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Bifosfonatos y sobrevida de osteocitos y osteoblastos

PREVENCIÓN DE LA APOPTOSIS DE OSTEOCITOS Y OSTEOBLASTOS
CON BIFOSFONATOS: VÍA DE SOBREVIDA MEDIADA POR
HEMICANALES DE CX43 Y LA ACTIVACIÓN DE QUINASAS REGULADAS
POR SEÑALES EXTRACELULARES, INDEPENDIENTEMENTE DE LA
TRANSCRIPCIÓN GÉNICA
Prevention of osteocyte and osteoblast apoptosis by bisphosphonates: a survival
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La fragilidad ósea que origina fracturas y
discapacidad está asociada a la osteoporosis
causada por exceso de glucocorticoides,
deficiencia de esteroides sexuales y edad
avanzada. Por ello, preservar la fortaleza
ósea es el objetivo clave en el manejo de estas
condiciones. Mientras que la mayoría de la
fuerza del hueso está determinada por la
cantidad de mineral, cerca del 40% se debe a
otros factores. En realidad, se ha demostrado
que la resistencia ósea también está afectada
por el tamaño del hueso, las propiedades
materiales (mineral, colágeno y microdaños),
arquitectura cortical y trabecular y la
viabilidad de los osteocitos.1-3 Es más, los
agentes antirresortivos –mejor ejemplificados
por los bifosfonatos– mantienen la resistencia
del hueso más de lo que puede esperarse por
sus efectos sobre la densidad mineral ósea
(DMO).4-5 Específicamente, aunque la DMO
aumenta sólo modestamente en los
animales y humanos tratados con
bifosfonatos, la fragilidad ósea disminuye
dramáticamente. Este hecho sugiere que
estos agentes ejercen ciertos efectos
adicionales sobre los huesos además de
frenar la resorción.

Los bifosfonatos son análogos estables del
pirofosfato utilizados ampliamente para el
tratamiento de las enfermedades que presentan
un aumento de la fragilidad ósea.4-6-7 El principal

efecto de estos agentes es inhibir la resorción ósea.
Se cree que la disminución en el desarrollo del
progenitor osteoclástico, la disminución del
reclutamiento de osteoclastos y la promoción de
la apoptosis de osteoclastos maduros, que
origina una disminución del remodelamiento
óseo, son los principales mecanismos de la acción
antirresortiva de los bifosfonatos.8-9 El
mecanismo molecular de la acción de los
bifosfonatos sobre los osteoclastos depende de su
estructura. Así, los bifosfonatos sin el grupo
amino como el clodronato y el etidronato, son
metabolizados a análogos tóxicos del ATP, y los
que tienen el grupo amino tales como el
alendronato, inducen la apoptosis osteoclástica
al inhibir las enzimas de la vía del mevalonato.10

Además de este efecto directo de los
bifosfonatos sobre los osteoclastos, algunos de
los efectos sobre la resorción podrían estar
mediados indirectamente por su accionar
sobre las células de linaje osteoblástico. Por
ello, las células osteoblásticas tratadas con
bifosfonatos exhiben una capacidad reducida
para promover la formación de osteoclastos a
partir de precursores de la médula o el bazo, e
inhiben la resorción ósea mediante los
osteoclastos maduros.11-13

Asimismo, existe evidencia de que los
bifosfonatos afectan directamente a las células
del linaje osteoblástico. Se ha demostrado que
estos agentes estimulan el desarrollo de
progenitores osteoblásticos, como lo evidencia
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el aumento en el número de las unidades
formadores de colonias para los fibroblastos
(CFU-F) y de las unidades formadores de colonia
para los osteoblastos (CFU-Ob) in vitro, y el
número de CFU-F en cultivos ex-vivo de médula
ósea murina.14-19 Además, varios bifosfonatos
estimulan la proliferación y diferenciación de las
líneas de células osteoblásticas y osteoblastos
auténticos en cultivo.15

Esta evidencia, conjuntamente con el
aumento del grosor de las paredes, un índice
del aumento local del número de osteoblastos
o su actividad,20-23 ha planteado la
posibilidad de que los bifosfonatos puedan
no sólo inhibir la resorción y recambio óseo,
sino que también pueden tener un efecto
positivo sobre la formación de hueso. En
efecto, el trabajo de nuestro grupo ha revelado
que los bifosfonatos tienen efectos anti-
apoptóticos sobre los osteocitos y osteoblastos
in vitro e in vivo.24  La preservación de la
viabilidad de los osteocitos podría contribuir
al mantenimiento de la función
mecanosensora de la red de osteocitos y la
demora en la apoptosis del osteoblasto podría
resultar en un aumento del tiempo de trabajo
de los osteoblastos, originando el aumento
gradual del grosor trabecular observado en
animales o pacientes tratados con estos
agentes20-23. Ambos efectos podrían contribuir
a la eficacia anti-fractura de los bifosfonatos.
El presente manuscrito revisa los estudios
realizados por nuestro grupo durante los
últimos 8 años, con el objeto de elucidar el
mecanismo del efecto de sobrevida que los
bifosfonatos ejercen sobre los osteocitos y
osteoblastos.

Los bifosfonatos previenen la apoptosis deLos bifosfonatos previenen la apoptosis deLos bifosfonatos previenen la apoptosis deLos bifosfonatos previenen la apoptosis deLos bifosfonatos previenen la apoptosis de
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activación de las quinasas reguladas poractivación de las quinasas reguladas poractivación de las quinasas reguladas poractivación de las quinasas reguladas poractivación de las quinasas reguladas por
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Los estudios realizados en la última década
han demostrado que la apoptosis es tan
importante como la mitosis para el
crecimiento y mantenimiento del esqueleto
y ha suministrado información sobre el
significado y la regulación molecular de la
apoptosis en las células óseas.25 Todos los
osteoclastos mueren por apoptosis luego de
completar el ciclo de resorción ósea; la

mayoría de los osteoblastos también
mueren mientras que los restantes se
convierten en células de revestimiento
(lining cells) u osteocitos; y aunque los
osteocitos son de larga vida, también
pueden morir prematuramente.25-26 La
prevalencia de la apoptosis de los
osteoblastos es tal que cualquier cambio en
su regulación y extensión puede impactar
significativamente sobre el número de
osteoblastos presentes en los sitios de
formación ósea. En realidad, un aumento
de la apoptosis osteoblástica es al menos
parcialmente responsable de la
disminución de formación ósea en la
osteopenia inducida por exceso de
glucocorticoides;27 y, por el contrario, la
inhibición de la apoptosis de los
osteoblastos es el mecanismo más probable
del efecto anabólico de la administración
intermitente de PTH.28-29

Asimismo, se estima que los osteocitos,
osteoblastos maduros atrapados en la
matriz mineral izada,  son las  células
mecanosensoras responsables de la
respuesta adaptativa del esqueleto tanto a
estímulos sistémicos como mecánicos,
debido a su locación estratégica y
capacidad para comunicarse entre ellas y
con otras células óseas.30-32 La apoptosis de
osteocitos está incrementada en situaciones
de fragilidad ósea aumentada, tales como
la osteoporosis por exceso de
glucocorticoides27 y deficiencia de
esteroides sexuales.3 3-34 Además,  una
reducción de carga mecánica en los
ratones conduce a la apoptosis de los
osteocitos, sugiriendo que los niveles
fisiológicos de deformación ( s t ra in)
suministran señales de supervivencia a los
osteocitos.35 También,  la  pérdida
progresiva de masa y fortaleza ósea que
deviene con la edad está asociada con un
aumento de la apoptosis de osteocitos.36 De
manera contraria,  la apoptosis de los
osteocitos puede prevenirse mediante la
estimulación mecánica, los esteroides
sexuales, y PTH in vitro e in vivo.28-33-34-37-38.

En base a esta evidencia, investigamos si parte
del efecto beneficioso de los bifosfonatos se debe
a la prevención de la apoptosis de osteocitos y
osteoblastos. Hemos encontrado que los
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bifosfonatos inhiben la apoptosis de osteocitos y
osteoblastos inducida in vitro por el
glucocorticoide dexametasona, el inhibidor de
la reparación del ADN etopósido, que bloquea
la actividad de la topoisomerasa II,39 y con TNF-
alfa, un activador de los receptores de muerte.40

Más aún, la prevención de la apoptosis de
osteocitos y osteoblastos también se observó in
vivo, en un modelo animal con exceso de
glucocorticoides.24 Los bifosfonatos previenen la
apoptosis mediante la activación de las ERKs,24

reconocidas quinasas de supervivencia.41

Consistente con un mecanismo de acción
diferente del requerido para inducir apoptosis
osteoclástica, nosotros24 y otros42 encontramos
que el efecto anti-apoptótico de los bifosfonatos
sobre los osteocitos y osteoblastos no sólo es
privativo de los bifosfonatos tradicionales sino
también de compuestos tales como el IG9402, 1-
OH-pentano-1,1-bifosfonato y NE11809 que no
afectan los osteoclastos y no inhiben enzimas de
la vía del mevalonato.43-46 Es más, los
bifosfonatos ejercen su efecto anti-apoptótico
sobre osteoblastos y osteocitos a concentraciones
que son varias órdenes de magnitud más bajas
que las requeridas para inducir apoptosis de
osteoclastos.24-46
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43(Cx43)43(Cx43)43(Cx43)43(Cx43)43(Cx43)

La comunicación intercelular entre células de
la red de osteocitos y con osteoblastos se
mantiene a través de uniones comunicantes
(gap junctions), conglomerados de miles de
canales que sólo se abren transitoriamente y
permiten el intercambio de pequeñas
moléculas (<1 kDalton) solubles en agua
entre células adyacentes.32 El canal de la
unión comunicante está formado por dos
hemicanales suministrados por cada célula
adyacente; y, a su vez, cada hemicanal está
compuesto por seis moléculas de conexina.
Los hemicanales también están presentes en
membranas celulares no opuestas y su
apertura permite el intercambio del
contenido citoplasmático con el fluido
extracelular.47-48 La Cx43 es la principal
conexina expresada en los osteocitos y
osteoblastos, y también en los osteoclastos.49-54

La inhibición de la apertura del canal o una

reducción en la función de la Cx43 provoca
una expresión reducida de los genes
específicos del osteoblasto en cultivos de
células osteoblásticas,55-56 y una disminución
de la fusión del precursor osteoclástico y de
la resorción ósea osteoclástica in vitro.57-59

Utilizando fibroblastos embriónicos de ratón,
líneas de células osteoblásticas y osteoblastos
auténticos expresando o con deficiencia de
Cx43, hemos demostrado que los hemicanales
hexámeros Cx43, pero no las uniones
comunicantes, son los  transductores esenciales
de los efectos anti-apoptóticos de los
bifosfonatos.60 Además, hemos encontrado que
la Cx43 está presente en membranas celulares
no comunicantes, y que los osteocitos y
osteoblastos expresan hemicanales funcionales
de Cx43 que se abren al exponerse al
bifosfonato. Asimismo, la transfección de
Cx43, pero no de otras conexinas, en células
nativas de Cx43 (Cx43-naïve cells) le confiere
respuesta de novo a la droga. La propiedad de
transducción de señales de la Cx43 requiere
del dominio que forma el poro y del dominio
C-terminal de la proteína que interactúa con
Src, 61;62  el activador de las ERKs. También,
hemos encontrado que se requiere la actividad
kinasa del Src y sus dominios SH2 y SH3 para
la prevención de la apoptosis de osteocitos y
osteoblastos. Esta evidencia suma a la Cx43 a
la lista de proteínas transmembrana capaces
de transducir señales de supervivencia en
respuesta a pistas extracelulares y plantea la
posibilidad de que la Cx43 puede servir por
esta capacidad para moléculas producidas
endógenamente o también otras drogas.
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diferentes luego de la activación de las ERKsdiferentes luego de la activación de las ERKsdiferentes luego de la activación de las ERKsdiferentes luego de la activación de las ERKsdiferentes luego de la activación de las ERKs

En forma similar a los bifosfonatos, la
activación ligando-inducida de los
receptores de esteroides sexuales también
atenúa la apoptosis de osteocitos y
osteoblastos por un mecanismo que requiere
la activación de ERKs y Src.34 Sin embargo,
los eventos moleculares que provocan la
activación de la vía Src/ERK por acción de
los estrógenos y andrógenos son diferentes a
los que desencadena la acción del
bifosfonato. De esta forma, cualquier clase
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de esteroides sexuales activa las ERKs
mediante una función extra-nuclear de sus
receptores que puede estar mediada por el
dominio de unión de las proteínas.

Además, los esteroides sexuales requieren de
la activación quinasa-dependiente de los
factores de transcripción y de la transcripción
génica para ejercer su efecto anti-apoptótico
sobre las células osteoblásticas.63 En cambio,
la anti-apoptosis inducida por bifosfonatos
no requiere la transcripción ni los factores de
transcripción dependientes de ERKs.64 Por el
contrario, la anti-apoptosis mediada por
Cx43/ERK inducida por los bifosfonatos
requiere de la actividad de quinasas del
objetivo citoplasmático de las ERKs, p90RSK,
que a su vez fosforila a la proteína pro-
apoptótica BAD y a la C/EBP-beta, proteína
de unión al potenciador CCAAT. La proteína
BAD fosforilada se convierte en inactiva,
mientras que la fosforilación de C/EBP-beta
induce su unión a procaspasas, inhibiendo
así la apoptosis independientemente de la
actividad transcripcional de este factor de
transcripción. Consistente con la evidencia de
que los estrógenos y bifosfonatos fosforilan
diversos blancos de las ERKs, probablemente
como resultado de la activación de pools
espacialmente distintos de estas quinasas, los
dos agentes presentan efectos aditivos sobre
la supervivencia del osteocito.

ConclusiónConclusiónConclusiónConclusiónConclusión

La creciente evidencia indica que la
prevención de la apoptosis de osteocitos y
osteoblastos es un importante mecanismo de
la eficacia antiosteoporótica de los agentes
tanto anticatabólicos como anabólicos. En
realidad, los agentes antirresortivos
bifosfonatos, además de detener la resorción
ósea mediada por osteoclastos, también
inhiben la apoptosis de osteocitos y
osteoblastos in vitro e in vivo.24 Por lo tanto,
los efectos beneficiosos de estos agentes sobre
el esqueleto pueden deberse en parte al
mantenimiento de la integridad de la red de
osteocitos y a la prolongación del tiempo de
trabajo de los osteoblastos formadores de
hueso. Sin embargo, como los bifosfonatos
también inducen la apoptosis de osteoclastos,8
no es posible determinar la contribución de
este efecto de supervivencia de osteocitos y
osteoblastos sobre el efecto beneficioso global
de los bifosfonatos. Recientemente, hemos
descripto un novedoso grupo de análogos de
bifosfonatos que previenen la apoptosis de
osteocitos y osteoblastos in vitro sin afectar
la viabilidad de los osteoclastos.46 Futuros
estudios utilizando estos compuestos
permitirán determinar la relevancia de la
prevención de la apoptosis de osteocitos y
osteoblastos para los efectos beneficiosos de
los bifosfonatos sobre el esqueleto.

(Recibido: Mayo de 2006. Aceptado:Agosto ,2006)
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