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Resumen

El esqueleto continuamente remodela en una
accion coordinada de osteoblastos y osteo-
clastos. El mantenimiento de la integridad
mecanica y homeostasis mineral requiere un
delicado equilibrio entre la formacién y resor-
cién ésea ya que un desbalance entre ambas
llevaria a una debilidad ésea con el incremen-
to en el riesgo de fracturas por fragilidad. La
actividad de osteoblastos y osteoclastos esta
regulada por varias hormonas sistémicas y
también localmente por factores producidos
por las mismas células 6seas o células veci-
nas. Estos factores, citoquinas y prostaglan-
dinas, estan a su vez regulados en parte por
hormonas sistémicas. Recientemente se ha
sugerido que el remodelamiento éseo, como
la mayoria de las funciones homeostaticas,
también se encontraria regulado por el siste-
ma nervioso central (SNC) a través de cone-
xiones nerviosas eferentes. Las células éseas
presentan receptores funcionantes para una
serie de factores neuropeptidicos que se cree
son moléculas senalizadoras de los mensajes
del SNC. Una serie de eventos sugieren que
una hormona que regula el apetito, la repro-
duccién y el consumo de energia a través de
receptores especificos hipotalamicos estaria
también implicada en el control del remodela-
miento Oseo. Este hecho determina una vin-
culacion directa entre el metabolismo energé-
tico y 6seo. La leptina es una hormona pro-
ducida principalmente, pero no exclusiva-

mente por la grasa blanca, es transportada
unida a receptores especificos y atraviesa la
barrera hematoencéfalica y se une a recepto-
res hipotalamicos desencadenando una serie
de procesos. Uno de ellos corresponde a la
activacion del sistema nervioso simpatico, el
cual estaria implicado en el control del remo-
delamiento éseo. A nivel de la formacién la
leptina actua sobre receptores beta2adrenér-
gicos desencadenando una accién antiosteo-
génica. A nivel de la resorcién y sobre el
mismo tipo de receptores presenta una
accién osteoclastogénica. Sin embargo, el
mecanismo central implicado es diferente.
Por otra parte los osteoblastos, en una clasi-
ca regulacion de tipo feedback negativo, con-
trolan el metabolismo energético. La sustan-
cia “hormonal” encargada de dicho proceso
seria la osteocalcina no carboxilada.

Palabras clave: remodelacion 6sea, citoqui-
nas, hormonas, leptina, sistema nervioso cen-
tral, sistema nervioso simpatico, osteoblas-
tos, osteoclastos.

Summary

BONE REMODELING: CENTRAL NERVOUS
SYSTEM CONTROL AND ROL OF LEPTIN

The skeleton is constantly being remodeled by
the coordinated action of osteoblasts and
osteoclasts. A delicate equilibrium between
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bone formation and resorption is needed to
maintain mineral homeostasis and
biomechanical integrity. The activity of bone
cells is regulated by systemic hormones and
also by local factors, produced by these cells.
Such factors, cytokines and prostaglandins,
are in turn partially regulated by systemic
hormones. It has recently been suggested that
bone remodeling, like other homeostatic
functions, is under the control of the central
nervous system (CNS) through efferent
pathways. Bone cells have receptors for
several neuropeptides that are thought to
mediate control by the CNS. Several findings
indicate that a hormone regulating appetite,
energy consumption, and reproduction is also
implicated in the regulation of bone
remodeling. This could represent a link
between  calorigenesis  and  mineral
metabolism. Leptin is a hormone produced
predominantly, but not exclusively, by white
fat; it is transported bound to specific
receptors, goes through the blood-brain
barrier and binds to hypothalamic receptors.
One of the consequences is the activation of
the sympathetic nervous system, which could
be involved in the control of bone remodeling.
Leptin, acting via beta2adrenergic receptors
in osteoblasts, is antiosteogenic. At the same
time, and acting through the same receptors
in the osteoclasts, it is osteoclastogenic.
However, the central regulating mechanism is
different. On the other hand, osteoblasts
control energy balance through a negative
feedback loop. The “hormone” implicated in
this process could well be decarboxylated
osteocalcin.

Key words: bone remodeling, cytokines,
hormones, leptin, central nervous system,
sympathetic nervous system, osteoblasts,
osteoclasts.

Introduccion

El esqueleto es un tejido dinamico que cons-
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tantemente se renueva por medio del proceso
de remodelamiento éseo llevado a cabo por
la accion coordinada de osteoblastos y oste-
oclastos, a través de dos fases interconecta-
das entre si: resorcion de hueso viejo y for-
macién de hueso nuevo. El mantenimiento de
la integridad mecéanica y homeostasis mineral
requiere de un delicado equilibrio entre estas
dos fases, ya que un desequilibrio entre
ambas llevara indefectiblemente a debilidad
6sea con aumento en el riesgo de fracturas
por fragilidad.’

La actividad de las células 6seas esta regula-
da por varias hormonas sistémicas y factores
locales producidos por las células éseas u
otras células que se encuentran en la vecin-
dad. Dichos factores autocrinos y paracrinos
incluyen citoquinas, factores de crecimiento y
prostaglandinas.

Estudios recientes evidenciaron que las célu-
las 6seas presentan receptores funcionales
para una serie de neuropéptidos, lo que llevo
a postular que moléculas sefalizadoras del
sistema nervioso central (SNC) podrian parti-
cipar en el control del metabolismo éseo a
través de conexiones nerviosas eferentes.

La serie de eventos que llevaron a comprobar
la regulacion del SNC y que incluyeron estu-
dios en animales genéticamente modificados,
farmacologicos experimentales y la busqueda
de su correlato en cierto tipo de patologias
humanas, surgieron a la luz luego del descu-
brimiento en 1994 de la leptina.? Esta hormo-
na pleiotrépica, producto del gen Ob es
secretada principalmente —pero no exclusiva-
mente— por el tejido adiposo blanco; su con-
centracién plasmatica se correlaciona con la
masa corporal grasa y regula el apetito, la
reproduccion y el consumo de energia
mediante un mecanismo de feedback negati-
vo a través de receptores hipotalamicos
especificos, desencadenando la activacién
del SNS.!

A pesar de que los ratones deficientes en lep-
tina (ob/ob) son obesos e hipogonéadicos,? su
masa esquelética se encuentra aumentada,
producto de un masivo aumento en los para-
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metros de formacién Osea.® Los ratones
genéticamente modificados que carecen del
receptor en hipotalamo (db/db) presentan una
masa 6sea aumentada, similar a la que se
observa en los ratones ob/ob deficientes en
leptina. Estos hallazgos sugirieron que la falta
de sefal de leptina aumentaria pronunciada-
mente la formacion 6sea. Su correlato en
humanos se evidencia en nifios lipodistréficos
y deficientes en leptina los cuales presentan
una edad Osea avanzada.

Si bien los osteoblastos expresan recepto-
res para la leptina, el efecto inhibitorio de
dicha hormona sobre la formacion ésea se
produce mediante la via central.* La forma
larga del receptor de leptina (Ob-Rb), encar-
gado de transduccion de sefales, se
encuentra con una concentracidn maxima
en los 3 nudcleos hipotalamicos: arcuato,
ventromedial (VM) y paraventricular.>®
Mediante la accion de sustancias quimicas
es posible la destruccién especifica de un
determinado nucleo hipotalamico. La droga
orotioglucosa (OTG) destruye especifica-
mente el nucleo VMH. Cuando los animales
salvajes se tratan con OTG se produce un
aumento de la masa 6sea sin afectar el ape-
tito. La inyeccion icv de la hormona no
revierte el aumento en la masa 6sea; sin
embargo, contintan respondiendo a los
efectos anorexigenos de la leptina. Todos
estos hallazgos sugieren que:

1. la regulacién de la masa ésea por leptina
ocurre a través del SNC por una via distin-
ta a la regulacién gonadal y del apetito;*

2. Las neuronas del VMH se encuentran impli-
cadas en el control central de la masa 6sea
por leptina.

Entre las acciones que presenta la leptina a
nivel se central se encuentra la regulacion de
la descarga simpatica actuando como un
agonista beta-adrenérgico. Diversas observa-
ciones llevaron a postular que la leptina con-
trola la actividad osteoblastica mediante una
sefal beta- adrenérgica:

Zeni: Leptina y remodelacion dsea

1) Los ratones ob/ob presentan un tono sim-
pético disminuido;’

2) La inyeccion de leptina directamente en el
HVM activa la via simpatica e incrementa la
produccion de los dos mediadores del siste-
ma nervioso simpatico (SNS), adrenalina (A) y
noradrenalina (NA);

3) Los osteoblastos presentan receptores
neuropéptidicos alfa y beta adrenérgicos;’

4) Los osteoblastos primarios expresan
receptores beta2-adrenérgicos (beta2AR) fun-
cionales y ningun otro receptor adrenérgico
postsinaptico, sugiriendo que dichas células
son receptivas in vivo al tono simpatico.®

En la sintesis de norepinefrina y epinefrina
[Tir-Dopa-Dopamina-DBH-Norepinefrina] se
encuentra involucrada una enzima, la dopa-
mina beta-hidroxilasa (DBH).® Ratones defi-
cientes en DBH, a pesar de que tienen un
aumento pronunciado de dopamina y corti-
costerona, presentan una masa 6sea aumen-
tada respecto de los controles.® Por otra
parte, ratones deficientes en beta2AR tienen
peso corporal normal, status hormonal normal
y un incremento tanto del volumen 6seo tra-
becular como de su masa 6sea. En ellos, la
infusién icv de leptina no induce la disminu-
cién de la masa 0Osea, y son resistentes a la
pérdida 6sea post-ovariectomia.® Finalmente,
el bloqueo de los beta?AR protege a los rato-
nes ob/ob de la pérdida de masa ésea por la
icv de leptina. Estudios farmacolégicos en
animales salvajes demostraron que el blo-
queo de los receptores beta2AR con un anta-
gonista no selectivo como el propanolol incre-
menta la masa 6sea. Contrariamente, el trata-
miento con un agonista no selectivo como el
isoproterenol disminuye la masa 6sea.®"°
Una serie de evidencias indica también en
humanos el rol del SNS en la biologia ésea
mediante dicha sefal beta-adrenérgica. En
este sentido, la distrofia simpatica refleja
caracterizada por el aumento localizado del
tono simpatico y baja masa ésea puede mejo-
rarse por el tratamiento con beta-bloquean-
tes. Asimismo, existen estudios prospectivos
que determinan la reduccion en el riesgo de
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fracturas e incremento en la DMO en los indi-
viduos tratados con beta-bloqueantes."'? Un
meta-andlisis sobre riesgo de fracturas en
pacientes que fueron tratados con tales dro-
gas encontré que su uso se encontraba aso-
ciado con la reduccién del 28% en el riesgo
de fracturas de cadera y con un 14% en frac-
turas de otro tipo,"™ mientras que el uso de
alfa- bloqueantes no tenia efectos.

En conclusién, las neuronas centrales respon-
dedoras a leptina presentes en la zona VMH
inhibirian la formacion Osea via la sefal
mediada por beta2AR sin la existencia de nin-
gun otro mediador adicional.®

El mecanismo celular antiosteogénico induci-

Figura 1
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do por leptina no incluye la apoptosis sino la
inhibicién de la proliferacion y funcionalidad
de los osteoblastos. El mecanismo molecular
de la sefal beta-adrenérgica en osteoblastos
puede ser entendida si se tiene en cuenta que
el remodelamiento 6seo presenta un rol
homeostatico y, como tal, un ritmo diario. Los
osteoblastos expresan genes circadianos
periféricos como Per y Cry que forman parte
del reloj molecular y que estan regulados por
el SNS. Estos genes controlan a su vez la inhi-
bicion simpatica en la formacion ésea depen-
diente de leptina suprimiendo la expresién de
las ciclinas G1 responsables de la prolifera-
cion de los osteoblastos (Figura 1).!
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Sin embargo, la sefal simpatica dependiente
de leptina ejerce efecto compensatorio por el
cual se estimula la actividad proliferativa oste-
oblastica mediante la accién del factor trans-
cripcional AP-1.

Efecto de la leptina sobre la resorcion ésea
Los ratones deficientes en beta2AR, ademas
de la masa 6sea aumentada, presentan una

resorcion 6sea disminuida por un defecto en
la osteoclastogénesis. Este hecho sugiere
que también en la otra rama del remodela-
miento Oseo existiria una accién del SNC y
posiblemente se encuentren implicados en
ello centros hipotalamicos.

Al igual que los osteoblastos, los osteoclas-
tos expresan receptores adrenérgicos.' Sin
embargo, el efecto del SNS sobre la osteo-
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clastogénesis es indirecta y mediada por los
osteoblastos via sus beta2AR a través de los
cuales se estimula la expresion de RANKL.®

Por otra parte, el aumento notable en la for-
macién Osea que presentan los ratones
ob/ob se acompafa de un leve incremento
en la resorcién dsea.>'® Los ratones ob/ob se
diferencian de aquéllos deficientes en
beta2AR no sélo por la presencia de obesi-
dad sino también por la disminucién en la
expresion del neuropéptido hipotalamico
CART." Este neuropéptido esta ligado a
receptores de pro-opio-melanocortina
(POMC), son activados por leptina y su fun-
cién es regular la expresion de RANKL. El
mecanismo molecular de accion del CART
aun no esta totalmente dilucidado, si bien el
resultado final es el aumento de la osteoclas-
togénesis. Ratones eugonadicos deficientes
en CART expresan mas altos niveles de

Figura 2
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RANKL que los salvajes y por lo tanto mayor
osteoclastogénesis y resorcién oésea. Los
pacientes con mutaciones inactivantes del
Mcr4 tienen mayores niveles circulantes de
CART y mayor resorcién 6sea.®"’

Segun lo ya expuesto, la sefial de leptina
regula la resorcién 6sea por dos caminos
antagonicos. El primero de ellos estimula la
resorcion a través del SNS incrementando la
expresion de RANKL por osteoblastos. El
segundo reduce la resorcién ésea por inter-
medio de CART el cual disminuye la expre-
sion de RANKL también por osteoblastos.’

En conclusion, la osteoclastogénesis y la
resorcion ésea estarian bajo el control de
mediadores neuronales, como ocurre con la
formacion 6sea, en forma indirecta a través
de los osteoblastos y la expresion de RANKL
(Figura 2).
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REGULACION DEL METABOLISMO ENER-
GETICO POR OSTEOCALCINA

En general, las funciones hormonales presen-
tan regulaciones de naturaleza retroalimenta-
da. Por ello se ha propuesto que si la prolife-
racion y actividad de los osteoblastos esta

controlada por una hormona generada por el
tejido graso, posiblemente estas células oste-
ogénicas puedan ejercer una clasica regula-
cién de tipo feedback negativo sobre los adi-
pocitos.'®

Para ello fue necesario buscar moléculas
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especificamente secretadas por el osteoblas-
to que regulen hormonalmente in vivo el
metabolismo energético. Afortunadamente,
excluyendo a los genes que codifican facto-
res transcripcionales, el osteoblasto presenta
escasos genes especificos. El primer gen
estudiado fue el Esp que codifica a una pro-
teina sefalizadora transmembrana denomina-
da tirosina fosfatasa osteotesticular (OST-
PTP), cuyo nombre proviene de su presencia
en stem cells embrionarias, células de Sertoli
y osteoblastos.

La expresion de Esp induce directamente la
diferenciacion osteoblastica in vitro pero su
delecion en ratones transgénicos no produce
ninguna anormalidad esquelética. Animales
Esp-/- presentan anormalidades, independien-
temente del género, todas ellas relacionadas a
la regulacion del metabolismo de la glucosa:™

- incremento en la secrecién de insulina;'®

- hipoglucemig;

- incremento en la proliferacion de células
beta del pancreas, lo que genera un aumen-
to en la masa celular y en el tamafio del islo-
te;®

- aumento periférico en la sensibilidad a la
insulina, debido a un aumento en la secre-
cion de adiponectina por las células grasas;

- disminucion en la masa grasa, por lo cual los
animales permanecen delgados con la edad;

- disminucién de los triglicéridos (TGL).*'

Contrariamente animales que sobreexpresan el
gen Esp unicamente en osteoblastos (ratones
alfal(l)colageno-Esp) presentan intolerancia a
la glucosa (diabetes tipo 2), reduccién en la
secrecion y sensibilidad a la insulina, junto a
una masa grasa incrementada. Estos datos
sugieren que posiblemente el osteoblasto se
comporte como una célula endocrina contro-
lando el metabolismo energético mediante la
liberacion de una o varias hormonas, regulada
por OST-PTP. 2 Dichas hormonas serian las
responsables de aumentar la expresion de
insulina por la células beta del pancreas y de
inducir la expresion del gen de adiponectina en

Zeni: Leptina y remodelacion dsea

los adipocitos.®

Para identificar a dicha hormona se estudi6 al
gen que codifica a la osteocalcina (BGP), molé-
cula secretada exclusivamente por los osteo-
blastos.® La BGP presenta tres residuos de
acido glutamico (glu) al que modificaciones
postraslacionales dependientes de vitamina K
lo gama-carboxilan, dando carboxiglutamico
(gla). Estos residuos son los responsables de la
alta afinidad de la BGP por el calcio de la hidro-
xiapatita 6sea.?* La BGP fue identificada hace
mas de 30 aflos como un componente de la
matriz extracelular del hueso que se une con
alta especificidad a la hidroxiapatita; sin embar-
go, también se encuentra en circulacion donde
puede evaluarse bioquimicamente. Si bien es la
proteina no colagena mas abundante en el teji-
do 6se0,”® no participaba en el proceso de
mineralizacion del espacio extracelular, ya que,
sorprendentemente, ratones que carecen del
gen de Ocn (-/-) tienen su formacion oésea
aumentada respecto de los animales salvajes.

La BGP presenta cierto comportamiento hor-
monal:

1. esta codificada por un gen celular especifi-
co;®

2. es generada como una pre-promolécula que
luego de su ruptura intracelular especifica se
vuelca en forma madura a circulacion;

3. su secrecion presenta un ritmo circadiano.

Como el tratamiento de pacientes con cumari-
na, droga que inhibe la carboxilacién de la BGP,
provoca disminucion de la glucosa sanguinea,
se sugiri6 que dicho compuesto podria ser
aquella hormona que regula el metabolismo
energético. Sin embargo, por lo menos hasta el
momento no se ha encontrado un receptor
especifico para BGP, aunque esto ocurrié tam-
bién con varias hormonas al ser descubiertas
como tal, por ejemplo la insulina.

El ratdn Ocn-/- presenta el fenotipo metabdlico
en espejo respecto del ratéon Esp-/-. Esto llevd
a postular que el ratdbn Esp-/- constituye un
modelo de ratén con “bioactividad” incremen-
tada de BGP, y que los genes que codifican a la
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BGP y al OST-PTP provienen de la misma via
regulatoria, conectando asi al metabolismo
energético con el metabolismo éseo.®

La carboxilacion, como ocurre con los factores
de la coagulacion, ofrece un medio para regular
la bioactividad de las proteinas conteniendo
residuos de gla. Ratones Esp-/- presentan nive-
les circulantes de BGP no carboxilada 26%
mayores que los animales salvajes.® Si a estos
animales se les bloquea la carboxilaciéon por
warfarina, la fraccion de BGP no carboxilada se
incrementa e induce mayor expresion de adipo-
nectina en adipocitos. Si bien los estudios que
demostraron estos resultados son rudimenta-
rios, confirman que, al menos en ratones, los
osteoblastos se comportan como células endo-
crinas que actuan sobre el metabolismo ener-
gético mediante la BGP no carboxilada. El pro-
ducto del gen Esp, o sea el OST-PTP, favorece-
ria la carboxilacion de la BGP disminuyendo su
bioactividad. Sin embargo, una pequefa frac-
cion de BGP no carboxilada se volcaria a circu-
laciéon y actuaria sobre pancreas y adipocitos
estimulando la expresién de genes que codifi-
can a la adiponectina e insulina, respectivamen-
te, mejorando asi la captacion de glucosa.

La accién de la BGP no carboxilada sobre el
metabolismo energético fue comprobada in

Figura 3
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vitro e in vivo mediante el uso de BGP no car-
boxilada recombinante y su correlato en huma-
nos ha sido demostrado recientemente.*

La accion de la leptina sobre la BPG no carbo-
xilada fue confirmada en ratones transgénicos
ob/ob.? En ellos, la falta de leptina circulante
induce directamente la secrecion de insulina
por las células beta del pancreas. Por otra
parte el tono simpatico disminuido inhibe la
produccién de OSP-PTP reduciendo la produc-
cion y carboxilacién de BGP por los osteoblas-
tos. Esta falta de BGP no carboxilada disminu-
ye la secrecion de adiponectina, lo cual a su
vez disminuye la resistencia a la insulina llevan-
do a hiperglucemia.

En conclusién: el tono simpatico favorece la
expresion del gen Esp por los osteoblastos, el
que estimula, a través de OST-PTP, la carboxi-
lacion de BGP e inhibe su bioactividad. Una
porcion de la BGP no carboxilada se vuelca a
circulacion y desde alli ejerce sus funciones en
adipocitos y células beta del pancreas, regu-
lando el metabolismo de la glucosa. La leptina
regularia la secrecién de insulina disminuyendo
la bioactividad de la BGP (Figura 3).

(Recibido y Aceptado: agosto de 2009)
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