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Resumen
Los bifosfonatos son drogas ampliamente uti-
lizadas para el tratamiento de patologías en las
que hay un aumento en la fragilidad ósea.
Estos agentes detienen la pérdida de hueso al
inhibir la actividad de los osteoclastos, las
células que resorben el hueso. Sin embargo, el
modesto efecto de los bifosfonatos en el
aumento en la masa ósea no explica comple-
tamente la disminución en la incidencia de
fracturas observada en individuos tratados con
estos agentes. Basados en la falta de correla-
ción entre el aumento de la densidad mineral y
la disminución en la incidencia de fracturas,
hemos explorado la posibilidad de que parte
del efecto beneficioso de los bifosfonatos se
debe a la inhibición de la apoptosis de los
osteocitos. Los osteocitos, osteoblastos dife-
renciados que se rodean de matriz ósea, cons-
tituyen la mayoría de las células que forman el
hueso y, a través de sus prolongaciones, for-
man una red que recorre el hueso. Debido a su
posición en el hueso, los osteocitos constitu-
yen las células ideales para percibir cambios
mecánicos u hormonales e iniciar señales que
llevan a la reparación del tejido, previniendo el
deterioro del hueso y la posibilidad de fractu-
ras. Los osteocitos se comunican entre sí y

con las células en la superficie del hueso a tra-
vés de canales de conexinas (Cx), especial-
mente Cx43. Nuestro grupo ha demostrado
que los bifosfonatos, aún los que carecen de
actividad anti-catabólica, previenen la apopto-
sis de osteocitos in vitro e in vivo. La protec-
ción de la viabilidad celular requiere la apertu-
ra de hemicanales de Cx43, pero es indepen-
diente de la activación de las uniones gap. La
apertura de los hemicanales es seguida por la
activación de las quinasas Src y ERKs. Esto
lleva a la fosforilación de factores citoplasmáti-
cos y a la inhibición de la apoptosis. Utilizando
ratones modificados genéticamente en los
cuales la expresión de Cx43 es eliminada de
células osteoblásticas, demostramos que
Cx43 también es necesaria para el efecto de
los bifosfonatos en estas células in vivo.
Encontramos además que un análogo de los
bifosfonatos que no inhibe la acción de los
osteoclastos previene la apoptosis de osteo-
blastos y osteocitos, la pérdida de masa ósea
y la reducción en la habilidad del hueso de
resistir fuerzas mecánicas inducidos por glu-
cocorticoides. Estos resultados muestran un
nuevo mecanismo de acción desencadenado
por la apertura de hemicanales de Cx43, que
lleva al mantenimiento de la integridad de la
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red formada por los osteocitos. Esta acción de
los bifosfonatos y la posibilidad de disociarla
de su acción sobre osteoclastos utilizando
análogos que carecen efecto anti-catabólico,
abre posibilidades terapéuticas para tratar
patologías en las que la disminución en la
resorción ósea no es aconsejable.

Summary

BISPHOSPHONATES, CONNEXINS AND
APOPTOSIS OF OSTEOCYTES AND
OSTEOBLASTS: A NOVEL MECHANISM OF
ACTION WITH THERAPEUTIC POTENTIAL

Bisphosphonates are widely used for the
treatment of conditions with increased bone
fragility. These agents stop bone loss by
inhibiting the activity of osteoclasts, the bone
resorbing cells. However, the modest effect of
bisphosphonates on bone mass cannot
completely explain the reduction in fractures
observed in patient treated with these agents.
Based on the lack of correlation between
increased bone mass and decreased fracture
incidence, we have explored the possibility
that part of the beneficial effect of
bisphosphonates on the skeleton is due to
prevention of osteocyte apoptosis. Osteo-
cytes, mature osteoblasts that become
surrounded by bone matrix, constitute the
majority of the cells in bone. Osteocytes and
their projections form a network that spreads
out throughout the bone. Due to their position
within the bone matrix, osteocytes are ideally
located to perceive changes in mechanical
and hormonal stimuli and to trigger signals
that lead to bone repair, preventing the
deterioration of the bone quality and the
possibility of bone fractures. Osteocytes
communicate among themselves and with
cells on the bone surface through connexin
(Cx) channels, in particular, those formed by
Cx43. Work of our group has demonstrated
that bisphosphonates, even those that do not
have anti-catabolic actions, are able to

prevent osteocyte apoptosis in vitro and in
vivo. This survival effect requires the opening
of Cx43 hemichannels, but it is independent
of gap junctions. Hemichannel opening is
followed by activation of the kinases Src and
ERKs. This leads to the phosphorylation of
cytoplasmic factors and to inhibition of
apoptosis. Using genetically modified mice in
which Cx43 expression was specifically
deleted from osteoblastic cells, we have
demonstrated that Cx43 is also required for
the effect of bisphosphonates on these cells in
vivo. In addition, we found that a bis-
phosphonate analog that does not inhibit
osteoclast activity is still able to prevent
apoptosis of osteoblasts and osteocytes, and
the loss of bone mass and strength induced
by glucocorticoids. Our studies revealed a
novel mechanism of action triggered by
opening of Cx43 hemichannels, which results
in the maintenance of the osteocytic network.
This action of bisphosphonates and its
dissociation from their effect on osteoclasts
using analogs that lack anti-catabolic actions
open new therapeutic possibilities for
conditions in which a decreased in bone
resorption is not desired. 

Los bifosfonatos previenen la apoptosis de
osteoblastos y osteocitos a través de la
activación de las kinasas activadas por
señales extracelulares (ERKs) 
El hueso está formado por dos tipos celulares
que mantienen su estructura y su capacidad
mecánica: los osteoblastos y los osteoclas-
tos. Los osteoblastos son las células que for-
man el hueso, depositando la matriz orgánica
formada principalmente por colágeno e indu-
ciendo su mineralización. Los osteoclastos, a
su vez, resorben el hueso gracias a la acción
de enzimas que son secretadas al medio
extracelular. Como en otros tejidos que se
regeneran continuamente, el número de célu-
las maduras en el hueso depende no sola-
mente de la velocidad con que se diferencian
los progenitores, pero también de la muerte
de las células maduras.1 En base a observa-
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ciones histomorfométricas, realizadas princi-
palmente por el Dr. Michael Parfitt,2 se deter-
minó que todos los osteoclastos y aproxima-
damente el 50% de los osteoblastos mueren
por apoptosis. El resto de los osteoblastos se
convierten en “lining cells”, las células que
cubren la superficie en reposo del hueso, o en
osteocitos. Los osteocitos son las células
más abundantes del hueso. Derivan de los
osteoblastos, luego que estos completaron
su función secretoria de matriz ósea y se
rodean de dicha matriz. Debido a su ubica-
ción en el hueso y a su habilidad de conec-
tarse entre sí y con células de la superficie
ósea, se ha postulado que los osteocitos son
las células encargadas de detectar la necesi-
dad de aumentar o disminuir la cantidad de
hueso, así como también la presencia de
daño localizado en el hueso y de enviar seña-
les que lleven a su reparación. Mientras que la
disminución en el número de osteoblastos
debido a un exceso en apoptosis resultaría en
una tasa de formación ósea disminuida, el
aumento en la prevalencia de la apoptosis de
osteocitos llevaría a la interrupción de la
comunicación entre estas células y la superfi-
cie del hueso, con la consecuente disminu-
ción de la calidad del hueso y su capacidad
mecánica. Efectivamente, numerosos traba-
jos de nuestro grupo, así como también de
otros investigadores, demostraron que en
condiciones que resultan en disminución de
la masa ósea y aumento de la fragilidad hay
un aumento en la apoptosis de osteoblastos y
osteocitos; mientras que agentes que mantie-
nen la integridad del hueso previenen la
apoptosis de estas células.3-11 Basadas en
esta evidencia, en estudios hechos bajo la
dirección de la Dra. Teresita Bellido investiga-
mos si parte de la acción beneficiosa de los
bifosfonatos se debe a la prevención de la
apoptosis de osteoblastos y osteocitos. Utili-
zando la línea celular osteocítica MLO-Y4, así
como también cultivos primarios de células
de calvaria, nuestros estudios demostraron
que los bifosfonatos previenen la apoptosis
inducida por diversos agentes, incluyendo el

glucocorticoide dexametasona y el inhibidor
de la reparación de ADN etopósido.12 Este
efecto beneficioso de los bifosfonatos fue
observado también in vivo, utilizando un
modelo animal de enfermedad ósea como
consecuencia de la administración excesiva
de glucocorticoides 13 y en animales en los
cuales la apoptosis de los osteocitos fue
inducida por sobrecarga mecánica.14

La prevención de la apoptosis de osteoblas-
tos y osteocitos resultante del tratamiento
con bifosfonatos es mediada por un mecanis-
mo de acción diferente a la inhibición de la vía
del mevalonato, el mecanismo responsable
de la acción de estas drogas en los osteo-
clastos.15 Nuestro grupo ha demostrado que
los bifosfonatos inducen la activación de
ERK1/2,13 un reconocido mediador de seña-
les de sobrevivencia.16 La prevención de la
apoptosis y la activación de ERKs es conferi-
da no solamente por los bifosfonatos clásicos
que actúan bloqueando la acción de los osteo-
clastos, sino también por compuestos tales
como IG9402 (1-OH-pentane-1,1-bisphos-
phonate),13 o NE11809,17 que no afectan a los
osteoclastos y no inhiben a las enzimas de la
vía del mevalonato.18-21 Más aún, la concen-
tración de bifosfonatos necesaria para preve-
nir la apoptosis de osteoblastos y osteocitos
es 3 órdenes de magnitud menor que la nece-
saria para inhibir la actividad de los osteo-
clastos.13,21

Los bifosfonatos previenen la apoptosis de
osteoblastos y osteocitos a través de la
apertura de hemicanales de conexina 43
La comunicación entre las células que forman
la red de osteocitos y los osteoblastos en la
superficie del hueso se mantiene a través de
uniones o canales gap, canales intercelulares
que normalmente se encuentran cerrados y
que se abren en forma transitoria para permi-
tir el pasaje de moléculas de menos de 1
kDalton.22 Un canal gap se forma por la unión
de 2 hemicanales en células adyacentes,
cada uno compuesto por seis moléculas de
conexina. Los hemicanales también se locali-
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zan en membranas celulares que están en
contacto con el medio extracelular, permitien-
do la comunicación entre la célula y el exte-
rior.23,24 La conexina más abundante en las
células óseas es conexina 43 (Cx43),25-30 y su
ausencia lleva a la reducción de la expresión
de genes específicos de los osteoblastos y a
una disminución de la fusión de los osteo-
clastos y su actividad resortiva in vitro.31-35

Nuestro grupo ha demostrado que los hemi-
canales de Cx43, pero no los canales gap,
son esenciales para la transmisión de las
señales de sobreviva de los bifosfonatos in
vitro y en un ratón en el cual la expresión de
Cx43 fue eliminada específicamente en osteo-
blastos y osteocitos.36,37 Más aún, solamente
Cx43 (y no otros miembros de esta familia) es
capaz de transformar células que no expre-
san conexinas y no responden a la acción de
bifosfonatos en células respondedoras. Esta
acción de Cx43 como mediador del efecto
anti-apoptótico de los bifosfonatos requiere la
molécula intacta, conteniendo la región trans-
membrana que forma el canal y el dominio C-
terminal de la molécula, que se orienta hacia
el citoplasma y que interactúa con kinasas y
proteínas estructurales, incluyendo a la kina-
sa Src.38,39 Estos resultados permiten agregar
a Cx43 a la lista de proteínas de transmem-
brana capaces de mediar la transmisión de
señales de sobrevida en respuesta a estímu-
los extracelulares. 

La inhibición de la apoptosis de osteoblas-
tos y osteocitos es mediada por la activa-
ción de ERKs en el citoplasma
La mayoría de los agentes que inducen acti-
vación de ERKs resultan en la acumulación de
las kinasas en el núcleo y la activación de fac-
tores de transcripción, lo que lleva a un
aumento en la transcripción de genes depen-
dientes de ERKs. Tal es el caso de los este-
roides sexuales estrógenos y andrógenos,
que también previenen la apoptosis de osteo-
blastos y osteocitos a través de un mecanis-
mo que requiere activación de ERKs y
Src.7,40,41 En el caso de los bifosfonatos, nues-

tros trabajos han demostrado que el efecto
anti-apoptótico de estos agentes mediado
por la vía de Cx43/ERK requiere la activación
de la kinasa citoplasmática p90RSK, la que a
su vez media la fosforilación de la proteína
pro-apoptótica BAD y de C/EBPb. La fosfori-
lación de BAD resulta en su inactivación,
mientras que la fosforilación de C/EBPb resul-
ta en la formación de un dominio intramolecu-
lar que se une a pro-caspasas, inactivándolas
independientemente de la función de C/EBPb
como factor de transcripción (ver Figura).
Más aún, estudios recientes demostraron que
la proteína b-arrestina es necesaria para que
ERKs sean retenidas en el citoplasma, un
paso indispensable en la vía de inhibición de
la apoptosis de osteoblastos y osteocitos por
acción de los bifosfonatos.42 En forma consis-
tente con la evidencia que los bifosfonatos y
estrógenos inducen la fosforilación de dife-
rentes tipos de sustratos de ERKs, estos
agentes tienen un efecto aditivo en la preven-
ción de la apoptosis de células osteoblásti-
cas.41

Figura. Vía de señalización activada por los
bifosfonatos en osteoblastos y osteocitos.
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La inhibición de la apoptosis de osteoblas-
tos y osteocitos sin afectar la resorción
ósea es suficiente para prevenir al menos
en forma parcial los efectos deletéreos de
la administración de glucocorticoides
Estudios de nuestro grupo, así como también
otros investigadores indican que los bifosfo-
natos no solamente son capaces de frenar la
resorción ósea a través de su efecto directo
sobre células de linaje osteoclástico,15 sino
que también previenen la apoptosis de oste-
oblastos y osteocitos in vitro e in vivo.13,14,17

Sin embargo, debido a que el efecto anti-
resortivo predomina, no es posible determi-
nar la contribución del efecto anti-apoptótico
sobre células osteoblásticas en el efecto de
los bifosfonatos en el esqueleto. Por ese
motivo estudiamos una serie de compuestos
análogos de los bifosfonatos tradicionales y
encontramos que varios compuestos son
capaces de prevenir la apoptosis de osteo-
blastos y osteocitos sin afectar a los osteo-
clastos.21 La disociación de estos dos efec-
tos fue confirmada recientemente por el
grupo del Dr. Brendon Noble.17 IG9402, uno
de los compuestos que no inhibe la vía del
mevalonato y no induce la apoptosis de oste-
oclastos in vitro, no afecta los indicadores de
formación y resorción ósea cuando es inyec-
tado diariamente a ratones, a diferencia de
alendronato, que los reduce. A pesar de no
afectar la remodelación ósea, IG9402 es tan
efectivo como alendronato en la prevención
de la apoptosis de osteoblastos y osteocitos
y de la pérdida de masa y fuerza ósea. En
base a estos experimentos podemos concluir
que la inhibición de la apoptosis de osteo-
blastos y osteocitos contribuye al efecto
beneficioso de los bifosfonatos en el esque-
leto.

Conclusión
La prevención de la apoptosis de osteoblas-
tos y osteocitos es parte importante en el
modo de acción tanto de agentes anti-cata-
bólicos así como agentes anabólicos.1 En
particular, los bifosfonatos, conocidos por su

acción anti-resortiva, además de inhibir la
acción de los osteoclastos, previenen la
apoptosis de osteoblastos y osteocitos in
vitro e in vivo.13 Por lo tanto, parte de sus
efectos beneficiosos en el esqueleto se
deben a la prolongación de la vida activa de
los osteoblastos y al mantenimiento de la red
celular formada por los osteocitos. Sin
embargo, debido a que los bifosfonatos inhi-
ben la acción de los osteoclastos,43 no es
posible determinar la contribución del efecto
anti-apoptótico sobre osteoblastos y osteoci-
tos sobre el efecto general de estos agentes.
Nuestro grupo ha identificado recientemente
un grupo de análogos de los bifosfonatos que
previenen la apoptosis de osteoblastos y
osteocitos sin afectar la actividad de los osteo-
clastos.21,44 Utilizando uno de estos compues-
tos hemos determinado que la prevención de
la apoptosis de osteoblastos y osteocitos es
suficiente para contrarrestar algunos de los
efectos deletéreos de los glucocorticoides en
ratones, abriendo la posibilidad de la utiliza-
ción terapéutica de estos compuestos en
condiciones en las cuales una disminución
del remodelado óseo está contraindicada. 
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TARSO

Palabra proveniente del griego      ������, “cañizo”,
probablemente por la similitud de los metatarsianos con cañas.




