pozos. Las células se distribuyeron en cada
uno de los siguientes grupos de tratamientos: 5.5mM de D(+) glucosa, 24mM de
D(+) glucosa, 5.5mM de D(+) glucosa con 18.5mM de manitol, 5.5mM de D(+)
glucosa con 18.5mM de L(+) glucosa y 5.5mM de D(+) glucosa con 3pg/ml de LPS.
A las 48 horas de cultivo se recuperaron los sobrenadantes para evaluar la
concentracion de citocinas. Los ensayos por inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA) se realizaron de acuerdo a las especificaciones técnicas del kit para
deteccion de cada citocina, IL1 beta de eBioscience (San Diego, CA, EE.UU.), IL6,

TNF-alfa e IL10 de PrepoTech (Rocky Hill, NJ, EE.UU.)

Deteccion de TLR -2, -3, -4 y -9.

Las células osteoblasticas se cultivaron en DMEM-LG, con una densidad
de 12x103 en cubreobjetos para el analisis por microscopia confocal. Las células
se cosecharon a las 24 horas de tratamiento y se fijaron con paraformaldehido al
4% con pH 7.4 durante 10 minutos. Los portaobjetos fueron lavados con PBS. Se
realizé la técnica de inmunofluorescencia directa para la deteccion de los TLRs.
En breve, la union inespecifica fue bloqueada con 7% de suero bovino/0.05%
Triton X-100 en PBS, pH 7.0 durante 30 minutos. Para la deteccion del TLR-3 y
TLR-9, se permeabilizaron las células con Cytofix/cytoperm (Becton Dickinson,
San Jose, CA, EE.UU.) durante 15 minutos. Los portaobjetos se incubaron
durante 30 minutos a 4 ° C con los siguientes anticuerpos monoclonales con
fluorocromos (AbMo) de ratén (m) o de rata(r) contra los TLR humanos usados a
una concentracion 1:100 en PBS-triton X-100 0.07% (v/v): (m) AbMo TLR-2

(TLR2.3) ficoeritrina (PE), (m) AbMo TLR-4 (HTA125) FITC (Santa Cruz
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Biotechbology, CA, EE.UU.), (m) AbMo TLR-3 (TLR3.7) FITC (Santa Cruz
Biotechnology, CA, EE.UU.) y (r) AbMo TLR-9 PE (eBioscience, San Diego Ca,
EE.UU). Para los controles de isotipo, (m) AbMo IgG2a FITC (eBioscience, San
Diego, CA, EE.UU.) y (m) AbMo IgG1la PE (eBioscience, San Diego, CA, EE.UU.).
Al final de la incubacion los cubreobjetos fueron lavados y deshidratados en
alcoholes (70, 80, 90 y 100%) durante 3 minutos cada uno y montados en
Entellan (Mercl, Darmstadt, Alemania). Las imagenes de inmunofluocescencia
fueron adquiridos mediante un microscopio confocal laser TCS/SP-2 (Leica,
Wetzlar, Alemania), Las imagenes se muestran en proyecciones maximas de 5
secciones secuenciales opticas que fueron escaneadas 20 veces cada una, con un
grosor de 0.4 micras por intervalo y capturadas con el objetivo 63X con aceite de

inmersion, en el eje z 1.4-NA.

Para el analisis de citometria de flujo de los TLRs, se sembraron 25x10%
células osteoblasticas en cajas de cultivo de 12 pozos, Las células se
distribuyeron en cada uno de los siguientes grupos de tratamientos: 5.5mM de
D(+) glucosa, 8mM de D(+) glucosa, 12mM de D(+) glucosa, 24mM de D(+)
glucosa, los respectivos controles iso-osmoticos y 5.5mM de D(+) glucosa con
3pg/ml de LPS. Las células se cosecharon a las 24 h con 0.02% de tripsina-EDTA
0.1%. La union inespecifica de los anticuerpos se bloqueé con 3% de albumina
sérica bovina (BSA) en suspension en PBS por 10 minutos, posteriormente se lavo
dos veces con PBS-BSA al 0.05%. Usamos los anticuerpos que anteriormente se
describieron y el procedimiento de tincion fue similar, excepto que las

incubaciones y lavados se realizaron en tubos de microcentrifuga.
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Las células se fijaron con paraformaldehido al 1%, pH 7.4. Se adquirieron
3x104 eventos con un citometro BD Biosciences FACS Calibur y analizados

utilizando el programa Win-MDI 2.9.

Analisis estadistico.

Todos los datos fueron analizados mediante un analisis de varianza
(ANOVA), seguido por el post-hoc de Dunnet, utilizando el software GraphPad
Prism 5, Los datos de los diferentes tratamientos se compararon con el grupo de
glucosa fisiologica. Los datos se expresan como la media + el error estandar (SE).
Las diferencias se consideran estadisticamente significativas a *p< 0.05 o **p<

0.001.
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CAPITULO IV

Resultados

La alta concentracion de glucosa incrementa la cantidad de calcio
depositado en cultivo.

Se analiz6 el efecto de las altas concentraciones de glucosa en el proceso
de biomineralizacion de las células osteoblasticas cultivada en “medio
mineralizante”. Hemos encontrado que las células incubadas con niveles
fisiologicos de glucosa (concentracion normal de glucosa de 5.5mM) formaron
matriz extracelular mineralizada a los 7 y 14 dias de cultivo. Las células con
niveles de glucosa postprandial (8mM) forman wuna matriz extracelular
mineralizada muy similar a las células cultivadas con concentraciones normales
de glucosa (5.5mM). Los depositos de calcio también se observaron en los grupos
iso-osmolares de manitol y L(+) glucosa en los que no observamos cambios
significativos en la mineralizaciéon comparados contra el grupo de glucosa normal
(5.5mM). También observamos que el LPS inhibe el proceso de biomineralizacion.
Interesantemente, encontramos un incremento de la biomineralizaciéon con as
concentraciones altas de glucosa (12mM y particularmente de 24mM de D(+)
glucosa). Estas altas concentraciones de glucosa incrementaron notablemente la
cantidad de calcio depositado en cultivo a los 7 y 14 dias de cultivo en

comparacion con los niveles de glucosa fisiologica (5.5mM) (Figura 1)
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Figural. Efecto de LPS, altas concentraciones de D(+) glucosa, y manitol en la
biomineralizacion de células osteoblasticas a los 7 y 14 dias de cultivo. Las células fueron
fijadas y tenidas con rojo de alizarina. Se realiz6 la extraccién del colorante para
cuantificar la cantidad de calcio depositado en cultivo. Se muestran microfotografias
representativas. La grafica representa la media * el error estandar (SE) (n=4), *p<0.05,
**p< 0.001. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de una via seguida por la
prueba de Dunnett. Las altas concentraciones de glucosa extracelular incrementan la

cantidad de calcio depositado en cultivo.
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La alta concentracion de glucosa incrementa la expresion de moléculas
asociadas al proceso de biomineralizacion.

Es importante destacar que el aumento de la cantidad de depositos de
calcio en cultivo por altas concentraciones de glucosa se correlaciona con el
incremento en la expresion del ARNm de la osteocalcina (OCN), sialoproteina osea
(BSP) y el factor de trascripcion Runx2. En comparacion con las células
cultivadas con concentraciones de glucosa fisiologicas (5.5mM), las células
osteoblasticas cultivadas con altas concentraciones de glucosa (12 y 24mM de
D(+) glucosa) a los 7 y 14 dias de cultivo mostraron un incremento en la
expresion del ARNm de la OCN, BSP, proteinas nucleadoras de los cristales de
hidroxiapatita y el factor de trasncripcion Runx2 (runt-related transcription factor
2), también llamado Cbfa. Este factor de transcripciéon de sobreexpresa durante el
proceso de biomineralizacion [48]. Las células cultivadas con concentraciones de
glucosa postprandial (8mM) o con el manitol (controles iso-osmoticos) muestran
expresiones similares de ARNm de OCN, BSP y Runx2 al grupo de glucosa

fisiologica (5.5mM) (Figura 2).
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Relative abundance of mRNA

Figura 2. El efecto de LPS, las altas concentraciones glucosa (12mM y 24mM de D(+)
glucosa), manitol y L(+) glucosa en la expresion del ARNm de moléculas asociadas con el
proceso de biomineralizaciébn en las células osteoblasticas a los 7 y 14 dias de
tratamiento. Se aislo el ARN total y se analizo la expresion de genes por medio del PCR en
tiempo real. Los datos se expresan como la abundancia relativa del ARNm con respecto al
control, normalizado a 18S rARN. Los graficos representan la media + ES (n=4), *p<0.05,
**p<0.001. Los datos fueron analizados por ANOVA de una via seguida por la prueba de
Dunnett. Las altas concentraciones de glucosa extracelular incrementan la expresion de

osteoclacina (OCN), sialoproteina ésea (BSP) y el factor de transcripcion Runx?2
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Las altas concentraciones de glucosa disminuyen la actividad especifica de
la fosfatasa alcalina.

Debido a que la fosfatasa alcalina (ALP) ha sido identificada como un

marcador celular de la diferenciacion temprana del proceso de biomineralizacion
(40), se evaluo su actividad a los 7 y 14 dias de cultivo.
A los 7 dias de cultivo, las células osteoblasticas incubadas con 12mM de D(+)
glucosa mostraron un incremento en la actividad especifica de la ALP en
comparacion con el grupo de glucosa fisiologica (5.5mM). Por el contrario, las
células osteoblasticas incubadas con 24mM de D(+) glucosa y LPS mostraron una
disminucion de la actividad especifica de esta enzima en comparacion con el
grupo de glucosa norma (5.5mM). Los grupos de manitol y el grupo postprandial
de D(+) glucosa (8mM) mostraron actividades de la ALP similares a los del grupo
de glucosa normal(5.5mM) (Figura 3)

En varios de los siguientes experimentos, sélo probamos una alta
concentracion de glucosa (24mM), ya que siempre mostro efectos claros sobre el

proceso de biomineralizacion.
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Figura 3. Efecto de las altas concentraciones de glucosa en la actividad especifica de la
fosfatasa alcalina a los 7 y 14 dias de cultivo. Los datos se expresan como U/mg/min-
1/cell. El grafico representa la mediat ES (n=3), *p<0.05, **p<0.001. Los datos fueron
analizados mediante un ANOVA de una via seguido por una prueba de Dunnett. E1 LPS y

24mM de D(+) glucosa disminuyen la actividad especifica de fosfatasa alcalina.
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La alta concentracion de glucosa disminuye la calidad de los cristales de
hidroxiapatita en cultivo.

Para caracterizar la calidad del mineral depositado en cultivo, se determind
la relacion de calcio y fosforo en los nédulos de mineralizacion formados en la
matriz extracelular por medio de EDX. Nuestros resultados revelaron que las
células cultivadas con condiciones de glucosa fisiologica (5.5mM) tienen una
relacion de Ca/P de 1.48 y 1.60 a los 7 y 14 dias, respectivamente. Estos valores
son similares a la relacion mostrada por la hidroxiapatita fisiologica (Ca/ P de
1.67). Por el contrario, en las células cultivadas con altas concentraciones de D(+)
glucosa (24mM), la relacion de Ca/ P disminuy6 notablemente: 0.78 y 1.29 a los
7 y 14 dias, respectivamente. Por otra parte, el tratamiento con LPS también
mostré una disminucion en la relacion Ca/ P, muy parecidas a la relacion de Ca/
P encontradas en la células con altas concentraciones de glucosa, (0.77 y 1.41 a
los 7 y 14 dias, respectivamente). Los valores de la relacion Ca/ P observados en
los controles iso-osmoéticos fueron similares a los mostrados por las condiciones

normales de glucosa. (Figura 4).
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Figura 4. Efecto del LPS y la alta concentracion de glucosa en la calidad del mineral
formado en cultivo por las células osteoblasticas a los 7 y 14 dias de tratamiento. Las
células fueron fijadas y analizadas por EDX. En los grupos con concentraciones normales
de glucosa mostraron una relaciéon Ca/ P similar a la hidroxiapatita fisiolégica (1.67), las
altas concentraciones de glucosa extracelular disminuyen la calidad del cristal de
hidroxiapatita depositado a los 7 y 14 dias de cultivo, similares a los observados con el
tratamiento con LPS. En particular, las formas de los cristales de hidroxiapatita entre los
diferentes tratamientos difieren. Los cristales formados en altas concentraciones de
glucosa y LPS no presentan la forma caracteristica de cristales cubicos de la

hidroxiapatita fisiologica.
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La alta concentracion de glucosa incrementa la expresion de RANKL y
disminuye la expresion de OPG.

En las células osteoblasticas tratadas con altas concentraciones de D(+)
glucosa (12 y 24mM) y en los tratados con LPS, se encontr6é un incremento en la
expresion del ARNm del ligando de receptor activador para el factor nuclear k B
(RANKL), pero una disminucion en la expresion de ARNm de la osteoprotegerina
(OPG) a los 7 y 14 dias de cultivo en comparacion con las células con
concentraciones normales de glucosa (5.5mM). Los tratamientos con manitol
(controles iso-osmolares) y el grupo con concentracion de D(+) glucosa
pospandrial (8mM) no provoco ninguna diferencia significativa en la expresion del

RANKL u OPG, en comparacion con el tratamiento normal de glucosa. (Figura 5)
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Figura 5. Efecto del LPS, las altas concentraciones de glucosa, y manitol en la expresion
de ARNm de la OPG y RNKL en las células osteoblasticas humanas a los 7 y 14 dias de
cultivo. Se aislo el ARN total y se analiz6 la expresion génica por medio de PCR en tiempo
real. Los datos se expresan como la media + ES de la abundancia relativa del ARN de
RANKL u OPG con respecto al control, normalizado a 18S (n=4), *p<0.05 **p<0.001. Los
datos fueron analizados mediante un ANOVA de una via seguida por la prueba de
Dunnett. Las altas concentraciones de glucosa incrementan la expresion de RANKL y

disminuyen la expresién de OPG.
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Las células osteoblasticas expresan el TLR-2, -3, -4 y -9.

La expresion constitutiva del ARNm de algunos TLRs en osteoblastos
humanos y murinos ha sido reportada previamente (48-51). Los reportes
anteriores indican que en algunas lineas celulares osteoblasticas donde no se
observa la expresion constitutiva de los TLRs, se induce su expresion con la
estimulacion de productos bacterianos, especialmente la del ARNm del TLR-2 y -4
(48- 49), La ausencia del TLR-2 en algunas lineas celulares de osteoblastos
también se ha documentada (48-51). Para determinar si el aumento de las
concentraciones de glucosa modifica la expresion de los TLRs -2, -3, -4 y -9. Se
analizé la presencia y localizacion de estos TLRs por microscopia confocal.
Nuestros resultados demuestran una expresion constitutiva del TLR-2, -4 en la

superficie celular y la expresion constitutiva del TLR-3 y -9 intracelular.
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Figura 6. La expresion de TLR -2, -3, -4, -9 en células osteoblasticas humanas.

Las células fueron cultivadas durante 24 horas. Las células se tifieron con anticuerpos
marcados con fluorocromos como se describe en la seccién de materiales y métodos, se
analizaron por microscopia confocal. Notese la expresion de los TLR-2 y -4 en la superficie
celular y la expresion de TLR-3 y -9 en el interior de las células. Se muestran

microfotografias representativas.
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Las altas concentraciones de glucosa y los controles iso-osmoéticos
aumentan la expresion de los TLRs -2, -3, -4 y -9.

Se analizo la expresion de los TLRs -2, -3, -4 y -9 a las 12, 24 y 48 horas
de tratamiento con 5.5mM de D (+)glucosa o con el aumento de las
concentraciones de glucosa hasta 24mM mediante citometria de flujo. Las células
osteoblasticas cultivas con concentraciones de glucosa fisiologicas (5.5mM) y
concentraciones postprandiales (8mM) mostraron expresion constitutiva de los
TLRs -2, -3, -4 y -9. Las altas concentraciones de D(+) glucosa (12mM y
especialmente 24mM de D(+) glucosa) provocan un incremento en la expresion de
estos TLRs en comparacion con la condicién de glucosa normal (5.5mM). Los
histogramas de las células colectadas después de 24 horas de tratamiento
mostraron una mayor expresion de TLR- 2, -3 y -4 en comparacion con las

células obtenidas después de 12 y 48 horas de tratamiento. (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de la glucosa y manitol en la expresion de TLR-2,
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-3,-4 y -9 en

osteoblastos humanos a las 12, 24 y 48 horas de tratamiento Se sembraron 25x10%
células en cajas de 12 pozos. Se tifleron las células y se analiz6 por FACS. Se leyeron
30mil eventos. Los datos se expresan como porcentaje de células positivas a cada TLR.
Histogramas representativos de resultados promedio * ES n=4. Los datos fueron
analizados mediante un ANOVA de una via seguida por la prueba de Tukey.*p<0.05. A las

24 horas de tratamiento se observa una mayor expresion de los TLRs con 24mM de D(+)

glucosa que a las 12 y 48 horas.
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Inesperadamente, también se observo un incremento en la expresion de
TLR-2,-3,-4 y 9 en los grupos de control iso-osmoético (manitol y L(+) glucosa). El
tratamiento con LPS provocé un incremento en la expresion de TLR-4, mientras
que la expresion de TLR-2, -3 y -9 no mostré cambios en comparacion con el
grupo control de 5.5mM de glucosa. Las células cultivadas en concentraciones de

glucosa normal mostraron una alta expresion constitutiva de TLR-9 (Figura 8)
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Figura 8. Analisis por citometria de flujo de la expresion de TLR en células osteoblasticas
humanas bajo el efecto de LPS y altas concentraciones de glucosa (12mM y 24mM), el
manitol y la L(+) glucosa. Las células fueron tefiidas y analizadas por FACS. Histogramas
representativos que muestran 3x10% eventos adquiridos. Los datos se expresan como
porcentaje de células positivas a cada TLR + ES. Los porcentajes fueron estimados a
partir del marcador del control de isotipo, M1 y del marcador del grupo con
concentraciones normales de glucosa (5.5mM), M2. Los graficos representan el porcentaje
de células positivas a cada TLR en comparacion con el grupo de 5.5mM de D(+) glucosa
(M2) *p<0.05, **p<0.001. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de una via
seguida por la prueba de Dunnett (n=4). Las células osteoblasticas humanas cultivas con
concentraciones fisiologicas de glucosa (5.5mM) expresan constitutivamente el TLR-2. -3,-
4 y -9. Inesperadamente, los controles iso-osméticos, tanto manitol como L (+) glucosa,

también provocan un incremento en la expresion de los TLRs.

La alta concentracion de glucosa incrementa la expresion del ARNm de la IL-
1B, IL-6, IL-8, MCP-1 y la IL-10.

El aumento de la expresion del ARNm de varias quimiocinas,
metaloproteinasas de la matriz (MMP9) (38-39) y la IL-1a (52) han sido reportados
en osteoblastos humanos estimulados con ligandos bacterianos. En base a estos
antecedentes decidimos examinar si la alta concentracion de glucosa (24mM)
modifica la expresion de citocinas proinflamatorias en las células osteoblasticas.
Los resultados por PCR en tiempo real revelaron una expresion basal del ARNm
de la IL-1p3, IL-6, IL-8, IL-10, MCP-1 y TNF-a en el grupo de glucosa fisiologica. Se
observo que la alta concentracion de D (+) glucosa incremento la expresion de IL-
1B, IL-6, IL-8, IL-10 y MCP-1 en comparacion con la condiciéon normal de glucosa
y los controles iso-osmoéticos. El LPS también indujo la sobreexpresion de IL-14,
TNF-a, IL-6 e IL-8, aunque fue menor que la observada con las altas

concentraciones de D (+) glucosa (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de LPS, 24mM de glucosa, manitol y L (+) glucosa en la expresion del
ARNm de la IL-1pB, IL-6, IL-8, MCP-1, IL-10 después de 40 horas de tratamiento. Se aislé
el ARN total y se analiz6 la expresién génica por medio de PCR en tiempo real. Los datos
se expresan como la media + ES de la abundancia relativa del ARN de cada citocina con
respecto al control, normalizado a 18S (n=4), *p<0.05 **p<0.001. Los datos fueron
analizados mediante un ANOVA de una via seguida por la prueba de Dunnett. Las altas
concentraciones de glucosa extracelular incrementan la expresion del ARNm de la IL-1(,
TNF-a y la IL-6, los controles iso-osmoticos se comportaron de manera similar a la

condicién de glucosa fisiologica.
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Contrariamente a los resultados por PCR en tiempo real, por ELISA no
pudimos detectar niveles importantes de la IL-6 e IL-1p en los sobrenadantes de
cultivos de células osteoblasticas. Solo después de la estimulacion con LPS se
detectaron bajos niveles de dos citocinas, 300ng/ml de TNF-a y 800ng/ml de IL-

10 (Tabla 2).

TABLA 2. NIVELES DE CITOCINAS DETECTADOS POR ELISA EN EL
SOBRENADANTE DE CELULAS OSTEOBLASTICAS CULTIVADAS.

IL1B IL 6 TNF a IL10
ng/ml ng/ml ng/ml
ng/ml
5.5mM Glu 0 0 0 300
LPS 3ug/ml 0 0 300 800
24mM Glu 0 0 0 300
18.5mM Man 0 0 0 0

Se sembraron 7x10% células por pozo (100pl de volumen) Ilos
sobrenadantes se recuperaron a las 48 horas de estimulacion con los
tratamientos indicados.
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DISCUSION

Los estudios in vitro existentes sobre el efecto de la hiperglucemia en el
proceso de biomineralizacion son contradictorios. Se han reportado tanto
incrementos como disminuciones. En este estudio encontramos un aumento en
la biomineralizacion en células osteoblasticas humanas provocada por
concentraciones altas de glucosa (12mM y particularmente 24mM D(+) glucosa).
El proceso de biomineralizacion es afectado ya que disminuye la calidad del
mineral y se modifica la expresion de genes de proteinas implicadas en la
biomineralizacion y en los procesos inflamatorios. Nuestros resultados coinciden
con los reportados por Li et al [49], Botolin & McCabe [S0] quienes encontraron
que una alta concentracion de D(+) glucosa aumenté la cantidad de mineral
depositado por osteoblastos cultivados. Nuestros resultados difieren de algunos
estudios, ya que probaron concentraciones mas altas de glucosa que nosotros en
osteoblastos de rata. Zhen et al. observaron que la concentracion de 44mM de
glucosa provoco una marcada reduccion de la mineralizacion [51] y que el uso de
33 y 49.5mM de glucosa disminuyen la proliferacion y la expresion de la OCN
[52].En contraste con nuestros resultados, otros estudios en los que probaron
concentraciones similares a las que nosotros usamos (15 y 24mM) reportaron
una disminucion en el proceso de biomineralizacion [31, 53]. Por otra parte
algunos informes sugieren que la alta concentracion de glucosa incrementa la
proliferacion de los osteoblastos. Weil et al. [54] no encontraron un efecto sobre la
capacidad proliferativa ni su capacidad productiva en factores paracrinos de
crecimiento, como el factor de crecimiento fibroblastico (FGF2), el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de crecimiento de hepatocitos

(HGF) en células madre mesenquimales. Sin embargo, observaron que la alta
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concentracion de glucosa influye en una amplia variedad de rutas y funciones
celulares. Los efectos contradictorios de las altas concentraciones de glucosa
entre los diferentes estudios sobre el proceso de biomineralizacion pueden ser
debido a la heterogeneidad del origen de las células, las diferencias de las
condiciones experimentas y las diferentes concentraciones de glucosa probadas.

Nuestros resultados muestran que la mineralizacion se ve alterada por las
altas concentraciones de glucosa, lo que se confirmo cuando evaluamos la
expresion de las proteinas asociadas al proceso de biomineralizacion. Se encontro
que las altas concentraciones de D(+) glucosa (12mM y 24mM) incrementaron la
expresion de la BSP, OCN y el factor de transcripcion RunX2 a los 7 y 14 dias de
cultivo. Los controles iso-osmoéticos (manitol y L (+) glucosa) no afectaron la
expresion de estas moléculas, lo que indica que no tienen impacto sobre la
biomineralizacion y que los efectos observados se deben a las altas
concentraciones de glucosa.

Nuestros resultados podrian explicarse si la glucosa estuviera actuando
como en factor endégeno que regula el metabolismo 6seo. De hecho, en otros
modelos experimentales se ha reportado que los altos niveles de glucosa en
sangre pueden conducir a la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
[55], y las ROS pueden activar la fosfolipasa C (PLC). Por lo tanto, esta enzima
podria catalizar la degradacion de la fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2), un
fosfolipido en la membrana celular, llevando a la formacion del diacilglicerol
(DAG) y la liberaciéon de inositoltrifosfato (IP3). EI IP3 puede entonces unirse a su
receptor (IP3R) en el reticulo endoplasmico provocando una liberacion de reserva
de calcio de la célula. El calcio actiia como un segundo mensajero que activa la

calmodulina, que a su vez causa activacion corriente debajo de cascadas de
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senalizacion de cinasas, para translocar al nucleo factores de transcripcion como
Osterix, Runx2 y Creb, Osterix y Runx2 pueden llevar a cabo la transcripcion de
moléculas asociadas con el proceso de biomineralizacion, como OCN y BSP [56].
En esta red de senalizacion también podria estar involucrado el gen de la proteina
sensible a la glucosa de interaccion tioredoxina (TXNIP), que es inducida por
niveles altos de glucosa en las células mesenquimales, como ha demostrado Li et
al [49]. El TXNIP podria afectar a la funcionalidad y capacidad de regeneracion de
estas células.

Nuestros datos coinciden con los informes que indican que el LPS
disminuye la biomineralizacion en los osteoblastos. Ohno et al. [33] encontraron
que después de una agresion bacteriana, los osteoblastos producen un
microambiente inflamatorio que provoca una disminucion en la formacién de
hueso. Sin embargo, a pesar de que la mayoria de nuestros resultados muestran
efectos contrarios entre las altas concentraciones glucosa y LPS en la
biomineralizacion, en el ensayo de la actividad especifica de la ALP, ambos
tratamientos (LPS y 24mM de glucosa) disminuyen la actividad especifica de esta
enzima a los 7 y 14 dias de cultivo.

En relacion con el efecto de la alta concentracion de glucosa en la actividad
especifica de la ALP, nuestros datos coinciden con el estudio de Zhen et al,
quienes observaron que la actividad de la ALP se incrementaba en los
osteoblastos con tratados con 11mM de glucosa, pero disminuia con 22 y 44mM
de glucosa, en comparacion con 5.5mM de glucosa [49]. Estos resultados
contrastan con los de Gopalakrishnan et al. [57] quienes encontraron que las
altas concentraciones de glucosa incrementan la actividad de la ALP en

osteoblastos. Los estudios de Gopalakrishnan et al. [57] y Zhen et al. [51]
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también encontraron que la reduccion de la actividad de la ALP provocado por las
altas concentraciones de glucosa fue restaurada cuando las células fueron
tratadas con insulina y metformina, respectivamente. Nuestros resultados del
efecto del LPS en la activacion de la ALP en los osteoblastos coinciden o
contrastan con otros estudios que analizan el efecto de los productos bacterianos
en las funciones de los osteoblastos. Nuestros resultados coinciden con los
reportados por Shoji et al [S8] en el que se encontré un efecto inhibitorio sobre la
actividad de la ALP en SAOS-2, una linea celular de osteosarcoma osteoblastica,
pero contrastan con Mo et al [59] quien demostré que una expresion prolongada
de LPS en células mesenquimales incrementa la actividad de la ALP.

EL ALP hidroliza el pirofosfato inorganico (PPi) para generar fosfato
inorganico (Pi) [60]. El equilibrio entre las concentraciones de PPi y Pi se cree que
es fundamental en la biomineralizacion. PPi inhibe directamente en osteoblastos
cultivados la capacidad de depositar mineral, especialmente los cristales de
hidroxiapatita de fosfato de calcio basico en la matriz pericelular en el hueso [61].
La degradacion de PPi parece ser necesario para la mineralizacion [62] para
comenzar la mineralizacion dentro de las vesiculas de matriz (MV). La
propagacion de los cristales de hidroxiapatita fuera de las MV esta mediada en
parte por la union de Pi al calcio asociado a los proteoglicanos de la matriz
extracelular [63], al mismo tiempo parece ser marcadamente suprimida por PPi
[64]. Sin embargo, el PPi se une y promueve la estabilizacién de la hidroxiapatita
ya formada. Por lo tanto este complejo sistema sobre los efectos de PPi y Pi en
relacion con la actividad de ALP y mineralizacion podrian explicar la disminucion

de la ALP y la mineralizacién observada en los osteoblastos estimulados con LPS.
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Por el contrario, los efectos de las altas concentraciones de glucosa que
incrementan el depésito de calcio en cultivo, asi como la expresion de OCN, BSP y
Runx2, pero disminuyendo la actividad especifica de la ALP, siguieren que el
deposito de mineral en el cultivo se podria estar llevando a cabo de manera
desordenada afectando la calidad de los cristales de hidroxiapatita depositados.
Para analizar esto decidimos estudiar el efecto de 24mM de D(+) glucosa en la
calidad de los cristales de hidroxiapatita depositados en el cultivo por medio de
EDX.

Los resultados del EDX mostraron que las células osteoblasticas cultivadas
en las condiciones de glucosa normal son capaces de producir cristales de
hidroxiapatita similares a los que se forman fisiologicamente con una relacion
Ca/P de 1.67. La relacion Ca/P detectados en los cristales formados con 5.5mM
de glucosa fue de 1.6 a los 14 dias de cultivo. Por el contrario, la alta
concentracion de glucosa (24mM) indujo la formacion de cristales de baja calidad,
ya que los valores de la relacion Ca/P fueron menores que el valor de la
hidroxiapatita fisiologica, sobre todo a los 7 dias de cultivo (0.78 y 1.29 a los 7
dias y 14 dias respectivamente). Por otra parte, los valores de la relacion Ca/P
registrados por la alta concentracion de glucosa y LPS fueron muy similares (0.77
y 1.41 a los 7 dias y 14 dias, respectivamente). El manitol no parece afectar la
formacion de cristales de hidroxiapatita. Por lo que sabemos, no existen reportes
previos sobre el efecto de agentes bacterianos o las altas concentraciones de
glucosa en la composicion de cristales de fosforo y calcio.

En conjunto, estos resultados indican que la alta concentracion de D(+)
glucosa induce una mayor tasa de mineralizacion, pero el mineral que se forma

no es de buena calidad o esta en un estado inmaduro. Particularmente los bajos
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valores de la relacion Ca/P se registraron en el 7mo dia de cultivo, pero la
diferencia con respecto a la condicion normal de glucosa fue mas pequena a los
14 dias de cultivo. Para confirmar estos resultados, se requieren de mas estudios
cinéticos sobre este proceso.

En algunos estudios se ha demostrado que los osteoblastos son capaces de
expresar el ARNm de algunas citocinas proinflamatorias y quimiocinas ante un
estimulo bacteriano [32-33]. Dasu et al. [23] demostraron que una alta
concentracion de glucosa incrementa la produccion de IL-1, IL6 y TNF-a en los
monocitos. Sin embargo, el efecto de altas concentraciones de glucosa en la
expresion de citocinas proinflamatorias y su relacion con la formacion de mineral,
no se habia estudiado antes en las células osteoblasticas.

Nuestros resultados muestran que, la alta concentracion de glucosa
incrementa la expresion del ARNm de la IL-1p3, IL-6, IL-8, MCP-1 y la IL-10 en
células osteoblasticas, mientras que los controles iso-osmoéticos tuvieron un
comportamiento similar a la condiciéon normal de glucosa. Una de las muchas
consecuencias de la hiperglucemia es la formacion de productos de glicacion
avanzada (AGEs). En este caso, la union de los AGEs a su receptor (RAGE) en las
células osteoblasticas podria activar la PLC, lo que da lugar a la produccion del
diacilglicerol (DAG) que sumado al DAG generado por las ROS, también puede
activar la PKC. Esta via activa las MAPK, lo que lleva a la activacion de diferentes
factores de transcripcion, como el NFkB y AP1, que se translocan al nucleo para
transcribir los genes que codifican para las citocinas proinflamatorias [SS5, 65].
Esto sugiere que la alta concentracion de glucosa en las células osteoblasticas

podria regular la expresion de citocinas proinflamatorias por una
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intercomunicacion entre las vias de sefnalizaciéon como la PKC-MAPK, con las ROS
o el incremento de los AGEs y su receptor.

Aunque se encontro que la alta concentracion de D(+) glucosa incrementa
la expresion del ARNm de varias citocinas proinflamatorias, no pudimos detectar
la expresion de las citocinas IL-13 o IL-6 a nivel de proteina. Dos posibles
explicaciones se dan para este hecho. En primer lugar, la alta concentracion de
glucosa podria afectar a la traduccion del ARNm a proteina. En apoyo a esta
teoria, Kim et al [66] encontraron que las altas concentraciones de glucosa afecto
la expresion de los genes tirosil ARNt sintetasa en las células osteoblasticas y
sugiri6 que la condicion de hiperglucemia puede desempenar un papel
importante en el proceso de sintesis de proteinas y podria afectar el metabolismo
o6seo. En segundo lugar, los osteoblastos no son una fuente importante de
citocinas proinflamatorias. Apoyando esta teoria, Delphino et al [67] evaluaron la
produccion de citocinas en osteoblastos infectados con Brucella spp. Sin
embargo, tampoco pudieron detectar niveles significativos de IL-1, IL-6 y TNF-a
por el método de ELISA, s6lo pudieron detectar muy bajas concentraciones de las
quimiocinas IL-8 y MCP-1. Asai et al detectaron la induccién del ARNm de IL-6,
IL-8, MCP-1 en una linea celular osteoblastica humanas, SAOS-2 por la
estimulacion con lipido A sintético del E. coli, pero no con otros compuestos
bacterianos (peptiglicano de S. aureus y fimbrias de P. gingivalis) [68]. Estos
resultados que muestran la expresion de citocinas s6lo a nivel del ARNm o con
baja deteccion de proteinas de quimiocinas como IL-8 o de citocinas como TNF-q,
los cuales so6lo se produjeron después de la estimulacion de algunos productos
bacterianos, sugieren que los osteoblastos pueden no representar una fuente

importante de citocinas in vivo [68]. Por lo tanto, durante la enfermedad
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periodontal, las quimiocinas y citocinas pueden ser producidas principalmente
por las células epiteliales, lo que contribuye al reclutamiento de células del
sistema inmune como los macrofagos y leucocitos junto con los fibroblastos, que
a diferencia de los osteoblastos, pueden representar una fuente importante de
citocinas proinflamatorias en el microambiente gingival. Otra posible explicacion
de la incapacidad para detectar las citocinas en los sobrenadantes por ELISA es
que estas pudieran estar siendo degradas por las el sistema ubiquitina-
proteosoma.

Es bien sabido que la via de senalizacion principal, responsable de la
sintesis de citocinas proinflamatorias es la de los TLRs.

En osteoblastos, se habia reportado previamente que después de la
estimulacion con ligandos bacterianos, la expresion del ARNm de algunos TLRs
aumenta [33, 40, 69]. Algunos TLRs, por ejemplo, 4 y 2, pueden reconocer
ligando endogenos, incluyendo las ROS [20] o los AGEs [21], lo que podria estar
regulando la expresion de los TLRs. La expresion de los TLRS en los osteoblastos
y la posible regulacion de su expresion, ya sea debido a las altas concentraciones
de glucosa o estrés osmoético no se habia analizado anteriormente. En
consecuencia, nuestros resultados ponen de manifiesto por primera vez la
expresion constitutiva a nivel de proteina del TLR-2,-4 en la superficie celular y
del TLR-3 y -9 dentro de las células osteoblasticas humanas. Estos resultados
sugieren que las células osteoblasticas podrian estar involucradas en el
reconocimiento del sistema inmune innato en el tejido 6seo.

Inesperadamente, se encontro que tanto las altas concentraciones de D (+)
glucosa y los controles iso-osmoticos (manito y L-glucosa), incrementaron la

expresion de los TLR-2, -3, -4, y -9. Esto sugiere que el incremento en la

56



expresion de los TLRs puede ser debido al estrés osmotico. Por consiguiente,
cuando Botolin &McCabe [50] investigaron el efecto de la hiperglucemia cronica
en la expresion de la ALP y colageno I en osteoblastos de raton utilizando
concentraciones similares de manitol a las que nosotros usamos en este estudio
como control iso-osmotico, observaron que los osteoblastos son sensibles al
estrés osmotico durante 12 a 48 horas de cultivo. Después de 48 horas, los
osteoblastos son capaces de adaptarse a las altas concentraciones de manitol,
por lo que después de las 48 horas los resultados observados son debidos a la
alta concentracion de glucosa. En este sentido, nosotros observamos que a las 24
horas de tratamiento nuestros controles iso-osmoticos y las altas concentraciones
de glucosa tuvieron un efecto similar en la expresion de los TLR-2, -3, -4 y -9,
mientras que a tiempos mas largos a los que medimos la expresion del ARNm de
citocinas proinflamatorias (48 horas), los controles iso-osmoéticos se comportaron
de manera muy similar a la concentracion de 5.5mM de glucosa. Por lo tanto el
estrés osmotico puede afectar la respuesta metabolica de las células
osteoblasticas. Una posible explicacion a estos inesperados resultados podria ser
que ligandos endégenos de los TLRs aun no identificados estén participando en
mecanismos de activacion del estrés osmotico que conducen a la sobreexpresion
del TLR-2, -3, -4y -9.

Nuestros resultados también indican que la expresion de TLR-4 en los
osteoblastos es inducida por la estimulacion con LPS, mientras que la expresion
constitutiva de TLR-2, -3 y -9 se mantuvo constante. Estos resultados coinciden
parcialmente con los datos de reportes previos en los que mostraron la
sobreexpresion de los ARNm del TLR-2 y -4 y el incremento en la expresion de

quimiocinas CXCLS, CXCL8 y CXCL10 y de la MMP9 [32-33] e IL-la en

57



osteoblastos humanos estimulados con LPS de E. coli Nuestros resultados
difieren en parte con un reporte realizado en osteoblastos de raton, porque a
pesar de que se constatdo que tanto el ARNm del TLR-2 y-4 se expresa de forma
constitutiva, el ARNm del TLR-2, pero no el TLR-4 fue inducido tras la
estimulacion con LPS. Ademas, en este estudio se observo la expresion
constitutiva del ARNm del TLR-3 y -6, que no fueron influenciados por el
tratamiento con LPS, aunque el factor de diferenciacion de osteoclastos (una
citocina de la familia del TNF) fue inducido [40]. Del mismo modo, se demostro
que la expresion de CXCL10 puede ser estimulado en los osteoblastos por
Salmonella parcialmente mediada a través del TLR-4. También se observo que la
expresion del ARNm del TLR-2 es inducida por una bacteria, mientras que la
expresion constitutiva del ARNm del TLR-4 se mantuvo sin cambios por el
estimulo bacteriano [70].

En el presente estudio, el analisis de los efectos de las altas
concentraciones de glucosa en las citocinas y la expresion de TLRs fue evaluada
en las células osteoblasticas cultivadas en medio no mineralizante, similar a la
mayoria de los estudios en los que evaliian los efectos de otros factores (bacteria
o componentes bacterianos) sobre la expresion y funcion de los TLRs y su
respuesta (expresion de citocinas y quimiocinas) en los osteoblastos. Seria
interesante determinar si la magnitud de los efectos observados en la expresion
de los TLR y la expresion de citocinas se ve alterada en células osteoblasticas
cultivadas en medio mineralizante frente a las cultivadas en medio no
mineralizante. En un estudio realizado en células estromales mesenquimales
osteoprogenitoras, Mo et al. [59] mostraron niveles basales muy bajos de la

expresion génica del TLR-2 y -4 que se incrementaba gradualmente durante la
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osteogénesis. En contraste con nuestros resultados en los que mostramos un
aumento en la expresion del TLR-4 inducido por el LPS, se ha encontrado en
otros estudios que el LPS disminuye la expresion del ARNm del TLR-2 y -4 en el
dia 12 de diferenciacion. Es importante senalar que en el estudio de Mo et al.[59]
para la induccion de la osteogénesis, las células fueron tratadas con medio
condicionante similar al usado por nosotros. La Unica diferencia consistio en el
uso de 100nM de dexamentasona, lo que podria explicar la diferencia entre
ambos resultados.

La aposicion y reabsorcion osea son reguladas por las osteocinas OPG y
RANKL. La regulacion de estas citocinas esta mediada por los osteoblastos, ya
que son responsables de su sintesis [71]. Kikuchi et al. [40] reportaron que la
estimulacion de osteoblastos de ratéon con LPS induce la expresion de RANKL a
través de TLR-4. Por el contrario, Zou et al [69] demostraron que la regulacion de
RANKL en osteoblastos fue a través de TLR-9. Sin embargo, el efecto de las altas
concentraciones de glucosa en la expresion de RANKL y OPG no se habia
estudiado antes.

Nuestros resultados son consistentes con los de Kikuchi et al [40], que
mostro que el LPS incrementa la expresion del RANKL y disminuye la expresion
de OPG. Esto confirma que la infeccion bacteriana puede provocar la resorcion
osea. En este estudio hemos demostrado por primera vez que las altas
concentracion de D (+) glucosa (12mM y 24mM) incrementan la expresion de
RANKL, mientras disminuyen la expresion de OPG, lo que sugiere que las altas
concentraciones de glucosa puede afectar el proceso de biomineralizacion a través
de RANKL y OPG, sin embargo, se requieren de estudios complementarios para

confirmar esta teoria.
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Las altas concentraciones de D(+) glucosa, a través de la generacion de
ROS, podria conducir a una alta expresion de RANKL [72]. Apoyando esta
hipotesis, Maggio et al. [73] reportaron que los aniones superoxido, radicales
hidroxilo y H,O> parecen estar asociados con la osteoporosis en mujeres mayores.
Walsh et al. [74] sugieren que las ROS podrian actuar como un segundo
mensajero en la osteoclastogénesis a través de la NADPH oxidasa 1 (Nox). Singh
et al. [75] explica que probablemente las ROS promueven la via de senalizacion de
MAPK de manera similar a 1o que ocurre en los linfocitos B.

Varios estudios clinicos han reportado el impacto de la diabetes en el
proceso patologico de la inflamacion y la pérdida de masa 6sea, sin embargo, los
mecanismos por los cuales estas complicaciones se presentan, aun son
desconocidos [76-80]. Los resultados aqui mostrados sugieren que la
hiperglucemia puede afectar directamente la biomineralizacion asociada al
proceso inflamatorio en los osteoblastos.

Se debe tener en cuenta que la diabetes mellitus es una enfermedad
compleja. De hecho parece que los dos tipos de diabetes pueden afectar las
funciones 6seas de forma diferente.

Generalmente, se observa que la diabetes tipo 1 causa una disminucion en
la densidad del mineral 6seo, mientras que en la diabetes tipo 2 se ha reportado
una densidad 6sea mayor o normal [81-82]. La hiperglucemia y la glucosuria son
sintomas tipicos de la DMT1 y DMT2 y pueden favorecer el desarrollo de la
hipercalciuria, que puede conducir a un balance negativo del calcio, lo que lleva a
la perdida de densidad osea. Sin embargo, como en otros tejidos, la
hiperglucemia puede afectar al sistema 6seo a través de diversos mecanismos,

como el aumento de las ROS, la via de los polioles, la glicacion de las proteinas
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claves en la formacion de hueso [83-84]. Investigaciones clinicas y basicas
indican que en la DMT1 existe una modulacion de los osteoblastos en lugar de
afectar la actividad de los osteoclastos. Tanto los adipocitos y los osteoblastos se
derivan una célula madre comun mesenquimal pluripotencial. La evidencia
experimental en un modelo de DMT1 en ratéon indica una mayor diferenciacion de
adipocitos y la acumulacion de grasa, con una disminucién en la diferenciacion
de los osteoblastos y disminucion en la formacion de hueso [50]. La actividad de
los osteoblastos puede también ser alterada en la DMT1 debido a las deficiencias
tanto en el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) y la insulina. Estas
hormonas son importantes para el mantenimiento de la masa 6sea [85]. Ademas,
los niveles séricos de osteocalcina disminuy6 en los pacientes con DMT1 y en
ratones diabéticos [86]. La amilina es un péptido secretado por las células 3
pancreaticas. La deficiencia de amilina en la DMT1 se ha asociado a efectos
negativos en el hueso, provocando osteopenia en ratones con DMT1 inducida por
estreptozotocina. También se ha visto que la administracion de la amilina mejora
los indices de densidad 6sea [87]. La desregulacién de las adiponectinas como
grelina, leptina y adiponectina ha sido reportada como una posible causa de la
perdida 6sea en la DMT1 [88]. No esta claro si el proceso inmune esta asociado a
la DMT1 y si esto puede influir en los efectos perjudiciales de la DMT1 en el
hueso, que puede ser debido a la mayor presencia de células T activadas que
producen un incremento de las citocinas proinflamtorias y factores de
crecimiento que pueden afectar el metabolismo o6seo [87]. Los factores que
pueden contribuir a la fragilidad de los huesos en la DMT?2 incluyen una pérdida
rapida de hueso, una disminucion de la densidad cortical, las diferencias en la

geometria del hueso, la acumulacion de microdafnos en los sitios de remodelacion

61



osea y la acumulacion de AGEs. En contraste con la DMTI1, la resistencia
periférica a la insulina y la hiperinsulinemia caracterizan las deficiencias en
tolerancia a la glucosa en la DMT2, con posibles efectos anabdlicos en el hueso.
La resistencia a la insulina y el aumento del tejido adiposo observado con
frecuencia en la DMT2 pueden estar asociados con el aumento de la inflamacion
y por lo tanto con un mayor recambio 6seo [25].

En resumen, nuestros resultados muestran que la alta concentracion de
glucosa extracelular probablemente actia como un factor endégeno que altera la
biomineralizacion, aumenta la cantidad y reduce la calidad del mineral. Nuestros
resultados también sugieren que las células osteoblasticas parecen ser
susceptibles al estrés osmotico que podria regular la expresion de TLRs a tiempos

cortos.
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1)

2)

3)

4)

CONCLUSIONES

La concentracion de 24mM de glucosa extracelular pudiera estar actuando
como un factor endégeno que altera la biomineralizacion ya que:

a) eleva la cantidad de mineral depositado en cultivo.

b) eleva la expresion de OCN, BSP y el factor de transcripcion Runx2.

c) disminuye la actividad especifica de la ALP

d) disminuye la calidad del mineral depositado en cultivo a los 7 y 14 dias de
cultivo.

e) eleva la expresion de RANKL y disminuye la expresion de OPG.

f) incrementa la expresion de ARNm de IL1beta, IL6, IL8, MCP-1 e IL10.

Los osteoblastos no secretan IL1 beta, IL6 detectables por ELISA, aunque si se
secretan niveles bajos de TNFa y IL10.

Los osteoblastos expresan constitutivamente los TLR 2, 3, 4 y 9.

El manitol, la L glucosa y la concentracion de 24mM de glucosa incrementan
la expresion de los TLR 2, 3 y 4.

63



PERSPECTIVAS

El posible efecto de las altas concentraciones de glucosa en los osteoblastos de
resume en el esquema 1.

La hiperglucemia es una condicion caracteristica de la DM dando como
resultado la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que en los
diferentes tejidos ocasiona estrés oxidativo [55]. Ademas del estrés oxidativo, la
formacion de AGESs, la resistencia a la insulina y la incapacidad de la secrecion
de insulina, se han relacionado con las complicaciones de la DM en diferentes

tejidos [89-92].

Algunos TLRs como el -4 y el -2 pueden reconocer ligandos endogenos que
también regulan su expresion como proteinas de shock térmico, la fibronectina

en condrocitos [93], especies reactivas de oxigeno [20] o AGEs [21].

Se tiene la hipotesis que las complicaciones de la DM son debido al estrés
celular y disfuncion que causa la hiperglucemia en la mitocondria por medio del
incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno, lo que lleva a un

estrés oxidativo.

Una via posible en los osteoblastos humanos es que los AGEs se unen a su
receptor (RAGE), se activa la PLC. Esta da origen al diacilglicerol (DAG) que
sumado al DAG originado por las ROS activa la PKC, la cual activa la via de las
MAPK que conlleva a la activacion de diferentes factores de la transcripcion como
el NFkB y el AP1. Estos se tanslocan al nucleo y llevan a cabo la transcripcion de

genes que codifican para proteinas proinflamatorias. [S5, 65]
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Esto es apoyado por las investigaciones de Ogawa et al. [94], en la que
evidenciaron que los AGEs inhiben la mineralizacion en osteoblastos a través del
incremento de sus receptores inducidos por la glucosa y la investigacion de Lalla
et al. [95] en la que observaron que bloqueando el RAGE se disminuia la pérdida

de hueso asociada a la periodontitis en ratones diabéticos.

Seria interesante analizar si en osteoblastos humanos la alta
concentracion de glucosa pudiera regular la expresion de los TLRs por un
entrecruzamiento de vias de senalizacion PKC-MAPKs, especies reactivas de

oxigeno o el aumento de AGEs, RAGESs, asi como por el estrés osmotico.

Seria importante medir la produccion de ROS en células osteoblasticas e
investigar estas vias de sefnalizacion involucradas en la hiperglucemia y el

metabolismo 6seo.
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Las lineas rojas punteadas indican las hipétesis de Evans et al. 2002 y Tsan &Gao 2004
sobre el efecto de la hiperglucemia. Las lineas moradas punteadas indican las hipoétesis
planteadas en este trabajo. Las letras en rojo indican los resultados generados en este
trabajo. Los compuestos en color rosa son bloqueadores a diferentes niveles de las vias de
senalizaciébn que podrian usarse como estrategia para investigar que vias estan
participando en este proceso.

AGEs: Productos de glicaciéon avanzada, RAGE: Receptor de los productos de glicacion
avanzada, Cat**:calcio, CaSR: receptor sensible al calcio, PLC: fosfolipasa C, TLR:
receptores tipo Toll, TIRAP: proteina adaptadora que contiene un dominio receptor a la
interleucina 1 de los Toll, TRAM: molécula adaptadora relacionada con TRIF, MyD88: gen
de respuesta primaria de diferenciacién mieloide 88, TRIF: adaptador que contiene un
dominio de unién a TIR, IRAK: cinasa asociada al receptor de IL-1, RIP: cinasa
reguladora de las senales extra celulares, TRAF: factores asociados al receptor del TNF,
TAK: cinasa activadora del TGF-B, ERK: cinasa regulada por senales extracelulares, IKK:
inhibidor de la cinasa I-kBs, MAPK: proteina cinasa activada por mitigeno, TBK1:
proteinas cinasas de unién a TAK-1, IKKi: inhibidor I-kB Kinases, DAG: diacilglicerol,
PKC: proteina cinasa C, ROS especies reactivas de oxigeno, IP3R: receptor del inusitol
trifosfato, CaMKII: cinasa II de la calmodulina , CaM: calmodulina, Cn: calcineurina,
BMP 2: proteina morfogenética del hueso 2 , CREB: elemento de uni6én en respuesta al
AMPc, NFkB: factor nuclear kB, AP-1: proteina activadora 1, IRF 3: factor regulador del
interferon 3, OSX: osterix , Cbfa o Runx2: runt-related transcription factor 2 , CRE:
factor de transcripcion den respuesta al AMPc, NFAT: factor activador de células T, OCN:
osteocalcina, BSP: sialoproteina 6sea, RANKL: ligando de receptor activador para el factor

nuclear k B, IL interleucina , MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos 1.
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