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Resumen de la tesis que presenta Brenda Ivette Iduarte Frias como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion en Innovacion Biomédica.

Establecimiento y caracterizaciéon de dos modelos para el estudio de la remodelacion ésea

Resumen aprobado por:

Dra. Patricia Juarez Camacho
Director de tesis

El sistema dseo cumple con una gran diversidad de funciones que contribuyen a la homeostasis del
organismo, sin embargo, puede ser afectado por diversas patologias entre ellas la osteoporosis. La
osteoporosis es una enfermedad que se caracteriza por una disminucion de la densidad mineral dsea que
compromete la fortaleza del hueso, aumenta el riesgo de fracturas, debilita fisicamente y conduce a una
disminucién en la calidad de vida. Cada 3 segundos, ocurre una fractura osteopordtica en el mundo. Para
comprender los mecanismos implicados en la remodelacidn ésea, mejorar las terapias actuales y estudiar
nuevos agentes terapéuticos; es necesario desarrollar modelos que recreen el microambiente éseo. Por
lo tanto, este trabajo tuvo como objetivo el establecimiento de diferentes modelos murinos para evaluar
la remodelacion ésea. Estos modelos incluyeron: 1. Un modelo in vitro de diferenciacion a osteoclastos, o
a osteoblastos empleando las lineas celulares RAW264.7 y MC3T3.E1 respectivamente. 2. Un modelo ex
vivo para evaluar osteoclastogénesis a partir de médula dsea, y osteoblastogénesis partiendo de células
aisladas de calvarias de ratén. 3. Un modelo murino para evaluar osteoporosis in vivo. La estandarizacion
de los modelos in vitro mostré que las células RAW264.7 y MC3T3.E1 posiblemente perdieron su capacidad
de diferenciacién. Por otro lado, la utilizacion de médula ésea para osteoclastogénesis permitié obtener
osteoclastos en 9 dias utilizando medio complementado con factor estimulante de colonias de macréfagos
(M-CSF) y RANKL. De la misma forma, la complementacién con acido ascérbico y B-glicerofosfato al medio
de cultivo de las células aisladas de calvarias de ratédn durante 21 dias, permitié la obtencién de
osteoblastos. Finalmente, los ratones hembra a los que se les realizé ovariectomia para la evaluacidn de
la osteoporosis in vivo, presentaron sefiales de osteoporosis como son la atrofia del Utero y la disminucion
de hueso trabecular. Nuestros resultados muestran que los modelos establecidos son reproducibles y que
pueden utilizarse para el estudio de mecanismos dseos o la evaluacién de compuestos que modulen la
regeneracién dsea.
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Abstract of the thesis presented by Brenda Ivette Iduarte Frias as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Science with orientation in Biomedical Innovation.

Establishment and characterization of two models for the study of bone remodeling

Abstract approved by:

Dra. Patricia Juarez Camacho
Thesis Director

The human skeletal system fulfills a great diversity of functions that contribute to the body homeostasis,
however, like any other component of the human body, can be affected by diverse pathologies, including
osteoporosis. Osteoporosis is a bone disease, characterized by a decreased bone mineral density, that
compromises bone strength, increases the risk of fractures and physical debilitation leading to a drastic
decrease in quality of life. Worldwide, one osteoporotic fracture occurs every 3 seconds. To understand
the mechanisms involved in bone remodeling, to improve the osteoporosis current treatments and to
search for new therapeutic agents, it is necessary to develop research models that recreate the bone
microenvironment. Therefore, this work aimed to establish different murine models to evaluate the bone
remodeling. These models included: 1. An in vitro model of osteoblast or osteoclast differentiation using
RAW264.7/MC3T3.E1 cells; 2. An ex vivo model to evaluate osteoclast or osteoblast differentiation from
bone marrow or cells isolated from murine calvaria, respectively; 3. A murine model to evaluate
osteoporosis in vivo. Our results in vitro showed that under our conditions, RAW264.7 and MC3T3.E1 cells
did not differentiate into bone cells. Besides, we successfully induced osteoclast differentiation from bone
marrow cells incubated for 9 days in medium supplemented with macrophage colony stimulating factor
(M-CSF) and RANKL. While cells isolated from mouse calvaria cultured with ascorbic acid and PB-
glycerophosphate during 21 days produced osteoblast differentiation. Finally, the female mice that were
ovariectomized to evaluate the osteoporosis in vivo, showed osteoporosis signals such as uterus atrophy
and trabecular bone reduction. Our results showed that the established models are reproducible and they
can be used to the study of bone remodeling mechanisms or for evaluation of compounds that modulate
bone regeneration.

Keywords: Osteoclasts, osteoblasts, bone remodeling, osteoporosis, bone diseases.
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Capitulo 1. Introduccion

El tejido dseo es un sistema altamente dindmico, que mantiene su integridad mediante ciclos de
resorcién y formacién denominados en conjunto remodelacién dsea. Sin embargo, también es un tejido
susceptible al desarrollo de patologias, derivadas de la pérdida en el equilibrio existente en las fases del
remodelado. Entre los padecimientos que afectan al sistema déseo el de mayor frecuencia es la
osteoporosis, un trastorno esquelético caracterizado por una densidad y calidad dsea disminuida. Los
huesos de pacientes con osteoporosis son mas porosos y fragiles, lo que resulta en un riesgo incrementado
de sufrir fracturas. Afecta a mas de 200 millones de personas en todo el mundo, principalmente adultos
mayores, y su incidencia va incrementando junto con la esperanza de vida de las poblaciones (Klibanski et

al., 2001; HHS, 2004).

Las células responsables de la resorcion ésea son los osteoclastos, mientras que los osteoblastos
son las células encargadas de secretar los componentes de la matriz ésea y mineralizarla. Mientras
cumplen sus funciones los osteoblastos pueden quedar embebidos en la matriz dsea y entonces se
diferencian terminalmente a osteocitos. En la osteoporosis la actividad de los osteoclastos en comparacién

con los osteoblastos esta incrementada, lo que induce una disminucién en la calidad dsea.

Los tratamientos para la osteoporosis pueden dividirse en dos grupos, el primero conformado por
compuestos anabdlicos (en ellos la teriparatida un farmaco analogo de la hormona paratiroidea) que
estimulan la formacion de hueso, y el segundo grupo son los farmacos antirresortivos (por ejemplo
bifosfonatos y el anticuerpo anti-RANKL) que inhiben la diferenciaciéon de osteoclastos o que inducen su
apoptosis. Sin embargo, estas terapias Unicamente permiten detener el proceso de la enfermedad, y

cuando se suspende su uso la densidad dsea regresa a la inicial.

Para comprender los mecanismos involucrados en la remodelacién dsea, encontrar formas dptimas
de administrar las terapias existentes o mejorarlas, y evaluar nuevos agentes terapéuticos, ha sido
necesario el desarrollo de modelos. Actualmente existen modelos que permiten el estudio de osteoclastos
y osteoblastos en condiciones in vitro, modelos ex vivo como el cultivo primario de células o de explantes
de hueso. Ademds de modelos in vivo como los de osteoporosis mediante ovariectomia o induccidn
guimica en ratones. Por lo tanto este trabajo plantea el establecimiento de modelos de osteoclastogénesis
y osteoblastogénesis, ademds de la implementacién de un modelo in vivo de osteoporosis mediante
ovariectomia, con el fin de estudiar la remodelacion dsea asi como evaluar compuestos con potencial

terapéutico.



1.1 Antecedentes

1.1.1 Fisiologia dsea

El esqueleto humano esta constituido por mas de 200 huesos, que cumplen con una gran diversidad
de funciones entre las que se encuentran el proveer un sitio de adherencia y soporte para los musculos,
proteger érganos vitales, participar en las vias metabdlicas asociadas con la homeostasis mineral y el
equilibrio acido-base, servir como un reservorio de factores de crecimiento y citocinas, y suministrar el

medio para la hematopoyesis (Boskey y Robey, 2013).

En términos histoldgicos, podemos encontrar en el esqueleto dos tipos de tejido éseo (Figura 1):
uno cortical (conocido como hueso compacto) y otro trabecular (también llamado hueso esponjoso). El
hueso cortical constituye aproximadamente el 80% del volumen en el esqueleto adulto y forma una capa
externa en todos los huesos confiriéndoles rigidez y elasticidad. El hueso trabecular representa cerca del
20% del esqueleto y forma espiculas en zonas localizadas en el interior de los huesos donde alberga a la

médula désea (Lerner, 2012).

Hueso
trabecular

Figura 1. Estructura ésea. La estructura ésea se compone de dos tipos de tejidos: uno cortical (conocido como
hueso compacto) el cual forma una capa externa, y el trabecular (también llamado hueso esponjoso), localizado
en el interior de los huesos (Modificado de Lerner, 2012).

Los huesos estan constituidos por una fase inorganica, que principalmente es una forma impura de

hidroxiapatita [Cai0(PO4)s(OH).]. La fase organica se compone mayoritariamente de fibras de colageno. Sin
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embargo en la matriz 6sea también se puede encontrar proteinas no colagenas (PNCs) entre ellas:

proteoglucanos, principalmente condroitina sulfato y acido hialurdnico, osteocalcina, factores de

crecimiento y citocinas, como el factor de crecimiento transformante B (TGF-B), el factor de crecimiento

similar a la insulina (IGF), la osteoprotegerina (OPG), el factor de necrosis tumoral (TNF) y las proteinas

morfogenética 6sea (BMPs) (Clark, 2005; Morgan et al., 2008).

El hueso es un tejido altamente dindmico, que a lo largo de nuestra vida es sometido a un proceso

denominado remodelacion ésea, este sistema le permite mantener su integridad a través de la destruccidn

y formacién equilibrada. Tres tipos de células se asocian a este proceso y como constituyentes del tejido

oseo (Figura 2):

1)

2)

Los osteoblastos, son células de estirpe mesenquimal responsables de producir los componentes
de la matriz 6sea y de su posterior mineralizaciéon. Durante el proceso de secrecién de matriz,
algunos osteoblastos maduros quedan atrapados en la nueva matriz dsea y se diferencian a
osteocitos, por el contrario los osteoblastos que permanecen en la superficie del hueso se les llama
células de revestimiento plano. Los osteoblastos pueden regular la diferenciacién de osteoclastos
paracrinamente, al incrementar o disminuir la secrecidn citocinas indispensables como lo son: el
ligando de receptor activador para el factor nuclear k B (RANKL), el factor estimulante de colonias
de macréfago (M-CSF) y osteoprotegerina. De forma independiente a su funcidn dsea se cree que
también pueden regular la funcion de distintos tejidos blandos (Lerner, 2012; Marie y Cohen-Solal,

2017).

Los osteocitos, son las células mas abundantes de los tres tipos de células dseas, se encuentran
dentro de lagunas en el interior del hueso recién formado. Poseen estructuras dendriticas que se
extienden a través de estructuras denominadas canaliculos, mediante las cuales forman una red de
comunicacién, que también permite el intercambio de nutrientes. Los osteocitos, tienen la
capacidad de traducir sefiales mecanicas en biogquimicas. Recientemente se reconocié que estas
células desempefian un papel esencial en la regulacién de la remodelacién dsea, al secretar agentes
gue permiten modular la actividad de los osteoblastos y osteoclastos. Por ejemplo la secrecion de
esclerostina, puede inhibir la via de sefializacion Wnt/B-catenina. La activacion de esta via es
necesaria para la diferenciacion de preosteoblastos a osteoblastos (Stern et al., 2012; Marie y

Cohen-Solal, 2017).
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3) Los osteoclastos cumplen la funcién de resorcion ésea, es decir, remueven la matriz mineralizada.
Estas células poseen caracteristicas morfoldgicas y fenotipicas que se emplean de forma rutinaria
para identificarlas en el laboratorio. Por ejemplo, son células multinucleadas (de tres o mas nucleos)
que expresan la fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP). Para poder diferenciarse a partir de
células hematopoyéticas de linaje monocito/macréfago requieren principalmente del estimulo de

dos citocinas el M-CSF y de RANKL (Marino et al., 2014).

Célula madre
mesenquimal (MSC)

Célula madre l
hematopoyética (HSC)

Preosteoblasto Células de
revestimiento
..

Preosteoclasto

Matriz Osteoclastos
Osea 9 Osteocitos
@) /20 (@
: /8¢ (&

Figura 2. Células 6seas y proceso de remodelacion. El proceso de remodelacidn puede dividirse en cuatro etapas
principales la fase de activacion, formacion y terminacién, en cada etapa las células dseas (osteoclastos,
osteoblastos y osteocitos) cumplen con funciones importantes (Modificado de Crane y Cao, 2014).

1.1.2 Remodelacidn dsea: proceso y vias de sefializacion involucradas

La remodelacion dsea puede dividirse en cuatro etapas principales que implican el trabajo conjunto

de osteoclastos, osteoblastos y osteocitos.

Fase de activacion. La primera etapa de la remodelacién implica ésea la deteccién de una sefial
iniciadora. La sefial censada puede ser resultado de tensidon mecanica directa sobre el hueso por fracturas,

la privacion de oxigeno generada al inmovilizar extremidades, por accion hormonal sobre las células dseas,

o el uso prolongado de glucocorticoides. Independientemente del origen del estimulo, el resultado suele
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ser la apoptosis de osteocitos y un aumento en la osteoclastogénesis (Raggatt y Partridge, 2010; Bonewald,

2013).

Fase de Resorcion. En respuesta a las sefiales generadas por osteocitos o a las sefiales de activacion
hormonal, los osteoblastos secretan la proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1) para reclutar a
las células precursoras de osteoclastos a la zona de resorcién, donde se fusionaran para formar
osteoclastos (Hadjidakis y Androulakis, 2006). Los osteoclastos maduros secretan metaloproteinasas
(MMP) de matriz, principalmente la MMP-9, para degradar la matriz mineralizada y exponer los sitios de
adhesién a los que se unen mediante las integrinas av3, formando un microambiente aislado conocido
como "zona de sellado". Dentro de esta zona se secretan protones, iones cloruro y distintas enzimas
necesarias para degradar las porciones inorganicas de la matriz 6sea, produciendo las lagunas de resorciéon
de Howship. La matriz ésea organica restante es degradada por enzimas colagenasas principalmente por
catepsina K, los productos de la resorcidn son eliminados por endocitosis y transcitosis, y liberados desde
la membrana basolateral hacia el fluido extracelular fuera del sitio de resorcién (Raggatt y Partridge, 2010;

Marino et al., 2014).

La via de sefalizacion OPG-RANK-RANKL es una de las principales rutas que controla la
diferenciacién y activacién de los osteoclastos. El estimulo conjunto del M-CSF y de RANKL induce la
diferenciacién de los precursores de osteoclastos a osteoclastos. Mientras que RANKL también promueve
la actividad de los osteoclastos. OPG es un receptor sefiuelo que compite contra RANK por su ligando, es
decir RANKL, por tanto su principal funcidn es inhibir la osteoclastogénesis. Cuando se lleva a cabo la unién
de RANKL con su receptor RANK, la proteina adaptadora TRAF6 es reclutada, el factor nuclear potenciador
de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) es activado y translocado al nicleo. Donde
aumenta la expresiéon de la proteina c-Fos, la cual interactua con el factor nuclear de células-T activadas
(NFATc1) para desencadenar la transcripcion de genes osteoclastogénicos (Ross, 2013; Rivadeneira y

Makitie, 2016).

Fase de formacion. Una célula de linaje desconocido, es la encargada de eliminar el colageno
remanente en las lagunas de Howship y de preparar la superficie ésea para la posterior formacién de
hueso. Una vez que las células madre mesenquimales se encuentran en las zonas de resorcién, se
diferencian a osteoblastos tras el estimulo por las proteinas morfogénicas dseas (BMPs). Los osteoblastos
entonces secretan los componentes que formaran el tejido dseo nuevo. El colageno tipo | es el principal
componente organico del hueso y para su mineralizacién la hidroxiapatita es incorporada por los

osteoblastos (Raggatt y Partridge, 2010).
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El proceso de mineralizacion no se conoce por completo, pero se ha sugerido que inicia con la
formacion de vesiculas que contienen iones Ca®* y fosfato inorgdnico (Pi), en el interior de los osteoblastos.
Para ello, enzimas como la fosfatasa alcalina inespecifica de tejido (AP) y la fosfodiesterasa de nucledtido
pirofosfatasa incrementan la concentracidn de Pi circundante. Las moléculas de unidn al calcio, tales como
anexinas, fosfatidilserina y la sialoproteina dsea, atraen y controlan la acumulacién de los iones dentro de
las vesiculas, antes de la formacidn de cristales de hidroxiapatita insolubles. El pH intravesicular se eleva,
por accion de la anhidrasa carbdnica para estabilizar los cristales de hidroxiapatita iniciales.
Posteriormente las vesiculas con cargo son perforadas para liberar los cristales de hidroxiapatita,

distribuirlos y depositarlos sobre las fibras de coldgeno (An et al., 2016).

La naturaleza de la sefial que coordina la transicidn entre resorcién y formacion dsea sigue sin ser
clara, aunque se han propuesto varios mecanismos, por ejemplo, el reclutamiento de células
osteoprogenitoras mediante la secrecién de esfingosina 1-fosfato por osteoclastos. Se ha demostrado que
esta molécula promueve la supervivencia de osteoblastos maduros (Pederson et al., 2008). Por otro lado
el sefializador ephrinB2 secretado por osteoclastos mejora la diferenciacién a osteoblastos, suprime la
diferenciacién a osteoclastos, ademas se ha demostrado que su sobre expresion incrementa la masa 6sea

en ratones (Zhao et al., 2006).

Las principales vias se sefializacidén que regulan a los osteoblastos y por ende la formacién ésea, son
en las que participan los reguladores transcripcionales Runx2 y Osterix. Runx2 es un regulador maestro de
la osteoblastogénesis, modula la expresion de distintos genes incluyendo Colageno tipo | (Collal),
Fosfatasa alcalina (ALP), Osteopontina (OPN), Osteonectina (ON) y Osteocalcina (OC). Ademas, regula la
expresion del factor de transcripcion Osterix, el cual puede interactuar con el factor nuclear para células T
activadas 2 (NFAT2), y controlar la transcripcién de genes relacionados con la actividad de osteoblastos.
Por otro lado el factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1) a través del receptor IGF1, activa la via
de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI13K)-Akt y Ras-ERK MAP, e induce la expresién de Osterix, promoviendo
asi la diferenciacion osteoblastica (De Gorter y Ten Dijke, 2013). La via de sefializacion Wnt tiene efectos
en la proliferacién, diferenciacién y apoptosis de las células dseas, en osteoblastos se activa al disminuir
los niveles de expresion de esclerostina por osteocitos. Las proteinas Wnts activan la via al unirse a los
receptores Frizzled y LRP5/6, esta union induce la fosforilacion de la B-catenina evitando que sea
degradada. La B-catenina regula la transcripcidon de los genes diana que inducen la diferenciacién de

células mesenquimales a osteoblastos (Yao et al., 2017).
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Fase de terminacion. Posterior al proceso de mineralizacién, los osteoblastos maduros
experimentan apoptosis, se diferencian terminalmente a osteocitos o a células de revestimiento éseo. Se
ha sugerido que el restablecimiento de los niveles basales de esclerostina por parte de los osteocitos,
puede ser una de las sefiales que indican a los distintos participantes de la remodelacidon que es tiempo de

detenerse, sin embargo este mecanismo es en gran medida desconocido (Raggatt y Partridge, 2010).

Cuando la cantidad de hueso formado es igual a la proporcién de hueso resorbido el ciclo de
remodelacién concluye, el reposo en la superficie dsea se restablece y se mantiene hasta que sea necesario

iniciarlo nuevamente.

1.1.3 Patologias 6seas

Los sistemas que mantienen en equilibrio la remodelacion ésea pueden sufrir desbalances,
generando patologias en las que hay sefiales de estimulacidn o inhibicién de la resorcidn o de la formacién
dsea, comprometiendo las funciones dseas a nivel local o sistémico. Entre los principales padecimientos
se encuentran la osteopetrosis, la osteonecrosis, la enfermedad de Paget, osteosarcomay la osteoporosis,
ademas de muchos otros trastornos que afectan indirectamente al interferir con el metabolismo mineral

(HHS, 2004). En este trabajo se hara referencia especificamente a la osteoporosis.

1.1.4 Osteoporosis

La osteoporosis, es un trastorno caracterizado por una baja masa ésea y un deterioro en la
microarquitectura del esqueleto que conducen a una disminucidn en la resistencia dsea e incrementa el
riesgo de sufrir fracturas (Figura 3). La osteoporosis postmenopausica es la forma mas comun de
osteoporosis y la de mayor incidencia de las patologias que afectan el sistema esquelético (Weinstein y
Manolagas, 2000). La resistencia dsea requiere de dos caracteristicas: la densidad mineral ésea (BMD por
sus siglas en inglés) y la calidad 6sea. La BMD mide la cantidad en gramos de materia mineral por area
determinada en cualquier individuo, el valor obtenido se compara con una BMD oéptima (la medida
estandar corresponde a la de un adulto de 30 afos en buen estado de salud). La diferencia entre la BMD

medida y la BMD éptima se expresa en desviaciones estandar (DE). Una DE igual a -1.0 o superior indica
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una densidad dsea normal, mientras que -2.5 o mas desviaciones estandar por debajo de 0 se encuentre,
mas baja es la densidad mineral ésea y mayor el riesgo de fractura. La calidad désea se refiere a la
arquitectura, el recambio dseo, la acumulacién de dafios (por ejemplo microfracturas) y la mineralizacion

(Klibanski et al., 2001).

¥ a4 o P~ TN P4 .'
Figura 3. Pérdida 6sea derivada de osteoporosis. (A) Micrografia electrénica de barrido de hueso trabecular
donde se muestra la arquitectura ésea en salud y (B) en osteoporosis con incremento en la porosidad y en la

distancia entre trabéculas (Al-Azzawi, F.2001.Postgraduate medical journal, 77(907), 292-304).

La osteoporosis puede clasificarse en “primaria”, la cual se presenta tanto en mujeres como en
hombres sin importar la edad, a menudo se atribuye al envejecimiento. La osteoporosis “secundaria” es
desarrollada a raiz de algin otro padecimiento, por ejemplo, la enfermedad celiaca con sindrome de
malabsorcién asociado, el hipogonadismo, y el uso de algunos farmacos como glucocorticoides

(Kleerekoper, 2013).

1.1.4.1 Epidemiologia

La osteoporosis es la patologia 6sea de mayor incidencia, se estima que mas de 200 millones de
personas la padecen alrededor del mundo. De acuerdo a datos de la Fundacién Internacional de
Osteoporosis (IOF por sus siglas en inglés), una de cada tres mujeres y uno de cada cinco hombres de mas
de 50 afios de edad estd en riesgo sufrir una fractura osteopordtica durante su vida, ocurriendo mas de
8.9 millones de fracturas cada afio. En México, 1 de cada 4 personas tiene osteopenia u osteoporosis y la
probabilidad de tener una fractura de cadera a los 50 afios es de 8,5% para las mujeres y de 4% para los

hombres (Harvey et al., 2009; IOF, 2015).
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El tratamiento de fracturas derivadas de la osteoporosis tiene un impacto econémico de alrededor

de $ 17.9 billones de délares por afio en los Estados Unidos. En nuestro pais en el afio 2006, el costo
estimado de la asistencia sanitaria Unicamente para tratar fracturas de cadera derivadas de osteoporosis

fue de $ 97.0 millones (IOF, 2015).

La mortalidad asociada a osteoporosis es mayor inmediatamente después de la fractura y disminuye
gradualmente con el tiempo. Aunque, la causa de la muerte no suele atribuirse directamente a la propia
fractura, sino a otras enfermedades crdnicas. En los Estados Unidos, el 7% de los sobrevivientes de todos
los tipos de fractura tienen algin grado de incapacidad permanente, y el 8% requieren cuidados de

enfermeria por el resto de su vida (Harvey et al., 2009).

La esperanza de vida estda aumentando en todo el mundo, y en consecuencia el nimero de personas
de edad avanzada, estos cambios demograficos por si solos pueden incrementar la incidencia de

osteoporosis en el mundo (Sézen et al, 2017).

1.1.4.2 Fisiopatologia de la osteoporosis

El establecimiento de la osteoporosis es inducido por multiples factores en cada individuo, sin
embargo se ha asociado con la deficiencia de estrogenos en mujeres postmenopausicas, la falta de calcio
y de vitamina D, el hiperparatiroidismo, la ingesta de glucocorticoides y polimorfismos en genes
prioritarios para el desarrollo éseo. De forma independiente a los factores anteriores la pérdida désea
puede establecerse por alteraciones en el organismo derivadas del envejecimiento, por ejemplo, al
envejecer disminuye la expresion de la hormona del crecimiento, lo que conduce a una reduccidén en la
produccién hepatica del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1y 2 (IGF-1 e IGF-2). Estos factores
inducen la diferenciacién de osteoblastos, y por ende la formacidn de hueso se ve disminuida. También la
diferenciacion de las células mesenquimales se ve favorecida hacia tejido adiposo (Raisz, 2005; Drake y

Khosla, 2013).

La deficiencia de estrégenos tiene un impacto marcado en el sistema 6seo, debido a sus efectos
sobre las células que lo componen. Promueven la diferenciacion de las células pre-osteoblasticas a
osteoblastos, puede modular la apoptosis de osteoblastos y osteocitos, inducir un incremento en la

expresion de factores de crecimiento (como IGF-1y TGF-B) y en la sintesis de pro-coldageno. También tiene
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un efecto indirecto sobre los osteoclastos al inhibir la expresién de RANKL e incrementar la produccion de
OPG en los osteoblastos (Drake y Khosla, 2013). Cuando hay una disminucidn en los niveles de estrégeno,
como lo es en las mujeres menopausicas, el equilibrio RANKL/OPG se pierde, favoreciendo la

diferenciacién y actividad de los osteoclastos.

De forma similar al estrégeno, la testosterona tiene un efecto inhibitorio de la resorcion dsea, al
inhibir la osteoclastogénesis. Posiblemente, parte de este efecto podria atribuirse a la aromatizacion de la
testosterona a estrogenos (Michael et al., 2005). En estudios in vitro, se ha encontrado que la testosterona
puede inducir la proliferacién de los osteoblastos, ademas de disminuir su apoptosis (Kasperk et al., 1989).
Actualmente existe poca investigacion sobre el efecto de la testosterona en el mantenimiento de la

integridad dsea.

El calcio es necesario para mantener la integridad ésea, sin embargo, aunado al envejecimiento hay
una disminucién en su captacion, la cual en condiciones normales ya es baja. Una ingesta inadecuada de
calcio da como resultado una menor concentracién de calcio circulante, una mayor secrecién de hormona
paratiroidea, y con ello un incremento en la resorcidon ésea. Otro factor que puede contribuir con la
deficiencia en la absorcién de calcio es la pérdida de receptores intestinales de vitamina D, la vitamina D

esta relacionada con la absorcion de calcio y fésforo en el intestino (Raisz, 2005; Dawson, 2013).

1.1.4.3 Tratamientos para la Osteoporosis

El principal objetivo de las terapias disefiadas para el tratamiento de la osteoporosis, es reequilibrar
las fases de la remodelacion ésea. Dentro de los fadrmacos antirresortivos empleados se encuentran los
bifosfonatos, que inducen apoptosis en los osteoclastos. Otros como el denosumab, un anticuerpo anti-
RANKL y los moduladores selectivos de los receptores de estrogenos (SERM), inhiben el reclutamiento de
osteoclastos al drea de resorcién (Harslg y Langdahl, 2016; Cawthray et al., 2017). La teriparatida y la
abaloparatida, son presentaciones recombinantes de la hormona paratiroidea y de la proteina relacionada
a la hormona paratiroidea respetivamente, y son los Unicos agentes anabdlicos aprobados por la Food and
Drug Administration (FDA) para el tratamiento de la osteoporosis (Figura 4). La frecuencia en la

administracion de los medicamentos anabdlicos determina el efecto, es decir, la administracion
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intermitente favorece la formacidon dsea al aumentar los osteoblastos, mientras que la administracion

continua conduce a un incremento de osteoclastos (Cawthray et al., 2017).

Denosumab OPG
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Figura 4. Terapias para la osteoporosis. Representacion esquematica de los factores que influyen en el proceso
de la remodelacidn ésea. La diferenciacion de los osteoclastos es un proceso que puede ser inhibido por SERMs
y Denosumab. La diferenciacidn y maduracién de los osteoblastos es potenciada por PTH y estrogenos, ademas
de la administracion de farmacos anabdlicos como Teriparatida y Abaloparatida. Receptor activador del factor
nuclear k B (RANK), ligando de RANK (RANKL), osteoprotegerina (OPG), hormona paratiroidea (PTH),
moduladores selectivos de los receptores de estrégenos (SERMs). Modificado de Cawthray et al., 2017.

Entre las desventajas que presentan los tratamientos actuales para la osteoporosis se encuentran,
que los tratamientos antirresortivos disminuyen la cantidad de osteoclastos existentes, reduciendo
posteriormente la sintesis de hueso por los osteoblastos. Esta reduccion en la resorcion puede
incrementar la fragilidad y la acumulacién de zonas danadas en la estructura ésea, aumentando el riesgo
de sufrir fracturas. Aunado a lo anterior el uso de bifosfonatos durante periodos prolongados (diez afios o
mas), se ha asociado con un incremento del riesgo de fracturas, principalmente en el cabeza del fémury
osteonecrosis mandibular. Por otro lado, aun se desconocen las consecuencias éseas no deseadas por el
uso prolongado de denosumab (McClung, 2013; Harslg y Langdahl, 2016; Cawthray et al.,, 2017).
Finalmente, la administracion intermitente de la teriparatida estimula la formacién dsea, pero

eventualmente tendra un efecto sobre los osteoclastos, en algunos pacientes con masa ésea muy baja o
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respuesta subdptima a la teriparatida, después del tratamiento permanece una densidad mineral dsea

baja (Harslg y Langdahl, 2016).

Para lograr un mejor efecto de los agentes terapéuticos empleados en el tratamiento de la
osteoporosis es necesario incrementar su especificidad, entender su mecanismo de accién asi como
disminuir los efectos sistémicos. Actualmente los tratamientos para la osteoporosis Unicamente permiten
detener la progresién de la enfermedad mas no curarla, por ello es importante seguir en la busqueda de

nuevas terapias asi como dilucidar la fisiopatologia de la osteoporosis.

1.1.5 Modelos de estudio para regeneracion dsea

Para comprender los mecanismos involucrados en la remodelacion ésea, ya sea en condiciones
normales o patoldgicas, es necesario recrear estos eventos en modelos que representen la condicién

humana, estos modelos pueden ser in vitro, in vivo o ex vivo.

1.1.5.1 Modelos in vitro

Para realizar investigacion empleando modelos in vitro de células dseas es comun tener que hacer
una eleccion entre emplear cultivos primarios y/o cultivos de lineas celulares (por ejemplo lineas del
repositorio de células del “American type culture collection”, ATCC). Una de las principales ventajas de
utilizar lineas celulares es la disponibilidad casi inmediata de una gran cantidad de células, dado que el
cultivo primario toma mas tiempo, sin riesgo de contaminacién con células de otros tejidos, y con
caracteristicas fenotipicas estables. Sin embargo, la linea celular puede no ser totalmente representativa,
dado que la seleccidn clonal generalmente favorece a las células que crecen rapidamente. Una ventaja de
emplear cultivos primarios de células es que pueden expresar un fenotipo mas estable y representativo

(Bakker y Klein-Nulend 2012) del tejido en estudio.

Peck et al. (1964), establecieron un modelo de cultivo primario de osteoblastos, las células obtenidas
fueron viables; sin embargo, la metodologia no permitié eliminar células con caracteristicas de
fibroblastos. En la actualidad, tomando como base el modelo de Peck y colaboradores, se ha logrado aislar

células precursoras de osteoblastos e inducir su diferenciacion o aislar osteoblastos bien definidos (Bakker
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y Klein-Nulend, 2012). Ademas, del cultivo de osteoblastos, la capacidad de cultivar osteoclastos in vitro
es una herramienta bdsica. En el pasado, la Unica manera de estudiar estas células era extrayéndolas como
células diferenciadas de los huesos fragmentados de animales neonatos. En 1988, Takahashi y
colaboradores establecieron el primer modelo de cultivo de osteoclastos al encontrar que era posible
inducir la diferenciacién de preosteoclastos en un co-cultivo de células de bazo de ratdn y osteoblastos,
tras a la adicién de 1,25-dihidroxivitamina D3. Actualmente las optimizaciones pertinentes a protocolos
como el de Takahashi y colaboradores han permitido aislar células diferenciadas como osteoclastos de
huesos largos o calvarias, o inducir la diferenciacion in vitro de células precursoras de osteoclastos a

osteoclastos (Marino et al., 2014).

1.1.5.2 Modelos in vivo

Los ratones no tienen un equivalente a la menopausia, pero es posible generar en ellos un estadio
similar a la osteoporosis mediante induccién quimica o quirurgica (Sophocleous e Idris, 2014). En 1994,
Flaws y colaboradores, indujeron un proceso similar a la menopausia al inocular ratones hembra con 4-
vinilciclohexeno diepéxido (VCD), mientras que Goulding y Gold (1989), emplearon la buserelina. La
ovariectomia (OVX), es una técnica quirdrgica que consiste en la remocion de los ovarios. Un estudio
realizado por Wright y colaboradores (2008) compard los efectos generados en el sistema 6seo por OVX
y el uso de VCD, encontrando que en el modelo de VCD los cambios dseos aparecen de forma mds lentay
son de menor magnitud. Aunque la ovariectomia tiene relevancia limitada para estudios de pre- vy
postmenopausia, sigue siendo una herramienta valiosa y es la mas ampliamente utilizada para la
investigacion de compuestos activos con potencial como agentes terapéuticos para padecimientos dseos

como la osteoporosis (Sophocleous e Idris, 2014).

De forma similar a la ovariectomia, el modelo de orquiectomia (ablacién de los testiculos) permite
evaluar el efecto de la deficiencia de andréogenos en el sistema 6seo. Erben y colaboradores (2000)
reportaron que los efectos dseos son similares después de la orquiectomia en ratas macho, a los inducidos

por ovariectomia en ratas hembra.
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1.2 Justificacion

El sistema dseo cumple con una gran diversidad de funciones que contribuyen a la homeostasis del
organismo, y como cualquier otro componente del cuerpo humano es susceptible de padecer diversas
patologias, entre ellas la osteoporosis. Una enfermedad que afecta a mas de 200 millones de personas en
todo el mundo, principalmente adultos mayores, y que se caracteriza por un desequilibrio en los sistemas
qgue regulan la remodelacion ésea.

Para comprender los mecanismos involucrados en la remodelacién dsea, ya sea en condiciones
normales o patoldgicas, es necesario la implementacion de modelos que permitan recrear en el
laboratorio los eventos de la condicién humana, asi como evaluar compuestos con potencial terapéutico
para tratar patologias. Dado que los tratamientos existentes son paliativos es importante seguir en la

busqueda de terapias que permitan revertir el proceso y no solo detener la progresion de la osteoporosis.

1.3 Hipotesis

El establecimiento de un modelo in vitro y ex vivo de osteoclasto- y osteoblastogénesis a partir de
lineas celulares y células de medula dsea de ratén, respectivamente, asi como un modelo in vivo de

osteoporosis, permitiran recrear las condiciones dseas apropiadas para el estudio de la remodelacién ésea.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Implementar un modelo in vitro y ex vivo de osteoclastogénesis y osteoblastogénesis, asi como un

modelo in vivo de osteoporosis, para el estudio de la remodelacion ésea.
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1.4.2. Objetivos especificos

1. Establecer un modelo osteoclastogénesis a partir de células de médula dsea y de la linea celular

RAW?264.7.

2. Implementar un modelo de osteoblastogénesis a partir de células aisladas de calvarias de ratény
de la linea celular MC3T-E1.

3. Establecer un modelo in vivo de osteoporosis para evaluar la remodelacidn dsea.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Modelos de osteoclastogénesis

2.1.1 Diferenciacion de la linea celular RAW264.7 a osteoclastos

La linea celular RAW264.7 ATCC, amablemente donadas por la Dra. Teresa Guise del Departamento
de Medicina de Indiana University School of Medicine. Corresponden a macrdéfagos de ratdn
transformados e inmortalizados por el virus de leucemia murina de Abelson. Las células fueron cultivadas
en una placa de Petri de 10 cm, empleando medio Minimum Essential Medium Alpha 1X (a-MEM 1X,
Corning), suplementado con suero fetal bovino (FBS, Biowest) al 10% vy solucion de
antibidtico/antimicético 1% (Ab/Am, penicilina G, estreptomicina y amfotericina B, Corning), e incubadas
a 37 °C en atmodsfera de 5% CO,. Una vez alcanzada una confluencia del 80%, se realizd conteo de células.
Para ello, se removié el medio de cultivo, la monocapa celular fue lavada con PBS 1X estéril (pH 7.4), y con
“cell scraper” se separaron las células de la placa de cultivo, las células fueron resuspendidas en 3 ml de
medio de cultivo. Se tomaron 20 ul de la suspension celular, 20 ul de azul tripano 1X (Sigma) fueron
adicionados, se homogenizaron los 40 pl, de los cuales se cargaron 15 pl en la cdmara de Neubauer, y se
procedid a realizar el conteo celular. En placa de 96 pozos se sembraron por a una densidad de 1x10*
(grupo control n=3, grupo en diferenciaciéon n=3) o 5x103células/200ul (grupo control n=3, grupo en
diferenciacion n=3). El medio de cultivo a-MEM 1X (FBS al 10%, Ab/Am 1%) se suplementd con RANKL
murino (PrepoTech) 30ng/ml para los grupos en diferenciacién. El medio de cultivo fue renovado cada dos

dias durante 7 dias, en todos los grupos.

2.1.2 Extraccion de médula dsea y diferenciacion a osteoclastos

Los ratones BALB/c fueron obtenidos a partir de cruzas realizadas en el laboratorio del
Departamento de Innovacién Biomédica del CICESE. El manejo de los ratones se realizé conforme a la
norma mexicana NOM-062-Z00-1999. Los ratones se mantuvieron en grupos de 4 hembras en cajas
(34.3cm largo x 29.2cm de ancho x 15.5cm de alto) con cama de aserrin (grado laboratorio, Teklad) en el
sistema optimice (Animal Care Systems). Cada 7 dias se renové el agua de los bebederos y cada 15 dias se

llevo a cabo el cambio de caja. La temperatura del cuarto donde se encuentran los ratones es de 24°C, con
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ciclos de luz y obscuridad controlados de 12 horas. El alimento sélido (dieta para roedores 18% proteina,

Teklad) y agua se suministraron ad libitum. La diseccién de huesos se realizd bajo condiciones estériles.

Los ratones fueron sacrificados mediante sobredosis de pentobarbital (Pisa) seguido de dislocacion
cervical. Inmediatamente después, se colocaron en etanol al 70% y se procedid a realizar la diseccién con
material estéril. En primer lugar se extrajeron las piernas, retirando la mayor cantidad posible de musculo,
posteriormente se separd la pierna entre fémur y tibia, ambos huesos se colocaron en una caja Petri de
10 cm con 10 ml de PBS 1X estéril adicionado previamente. Para la extraccion de médula dsea, se perford
cada hueso, por ambos extremos con una jeringa de 31 G x 8 mm (insulina), con una jeringa distinta se
inyectd PBS 1X estéril por cada extremo. La médula ésea de los huesos se recolectd en un tubo estéril de
15 ml, y fue centrifugada a 350 g durante 8 minutos a 4 °C, el sobrenadante se descartd y el precipitado se
resuspendido en 5 ml de buffer de lisis de gldbulos rojos 1X (Biolegend), la suspensién se incubd a
temperatura ambiente durante 2 minutos, a continuacién se adicionaron 3 ml de PBS 1X estéril, y se
centrifugd nuevamente a 350 g durante 8 minutos a 4 'C, el sobrenadante fue descartado y el pellet
resuspendido en 3 ml del medio de cultivo correspondiente para realizar conteo celular con azul tripano

1X.

Las células de médula dsea se sembraron por triplicado a una densidad de 2x10* células/200ul, tanto
para el grupo control como para los que serian diferenciados, en placa de 96 pozos. Al medio de cultivo a-
MEM 1X suplementado con FBS al 10%, Ab/Am 1%, L-glutamina 2 mM (Corning), se le adiciond Factor
estimulante de colonias de macréfagos murino 50ng/ml de (muM-CSF, PrepoTech), y RANKL murino
50ng/ml para el grupo de diferenciacion 1 y 100ng/ml para el grupo de diferenciacién 2 (PrepoTech). Las
células se incubaron a 37 °C en una atmdsfera humidificada con 5% de CO,. Se consideré que cada 48 horas
RANKL y M-CSF se agotaban del medio, por tanto cada dos dias se realizd el cambio de medio a todos los

grupos, durante 9-10 dias, tiempo suficiente para observar osteoclastos.

2.1.3 Caracterizacion de las células diferenciadas a osteoclastos

Para evaluar la actividad asi como morfologia de las células, se realizd la tincién de la fosfatasa acida
tartrato resistente (TRAP) empleando el kit Acid Phosphatase, Leukocyte (Sigma), de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. Las células tefiidas de observaron y cuantificaron empleando un microscopio

de campo claro. Se contaron las células grandes, multinucleadas (3 o mas ntcleos), TRAP positivas.
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2.2. Modelos de osteoblastogénesis

2.2.1 Diferenciacion de la linea celular MC3T3-E1 a osteoblastos

La linea celular MC3T3-E1 ATCC, son preosteoblastos aislados de huesos de calvaria de ratdn. Las
células MC3T3.E1 se cultivaron en medio Minimum Essential Medium Alpha sin acido ascdérbico (a-MEM,
Caisson) suplementado con FBS 10% (Biowest) y solucion de antibidticos/antimicotico 1% (Corning), las
células se incubaron a 37 °C en atmdsfera de 5% CO.. Al llegar a una confluencia del 80-85%, se realizo el
conteo de células, para ello se retiré el medio de cultivo, la monocapa celular se lavé con PBS 1x estéril, se
agregd soluciéon de tripsina (0.05%)/EDTA (0.53 mM), y se incubd las células a 37 °C durante 2 minutos,
posteriormente se neutralizo la reaccién con medio a-MEM suplementado. Para inducir la diferenciacidn,
las células se sembraron por triplicado como grupo control y grupo para diferenciacion, a una densidad de
5x103células/200 pl en placa de 96 pozos. El medio de cultivo para diferenciacién consistié en medio a-
MEM (FBS al 10% y Ab/Am al 1%) al cual se le adicion6 acido ascorbico 50ug/ml (Sigma) y B-glicerofosfato
10 mM (Sigma). Las condiciones de cultivo fueron a 37 °C en una atmdsfera humidificada con 5% de CO..

El medio de cultivo fue renovado cada tres dias, durante 21 dias en ambos grupos.

2.2.2. Aislamiento de células de calvarias de ratones neonatos y diferenciacion a osteoblastos

Los ratones neonatos fueron obtenidos a partir de cruzas realizadas en el laboratorio del
Departamento de Innovacién Biomédica, entre ratones de la cepa BALB/c. El manejo de los ratones se

realizé de acuerdo a lo establecido en la norma mexicana NOM-062-Z00-1999.

Las calvarias fueron obtenidas de ratones de 5-6 dias de edad. El procedimiento se realizd en
condiciones estériles en su totalidad. Los ratones fueron sumergidos brevemente en etanol al 95% y
posteriormente se sacrificaron por decapitacidn. La cabeza se colocd en una caja Petri con PBS 1X para
conservar el tejido. Primeramente el cuero cabelludo se retird para exponer la calvaria, se realizd un corte
siguiendo la sutura lambdoide, posteriormente se corté siguiendo una linea recta desde el extremo
derecho de la sutura lambdoide hacia la sutura coronal, de este punto se realizd un corte nuevamente
hacia el centro medio de la frontanela anterior, el procedimiento se repitio del lado izquierdo. Con ayuda
de pinzas finas se retird la calvaria y empleando bisturi se retird el tejido remanente adherido asi como las

meninges, las calvarias disecadas se colocaron en PBS 1X.
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Las calvarias se transfirieron a un tubo estéril de 15 ml con 4 ml de solucidon de digestion. La solucidn

de digestion consta de 1 ml de solucién de tripsina-EDTA (0.05%/0.53 mM), 2.5 mg de colagenasa Il
(colagenasa de Il Clostridium histolyticum, Sigma) mas 4 ml de PBS 1X. La digestion se realizd en agitacion
constante (70-80 rpm) a 37 °C durante 20 minutos. Transcurrido el tiempo se deseché la solucién de
digestion y se adicionaron nuevamente 4 ml. Se realizaron un total de 5 digestiones, recuperando el
sobrenadante de las digestiones 3 a 5, al sobrenadante se le adicioné medio a-MEM (FBS al 10% y Ab/Am
al 1%) para inactivar la tripsina. La suspensién de células se recuperd en un tubo de 50 ml, se centrifugaron
a 800 g por 5 minutos, y el pellet se resuspendié en 3ml de medio a-MEM (FBS al 10% y Ab/Am al 1%), y
se procedié a sembrar 1 ml de la suspension de células en placas de Petri de 10 cm. Las células se cultivaron

a 37°C en una atmésfera humidificada con 5% de CO; hasta llegar a confluencia de 70-80%.

Las células aisladas de calvarias se sembraron por triplicado grupo control y grupo para
diferenciacion a una densidad de 5,000 células/200ul en placas de 96 pozos, en medio a-MEM (FBS al 10%
y Ab/Am al 1%). Después de 18 horas se reemplazé el medio de cultivo por medio o-MEM (FBS al 10% y
Ab/Am al 1%) complementado con acido ascorbico 50ug/ml y B-glicerofosfato 10 mM, en las células para
diferenciacion. Las condiciones de cultivo fueron a 37 °C en una atmdsfera humidificada con 5% de CO,. El

medio de cultivo se renovd en cada grupo cada tercer dia durante 21 dias.

2.2.3 Caracterizacion de las células diferenciadas a osteoblastos

Al concluir el periodo de diferenciacidn/maduracidon las células fueron caracterizados mediante
tincién de fosfatasa alcalina empleando el kit Leukocyte Alkaline Phosphatase (Sigma), para evaluar la
actividad de mineralizacidn de las células se empled la tinciéon Alizarin Red S (Sigma), de acuerdo a las

indicaciones del fabricante.

2.3 Establecimiento del modelo murino de osteoporosis

2.3.1 Manejo y cuidado de ratones

Los ratones BALB/c fueron obtenidos a partir de cruzas realizadas en el laboratorio del

Departamento de Innovacidon Biomédica del CICESE. Los ratones hembra C57BL/6 tenian 6 de edad
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semanas cuando arribaron a nuestras instalaciones provenientes de la Unidad de Produccién vy
Experimentacién de Animales de Laboratorio de la Universidad Autonoma Metropolitana (UPEAL-UAM).
Los ratones se mantuvieron en grupos de 4 hembras en cajas (34.3cm largo x 29.2cm de ancho x 15.5cm
de alto) con cama de aserrin (grado laboratorio, Teklad) en el sistema optimice (Animal Care Systems).
Cada 7 dias se renové el agua de los bebederos y cada 15 dias se llevé a cabo el cambio de caja. La
temperatura del cuarto donde se encuentran los ratones es de 24°C, con ciclos de luz y obscuridad
controlados de 12 horas. El alimento sdlido (dieta para roedores 18% proteina, Teklad) y agua se
suministraron ad libitum. El manejo/sacrificio de los ratones se realizé conforme a la norma mexicana

NOM-062-Z00-1999.

2.3.2 Ovariectomia

La ovariectomia (OVX) se realizé en hembras BALB/c de 8 semanas (control n=2, OVX n=5) mientras
que las hembras C57BL/6 se dividieron en dos grupos. En el primero (control n=3, OVX n=6) se efectud la
cirugia a las 8 semanas de edad mientras que en el segundo grupo (control n=3, OVX n=5) hasta las 16
semanas, con el fin de comparar la pérdida dsea. Las hembras de cada grupo de 8 y 16 semanas fueron
sedadas con anestesia (ketamina/xilacina) 5uL/g y se utilizdé buprenorfina (5 pL/g) como analgésico. Una
vez inconscientes se les colocé crema humectante de ojos para evitar la resequedad ocular durante el
procedimiento. Posteriormente, se procedio a rasurar la espalda de los roedores, el drea depilada se limpid
con PBS 1X estéril. En la campana de flujo laminar horizontal se colocé un tapete térmico (37°C) sobre el
cual se procedio a realizar la cirugia con material estéril. Primeramente se hizo una incision en el costado
derecho cortando piel y tejido muscular, una vez dentro se procedié a buscar el ovario, al localizarlo se
sostuvo con pinzas y se amarré el oviducto con Catgut (Atramat) y el ovario fue cortado (Figura 5). Se
reintrodujo correctamente el oviducto y tejido adiposo, el musculo se unié por presidn, la herida externa
se limpidé nuevamente con PBS 1X, se seco con gasa estéril y se coloco steri-strip (3M) para cerrar la herida.
El procedimiento se repitié en el lado izquierdo. Para evitar la deshidratacidn se administraron 200ul via

intraperitoneal de solucién salina estéril a 37°C. Los roedores se mantuvieron en el cojin térmico hasta que
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despertaron, una vez conscientes se colocaron en cajas limpias, a las 12 horas postoperatorias se

administré otra dosis de analgésico durante 3 dias.

Ovario

Figura 5. llustracidon esquematica de ovariectomia con doble incision dorso lateral (Imagen modificada de Lab
mouse template clip art y Sophocleous e Idris, 2014. BoneKey reports).

Durante la primera semana después de la ovariectomia se observé diariamente a los ratones para
detectar signos de dolor o angustia. Un mes después de realizada la cirugia los ratones fueron sacrificados.
La pierna derecha se conservd en etanol al 95% a 4 °C, por si era posible analizarla mediante
nanotomografia computarizada (nCT). Mientras que la pierna izquierda se guardoé en formalina, destinados
para histologia, los hiumeros de cada ratén se colocaron en un criotubo con 500 puL de Trizol e

inmediatamente fueron almacenados a -80 °C hasta realizar la extraccion de ARN.

2.3.3 Evaluacién del modelo mediante histologia

Las piernas izquierdas extraidas se limpiaron con bisturi para retirar la mayor cantidad de musculo,
posteriormente se sometieron a un proceso de descalcificacidn. Para ello, las piernas fueron fijadas con
formalina tamponada neutra al 10% y almacenadas a 4 °C durante 48 horas, después se realizé un lavado
con PBS 1X durante 16 horas a 4 °C. Una vez transcurrido el tiempo las muestras fueron desmineralizadas
empleando una solucién de EDTA 10% pH 8, durante 15 dias realizando cambios de la solucién cada 3 dias,

las muestras se mantuvieron a 4 °C durante el proceso. Finalizada la etapa de desmineralizacién las
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muestras se lavaron nuevamente con PBS 1X durante 16 horas a 4 °C. Finalmente las muestras se colocaron

en etanol 70% hasta realizar la tincion de hematoxilina-eosina.

El procesamiento histoldgico de las muestras fue el siguiente: los tejidos fueron sumergidos para
ser deshidratados en etanol al 96% y 100%, xileno al 100%, y embebidos en parafina fundida. Una vez
solidificada la parafina se realizaron cortes de 7 um en micrétomo. Los cortes fueron transferidos a un
bafio de agua con gelatina, colocados en portaobjetos e incubados en una estufa a 60 °C durante 20
minutos. El tejido en laminillas se rehidraté tras ser sumergido en una serie que consistié en xileno al 100%
(5 minutos x2), etanol 100, 70 y 50% (durante 1 minuto en cada solucidn), y por ultimo agua. Las laminillas
se tifieron con hematoxilina durante 20 segundos, se enjuagaron con agua, se sumergieron en etanol dcido
por 1.5 minutos y después en una solucién saturada de carbonato de litio por 2 minutos. Se enjuagaron
nuevamente con agua, para ser sumergidas en etanol al 96%, después las laminillas fueron tefiidas con
eosina-orange g por 1 minuto. Finalmente los tejidos fueron deshidratados nuevamente con etanol al 96
y 100%, y colocados en xileno por 5 minutos. A cada tejido se le adicioné medio de montaje no acuoso y
se les colocd un cubreobjetos. Las muestras fueron observadas en microscopio de campo claro para la

obtencidn de imagenes representativas.

2.3.4 Evaluacion por PCR cuantitativa en tiempo real

2.3.4.1 Extraccion de RNA

Los humeros recolectados y almacenados a -80 °C, se descongelaron en hielo, a cada tubo se le
adiciond una perla de 1/4" recubierta de éxido de zirconio (MP BIOMEDICALS), y se procedi6 a realizar la
homogenizacion del tejido empleando el equipo FastPrep-24 (MP BIOMEDICALS). El proceso de
homogenizacidn consistié en 4 ciclos de 30 segundos con una velocidad de 6.0m/s cada uno, las muestras
se colocaron en hielo 5 minutos entre cada ciclo. La extraccidn de ARN se realizé con una combinacion del
protocolo de Trizol y del protocolo del kit GenElute Mammalian Total RNA Miniprep (Sigma). De acuerdo
al protocolo de extraccion con Trizol, después de homogeneizar el tejido las muestras se incubaron 5
minutos a temperatura ambiente, para permitir la disociacién de complejos nucleoproteicos,
posteriormente las muestras se centrifugaron a 12,000 g durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se
transfirié a un tubo nuevo, se adicionaron 200 pl de cloroformo por mililitro de Trizol y se mezclé agitando

vigorosamente por 15 segundos, para posteriormente incubar durante 3 minutos a temperatura ambiente
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y continuar con una centrifugacién a 12,000 g durante 15 minutos a 4°C. La fase clara obtenida se transfirié
a un tubo nuevo, y se les acciond 500 pL de etanol al 70%. La mezcla en etanol se pasé a través de la
columna de unién del kit a partir de este paso se continué con el protocolo del kit conforme a las
instrucciones del fabricante, realizando el paso opcional de tratar las muestras con DNasa (QIAGEN, 5 plL
de DNasa + 35 pL del buffer para DNasa). Mediante espectrofotometria, haciendo uso del equipo
Nanodrop LITE (Thermo Scientific) se cuantificd la concentracidon del RNA (a 260 nm). La integridad vy el
tamafio se evaluaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Las muestras de RNA fueron

almacenadas a 80°C, hasta su posterior uso.

2.3.4.2 Retrotranscripcion del RNA

A partir del RNA total se realizé PCR de transcriptasa inversa para formar el DNA complementario.
Para ello se realizaron dos mix para cada reaccién, el mix 1 contenia por reaccién 2.5 ng de RNA, 1 ul de
dNTP’s 10 mM (Promega), 1 ul de Oligo dT (Thermo scientific), y se complementd con agua libre de
nucleasas (Thermo scientific Ambion) para tener un volumen de 13.7 pl por reaccién, el mix 1 se colocé en
el termociclador a 65°C durante 5 minutos. Posteriormente se adiciond a cada muestra el mix 2 que
contenia 4 pl de First-Strand buffer (Invitrogen), 2 pl de DTT 0.1 M (Invitrogen) y 1.0 ul de enzima Super
Script Il (Invitrogen), la reaccion fue incubada a 42°C durante 75 minutos, para completar la transcripcién,
y 15 minutos a 70°C. Por ultimo, de los 20 pl de la reaccion total se tomaron 10 pl, mismos que fueron

diluidos con 40 pl de agua (Dilucion 1). Las muestras fueron almacenadas a -20°C.

2.3.4.3 Evaluacion de la expresion de genes mediante RT-qPCR

El DNAc obtenido se empled para realizar PCR cuantitativa en tiempo real y evaluar la expresién de
genes asociados a la remodelacion dsea en ratones con ovariectomia y ratones control. El mix de la RT-
gPCR contenia por reaccidén 1.7 pl de agua libre de nucleasas, 0.4 pl de oligo en direccién 5° (forward
primer), 0.4 pl de oligo antisentido (reverse) y 5 pl de QuantiTect SYBER Green. Cada dilucién 1 fue diluida
nuevamente, se tomaron 20 ply se les adicionaron 30 pl de agua libre de nucleasas (dilucién 2, de trabajo).
En cada pocillo en placas de 96 pozos (Axyogen) se colocaron 2.5 pl de cDNA dilucién 2 y 7.5 pl del mix,

cada muestra se pipeted por triplicado, la placa se cubrié con una pelicula de plastico y se centrifugd a 4°C
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durante 1 minutos a 1000 g. El PCR cuantitativo se realizd en el termociclador Applied Biosystems,

empleando el software 7500 v2.0.6, donde se programaron un total de 40 ciclos. Los genes asociados a

remodelacién dsea que se evaluaron fueron: el ligando de receptor activador para el factor nuclear k B

(RANKL), osteoprotegerina (OPG), factor de transcripcion relacionado a Runt 2 (RUNX2), fosfatasa alcalina

(APLP), catepsina K (CTSK), metaloproteinasa 13 (MMP13), fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP),

proteina ribosomal L32 (RPL32) (Tabla 1). Los resultados fueron normalizados con el nivel de expresién de

RPL32. Este gen codifica para la Proteina Ribosomal L32, componente de la subunidad 60S del ribosoma.

Tabla 1. Secuencias de primers empleados en las reacciones de RT-qPCR.

Nombre del gen Secuencia direcciéon 5’ Secuencia antisentido
RANKL CCAAGATCTCTAACATGACG CACCATCAGCTGAAGATAGT
OPG AGAGCAAACCTTCCAGCTGC CTGCTCTGTGGTGAGGTTCG
RUNX2 GGCACAGACAGAAGCTTGATGA GAATGCGCCCTAAATCACTGA
ALPL CACAGATTCCCAAAGCACCT GGGATGGAGGAGAGAAGGTC
CTSK GAGGGCCAACTCAAGAAGAA GCCGTGGCGTTATACATACA
MMP13 AGGAGACGGAGGTGATCATCATTG GTCCCATGGCGTCTGAAGA
RPL32 CAGGGTGCGGAGAAGGTTCAAGGG CTTAGAGGACACATTGTGAGCAATC

2.4 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con el software estadistico GraphPad Prism 5, utilizando la prueba

estadistica U de Mann-Whitney, la prueba estadistica no pareada t test y la prueba estadistica de Test de

Bonferroni. Se considerd un valor de p<0.05 como significativo.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Establecimiento de modelos de osteoclastogénesis

3.1.1 Diferenciacion de células RAW264.7 a osteoclastos

Las células RAW264.7 fueron sembradas en placas de 96 pozos a densidades de 5x10° células y
1x10* células en 200 pl, dado que densidades altas o bajas pueden inhibir la diferenciacién. El proceso de
osteoclastogénesis se indujo suplementado el medio de cultivo a-MEM 1X con RANKL a una concentracién
de 30 ng/ml. Cada dos dias se realizdé cambio de medio de cultivo durante 9 dias. Al finalizar el ensayo se

realizo la tincién TRAP para identificar células grandes, multinucleadas y de un color rosa intenso-morado.

5000 células/200pul

10000 células/200pl

Figura 6. Tincion TRAP en RAW264.7 diferenciadas. Las células RAW264.7 fueron cultivadas a dos densidades
distintas en presencia de RANKL (30ng/ml) para inducir su diferenciacidn a osteoclastos. Las flechas amarillas
indican osteoclastos. Barra 200um
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Los resultados del ensayo indicaron que RANKL a una concentracion de 30ng/ml después de 7 dias

de cultivo, indujo la formacidn de células grandes, de 3 o0 mas nlcleos, es decir osteoclastos (indicados
por flechas amarillas) a partir de las células RAW264.7, en ambas condiciones de densidad celular (Figura
6). No se observaron células con las caracteristicas previamente descritas en las células RAW264.7 no
tratadas. Sin embargo, el uso Hematoxilina de Gill No. 3 como contratincién impidié observar las células

TRAP positivas asi como cuantificarlas.

Posterior al primer experimento de diferenciacion se presentaron problemas en el cultivo de las
células RAW264.7, se desprendian de la placa de cultivo y no se adherian nuevamente. De acuerdo a las
indicaciones recomendadas por la American Type Culture Collection el medio RPMI 1640 puede ser
empleado también para el mantenimiento de esta linea celular. Por tanto se activaron nuevas células
RAW264.7 y se mantuvieron en medio de cultivo RPMI o0 en a-MEM 1X. Las células cultivadas en RPMI
crecieron rapidamente, pero al intentar diferenciar las células que se encontraban en este medio o en a-
MEM 1X, no fue posible apreciar osteoclastos después de los 9 dias de induccidn, solo algunas células

mononucleares TRAP positiva (Figura 7).

Figura 7. Imagenes representativas de la tincién TRAP en RAW264.7 cultivadas en presencia de RANKL. Las
células RAW264.7 se mantuvieron en cultivo en medio (a) a-MEM o (b) RPMI, después de 9 dias de induccidn, se
aprecian células mononucleares TARP positivas. Barra 200um
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3.1.2 Diferenciacion de células de médula 6sea a osteoclastos

La médula dsea se extrajo de huesos largos (fémur y tibia) de ratones BALB/c adultos. Para inducir
la diferenciacion las células se cultivaron durante 9 dias en medio suplementado con M-CSF a una
concentracién de 50ng/ml, mientras que de RANKL se evaluaron dos concentraciones una de 50ng/mly
la otra de 100ng/ml. Cada dos dias se renové el medio de cultivo. Los resultados obtenidos indicaron que
el tratamiento con RANKL (ambas concentraciones) y M-CSF indujo la formacién de células grandes, TRAP
positivas, multinucleadas (3 o mas nucleos); es decir osteoclastos, a partir de las células precursoras
presentes en la médula dsea (Figura 8). No se observaron células TRAP positiva en la médula ésea

cultivada sin tratamiento.

Control ‘ RANKL 50ng/ml

“V - — :b"

Grupo 1

Control RANKL 100ng/ml
X n seng % % IR

Grupo 2

s ; TTi R5 T R : .‘,‘.‘v.f.. ®a ,
A : aa . e T g L O -
Figura 8. Tincidon TRAP en células de médula ésea diferenciada a osteoclastos. Los cultivos de células de médula
Osea se dividieron en dos grupos uno fue cultivado en medio a-MEM 1X que contenia 50ng/ml de M-CSF y RANKL
a 50ng/ml, mientras que en el grupo dos el medio se complementé con M-CSF a 50ng/ml y RANKL a 100ng/ml. En
ambas condiciones el tiempo de diferenciacion fue de 9 dias. Los osteoclastos se observan como células grandes
multinucleadas, con una coloracion rosa-morado en el citoplasma. Barra 100um.
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También, se determind el nimero de células TRAP positivas encontrando que la cantidad de
osteoclastos fue dependiente en este ensayo de la concentracion de RANKL (Figura 9), en el Grupo 2
(RANKL 100ng/ml) se cuantifico cercano al doble de osteoclastos presentes que en la concentracién de

50ng/ml.

Namero de OC/Pozo

ok

500+ o e

4004

3004

200+

1004

M-CSF
50ng/ml

RANKL
100ng/ml

RANKL
50ng/ml

- - +

Figura 9. Cuantificacién de osteoclastos (OC) diferenciados a partir de células de médula dsea cultivadas en
presencia de dos concentraciones distintas de RANKL. Los resultados se expresan como la media +SEM. Prueba
estadistica ANOVA de una via con post-test de Tukey. (Los cambios significativos se muestran con asteriscos, ***
p <0.001)

3.2 Establecimiento de modelos de osteoblastogénesis

3.2.1 Diferenciacion de la linea celular MC3T3-E1 a osteoblastos

La linea celular de preosteoblastos murinos MC3T3-E1 se cultivd en medio a-MEM suplementado
con &cido ascorbico (50ug/ml) y B-glicerofosfato (10mM), durante 21 dias, realizando cambio de medio
cada 3 dias. Transcurrido el tiempo de diferenciacién y maduracién de las células se realizaron las tinciones
de fosfatasa alcalina (AP) y Alizarin Red. El incremento en la expresién de la fosfatasa alcalina se considera
como un indicador en la diferenciacién de osteoblastos. Los resultados indican que en las células MC3T3.E1
cultivadas en condiciones de diferenciacién hay un incremento en la actividad de la AP determinado por
una abundante coloracidn rosa-morado (Figura 10b y d) en los pozos, mientras que en las células control

no se aprecio coloracion (Figura 10a vy c).
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Control Acido ascérbico + B-glicerofosfato
b)

d)

| n L Rl e A
Figura 10. Tincién Fosfatasa Alcalina (AP) en células MC3T3.E1 diferenciadas a osteoblastos empleando acido

ascorbico y B-glicerofosfato. a,c) Células control con tincién AP. b,d) Células AP positivas. Barra 100um

El ensayo de Alizarin Red es un método estdndar empleado para observar mineralizacidn (areas
calcificadas) por células osteogénicas. En las dreas positivas se forma un quelato, que se aprecia por la
aparicién de coloracidn anaranjado brillante-rojo. En las células control se observé de acuerdo a lo
esperado una ligera coloracidon anaranjada en los pozos tefiidos (Figura 11a), al observarse mediante
microscopia de campo claro (Figura 11c) la monocapa celular presentd zonas con una ligera coloracion
amarilla-anaranjado pero sin presencia de areas mineralizadas. Mientras que en los pozos con células
cultivadas en medio ostogénico se observé una tincién similar en intensidad a las células control (Figura
11b), al microscopio se apreciaron dos o tres pequefias areas mineralizadas, dispersas en todo el pozo,
tefidas de color anaranjado-rojizo (Figura 11d). Sin embargo, de acuerdo a las caracteristicas de las células

MC3T3.E1 al concluir el periodo de diferenciacién se esperaba una mayor proporcién de dreas calcificadas.
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Control Acido ascérbico + B-glicerofosfato
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Figura 11. Tincion Alizarin Red en células MC3T3.E1 cultivadas en ausencia (a,c) y presencia (b,d) de acido
ascorbico y B-glicerofosfato. Coloracién anaranjado-rojo indica dreas calcificadas. Barra 200um
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3.2.2 Cultivo y maduracién de osteoblastos aislados de calvarias de ratones neonatos

Las células aisladas de calvarias de ratones neonatos mediante digestion en colagenasa, se
mantuvieron en medio de cultivo a-MEM suplementado con dacido ascdrbico y B-glicerofosfato para
inducir la maduracién de las células. Después de 21 dias de cultivo en medio de osteogénesis se realizé la
tincidon de fosfatasa alcalina y Alizarin Red. En la Figura 12a, se puede apreciar la aparicion de pequefias
areas teiidas de un color rosa-morado en los pozos control, al visualizarlos mediante microscopia de
campo claro (Figura 12c) se observé que en algunas regiones habia células tefiidas, positivas para la tincién.
En comparacidn con el grupo control las células cultivadas en medio ostogénico presentaron una mayor

intensidad en la coloracidn indicativa de un resultado positivo para la fosfatasa alcalina (Figura 12b y d).

El resultado de la tincién de Alizarin Red para evaluar las areas calcificadas por células aisladas de
calvarias a diferencia de las células M3CT3.E1, fueron evidentes. En el grupo control (Figura 13a) se aprecia
una ligera tonalidad anaranjada comun en la tincién, sin embargo al observarse mediante microscopia de
campo claro no se observaron areas mineralizadas (Figura 13c). Por el contrario, las células cultivadas en
medio de diferenciacién fueron capaces de llevar a cabo el proceso de mineralizacidon en condiciones in
vitro (Figura 13 b y d), representado por la aparicién de coloracién anaranjado-rojizo en grandes areas de

los pozos de cultivo.
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Controles Acido ascérbico + B-glicerofosfato
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Figura 12. Tincion de Fosfatasa Alcalina en os on, después de 21

dias de cultivo en ausencia (a,c) y presencia (b,d) de acido ascdrbico y B-glicerofosfato. Coloracion rosa-morado
indica tincién positiva. Barra 100um

Control Acido ascérbico + B-glicerofosfato

Figura 13. Tincion Alizarin Red en osteoblast
cultivo en ausencia (a,c) y presencia (b,d) de acido ascérbico y B-glicerofosfato. Coloracidn anaranjado-rojo indica
areas calcificadas. Barra 400pum
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3.3 Establecimiento de un modelo in vivo de osteoporosis

3.3.1 Evaluacion de genes en hembras BALB/c de 8 semanas con ovariectomia

3.3.1.1 Extraccion, cuantificacion e integridad del RNA de humeros de hembras BALB/c

Para evaluar la expresion relativa de genes asociados a remodelacion dsea, las hembras con
ovariectomia y controles fueron sacrificadas un mes después de realizado el procedimiento de remocidn
de ovarios. Los huesos empleados para la extraccion del RNA fueron himeros de hembras BALB/c de 8
semanas con ovariectomia y de hembras control, de acuerdo a la metodologia descrita con anterioridad.
La concentracién y pureza del RNA se analizé6 mediante espectrofotometria, los resultados se muestran
en la Tabla 2. Si bien de todas las muestras se logré extraer mas de 100ng/ul de RNA total, hubo una gran
variacion entre la cantidad extraida en las diferentes muestras. La relacién de absorbancia 260/280 indicé

gue el RNA era de pureza aceptable para trabajar con él.

Tabla 2. Cuantificacion del RNA proveniente de himeros de hembras BALB/C de 8 semanas de edad con
ovariectomia y grupo control.

RNA total L,
Muestra Relacion A260/A280
(ng/w)

Control | 550.7 2.01
Control Il 379.7 2.04

ovX1 121.0 2.03

ovX 2 265.5 2.07

ovX3 631.2 1.99

ovX 4 216.4 2.02

OVvX5 318.2 2.04

La integridad del RNA total se analizé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, empleando
500ng de RNA aproximadamente. Sin embargo, no es posible apreciar las bandas correspondientes a los
RNA’s ribosomales 28s y 18s en ninguna de las muestras (Figura 14). Se realizaron varios ensayos
evaluando diferentes condiciones de velocidad y tiempos de homogeneizacién durante el procesamiento
de la muestra sin mejores resultados. Una de las razones por las que el RNA obtenido no esta integro, es
posiblemente debido al método de homogeneizacidn o al de extraccidn. Sin embargo tomamos la decision

de proceder vy realizar la sintesis del DNA complementario utilizando 2.5ug de RNA total.
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ctrl1 Ctrl Il OVX1 OVX2 OVX3 OVX4 OVX5

Figura 14. Evaluacion de la integridad del RNA total extraido de himeros de hembras BALB/c de 8 semanas en
gel de agarosa al 1%. Ctrl: Control; OVX: ovariectomia.

3.3.1.2 Efecto de la ovariectomia en la expresion de genes asociados a remodelacion ésea en

hembras BALB/c

Empleando la técnica de PCR en tiempo real, se estimo la expresion relativa de genes asociados a
remodelacidon dsea (RANKL, OPG, RUNX2, ALPL, CTSK, MMP13, TRAP) con respecto al gen constitutivo
RPL32. Evaluar la expresion de RANKL y OPG permite determinar si hay una sefializaciéon que favorece un
aumento desequilibrado de la osteoclastogénesis y por ende un incremento en la pérdida 6sea, los
resultados mostraron una reduccion significativa (p<0.001) en la tasa de transcripcion de OPG (Figura 15b)
asi como en RANKL (p<0.01) (Figura 15a). Mientras que la proporcion RANKL/OPG sugiere una tendencia

a una mayor expresion de RANKL en proporcidén a OPG, pero no un aumento significativo (Figura 15c).
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Figura 15. Evaluacién de genes indicadores de remodelacion ésea. Después de un mes de realizada la
ovariectomia se encontré una disminucién en la expresién de (a) RANKL y (b) OPG, mientras que en la proporcion
(c) RANKL/OPG se aprecia una mayor expresion de RANKL, respecto al grupo control. Prueba estadistica Mann-
Whitney U (Los cambios significativos se muestran con asteriscos ** p <0.01, *** p <0.001).

Los niveles de expresion de genes relacionados a la diferenciacién y maduracion de osteoblastos
(RUNX2 y ALPL) fueron menores en el grupo con ovariectomia en comparacién con los controles (Figura
16a y 16b), esta reduccion es esperada si hay un proceso osteopordtico en el hueso. Sin embargo, los
genes osteoclasticos (CTSK y TRAP) también disminuyeron en los ratones con ovariectomia (Figura 16c y
e), contrariamente a los resultados esperados. En cuanto a MMP13 no se apreciaron diferencias

significativas en su expresién (Figura 16d).
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Figura 16. Efectos de ovariectomia sobre la expresion relativa de genes asociados a osteoclastos y osteoblastos.
Después de un mes de ovariectomia en hembras BALB/c de 8 semanas la expresion de los genes osteoblasticas
(a) RUNX2 y (b) ALPL se vio disminuida. Mientras que no se encontraron cambios significativos en la expresion
de genes osteoclasticos (c) CTSK, (d) MMP13 y (e) TRAP. Prueba estadistica Mann-Whitney U. (Los cambios
significativos se muestran con asteriscos *p <0.05, *** p <0.001)

3.3.2 Evaluacion de genes en hembras C57BL/6 de 8 semanas con ovariectomia

3.3.2.1 Extraccidn, cuantificacion e integridad del RNA de hiimeros provenientes de hembras
C57BL/6 con OVX

En la tabla 3 se muestra la concentracion del RNA total obtenido de los himeros provenientes de
hembras C57BL/6 de 8 semanas de edad, tanto del grupo control como del grupo con OVX, nuevamente
se aprecia una gran variacion en la cantidad de RNA obtenido; de igual forma se presentan las relaciones

de absorbancia (A260/280) de cada muestra, indicando una pureza dentro del rango aceptable (1.8-2.1).



Tabla 3. Cuantificacidon del RNA proveniente de humeros de hembras C57BL/6 de 8 semanas con ovariectomia

y grupo control.

Control |
Control Il
Control Il

ovX1
ovX 2
OoVvX3
ovxX4
OVX 5
OVX 6

457.9
539.8
600.9
182.3
211.7
302.2
524.1
313.5
826.3

2.01
1.99
1.99
2.02
1.97
1LE7
2.03
1.99
2.08
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La integridad del RNA se analizé mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%. En la Figura

17, se muestra el resultado del gel, donde se puede apreciar en algunas muestras tenuemente las bandas

posiblemente pertenecientes a los ARN’s ribosomales 28s y 18s, sin embargo nuevamente pensamos que

el método de lisis del hueso estd afectando la calidad del ARN obtenido. Posteriormente se procedié a la

sintesis del DNA complementario para consecuentemente evaluar la expresion de genes mediante PCR

cuantitativa en tiempo real.

28s

18s

Figura 17. Evaluacion de la integridad del RNA total extraido de himeros de hembras C57BL/6 de 8 semanas con
ovariectomia y grupo control en gel de agarosa al 1%. Ctrl: Control; OVX: ovariectomia.

Ctrl 1

Ctrl I Ctrl I

OVX1 OVX2 O0vX3 OVX4 OVX5 O0VXé




3.3.2.2 Efecto de la ovariectomia en la expresion de genes asociados a remodelacion ésea en

hembras C57BL/6

37

Mediante el analisis empleando PCR en tiempo real, se evalud la expresidn relativa de genes

asociados a remodelacion ésea (RANKL, OPG, RUNX2, ALPL, CTSK, MMP13, TRAP) con respecto al gen

constitutivo RPL32. Los resultados mostraron una reduccidn significativa (p<0.001) en la tasa de

transcripcién de RANKL (Figura 18a). Mientras que en OPG y en la proporcién RANKL/OPG no se

encontraron modificaciones en su nivel de expresién (Figura 18by c).

a) RANKL mRNA b) OPG mRNA
1.5 1.5
* %k
1_0- I \ 1 _0- —
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o RANKL/OPG mRNA
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0.5

CONTROL ovX
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Figura 18. Evaluacion de genes indicadores de remodelacion dsea. Posterior a la ovariectomia se encontré una
disminucion en la expresion de (a) RANKL, pero en (b) OPG no se observa un cambio significativo en su expresién
ni en en la proporcion (c) RANKL/OPG, en los hiimeros de hembras C57BL/6 de 8 semanas respecto al grupo
control. Prueba estadistica Mann-Whitney U (Los cambios significativos se muestran con asteriscos ** p <0.01).

Sin embargo, no se observaron diferencias en la expresion de genes relacionados a la diferenciacion

(RUNX2) y maduracion de osteoblastos (ALPL), y genes osteoclasticos (CTSK, MMP13 y TRAP), entre el

grupo control y los ratones con ovariectomia (Figura 19).
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Figura 19. Evaluacion de la expresion relativa de genes asociados a osteoclastos y osteoblastos en hembras con
OVX. Después de un mes de realizada la ovariectomia no se observaron cambios significativos en la expresion de
los genes analizados (a) RUNX2, (b) ALPL, (c) CTSK, (d) MMP13 y (e) TRAP en los hiimeros de hembras C57BL/6
de 8 semanas respecto al grupo control. Prueba estadistica Mann-Whitney U.

3.3.3 Evaluacidon de genes en hembras C57BL/6 de 16 semanas con ovariectomia

3.3.3.1 Extraccion, cuantificacion e integridad del RNA de humeros provenientes de hembras

C57BL/6 de 16 semanas con OVX

Los humeros tanto del grupo control como el grupo con ovariectomia fueron homogeneizados, para
llevar a cabo la extraccidon del RNA total empleando una combinacién del método de extraccion con Trizol
y un kit comercial. En la Tabla 4 se aprecia la cantidad de RNA obtenida de cada muestra asi como la
pureza. Posteriormente se evalué la integridad del RNA mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
(Figura 20), de manera similar a los experimentos previos no fue posible identificar adecuadamente la
presencia de las bandas ribosomales (28s y 18s), por lo tanto no se logré confirmar la integridad mediante
esta técnica. Sin embargo se decidid llevar a cabo la sintesis del DNA complementario para
posteriormente evaluar la expresion del gen constitutivo RPL32. Al obtener una amplificacidn aceptable

del gen se decidid evaluar la expresidon de genes asociados a remodelacién dsea.
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Tabla 4. Cuantificacién del RNA proveniente de himeros de hembras C57BL/6 de 16 semanas de edad con
ovariectomia y grupo control.

Control | 321.1 1.99
Control Il 202.5 1.99
Control Il 536.3 1.99
OoVX 1 455.1 1.94
OVX 2 131.4 1.90
OVX 3 455.2 1.98
ovX 4 186.2 2.00
OVX5 837.5 1.8

Ctrl 1 Ctrl Il Curl I OVX1  OVX2 OVX3 OVX4 OVX5

28s T
18s ¥ l

Figura 20. Gel de agarosa que muestra el ARN total extraido de humeros de hembras C57BL/6 de 16 semanas
utilizando Trizol y un kit comercial.

3.3.3.2 Efecto de la ovariectomia en la expresion de genes asociados a remodelacién ésea en

hembras C57BL/6 de 16 semanas

Se evaluaron los niveles de mRNA de RANKL y OPG en los humeros de ratones control y OVX al
término del experimento. Se encontré que los niveles de mRNA de RANKL eran mas bajos respecto al

control (Figura 21a), mientras que la expresién de OPG se encontraba incrementada (Figura 21b). Por
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tanto la relacién RANKL/OPG (Figura 21c) sugirié una tendencia hacia la inhibicidn de osteoclastogénesis
en las muestras evaluadas. Dado que en la osteoporosis siguen presentes los ciclos de osteoblastogénesis
se continud con la evaluacidn de genes asociados a osteoblastos y osteoclastos para identificar si habia

genes que pudieran indicar una actividad de osteoclastos aumentada.

a) RANKL mRNA b) OPG mRNA
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Figura 21. Expresion relativa del mRNA de a) RANKL, b) OPG y c) Proporcion RANKL/OPG de humeros
provenientes de hembras C57BL/6 de 16 semanas con OVX y grupo control se evalué mediante PCR cuantitativa
en tiempo real después de 1 mes de la cirugia. Prueba estadistica Mann-Whitney U (Los cambios significativos se
muestran con asteriscos *p <0.05, *** p <0.001).

Para determinar si las hembras con ovariectomia presentaban un incremento en la resorcidn dsea
se decidid evaluar su efecto en genes asociados a osteoblastos (RUNX2, ALPL) y osteoclastos (CTSK,
MMP13 y TRAP). Primeramente en los genes osteobldsticos (Figura 22 a y b) presentaban un incremento
en la expresion de RUNX2 un regulador maestro de la osteoclastogénesis, mientras que la ALPL se
encontraba disminuido. En cuanto a los genes osteoclasticos (Figura 22 c-d) su expresidén se encontré
disminuida en comparacién al grupo control. De forma general pareciera que el tejido analizado se

encontraba en un proceso de osteoblastogénesis.
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Figura 22. Evaluacién de genes asociados a osteoclastos y osteoblastos en hembras C54BL/6 de 16 semanas con
OVX. Después de un mes de realizada la ovariectomia se encontraron variaciones en los niveles de expresion de
los genes analizados. Prueba estadistica Mann-Whitney U (*p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001).

3.3.4 Anadlisis histomorfométrico representativo de hueso

La tincion con hematoxilina por su naturaleza catidnica permite tefir estructuras acidas (por
ejemplo el ndcleo de las células) en tonos azules, mientras que la eosina de cardcter aniénico da una
coloracion rosa a componentes bdsicos (por ejemplo el citoplasma celular). La adicién de Orange G a la
eosina permite observar el hueso en color anaranjado. La Figura 23a corresponde a un corte histolédgico
del fémur de un ratén del grupo control de BABL/c, por ende, se aprecia la arquitectura normal de un
hueso sano; mientras que en la Figura 23b correspondiente al fémur de una ratén BALB/c y 23c
perteneciente al fémur de un ratén C57BL/6 de 8 semanas, ambos con ovariectomia; es posible observar

disminucién en el area del hueso trabecular.
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Figura 23. Histologia representativa. Cortes histolégicos de fémur tefiidos con hematoxilina y eosina-orange g,
correspondientes a: a) ratdon BALB/c grupo control, b) ratén BALB/c con ovariectomia, y c) ratéon C57BL/6 de 8
semanas con ovariectomia. Se aprecia la disminucion de hueso trabecular en los ratones con ovariectomia.

Amplificacion 4x.
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Capitulo 4. Discusion

El esqueleto humano cumple con una gran diversidad de funciones en nuestro organismo, entre
las que se encuentran: el proveer integridad mecanica para la locomocion, proteger érganos vitales,
participar en las vias metabdlicas asociadas con la homeostasis mineral y el equilibrio dcido-base, servir
como un reservorio de factores de crecimiento y citocinas, y suministrar el medio para la hematopoyesis.
En el afio 2012, Karsenty y Ferron postularon la hipdtesis de que el esqueleto es una entidad endocrina

capaz de afectar a otros 6rganos como pancreas, riflones y sistema nervioso, ha cobrado fuerza.

Dada la importancia del sistema éseo para mantener la homeostasis de nuestro organismo ha sido
necesario el desarrollo de modelos de estudio que nos permitan comprender su biologia, estudiar las
enfermedades que lo afectan, evaluar compuestos con potencial terapéutico o mejorar los tratamientos
existentes. Dentro de los modelos de estudios actuales podemos encontrar: modelos in vitro de
osteoclasto y osteoblastogénesis a partir de lineas celulares; modelos ex vivo: como el cultivo de células
primarias o de explantes de huesos (calvarias, cabeza de fémur o hueso de mandibula fraccionado); y
modelos in vivo de osteoporosis, inducida mediante ovariectomia o tratamiento con 4-vinilciclohexeno
diepdxido. Dado que en nuestro laboratorio estamos interesado en entender los mecanismos de la
remodelacién dsea ya sea en condiciones de salud o enfermedad asi como evaluar compuestos con
posible efecto terapéutico, en este trabajo se planted la implementacion de este tipo de modelos para

poder estudiar la remodelacion ésea.

4.1 Establecimiento de un modelo in vitro de osteoclastogénesis

Las células RAW264.7 corresponden a células de estirpe monocito/macréfago que han sido
transformadas con el virus de la leucemia murina de Abelson, y que poseen el potencial de ser
diferenciadas a osteoclastos al ser cultivadas en presencia del ligando del receptor nuclear kB (RANKL).
Algunas de las ventajas que un modelo de este tipo ofrece, incluyen: disponibilidad de una gran cantidad
de células para trabajar, células faciles de cultivar, cultivo homogéneo, y obtencidn de una gran cantidad
de osteoclastos activos capaces de llevar a cabo resorcion de la matriz 6sea (Collin y Osdoby, 2012). Sin
embargo en nuestros resultados encontramos lo contrario. Las células crecen muy lentamente y tardamos
varios meses en obtener un cultivo homogéneo que creciera estable a buena velocidad. Una vez que se

obtuvo un cultivo estable la diferenciacion de las células fue exitosa independientemente de la densidad
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celular sembrada. Pese a que no fue posible contar los osteoclastos por problemas de contratacidn, se

apreciaban células grandes y multinucleadas.

Sin embargo, en cultivos posteriores fue imposible obtener nuevo osteoclastos partiendo de células
RAW264.7. Dado que la densidad de células por pozo puede afectar el desarrollo de osteoclastos (una
densidad muy baja o alta), se sembraron nuevamente a 5x10° y 1x10* células/200ul, remarcando que
anteriormente en ambas densidades se observaron osteoclastos. También se emplearon dos
concentraciones de RANKL 25 y 50ng/ml, sin que llegar a observar el proceso de osteoclastogénesis en
ninguna de las condiciones. Los resultados obtenidos en los posteriores esfuerzos por diferenciar las
células RAW264.7 a osteoclastos puede deberse a que si bien este modelo ha sido ampliamente utilizado
por otros laboratorios, a menudo se discute en la literatura o en paneles de discusidn cientifica (por

ejemplo Research Gate), la pérdida en estas células de su capacidad de diferenciaciéon durante los pases

consecutivos. De acuerdo a un estudio publicado por Taciak (2018) las células RAW264.7 no deberian
emplearse para diferenciacién después del pase nimero 20, y conforme a la American Type Culture
Collection (ATCC), la recomendacidn es emplear estas células hasta antes del pase 18 (Collin y Osdoby,
2012). En cuanto a las células empleadas en este trabajo no se tiene la informacion correcta del nimero
de pase en el que se encontraban cuando se comenzd a trabajar con ellas, siendo una posibilidad el que
hayan perdido su capacidad de diferenciacidn, dado todas las condiciones de cultivo que se probaron sin

llegar a obtener osteoclastos nuevamente.

4.2 Establecimiento de un modelo ex vivo de osteoclastogénesis

La médula dsea alberga una gran diversidad de células, entre ellas células con el potencial de
diferenciacidn a osteoclastos en presencia de dos citocinas esenciales, el factor estimulante de colonias
de macréfagos (M-CSF) y del ligando del receptor nuclear kB (RANKL). Dada la importancia de los
osteoclastos como células encargadas de llevar a cabo la resorcién dsea y su marcada participacion en
enfermedades como la osteoporosis, su cultivo ha sido un modelo clave para el estudio del metabolismo
Oseo. En este trabajo, basandonos en diversos protocolos reportados, se establecieron las condiciones
apropiadas para lograr la obtencidn de osteoclastos en nuestro laboratorio, empleando concentraciones
distintas de RANKL. La obtenciéon de osteoclastos depende en gran medida de: 1) la densidad de células
sembradas, es decir cantidades subdptimas pueden no llegar a generar la cantidad de osteoclastos

deseados; 2) la concentracion de M-CSF o de RANKL, las concentraciones elevadas de M-CSF pueden
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inhibir la diferenciacién de células precursoras en osteoclastos (Hodge et al., 2007). Mientras que
concentraciones bajas de RANKL pueden retrasar la formacidn de osteoclastos y que las cantidades
obtenidas sean menores a las esperadas (Collin y Osdoby, 2012). Bajo nuestras condiciones se aprecian
osteoclastos después de 2-3 dias de cultivo alcanzando la mayor cantidad de células entre los dias 9-10.
Las condiciones de diferenciacién que incluyen M-CSF y RANKL, ambos a 50ng/ml, son las que
consideramos mas viables dado que se obtiene un ndmero suficiente de osteoclastos y facilitan el conteo
o caracterizaciéon de las células. Este modelo permite cultivar, diferenciar y estudiar los osteoclastos a
partir de un cultivo ex vivo de médula dsea. Sin embargo, es importante remarcar que si el mecanismo
de estudio o compuesto evaluado es mediado por osteoblastos, no podria observarse un efecto a menos
que se emplee un co-cultivo de osteoblastos y osteoclastos. También es de importancia enriquecer el
modelo con ensayos de resorcidon de matriz mineralizada, para evaluar la actividad de los osteoclastos

que son obtenidos mediante en el protocolo establecido.

4.3 Establecimiento de un modelo in vitro de osteoblastogénesis

Sudo y colaboradores en 1983, publicaron el potencial de la linea celular MC3T3.E1 correspondiente
a preosteoblastos aislados de calvarias de ratén neonatos, para diferenciarse en osteoblastos y formar
tejido dseo calcificado in vitro. A lo largo de la historia, se han aislado una serie de subclonas de esta linea
celular con y sin potencial ostogénico, de acuerdo a la American Type Culture Collection las subclonas 4
(ATCC CRL-2593) y 14 (ATCC CRL-2594) muestran altos niveles de diferenciacién y formacion de matriz
extracelular mineralizada después de 10 dias de cultivo en presencia de acido ascérbico y fosfato
inorganico (B-glicerofosfato), mientras que las subclonas 24 (ATCC CRL-2595) y 30 (ATCC CRL-2596) tienen
una pobre diferenciacién a osteoblastos y no forman matriz mineralizada. Por otra parte, se ha reportado
la posible pérdida de la capacidad de formacién dsea después del pase 30 en las subclonas que se
diferencian a osteoblastos (Yan et al., 2013). En los ensayos realizados en el presente trabajo con la linea
celular MC3T3.E1 después de 21 dias de cultivo en medio suplementado con acido ascdrbico y B-
glicerofosfato se encontré un incremento en la actividad de la fosfatasa alcalina (AP) pero no
mineralizacién. Previamente se ha reportado que la actividad de la ALP no es suficiente para determinar
la capacidad de formacién ésea de las células MC3T3.E1 (Yan et al., 2013), por ello no es de extrafiar el
encontrar un incremento en su actividad después de su estimulacién. En cuanto a la mineralizacidn se
encontrd que cultivar las células con poca o nula capacidad de diferenciacién en concentraciones igual o

mayor a 2mM de B-glicerofosfato puede inducir mineralizacién distrofica o mineralizacidon no apatitica
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(Langenbach y Handschel, 2013). Por lo anterior y de acuerdo a los resultados obtenidos posiblemente las
células con que se trabajé corresponden a una de las subclonas que no forman matriz mineralizada o que
son células que han perdido su potencial ostogénico, por tanto no fue posible obtener osteoblastogénesis

in vitro.

4.4 Establecimiento de un modelo ex vivo de osteoblastogénesis

Para el cultivo ex vivo de osteoblastos, puede inducirse la diferenciacién de sus precursores
presentes en médula ésea (células mesenquimales), o del aislamiento de sus precursores o de osteoblastos
maduros de huesos fraccionados y digeridos en colagenasa, entre otras metodologias. Un buen modelo
de osteoblastogénesis debe comprender las tres etapas del desarrollo de los osteoblastos; proliferacion,
maduracién de la matriz extracelular y mineralizacion. En este trabajo se establecieron y estandarizaron
varios protocolos para estudiar la biologia del hueso a partir de protocolos previamente publicados, como
son aquellos que establecen las condiciones para aislar células de calvarias de raton neonato (Bakker y
Klein, 2012; Jonason y O’Keefe, 2014), asi como su posterior maduracion y/o diferenciacion a osteoblastos.
Tras 21 dias de cultivo de las células aisladas y cultivadas en presencia de dcido ascorbico y B-glicerofosfato
se logré apreciar un incremento en la actividad de la fosfatasa alcalina indicador de la actividad y
diferenciacidon de osteoblastos, asi como la identificacion de depdsitos de calcio (mineralizaciéon) en la
matriz secretada por las células. Logrando obtener osteoblastos activos, capaces de llevar a cabo
mineralizacién en condiciones ex vivo, y que permiten evaluar compuestos con potencial en regeneracion
Osea. Para complementar este modelo es necesario realizar ensayos que permitan evaluar la actividad de
la enzima fosfatasa alcalina no solo de forma cualitativa sino cuantitativa, asi como analisis de la cantidad
de drea mineralizada ya sea mediante mediciones con alglin software como ImageJ o cuantificacién de
Alizarin Red mediante absorbancia. Dichas técnicas aunadas a las realizadas en este trabajo arrojaran datos

mas representativos de los resultados que puedan llegar a obtenerse al emplear el modelo.

4.5 Establecimiento de un modelo in vivo de osteoporosis mediante ovariectomia

Después de la menopausia, la disminucidn en los niveles de estrégeno es uno de los factores que

puede inducir un desequilibrio entre la formacién y resorcidon ésea, favoreciendo el desarrollo de
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osteoporosis postmenopadusica. Si bien, los ratones no sufren un proceso similar a la menopausia, la
disminucién de estrégenos resultante del proceso de ovariectomia (OVX) promueve la diferenciacion de
osteoclastos, su actividad, e incrementa su tiempo de vida. No obstante de que la OVX puede inducir un
incremento en la actividad osteoblastica, no es suficiente para evitar la pérdida dsea (Manolagas, 2010).
A pesar, de que el modelo de OVX en roedores ha sido un procedimiento criticado por interrumpir la
funcién oviérica de manera abrupta (a diferencia de la disminucién gradual que ocurre en las mujeres),
resulta en pérdida de hueso tanto cortical como trabecular, de forma similar a los patrones de la
osteoporosis en humanos, mientras que en la osteoporosis inducida tras la administracidon de buserelina

o VCD, los cambios 6seos logrados son de menor magnitud (Sophocleous e Idris, 2014).

En nuestros resultados, se esperaba un incremento en los genes osteocldsticos TRAP, MMP13, CTSK
y RANKL, y una disminucién en los genes osteoblasticos RUNX2, ALPL y OPG, en las muestras
correspondientes a ratones con ovariectomia. Sin embargo, el anélisis de genes en ratones C57BL/6 de 8
y 16 semanas con OVX no reflejo los cambios esperados, en los ratones de 8 semanas pareciera que no
hubo efecto del procedimientos, y en 16 semanas aparenta un proceso de osteoblastogénesis. Por otro
lado, la disminucidn en los niveles del mMRNA de OPG, RUNX2 y ALPL se observé después de OVX, en
humeros de los ratones BALB/c de 8 semanas, son los Unicos cambios que son similares a lo deseado. De
acuerdo a nuestra experiencia en modelos de metastasis dseas es posible encontrar después de un mes,
cambios marcados en la expresion de genes asociados lesiones osteoliticas o pérdida ésea en humeros,
sin embargo en los modelos de osteoporosis este patrédn no ocurre, al analizar los himeros de ratones un
mes después de OVX, no fue posible encontrar un cambios indicativos de remodelacién 6ésea
incrementada. Estos resultados pueden deberse a que, no todos los sitios de hueso trabecular exhiben la
misma tasa de pérdida dsea ni todos los sitios pierden hueso a la misma velocidad. Se ha detectado que
la pérdida dsea inducida por ovariectomia no se presenta en el hueso trabecular de las epifisis de huesos
largos, la metéfisis tibial distal y la vértebra caudal (Jee y Yao, 2001; Bouxsein et al., 2005; Zhou et al.,
2018), mientras que el humero es un tejido poco empleado para el analisis de genes, y cuando se ha

llegado a emplear se analiza hasta después de dos meses de realizada la cirugia (Chiellini et al., 2008).

En contraste con el analisis de genes, pudimos observar en los cortes histologicos que la OVX
estimulo resorcidn dsea en ratones BALB/c y C57BL/6 de 8 semanas, evidenciado por una disminucion de
hueso trabecular en el area proximal de la tibia derecha. También, la efectividad del procedimiento de

OVX fue confirmada por la atrofia en el tejido de los Uteros en hembras C57BL/6 de 16 semanas de edad.
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En resumen, se logré establecer el modelo de ovariectomia en ratones, determinamos que el
analisis genético en himeros no es representativo de osteoporosis después de un mes de OVX, sin
embargo, en la histologia y en el tejido de uteros si encontramos efecto debido a la disminucidon de
estrégenos. Es posible que se necesiten estudios de mayor duracién para detectar cambios en la expresion
de genes en el humero de los ratones con OVX. Se recomienda trabajar con grupos de estudio mayores
ampliando la “n” lo que posiblemente permitird detectar diferencias mds representativas. Es
indispensable realizar la histologia en nuestro laboratorio, para no depender de terceros y evitar
nuevamente pérdida de tejidos. Finalmente se requiere complementar los estudios donde se emplee este
modelo con andlisis de Nano-tomografia computarizada (nCT), para obtener mediciones
histomorfométricas. Incorporar marcadores bioquimicos de recambio dseo (por ejemplo fosfatasa
alcalina ésea, propéptido carboxiterminal del procolageno tipo |, fosfatasa acida tartrato resistente), asi

como evaluar nimero y tamafio de células femorales TRAP positivas en ratones control y con

ovariectomia.



49

Capitulo 5. Conclusiones

La osteoporosis es una enfermedad frecuente en México y en la poblacién mundial que se
caracteriza por afectar la densidad del hueso, haciéndolos fragiles e incrementando el riesgo a fracturas
gue afectan la calidad de vida de tanto hombres como mujeres en edad avanzada. Para poder contribuir
al estudio de los mecanismos de la enfermedad y la validacidn de nuevos agentes terapéuticos, en este
trabajo desarrollamos el establecimiento de diferentes modelos murinos para evaluar la remodelacion

Osea.

Estos modelos incluyeron modelos in vitro, ex vivo e in vivo. La estandarizacion de los modelos in
vitro mostré que en las condiciones utilizadas, la mejor manera de diferenciar las células a osteoclastos
es a partir de células de la médula désea. Mientras que las células RAW264.7 y MC3T3.E1 no se
diferenciaron a osteoclastos u osteoblastos respectivamente posiblemente porque las células habian
perdido su capacidad de diferenciacion. La utilizacion de células de médula 6sea de ratén, para
osteoclastogénesis en el modelo ex vivo permitié obtener osteoclastos en 9 dias utilizando medio
complementado con factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) y RANKL. De la misma forma,
la complementacién de acido ascorbico y B-glicerofosfato al medio de cultivo de células aisladas de
calvarias de raton durante 21 dias permitid la obtencién de osteoblastos. Finalmente, los ratones hembras
a las que se les realizo ovariectomia para la evaluacién de la osteoporosis in vivo, presentaron sefiales de
osteoporosis tales como la atrofia del Utero y la disminucién de hueso trabecular. Ademas se identificé
que el humero no es el tejido idoneo para realizar el andlisis de genes que regulan la remodelacidon dsea,
ya que posiblemente en éste hueso la remodelacion ésea sea mads lenta comparado con la remodelaciéon

de las piernas. Son necesarios estudios posteriores para resolver éste tipo de preguntas.

Los modelos que se estandarizaron en el presente trabajo fueron reproducibles, y nos permitiran
en un futuro realizar experimentos para conocer mas sobre los mecanismos de la remodelacién dseay la
evaluacion de nuevos compuestos terapéuticos para el tratamiento de la osteoporosis y otras

enfermedades que afecten al sistema dseo.
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