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EDITORIAL / Editorial

CONFLICTOS DE INTERESES EN LA INVESTIGACION ORTOPEDICA

Stella Maris Martinez *
Facultad de Ciencias Médicas, Consejo de Investigaciones, Universidad Nacional de Rosario.

“...uno no esta solo al creer en cosas que son verdaderas.”
Vincent van Gogh

La influencia de los intereses de la industria farmacéutica se relaciona con la Medicina en dos
aspectos centrales: el descubrimiento y prueba de nuevos tratamientos, y su produccion y
venta al mercado. Supuestamente, esto deberia asentar en un arménico equilibrio de mutuos
beneficios para la poblacién y las companias farmacéuticas. Sin embargo, un cuerpo crecien-
te de evidencias sefala que, con fines de lucro, numerosas empresas ejercen a través de dine-
ro, invitaciones a eventos y/o regalos, una influencia ilegitima en la investigacién cientifica. Esto
se traduce en la manipulaciéon de los datos y de su analisis, en la omision de resultados nega-
tivos y en presiones indebidas sobre los comités editoriales que fuerzan la publicacién o el
rechazo de determinados articulos, no segun su relevancia y el provecho para la poblacién sino
de acuerdo a las conveniencias de la industria.! En teoria, aunque el investigador debe decla-
rar de antemano si ha establecido algun tipo de relacién personal con la compafia comercial
—transparentar todo posible conflicto de intereses—, muchas veces esta obligacion es soslaya-
da si su responsabilidad profesional puede entrar en colisidon con su deseo de incrementar sus
ingresos econdmicos, sus méritos académicos y/o la obtencién de mayor reconocimiento
social.

Recientes publicaciones muestran que la investigacion ortopédica no es una excepcién y que
en ella los conflictos de intereses, particularmente en el campo de las cirugias reconstructivas
de rodilla, cadera y columna vertebral en adultos, influencian los resultados que se comunican.
Un estudio evidencio la existencia de conflictos de intereses —habian sido informados por los
propios autores—, en el 40% de las presentaciones a los congresos anuales de la American
Academy of Orthopaedic Surgeons entre 2001 y 2002. Sugestivamente, los autores vinculados
a las empresas como consultores o por la recepcion de algun tipo de regalia fueron significati-
vamente mas proclives a la publicaciéon de resultados positivos, favorables al producto en
investigacion.?

Por otra parte, muchos médicos no transparentan sus relaciones con la industria. Una investi-
gacién efectuada en Estados Unidos reveld una notable discrepancia entre el porcentaje de
ortopedistas que habian recibido dinero por parte de las companias proveedoras de protesis
de cadera y rodilla, segun publicaciones de las mismas compafias en Internet, y lo admitido

* Correo electronico: smartinez948@yahoo.com.mx
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por los médicos en sus presentaciones y publicaciones en 2007. Aunque nuevas regulaciones
federales obligaron a las companias a publicar cualquier pago directo o indirecto a los médi-
cos desde 2008, las mismas decidieron adelantarse y comunicaron también el 2007, dejando
al descubierto las omisiones cometidas por los profesionales ese afo. Si se considera que en
el 42.4% de los casos el monto anual otorgado a cada médico fue superior a los 100.000 déla-
res y que el porcentaje de ocultamiento de ciertos pagos alcanzé el 50%, se tiene una nocién
clara de la magnitud del problema.?

Estas indebidas relaciones entre la industria y los médicos exceden a la investigacion y se rami-
fican en la practica clinica. Los médicos seducidos mediante invitaciones a eventos y regalos,
pueden ser proclives a recetar medicamentos o a emplear equipos de determinadas marcas a
pesar de la disponibilidad de otros mas baratos e igualmente eficaces. En el Primer Mundo
estas realidades se van dando a conocer y se analizan sus peligrosas consecuencias buscan-
do ponerles limites, porque en ellos existe una creciente politica de las instituciones destinada
a exigir transparencia y practicas mas éticas tanto a médicos como a empresas. Bien distinta
es la realidad en la Argentina donde las relaciones financieras entre los laboratorios patroci-
nantes y los médicos suelen ser secretos bien guardados, muy dificiles de transparentar. Por
eso mismo, y aunque la tarea de desvelamiento parezca ciclépea, debe hacerse. Sobre todo
para que los médicos puedan comprender que esas turbias relaciones estan destinadas a
influir en sus practicas y para que ponderen los potenciales efectos que sus propias asocia-
ciones pueden tener sobre sus pacientes.*

Referencias

1. DeAngelis C. The influence of money on medical science (Editorial). JAMA 2006; 296: 2925-
6.

2. Okike K, Kocher MS, Mehiman CT, Bhandari M. Conflict of interest in orthopaedic research:
an association between findings and funding in scientific presentations. J Bone Joint Surg
Am 2007; 89: 608-13.

3. Okike K, Kocher MS, Wei EX, Mehiman CT, Bhandari M. Accuracy of conflict-of-interest
disclosures reported by physicians. N Engl J Med 2009; 361: 1466-74.
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Med 2007; 357: 1796-7.

8 Actualizaciones en Osteologia, VOL. 6 - N° 1 - 2010



ARTICULOS ORIGINALES / Originals

Actual. Osteol 6(1): 9-15, 2010.
Internet: hitp.//www.osteologia.org.ar

IMPORTANCIA RELATIVA DE LAS MODIFICACIONES DEL
CONTENIDO MINERAL OSEO Y DEL AREA EN LA DETERMINACION
DEL DESCENSO DE LA DENSIDAD MINERAL OSEA DEL CUELLO
FEMORAL EN LA POSMENOPAUSIA *

Haraldo Claus-Hermberg, Maria Pia Lozano Bullrich, Magdalena Rey, Maria Josefina

Pozzo. **

Servicio de Endocrinologia y Metabolismo, Hospital Aleman, Buenos Aires, Argentina.

Resumen

La densidad mineral 6sea (DMO, g/cm?) del
cuello femoral (CF) esta determinada por el
contenido mineral 6seo (CMO, @) y el area (A,
cm?) de la region escaneada. En el presente
trabajo nos propusimos estudiar el comporta-
miento relativo del CMO y del A en la deter-
minacién del descenso de la DMO en las eta-
pas tempranas y mas tardias de la menopau-
sia. Se evalud la DMO del CF de 191 mujeres
peri y posmenopausicas. Las mismas fueron
divididas en grupo 1: < 60 afos de edad y
grupo 2: > 60 anos. Se analizé el efecto de la
edad sobre la DMO, el CMO y el A en toda la
poblacion y en ambos grupos mediante anali-
sis de regresion univariado y se compararon
las diferencias de las medias de las tres varia-
bles de ambos grupos. Resultados: DMO
0,897+0,12 vs. 0,80+0,11 y CMO 4,2+0,7 vs.
3,87+0,53 fueron significativamente mayores
(p<0,01) en el grupo 1 que en el grupo 2 res-
pectivamente, mientras que el A fue menor en
el grupo 1 que en el grupo 2: 4,69+0,3 vs.
4,81+0,3 (p<0.01). La DMO, el CMO y el A
correlacionaron con la edad en toda la pobla-
cién: r = -0,49; -0,34 y 0,26 respectivamente
(todas p < 0,01). La DMO se correlacion6 sig-
nificativamente con la edad, r = -0,38 y -0,31

en los grupos 1y 2 respectivamente, mientras
que el CMO solamente lo hizo en el grupo 1,
r =-0,27 y A solamente en el grupo 2, r = 0,3.
CMO y A no correlacionaron con la edad en
grupo 2 y grupo 1 respectivamente. Conclu-
siones: la pérdida de masa ésea (disminucién
del CMO) y la expansion peridstica (aumento
del A) son respectivamente los principales
determinantes de la caida de la DMO del CF
en las etapas temprana y tardia de la meno-
pausia.

Palabras clave: contenido mineral 6seo,
area, cuello femoral, menopausia.

Summary

DECREASE IN FEMORAL NECK BONE
MINERAL DENSITY AFTER MENOPAUSE:
RELATIVE IMPORTANCE OF CHANGES IN
BONE MINERAL CONTENT AND AREA

Bone mineral density (BMD) of the femoral
neck (FN) is determined by two variables:
bone mineral content (BMC) and area (A). We
evaluated the changes of these two factors in
women after menopause. In a cross sectional
study, BMD, BMC and A of the FN were
measured with DXA (Lunar Prodigy) in 191

* Este trabajo obtuvo el 2° Premio “Investigacion Clinica Glinther Fromm” en la XXVI Reunion Anual de la Asociacion
Argentina de Osteologia y Metabolismo Mineral, Buenos Aires, Agosto 20009.

** Correo electronico: hclaus@fibertel.com.ar
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women who required bone evaluation. The
population was divided in two groups: group 1
(= 60 years old) and group 2 (> 60 years old).
The effect of age on BMD, BMC and A were
evaluated by univariate analysis regression in
the whole population and in both groups and
means of the three variables were compared
between groups. Results: BMD: 0,897+0,12
vs. 0,80+0,11 and BMC: 4,2+0,7 vs. 3,87+0,
53 were significantly higher (p<0.01) in group
1 than in group 2 respectively, while A was
smaller in group 1 than in group 2: 4,69+0,3
vs. 4,81+0,3 (p<0.01). BMD, BMC and A
correlated with age in whole population: r =
-0,49, -0,34 and 0,26 respectively (p<0,01).
BMD correlated significantly with age, r =
-0,38 and -0,34 in groups 1 and 2 respectively,
while BMC only did so in group 1, r = -0.27
and A only did so in group 2, r = 0.3. BMC and
A did not correlate with age in group 2 and 1
respectively. Conclusions: loss of bone mass
(decrease of BMC) and periosteal expansion
(increase of A) are respectively the principal
determinants of the decrease of BMD in the
early and late stages of menopause.

Key words: bone mineral content, area,
femoral neck, menopause

Introduccién

La densidad mineral 6sea (DMO, g/cm?) del
cuello femoral (CF) esta determinada por dos
magnitudes: el contenido mineral éseo (CMO,
g) -la masa 6sea-y el area (A, cm? —el com-
ponente geométrico— de la regiéon escaneada.
La evolucion de la DMO del cuello femoral a
lo largo de la vida de mujeres adultas ha sido
evaluada en estudios transversales y longitu-
dinales. Existe discordancia en cuanto a su
comportamiento en el periodo de vida feértil.
Algunos estudios no encuentran cambios sig-
nificativos,”? mientras que otros reportan una
disminucion anual de hasta un 0,6%.** Hay
una mayor coincidencia respecto a los patro-
nes de cambio relacionados con la menopau-
sia, que se caracteriza por un descenso mas
acelerado de la DMO que se inicia alrededor
de 2 afos antes de la ultima menstruacion y

se prolonga en forma asintética por un perio-
do de 4 a 8 afios (varia segun distintos auto-
res) luego de ese evento.>"" Todos estos estu-
dios adjudican la disminucion de la DMO a
una pérdida de la masa 6sea interpretandolos
como sinénimos, lo que implicaria aceptar
que la disminucion de la DMO se explicaria
exclusivamente por una disminucién del
CMO, el numerador de la expresion DMO =
g/cm?. Hay sin embargo evidencias de que la
DMO en distintas edades luego del pico maxi-
mo es el resultado de un proceso mas com-
plejo y no tan lineal. Las mismas se basan en
que ademas de una disminucién del espesor
y numero de trabéculas y una disminucién del
ancho cortical por erosién endocortical, el
periostio esta activo, depositando hueso
compacto en la superficie de los mismos.
Este proceso ha sido relacionado tanto al
esqueleto en general como a estructuras ana-
tomicas definidas como las vértebras y el
cuello femoral.""** Este tejido depositado en
la periferia de las estructuras anatomicas
mencionadas aumenta también el area de las
mismas. Es por lo tanto muy probable que el
descenso de la DMO areal del cuello femoral
a partir de la perimenopausia sea el resultado
de las modificaciones relativas entre su masa
(9) y su area (cm?).

Por lo tanto, en el presente trabajo nos pro-
pusimos examinar los cambios en el CMO y el
A del CF en mujeres posmenopausicas de un
amplio rango de edades y su implicancia en la
determinacion de la DMO. Con el objeto de
determinar si el comportamiento de estas
variables difiere en la menopausia temprana
con respecto a los aflos mas tardios se com-
pararon los resultados obtenidos en mujeres
menores de 60 afos con los de las mayores
de esa edad. Tentativamente se tomd esa
edad de corte estimando una edad de peri-
menopausia entre 48 y 52 afos.

Poblacion y Métodos

El disefio del estudio es observacional y
transversal. Se incluyeron 191 mujeres peri o
posmenopausicas que en el contexto de una

10
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evaluacién de rutina de su salud 6sea efec-
tuaron una DMO de cadera izquierda con un
equipo DXA (Lunar Prodigy). Se computaron
los datos correspondientes a la DMO, el CMO
y el A de la region del CF.

Andlisis estadistico: Se utiliz6 estadistica des-
criptiva para toda la poblacon. Test t de Stu-
dent para la comparacion de medias entre
mujeres < de 60 afos de edad (grupo 1) y
mujeres > 60 afios de edad (grupo 2). Test de
regresion de Pearson para evaluar la influen-
cia de la edad sobre DMO, CMO y A en toda
la poblacién y en cada uno de los grupos.

Resultados

Acorde con el criterio con el que se constitu-
yeron los grupos, las edades de ambos difi-
rieron significativamente (Tabla). La tabla
muestra también que las mujeres de mayor
edad (grupo 2) tienen una talla significativa-
mente menor que las mas jévenes (grupo 1),
hecho observado por varios autores, mientras

que no hay diferencias con respecto al peso
entre ambos grupos. En cuanto a las magni-
tudes que cuantifica y parametros que calcu-
la la DXA a nivel del cuello del fémur, las muje-
res del grupo 2 exhiben una DMO y un CMO
menor y un A mayor que el grupo 1. Estas
diferencias son altamente significativas
(p<0.01). Las tres variables correlacionan sig-
nificativamente (p<0.01) con la edad en la
muestra total de mujeres, el CMO y la DMO
lineal y negativamente (r = -0,49 y -0,32 res-
pectivamente) mientras que el A lo hizo en
forma positiva (r = 0,26) (Figura 1). Es por lo
tanto posible que las diferencias observadas
en el CMO, DMO y A entre ambos grupos sea
simplemente la consecuencia de estas corre-
laciones con la edad. Esta presuncién es vali-
da para la DMO (Figura 2, panel A). El panel B
en cambio muestra que el CMO sélo disminu-
ye significativamente en el grupo de mujeres
jovenes, mientras que el A sélo aumenta en
las mujeres de mayor edad (panel C).

Tabla. Caracteristicas demograficas y estadistica descriptiva de la poblacién total, grupo 1y

grupo 2 (Media +DE)

Poblacion Grupo 1 Grupo 2
Total < 60 afios > 60 afios
n=191 n=73 n=118
Edad (afios) 63x11 51%6 70+7*
Talla (cm) 158+6,5 160+6,4 157+6,0*
Peso (kg) 6511 6411 66+10 (ns)
CMO (g) 4+0,62 4,2+0,7 3,87+0,53*
Area (cm) 4,76+0,30 4,69+0,30 4,81+0,30*
DMO (g/cm?) 0,841+0,120 0,897+0,120 0,80+0,11*

* Grupo 1 vs. Grupo 2 p<0.01

ns: no significativo
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Figura 1: Regresién de la DMO (A), el CMO
(B) y el A (C) en funcién de la edad en todo el
conjunto de mujeres.

Discusion

Los datos del presente estudio muestran que
en el rango de edades de las mujeres estu-
diadas, la DMO y el CMO del cuello femoral

Claus-Hermberg y col. Descenso de la DMO del cuello femoral en la menopausia
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Figura 2: Regresién de la DMO (A), el CMO
(B) y el A (C) en mujeres del grupo 1 (rombos
vacios) y del grupo 2 (triangulos llenos).

descienden mientras que el A aumenta con la
edad, relacion que es lineal para las tres varia-
bles dependientes. Como consecuencia de
ello el grupo de mujeres mas jovenes tienen
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DMO y CMO mas elevados y A mas pequefia
que las mujeres mayores de la poblacion
estudiada (Tabla). Si bien no se indag6é en
forma especifica la historia ginecoldgica ni
menstrual de cada una de las mujeres, hemos
considerado que 60 afos es una edad que
razonablemente permite separar a las muje-
res perimenopausicas y/o con no mas de 5-7
afos de menopausia (grupo 1) de aquéllas
con mas afos de exposicibn menopausica
(grupo 2). Repitiendo en forma diferencial en
cada grupo las regresiones realizadas en el
conjunto de la poblacion observamos que la
DMO correlaciona en forma negativa y con
coeficientes de regresion similares en ambos
grupos, mientras que no ocurre lo mismo con
el CMO Yy el A. El descenso que la DMO expe-
rimenta a partir de la perimenopausia es ava-
lado por abundante informacién bibliografi-
ca.®*" Existen controversias referidas espe-
cialmente al comportamiento mas o menos
asintético de la curva de descenso de la DMO
con el incremento de la edad. Estudios basa-
dos en metodologias variadas como el balan-
ce célcico, comportamiento cinético del cal-
cio, histomorfometria estatica y cinética
(doble marcacién con tetraciclina), marcado-
res del recambio 6éseo,"?' coinciden en
demostrar que a partir de la perimenopausia
se produce un aceleramiento de la remodela-
cién 6sea con un desequilibrio a favor de la
reabsorcion sobre la formacién en las unida-
des que la componen. El descenso de la DMO
durante esa etapa de la vida de las mujeres,
seria una manifestaciéon mas del proceso de
pérdida de masa 6sea, es decir del CMO, el
numerador de la expresion DMO = CMO/A.
No solamente en determinadas condiciones
fisiologicas como el embarazo # y patoldgi-
cas como el hiperparatiroidismo primario y
secundario # se produce una expansiéon de
los huesos por aposicién peridstica, sino tam-
bién a lo largo de la vida en ambos sexos,
pero especialmente en la menopausia en las
mujeres.'*'® Esto tiene una doble implicancia
sobre el CMO y el A. Ya no seria valido el con-
cepto de que el CMO de una mujer posmeno-

pausica es simplemente el resultado de la
masa pico obtenida en la juventud menos la
pérdida experimentada a partir de la perime-
nopausia, por cuanto la ecuacion tendria tres
términos: masa pico — pérdida + aposicion
subperiostica. El aumento del A disminuye la
DMO independientemente de lo que ocurre
con el CMO. La aposicién peridstica implica
una disposicidén mas periférica del tejido cor-
tical, de gran significacion biomecanica para
estructuras anatomicas como el cuello femo-
ral.'? Las diferencias de la evolucién relativa
del CMO y del A en las mujeres menores y
mayores de 60 afos de edad constituyen una
observacion del presente estudio, cuya inter-
pretacién permitiria integrar procesos biolégi-
cos de distinta indole que operarian en forma
sucesiva o simultanea a partir de la perimeno-
pausia. Desde el punto de vista fisiologico los
estroégenos son un factor fundamental para la
adquisicion de la masa 6sea en las mujeres y
los varones.?*? Durante el periodo de edad
fértil la mayor exposicion a los estrégenos
seria responsable de la adquisiciéon y mante-
nimiento de una masa 6sea (reserva de calcio)
adicional a la requerida desde un punto de
vista biomecanico.**? Esa “reserva” de calcio
es transferida al feto durante el embarazo
pero especialmente a la leche durante la lac-
tancia, periodo que entre otras cosas se
caracteriza por una deprivacion de estrége-
nos.*** El hueso seria asi un efector metabo-
lico mas de los estrogenos en el marco de las
funciones reproductivas. La deprivacién estro-
génica de la menopausia moviliza hueso
desde las superficies enddsticas, subcortica-
les e intracorticales cuyas consecuencias bio-
mecanicas son sensadas por el mecanostato
que responde con una aposicion 6sea que,
aunque cuantitativamente menor que la reab-
sorbida, por su distribucion periférica, com-
pensa en forma muy eficiente el efecto negati-
vo de esa pérdida sobre las propiedades bio-
mecanicas de los huesos, al mejorar el com-
ponente geométrico de estas Ultimas.'®* Esta
interpretacion de que en el descenso de la
DMO a partir de la perimenopausia operarian
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dos procesos fisioldgicos distintos, metabdli-
co y biomecanico, esta acorde con la pers-
pectiva propuesta por Jarvinen y col.*®

El presente trabajo es un aporte mas respec-
to de la expansion peridstica a nivel del cue-
llo femoral y sus implicancias en la determi-
nacion de la DMO y contribucion al manteni-
miento de la capacidad biomecanica en muje-
res peri y posmenopausicas. Es oportuno
mencionar que se han sefialado controversias
con los datos y conclusiones aqui expuestas,
para los cuales no tenemos explicacion.®” Se
basan en que no seria posible un aumento del
area del CF por cuanto esta region anatomica
se encuentra integrada a la capsula de la arti-
culacién de la cadera y por ello carece de
periostio.

(Recibido: octubre de 2009.
Aceptado: noviembre de 2009)
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BIFOSFONATOS, CONEXINAS Y APOPTOSIS DE OSTEOBLASTOS
Y OSTEOCITOS: NUEVO MECANISMO DE ACCION CON

IMPLICANCIAS TERAPEUTICAS

Lilian I. Plotkin, PhD*

Department of Anatomy and Cell Biology, Indiana University School of Medicine,

Indianapolis, IN. Estados Unidos de América.

Resumen

Los bifosfonatos son drogas ampliamente uti-
lizadas para el tratamiento de patologias en las
que hay un aumento en la fragilidad Osea.
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 ésea no explica comple-
tamente la disminucion en la incidencia de
fracturas observada en individuos tratados con
estos agentes. Basados en la falta de correla-
cion entre el aumento de la densidad mineral y
la disminucion en la incidencia de fracturas,
hemos explorado la posibilidad de que parte
del efecto beneficioso de los bifosfonatos se
debe a la inhibicion de la apoptosis de los
osteocitos. Los osteocitos, osteoblastos dife-
renciados que se rodean de matriz ésea, cons-
tituyen la mayoria de las células que forman el
hueso vy, a través de sus prolongaciones, for-
man una red que recorre el hueso. Debido a su
posicién en el hueso, los osteocitos constitu-
yen las células ideales para percibir cambios
mecanicos u hormonales e iniciar sefales que
llevan a la reparacién del tejido, previniendo el
deterioro del hueso y la posibilidad de fractu-
ras. Los osteocitos se comunican entre si 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, aun los que carecen de
actividad anti-catabdlica, previenen la apopto-
sis de osteocitos in vitro e in vivo. La protec-
cioén de la viabilidad celular requiere la apertu-
ra de hemicanales de Cx43, pero es indepen-
diente de la activacion de las uniones gap. La
apertura de los hemicanales es seguida por la
activacion de las quinasas Src y ERKs. Esto
lleva a la fosforilacién de factores citoplasmati-
cos y a la inhibicion de la apoptosis. Utilizando
ratones modificados genéticamente en los
cuales la expresién de Cx43 es eliminada de
células osteoblasticas, demostramos que
Cx43 también es necesaria para el efecto de
los bifosfonatos en estas células in vivo.
Encontramos ademas que un analogo de los
bifosfonatos que no inhibe la accién de los
osteoclastos previene la apoptosis de osteo-
blastos y osteocitos, la pérdida de masa ésea
y la reduccién en la habilidad del hueso de
resistir fuerzas mecanicas inducidos por glu-
cocorticoides. Estos resultados muestran un
nuevo mecanismo de accién desencadenado
por la apertura de hemicanales de Cx43, que
lleva al mantenimiento de la integridad de la

* Direccion postal: Department of Anatomy and Cell Biology, Indiana University School of Medicine.
635 Barnhill Drive, MS-5035. Indianapolis, IN 46202-5120, USA. Correo electrdnico: Iplotkin@iupui.edu
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red formada por los osteocitos. Esta accion de
los bifosfonatos y la posibilidad de disociarla
de su accién sobre osteoclastos utilizando
analogos que carecen efecto anti-catabdlico,
abre posibilidades terapéuticas para tratar
patologias en las que la disminucion en la
resorcion 6sea 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
activacion de las kinasas activadas por
senales extracelulares (ERKs)

El hueso esta formado por dos tipos celulares
que mantienen su estructura y su capacidad
mecanica: los osteoblastos y los osteoclas-
tos. Los osteoblastos son las células que for-
man el hueso, depositando la matriz organica
formada principalmente por colageno e indu-
ciendo su mineralizacioén. Los osteoclastos, a
su vez, resorben el hueso gracias a la accién
de enzimas que son secretadas al medio
extracelular. Como en otros tejidos que se
regeneran continuamente, el nUmero 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.' En base a observa-
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ciones histomorfométricas, realizadas princi-
palmente por el Dr. Michael Parfitt,? se deter-
mind 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
mas abundantes del hueso. Derivan de los
osteoblastos, luego que estos completaron
su funcion secretoria de matriz 6sea y se
rodean de dicha matriz. Debido a su ubica-
cién en el hueso y a su habilidad de conec-
tarse entre si y con células de la superficie
6sea, se ha postulado que los osteocitos son
las células encargadas de detectar la necesi-
dad de aumentar o disminuir la cantidad de
hueso, asi como también la presencia de
dano localizado en el hueso y de enviar sefa-
les que lleven a su reparacion. Mientras que la
disminuciéon en el numero de osteoblastos
debido a un exceso en apoptosis resultaria en
una tasa de formacién dsea disminuida, el
aumento en la prevalencia de la apoptosis de
osteocitos llevaria a la interrupcion de la
comunicacion entre estas células y la superfi-
cie del hueso, con la consecuente disminu-
cién de la calidad del hueso y su capacidad
mecanica. Efectivamente, numerosos traba-
jos de nuestro grupo, asi como también de
otros investigadores, demostraron que en
condiciones que resultan en disminucion de
la masa 6sea 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.®*'" Basadas en
esta evidencia, en estudios hechos bajo la
direccion de la Dra. Teresita Bellido investiga-
mos si parte de la accion beneficiosa de los
bifosfonatos se debe a la prevencién de la
apoptosis de osteoblastos y osteocitos. Utili-
zando la linea celular osteocitica MLO-Y4, asi
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 reparacion de ADN etopdsido.' Este
efecto beneficioso de los bifosfonatos fue
observado también in vivo, utilizando un
modelo animal de enfermedad 6sea como
consecuencia de la administracién excesiva
de glucocorticoides " y en animales en los
cuales la apoptosis de los osteocitos fue
inducida por sobrecarga mecanica."

La prevenciéon de la apoptosis de osteoblas-
tos y osteocitos resultante del tratamiento
con bifosfonatos es mediada por un mecanis-
mo de accion diferente a la inhibicion de la via
del mevalonato, el mecanismo responsable
de la accién de estas drogas en los osteo-
clastos.” Nuestro grupo ha demostrado que
los bifosfonatos inducen la activacion de
ERK1/2,™® un reconocido mediador de sefia-
les de sobrevivencia.” La prevencion de la
apoptosis y la activacién de ERKs es conferi-
da no solamente por los bifosfonatos clasicos
que actuan bloqueando la accién de los osteo-
clastos, sino también por compuestos tales
como 1G9402 (1-OH-pentane-1,1-bisphos-
phonate),"™ o NE11809," que no afectan a los
osteoclastos y no inhiben a las enzimas de la
via del mevalonato.'®?' Mas aun, la concen-
tracién de bifosfonatos necesaria para preve-
nir la apoptosis de osteoblastos y osteocitos
es 3 6rdenes de magnitud menor que la nece-
saria para inhibir la actividad de los osteo-
clastos.'®#!

Los bifosfonatos previenen la apoptosis de
osteoblastos y osteocitos a través de la
apertura de hemicanales de conexina 43

La comunicacion 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.? Un canal gap se forma por la uniéon
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 estan en
contacto con el medio extracelular, permitien-
do la comunicacion entre la célula y el exte-
rior.?** La conexina mas abundante en las
células 6seas es conexina 43 (Cx43),%* y su
ausencia lleva a la reduccion de la expresiéon
de genes especificos de los osteoblastos y a
una disminucion de la fusiéon de los osteo-
clastos y su actividad resortiva in vitro.*'*®
Nuestro grupo ha demostrado que los hemi-
canales de Cx43, pero no los canales gap,
son esenciales para la transmision de las
sefiales de sobreviva de los bifosfonatos in
vitro y en un ratén en el cual la expresiéon de
Cx43 fue eliminada especificamente en osteo-
blastos y osteocitos.***” Mas aun, solamente
Cx43 (y no otros miembros de esta familia) es
capaz de transformar células que no expre-
san conexinas y no responden a la accion de
bifosfonatos en células respondedoras. Esta
accién de Cx43 como mediador del efecto
anti-apoptético de los bifosfonatos requiere la
molécula intacta, conteniendo la region trans-
membrana que forma el canal y el dominio C-
terminal de la molécula, que se orienta hacia
el citoplasma y que interactia con kinasas y
proteinas estructurales, incluyendo a la kina-
sa Src.®% Estos resultados permiten agregar
a Cx43 a la lista de proteinas de transmem-
brana capaces de mediar la transmision de
sefales de sobrevida en respuesta a estimu-
los extracelulares.

La inhibicion de Ia apoptosis de osteoblas-
tos y osteocitos es mediada por la activa-
cion de ERKs en el citoplasma

La mayoria de los agentes que inducen acti-
vacién de ERKs resultan en la acumulacion de
las kinasas en el nucleo y la activacion de fac-
tores de transcripcion, lo que lleva a un
aumento en la transcripcién de genes depen-
dientes de ERKs. Tal es el caso de los este-
roides sexuales estrogenos y androgenos,
que también previenen la apoptosis de osteo-
blastos y osteocitos a través de un mecanis-
mo que requiere activacion de ERKs vy
Src.”*%*! En el caso de los bifosfonatos, nues-

tros trabajos han demostrado que el efecto
anti-apoptético de estos agentes mediado
por la via de Cx43/ERK requiere la activacion
de la kinasa citoplasmatica p90RSK| |a que a
su vez media la fosforilacién de la proteina
pro-apoptética BAD y de C/EBP. La fosfori-
lacion de BAD resulta en su inactivacion,
mientras que la fosforilacion de C/EBPf resul-
ta en la formacién de un dominio intramolecu-
lar que se une a pro-caspasas, inactivandolas
independientemente de la funcién de C/EBPf
como factor de transcripcion (ver Figura).
Mas aun, estudios recientes demostraron que
la proteina p-arrestina es necesaria para que
ERKs sean retenidas en el citoplasma, un
paso indispensable en la via de inhibicién de
la apoptosis de osteoblastos y osteocitos por
accion de los bifosfonatos.*? En forma consis-
tente con la evidencia que los bifosfonatos y
estrogenos inducen la fosforilacion de dife-
rentes tipos de sustratos de ERKSs, estos
agentes tienen un efecto aditivo en la preven-
cién de la apoptosis de células osteoblasti-
cas.”

r bisfosfonatos

p-C/EBPp p-BAD

A/

prevencién de la apoptosis
de osteoblastos y osteocitos

Figura. Via de sefializacion activada por los
bifosfonatos en osteoblastos y osteocitos.

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 6 - N° 1 - 2010

19



Plotkin LI: Bifosfonatos, conexinas y apoptosis de células 6seas

La inhibicion de Ia apoptosis de osteoblas-
tos y osteocitos sin afectar la resorcion
osea es suficiente para prevenir al menos
en forma parcial los efectos deletéreos de
la administracion de glucocorticoides
Estudios de nuestro grupo, asi como también
otros investigadores indican que los bifosfo-
natos no solamente son capaces de frenar la
resorcidén ésea a través de su efecto directo
sobre células de linaje osteoclastico,’ sino
que también previenen la apoptosis de oste-
oblastos y osteocitos in vitro e in vivo.'*"*"
Sin embargo, debido a que el efecto anti-
resortivo predomina, no es posible determi-
nar la contribucion del efecto anti-apoptético
sobre células osteoblasticas en el efecto de
los bifosfonatos en el esqueleto. Por ese
motivo estudiamos una serie de compuestos
andlogos 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.?' La disociacion de estos dos efec-
tos fue confirmada recientemente por el
grupo del Dr. Brendon Noble."” 1G9402, uno
de los compuestos que no inhibe la via del
mevalonato y no induce la apoptosis de oste-
oclastos in vitro, no afecta los indicadores de
formacién y resorcion ésea cuando es inyec-
tado diariamente a ratones, a diferencia de
alendronato, que los reduce. A pesar de no
afectar la remodelacién 6sea, 1G9402 es tan
efectivo como alendronato en la prevencién
de la apoptosis de osteoblastos y osteocitos
y de la pérdida de masa y fuerza 6sea. En
base a estos experimentos podemos concluir
que la inhibicién de la apoptosis de osteo-
blastos y osteocitos contribuye al efecto
beneficioso de los bifosfonatos en el esque-
leto.

Conclusién

La prevencion de la apoptosis de osteoblas-
tos y osteocitos es parte importante en el
modo de accién tanto de agentes anti-cata-
bdlicos asi como agentes anabdlicos.! En
particular, los bifosfonatos, conocidos por su

accion anti-resortiva, ademas de inhibir la
accién de los osteoclastos, previenen la
apoptosis de osteoblastos y osteocitos in
vitro e in vivo."™ Por lo tanto, parte de sus
efectos beneficiosos en el esqueleto se
deben a la prolongacion 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 accién de los osteoclastos,*® no es
posible determinar la contribucion del efecto
anti-apoptético sobre osteoblastos y osteoci-
tos sobre el efecto general de estos agentes.
Nuestro grupo ha identificado recientemente
un grupo de analogos de los bifosfonatos que
previenen la apoptosis de osteoblastos y
osteocitos sin afectar la actividad de los osteo-
clastos.?"* Utilizando uno de estos compues-
tos hemos determinado que la prevencioén 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-
cién terapéutica de estos compuestos en
condiciones en las cuales una disminucion
del remodelado 6seo esta contraindicada.
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Palabra proveniente del griego Tapoog, “canizo”,
probablemente por la similitud de los metatarsianos con canas. ‘
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MECANISMO DE ACCION DE PTH EN CELULAS DE
ADENOCARCINOMA DE COLON HUMANO

Claudia Gentili, Natalia Calvo, Ana Russo de Boland *
Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia, Universidad Nacional del Sur. Bahia Blanca,

Argentina.

Resumen

El concepto sobre el rol de la hormona para-
tiroidea (PTH) actuando sobre los tejidos
blanco clasicos (hueso y rifidn) se ha expan-
dido a tejidos no clasicos como el intestino
donde ejerce importantes funciones regulato-
rias. En células intestinales, PTH luego de
unirse a su receptor (PTHR1) en la membrana
plasmatica, activa las vias de sefializacién de
AMPc/PKA, DAG/IP3/PKC, las cascadas de
las MAP quinasas y regula la concentracion
de Ca2+ intracelular. En la linea celular intesti-
nal Caco-2, derivada de adenocarcinoma de
colon humano, el tratamiento con PTH en
ausencia de suero disminuye el numero de
células viables e induce cambios morfologi-
cos consistentes con la apoptosis: alteraciéon
de los filamentos de actina y consecuente-
mente de la forma celular, pérdida de las unio-
nes intercelulares, externalizacion de la fosfa-
tidilserina de membrana, distribucién perinu-
clear de las mitocondrias, condensacion
nuclear y fragmentacion del ADN. Ademas la
hormona induce la desfosforilacién de la pro-
teina pro-apoptética Bad, su disociacién de la
proteina 14-3-3 y su translocacién a las mito-
condrias con la consecuente liberacién de
citocromo ¢ y Smac/Diablo al citosol, lo que
resulta en la activacion de caspasa-3 vy el cli-
vaje de su sustrato PARP. En estas células,
PTH ademas de activar la via mitocondrial de
la apoptosis, inhibe la via de supervivencia de

* Correo electrdnico: aboland@criba.edu.ar

AKT mediante la accién concertada de la seri-
na-treonina fosfatasa PP2A y la via del AMPc.
El conocimiento de los mecanismos molecu-
lares involucrados en la apoptosis de células
intestinales podria ser utilizado para generar
farmacos pro-apoptéticos en el tratamiento
del cancer de colon humano.

Palabras clave: PTH, apoptosis, células
intestinales, adenocarcinoma de colon

Summary

MECHANISM OF ACTION OF PTH ON
CELLS OF HUMAN COLONIC
ADENOCARCINOMA

Parathyroid hormone (PTH) besides acting on
the classical target tissues, bone and kidney,
regulates important physiological functions in
the intestine. In intestinal cells, PTH, after
binding to its receptor (PTHR1) at the plasma
membrane, activates ;cAMP/PKA, DAG/IP3/PKC
signal transduction pathways, MAP kinases
cascades and regulates intracellular Ca2+
concentration. In the intestinal cell line Caco-2,
derived from human colorectal adeno-
carcinoma, PTH treatment in serum free
medium diminished the number of viable
cells. Moreover, the hormone induced
disruption of actin filaments with changes to
cellular shape, alteration of cell-to-cell
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junctions, externalization of membrane
phosphatidylserine, mitochondrial cellular
distribution to the perinuclear region,
chromatin condensation and DNA frag-
mentation of the nucleus, which are
morphological features consistent with
apoptosis. In addition, the hormone induces
the dephosphorylation of pro-apoptotic
protein Bad, its dissociation of 14-3-3 protein
and its translocation to the mitochondria with
the subsequent release of cytochrome ¢ and
Smac/Diablo to the cytosol which resulted in
activation of downstream caspase-3 and
degradation of its substrate PARP. In these
cells, PTH, besides activating the mito-
chondrial pathway of apoptosis, inhibits AKT
survival pathway via the serine/threonine
phosphatase PP2A and cAMP. Knowledge of
the molecular mechanisms involved in
apoptosis of intestinal cells could be used to
generate pro-apoptotic drugs in the treatment
of human colon cancer.

Key words: PTH, apoptosis, intestinal cells,
colon adenocarcinoma

PTH: generalidades, mecanismo de accidén
en tejidos blanco

La hormona paratiroidea (PTH) es un poli-
péptido de 84 aminoacidos secretado por
las glandulas paratiroideas. Regula la home-
ostasis del calcio, siendo el hueso y el rifién
sus principales érganos blanco.! PTH, esti-
mulando a la 1a-hidroxilasa renal, regula la
sintesis de la forma hormonalmente activa
de la vitamina D, 1a,25(0H)s-Vitamina Dg,
que a su vez funciona en el duodeno aumen-
tando la absorcion intestinal de calcio.? En la
mayoria de las células, PTH inicia sus efec-
tos interactuando con el receptor tipo 1 aco-
plado a proteinas G (PTHR1), que posee
siete dominios transmembrana, con un
dominio amino terminal extracelular donde
se une la hormona y un largo dominio carbo-
xilo terminal intracelular.® Hasta el presente,

se ha encontrado un solo receptor en osteo-
blastos * y en células duodenales,® pero se
ha descrito un segundo receptor de PTH
(PTHR2), en pancreas, cerebro, rifidén y testi-
culos ® y se ha postulado la existencia de
otros.” A pesar de ser un tipico receptor de
membrana, también se ha localizado al
PTHR1 en el nucleo de células de rifidn,
higado, intestino, Utero y ovario de rata,® en
células MC3T3-E1 ° y duodenales.® El signifi-
cado de la presencia nuclear del receptor de
PTH no ha sido aclarado aun; es posible que
PTHR1 transloque al nucleo para participar
directamente en la regulacion génica. Luego
de unirse a su receptor en la membrana plas-
matica de los tejidos blanco, PTH estimula a
la adenilil ciclasa con produccién de AMPc,
y a la fosfolipasa C que provoca la hidrdlisis
de fosfatidil inositol 4,5 bifosfato generando
inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) y diacilglicerol
(DAG)."" Luego de formarse estos segun-
dos mensajeros, el AMPc activa a la proteina
quinasa A (PKA),"”? el IP3 libera calcio de
depdsitos intracelulares™ y el DAG activa a
la proteina quinasa C (PKC) ™ la cual una vez
activada transloca a la membrana plasmati-
ca, donde activa, por fosforilacién, canales
de calcio.”™'® PTH también estimula otras
vias de sefializacion intracelular, como a la
fosfolipasa A2 (PLA2) que cataliza la hidréli-
sis de fosfolipidos generando acidos grasos
libres y lisofosfolipidos ' y a la fosfolipasa D
(PLD) que cataliza la hidrélisis de fosfatidil-
colina generando acido fosfatidico.'® La hor-
mona también activa a las cascadas de las
proteinas quinasas activadas por mitégenos
(MAPK), una familia de enzimas que regulan
la proliferacion y diferenciacion celular." Se
ha demostrado su participacion en la prolife-
racion de células osteoblasticas, renales e
intestinales.?? En células intestinales se
demostré que la via de la adenil ciclasa/
AMPCc/PKA, el calcio y la tirosina quinasa
citosélica cSrc son parte del mecanismo por
el cual PTH activa a las MAP quinasas ERK1
y ERK2 y via incrementos en calcio intracelu-
lar a JNK1/2., 2%
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Vias de senalizacion y cancer colorrectal

El intestino es uno de los tejidos que prolifera
mas rapidamente en el cuerpo. Un balance
dinamico entre la proliferacién celular en la
cripta de las vellosidades y la pérdida de los
enterocitos a través de la apoptosis o exfolia-
cién mantiene la integridad del epitelio intes-
tinal. La apoptosis es una forma de muerte
celular genéticamente programada; puede ser
activada o inhibida por una variedad de esti-
mulos, tanto fisiolégicos como patolégicos y
necesita de mecanismos de regulacion de
gran exactitud y seguridad. Una apoptosis
defectuosa, que resulta en la falla de la muer-
te de una célula es responsable de un dafo
pre-maligno, permitiendo la progresiéon de
enfermedades vy la resistencia de células can-
cerosas a terapias citotéxicas, mostrando la
importancia de la apoptosis en el tracto gas-
trointestinal.*

El cancer colorrectal esta ubicado entre las
primeras causas mas frecuentes de mortali-
dad por enfermedad maligna en el mundo
occidental y la carcinogénesis de esta enfer-
medad es un proceso complejo que involucra
una disfuncién progresiva de la proliferaciéon
del epitelio intestinal, apoptosis, diferencia-
cién y mecanismos de supervivencia.?® En
medicina, es creciente el interés por entender
los mecanismos moleculares que conducen a
la patogénesis, progresion y metastasis del
cancer colorrectal y por conocer nuevos
agentes quimicos que inhiban las vias de
sefalizacion involucradas en estos procesos
con el fin de generar nuevas perspectivas en
el tratamiento del cancer de colon humano.
En este tipo de cancer, son numerosos los
trabajos de investigacion que estudian la des-
regulacién de las vias de sefnalizacion de las
MAP quinasas ERK1/2 y fosfatidilinositol 3
quinasa (PI3K)/AKT y los inhibidores especifi-
cos para ambas vias capaces de inducir
apoptosis e inhibir el ciclo celular. Las isofor-
mas de 42 y 44 KDa de ERK tienen un rol
clave en una variedad de carcinomas huma-
nos.?® Normalmente, la activacion de estas

quinasas es compleja, finamente regulada y
requiere de una serie de eventos que involu-
cra a la proteina Ras, que activa a Raf, que a
su vez fosforila a la quinasa MEK activandola
y ésta activa a las ERK1/2 fosforilandolas en
residuos de tirosina y treonina. Sin embargo,
hay evidencia que demuestra que esta via de
sefalizacién esta desregulada en el cancer
colorrectal humano y en tumores de colon de
modelos animales.? La activacion permanen-
te de las ERKs puede deberse a una mutacion
y activacion de Ras, de Raf o por la sobre-
expresion y activacién del receptor para el
factor de crecimiento epidérmico (EGF).

En los Ultimos afos, se observd que las alte-
raciones de la via de sefalizacion PI3SK-AKT
son frecuentes en el cancer humano. AKT es
una serina treonina quinasa que participa en
la regulacion de diferentes procesos celulares
tales como proliferacién, ciclo celular, super-
vivencia e inhibicién de la apoptosis y requie-
re ser fosforilada para su activacion comple-
ta.?® La fosforilacién de AKT ocurre a través
de segundos mensajeros generados por PI3K
y esta altamente regulada por un balance
entre eventos activados por quinasas e inac-
tivados por fosfatasas, tales como la
serina/treonina fosfatasa 2A (PP2A), que esta
involucrada en diversas funciones celulares,
incluyendo la apoptosis.®® En el cancer de
colon, la activacién constitutiva de la via
PISK-AKT puede ser debida a mutaciones de
la subunidad catalitica p110 de PI3K, muta-
ciones de la subunidad regulatoria p85 de
PI3K, activacion de AKT ya sea por amplifica-
cién génica o hiperfosforilaciéon o como resul-

tado de mutaciones en los componentes de la
Via 30-33

PTH y apoptosis en células de adenocarci-
noma de colon humano

PTH puede inhibir o promover la apoptosis,
dependiendo del tipo y contexto celular. En
las células intestinales, la sobreexpresion del
analogo tumoral de PTH (PTHrP) incrementa
la apoptosis en ausencia de suero. No obs-

26

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 6 - N° 1 - 2010



Gentili y col.: Efectos de PTH en células de cancer de colon

tante, en presencia de suero, PTHrP aumenta
la proliferacién de estas células a través de
una via intracrina.®** Ademas, se ha visto
recientemente que PTHrP incrementa el creci-
miento xenografico y la activaciéon de AKT en
la linea celular de cancer de colon humano
LoVo.*® En las células Caco-2, derivadas de
adenocarcinoma de colon humano se demos-
tré que, en ausencia de suero, PTH disminu-
ye el nUmero de células viables e induce cam-
bios morfolégicos consistentes con la apop-
tosis tales como alteracién de los filamentos
de actina y consecuentemente de la forma
celular, pérdida de las uniones intercelulares,
externalizacion de la fosfatidilserina de mem-
brana plasmatica, distribucién perinuclear de
las mitocondrias, condensacién nuclear y
fragmentacion del ADN.¥’

La apoptosis puede ser activada a partir de
dos vias de sefalizacion distintas. Una via
extrinseca que es iniciada por receptores de
muerte (via de los receptores de muerte), y
otra via intrinseca o mitocondrial que es regu-
lada por miembros anti- y pro-apoptoticos de
la familia Bcl-2 e involucra la liberacion hacia
el citosol de varios componentes mitocondria-
les tales como citocromo ¢ y Smac-Diablo que
una vez en el citosol, promueven la activacién
de las caspasas, que son enzimas que favore-
cen la apoptosis.®* En las células Caco-2,
PTH activa la via de sefializacién mitocondrial
provocando la desfosforilacion de la proteina
pro-apoptética Bad, su disociacion de la pro-
teina 14-3-3 y su translocacién a las mitocon-
drias que conduce a la liberacion de los facto-
res pro-apoptéticos citocromo ¢ y Smac-Dia-
blo desde las mitocondrias al citosol con la
consecuente activacion de la caspasa-3 y la
degradacion de su sustrato PARP*

En varios tipos de canceres la via de PI3K-
AKT esta permanentemente activada y, de
acuerdo con estas observaciones, AKT esta
basalmente hiperfosforilada y constitutiva-
mente activada en las células Caco-2. El tra-
tamiento de estas células intestinales con
PTH provoca la desfosforilacién e inactiva-
cién de AKT a través de la fosfatasa PP2A,

que a su vez es activada por la hormona via el
AMPc.*

La apoptosis y la proliferacion celular estan
vinculados por ciertos reguladores del ciclo
celular y un estimulo apoptoético puede afec-
tar tanto la proliferacién como la superviven-
cia. En las células Caco-2, PTH no afecta la
expresion de p53, una proteina reguladora del
ciclo celular, sugiriendo que, en estas células,
la hormona es un estimulo apoptético que
induce la muerte celular por un mecanismo
independiente de p53.*' La Figura 1 resume
los efectos pro-apoptéticos de PTH en célu-
las de adenocarcinoma de colon.

APOPTOSIS l

Caspasa-3 ===j PARP

{

=SICS

Figura 1. Eventos pro-apoptdticos en las
células de adenocarcinoma de colon Caco-
2: PTH induce la activacién de la via AMP-
PP2A y la consecuente desfosforilacion e
inactivacién de AKT que conduce a la activa-
cion de caspasa-3 y la degradacién de su
sustrato PARP.
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Conclusiones

El concepto sobre el rol de PTH actuando
sobre los tejidos blanco clasicos, hueso y
rindn, se ha expandido al intestino donde
ejerce importantes funciones regulatorias. Las
células intestinales, incluyendo a las deriva-
das de adenocarcinoma de colon humano
Caco-2, estan dotadas de la maquinaria
molecular que les permite responder a la hor-
mona peptidica y constituyen un modelo
apropiado para caracterizar la regulacion por
PTH de la proliferacién, diferenciacion y
apoptosis.

En las células intestinales PTH desempefa un
importante rol en los mecanismos celulares
que regulan el calcio intracelular y las casca-
das mitogénicas, y en las células Caco-2
desencadena —en ausencia de suero— efectos
pro-apoptéticos a través de la via mitocon-
drial de la apoptosis e inhibicién de la via de
supervivencia de AKT mediante la accién
concertada de la fosfatasa PP2A y la via del
AMPc.

El entendimiento de los mecanismos molecu-
lares involucrados en estos procesos en las
células de adenocarcinoma de colon humano
es importante para generar nuevas estrate-
gias terapéuticas en el area biomédica.

(Recibido y aceptado: noviembre de 2009)
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Increased circulating heat shock protein 60 induced by menopause, stimulates apoptosis
of osteoblast-lineage cells via up-regulation of toll-like receptors

(Rol de las proteinas hsp60 y de los receptores TLRs en la menopausia)

Kim YS, Koh JM, Lee YS, Kim BJ, Lee SH, Lee KU, Kim GS. Bone 2009, 45(1):68-76.

La osteoporosis es un desorden heterogéneo,
caracterizado por aceleraciéon de la pérdida
6sea y aumento del riesgo de fractura des-
pués de la menopausia natural o quirlrgica.
Durante la deficiencia estrogénica se produce
una alteracion del remodelado 6seo con
aumento de la resorcién y disminucioén de la
formacién 6sea. Los receptores de estroge-
nos regulan la funcién de los osteoblastos a
través de mecanismos que promueven la pro-
liferacion y desarrollo celular. También actuan,
indirectamente, a través de mediadores loca-
les como citoquinas y factores de crecimien-
to. Sin embargo, poco se conoce sobre las
vias e intermediarios que se ponen en juego
en la actividad osteoblastica en condiciones
de deficiencia de estrégenos.

Numerosos estudios han demostrado que las
proteinas HSPs (proteinas de “choque térmi-
co”), tradicionalmente vinculadas al proceso
de sintesis proteica, actian también en meca-
nismos de sefales intracelulares. Algunos tra-
bajos han sefialado que el subtipo HSP60 es
abundante en la circulaciéon y estimula la
resorcion o6sea y la formacion de los osteo-

clastos.! Ademas, estudios llevados a cabo
en otros tipos celulares, demostraron que el
tratamiento con estrégenos modula la expre-
sion de las HSPs. 2 En este trabajo, los auto-
res encontraron que los niveles plasmaticos
de HSP60 fueron significativamente mas altos
en las mujeres coreanas posmenopausicas
(mediana: 1152,4 ng/mL) que en la premeno-
pausicas (316,3 ng/mL), sugiriendo una posi-
ble vinculacion entre HSP60 y el desarrollo de
osteoporosis posmenopausica.

En experimentos realizados en cultivos prima-
rios de células de estroma de médula 6sea
humana (hBMSC) y en la linea celular HS-5
HBMSC, HSP60 redujo significativamente la
viabilidad celular e incrementd la apoptosis
dependiente de caspasas. Consistente con
esas observaciones, HSP60 activo las caspa-
sa 3y caspasa 9, pero no la caspasa 8, en las
células HS-5 e incrementd la liberacion de
citocromo C al citosol. También activd p38
MAPK y NFKB pero no ERK o JNK. Como
dato importante, los inhibidores de p38
(SB203580) y NFKB (PDTC) abolieron la apop-
tosis inducida por HSP60.

* Laboratorio de Metabolismo Fosfocalcico y Vitamina D “Dr. Canas”. Catedra de Bioquimica y Biologia Molecular.
Facultad de Medicina. Universidad Nacional de Cdrdoba. Cdrdoba, Argentina.
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Por otro lado, estudios previos demostraron
in vitro, que HPS60 exdgeno se une a recep-
tores de membrana, entre ellos los TLRs
(receptores tipo “toll” vinculados con la inmu-
nidad innata), causando cambios en diversos
procesos celulares.>* La expresion proteica
de TLR-2 y TLR-4 fue incrementada por
HSP60. El tratamiento previo con anticuerpos
bloqueantes para TLR-2 y 4 eliminé comple-
tamente los efectos apoptéticos provocados
por HSP60 tales como activacion de caspasa
3, caspasa 9 y activacién de NFkKB y p38
MAPK. Otra observacién importante fue que
ratones KO para TLR-2 ovariectomizados,
tenian una DMO mas alta que los ratones
ovariectomizados controles, sugiriendo que
TLR-2 KO atenua, al menos en parte, la pér-
dida ésea como consecuencia de la ausencia
de estrdgenos.

En conclusién, los resultados de este trabajo
sugieren que la estimulacién de los TLRs por
HPS60 juega un rol central en el metabolismo
6seo, pudiendo tener un papel importante en
la pérdida ésea durante el estado de deficien-
cia estrogénica.
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Susana Morelli *

Prostaglandin D2 Receptors control Osteoclastogenesis and the activity of Human

Osteoclast

(Receptores de Prostaglandinas Do controlan la osteoclastogénesis y la actividad de

osteoclastos humanos)

Durand M, Gallant MA, de Brum-Fernandes AJ. J Bone Miner Res 2008; 23(7):1097-105.

Las prostaglandinas Do (PGD2) cumplen un
rol importante en funciones fisiolégicas como
broncoconstriccion, suefio y agregacién pla-
quetaria y pueden influenciar el metabolismo
6seo regulando las funciones del osteoblasto,
colageno, interleukina-6 y sintesis de la prote-
ina de “choque térmico” 27. Se ha reportado
que PGD» incrementa la BMD femoral en
ratas ovariectomizadas.’

PGDo actua a través de dos tipos de recepto-
res conocidos, DP y CRTH2 los cuales se
acoplan a las proteinas Gag y Gaj/o respecti-
vamente.

Se ha demostrado que los osteoblastos
humanos sintetizan PGD2 y expresan los
receptores DP y CRTH2. La activacion del
receptor DP disminuye la produccion de oste-
oprotegerina (OPG), mientras que la activa-
cién del receptor CRTH2 induce quimiotaxis
de osteoblastos y disminucién de la expre-
sion de RANKL.2

Los objetivos del trabajo fueron determinar
la expresion, distribucién y accién de los
receptores DP y CRTH2 en osteoclastos
humano y en la osteoclastogénesis.

Se utilizaron cultivos de osteoclastos humano
diferenciados in vitro y osteoclastos in situ.
Por técnicas de inmunocitoquimica se
demostré la presencia de los dos receptores.
Similares resultados se obtuvieron con osteo-
clastos de tejido éseo humano adulto normal
y de aquellos que padecian osteoporosis,
enfermedad de Paget y osteoartrosis. El trata-
miento de los osteoclastos con PGD2 indujo
una fuerte reorganizacion del citoesqueleto
con disminucién del niumero de células con
anillos de actina y un aumento de lamelipodia,
estos efectos estan mediados por los recep-
tores DP y CRTH2, respectivamente. PGD»>
mostré un efecto inhibidor sobre la actividad
de resorciéon o6sea actuando a través del
receptor DP. La activacion de los receptores
DP o CRTH2 disminuyen la osteoclastogé-
nesis in vitro de células mononucleares de
sangre periférica estimuladas con RANKL vy
factor estimulante de macréfagos

En conclusion los resultados de este trabajo
sugieren que los receptores de PGD2 podrian
ser objetivos utiles en el tratamiento de algu-
nas enfermedades 6seas debido a que su
activaciéon / inhibicidén especifica conduce a

* Laboratorio Quimica Biolégica. Depto Biologia, Bioquimica y Farmacia. UNS. Bahia Blanca.
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una disminucion en la osteoclastogénesis y a

una

inhibicién de la resorcion ésea por los

osteoclastos.
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INSTRUCCIONES PARA AUTORES
ACTUALIZACIONES EN OSTEOLOGIA

Presentacion de manuscritos

Los manuscritos seran enviados por correo electrénico a editor@aaomm.org.ar y/o
actualizaciones@aaomm.org.ar. En la primera pagina debe figurar: (a) el titulo, informativo aun-
que conciso; (b) los nombres completos de los autores (primero el nombre y luego el apellido)
y de las instituciones en que se desempenan; (c) un titulo abreviado para cabeza de pagina; (d)
el nombre y direccidon completa, con fax y direccion electronica, del autor con quien se deba
mantener correspondencia.

Para las Actualizaciones, Articulos Originales, Comunicaciones Breves Casuisticas,
Imagenes en Osteologia, Editoriales, Cartas al editor, Comentarios Bibliograficos debera
usarse el castellano o el inglés.

Los trabajos se prepararan en un procesador de textos (preferiblemente en una version
reciente de Microsoft Word), en hoja medidas 212 x 297 mm (A4), con margenes de al menos
25 mm, a doble espacio, en letra de tipo Times New Roman 12 o Arial 10. Las paginas deben
numerarse en forma consecutiva comenzando con la del titulo.

Abreviaturas, siglas y simbolos Sélo se emplearan abreviaturas estandarizadas. Se
evitara su uso en el titulo y en el resumen. La primera vez que se use una abreviatura o sigla
ird precedida del término completo, salvo que se trate de una unidad de medida estandar.

Unidades de medida. Se emplea el sistema métrico decimal. Las medidas hematolégi-
cas y de quimica clinica se haran en los términos del Sistema Internacional de Unidades (SI),
empleando puntos para los decimales.

Los Trabajos Originales estaran divididos en Introduccion, Materiales y métodos,
Resultados y Discusion, ademas de un Resumen en castellano y otro en inglés (Abstract),
precedido por el correspondiente titulo.

Ambos Restimenes se ubicaran a continuacion de la primera pagina, y cada uno de
ellos no debera exceder las 250 palabras, evitando la mencién de tablas y figuras. El Resumen
es independiente del texto del articulo. Al final del mismo se precisaran 3 a 6 palabras clave
en inglés y en castellano, recurriendo para su eleccién a los términos incluidos en la lista del
Index Medicus (Medical Subject Headings, MeSH). Para cada seccién o componente del tra-
bajo se iniciard una nueva pagina.

Las Comunicaciones Breves, los Articulos Especiales y las Casuisticas incluiran
resumenes en castellano y en inglés (no mas de 150 palabras) y lista de palabras clave.
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Instrucciones para autores

La Bibliografia debe limitarse a aquellos articulos directamente relacionados con el tra-
bajo mismo, evitandose las revisiones bibliograficas extensas, sélo aceptables en la seccién
Actualizaciones. Se numeraran las referencias consecutivamente, en el orden en que se las
menciona en el trabajo. Se incluiran todos los autores cuando sean seis 0 menos; si fueran
mas, el tercero sera seguido de la expresion et al. (et alia: y otros) Los titulos de las revistas
seran abreviados segun el estilo empleado en el Index Medicus (la lista puede obtenerse en
http://www.nIm.nih.gov). Los nombres de las revistas deben ir en bastardilla.

En el texto las citas seran mencionadas por sus numeros en superindices. En la lista de
referencias, las revistas, los libros y los capitulos de libros, actas de reuniones cientificas e
informacion disponible en World Wide Web deben presentarse de acuerdo a los siguientes
ejemplos:

1. Schroeder JS, Hunt SA. Chest pain in heart transplanted recipients. N Engl J Med 1991;
324: 1805-7.

2. Capowski JJ. Computer techniques in neuroanatomy. New York: Plenum Press, 1989.

3. Philips DJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. In: Laragh JH, Brenner BM (eds). Hyper-
tension: pathophysiology, diagnosis, and management. 2Nd ed. New York: Raven Press,
1995, p 465-78.

4. DuPont B. Bone marrow transplantation in severe combined immunodeficiency with an
unrelated MLC compatible donor. In: White HJ, Smith R. eds. Proceedings of the third
annual meeting of the International Society for Experimental Hematology. Houston: Interna-
tional Society for Experimental Hematology; 1974: 44-6.

5. World Health Organization (WHO). The Stop TB Web Alert. (2000 December 6- 12, week

48) http://www.stoptb.org/updates/index.html

Las Tablas, presentadas en hojas individuales, y numeradas con numeros arabigos,
deben ser indispensables y comprensibles por si mismas, y poseer un titulo claramente expli-
cativo de su contenido. Las notas aclaratorias deben ir al pie, y no en el titulo. No deben emple-
arse lineas verticales de separacion entre columnas ni lineas horizontales, salvo, en general,
tres: las que separan el titulo de la Tabla, los encabezamientos del resto, y la que indica la ter-
minacion de la Tabla.

Todas las Figuras (dibujos o fotografias en blanco y negro) han de permitir una repro-
duccién adecuada y seran numeradas correlativamente con una inscripcién al dorso que per-
mita identificarlas, y una leyenda explicativa en hoja aparte. En las microfotografias se debe
indicar la escala (marcador). Ademas, las flechas, simbolos o letras incluidas deben presentar
buen contraste con el fondo. Emplee tamafios de letra y grosor de lineas que se reproduzcan
con claridad en la publicaciéon Deben presentarse en formato de imagenes (.jpg o .tif) con una
resolucion no menor a 300 dpi.

Las Comunicaciones Breves corresponden a resultados que, si bien preliminares,
por su interés justifiquen una temprana difusion. Como el manuscrito no podra exceder las
ocho paginas, se prescindira de la divisidn en secciones, aunque manteniendo la secuencia
habitual, con hasta 15 referencias y no mas de dos Tablas o Figuras. La publicacion de
Comunicaciones Breves se concretara en una lapso menor a los tres meses de su acepta-
cion.
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Instrucciones para autores

Las Cartas al Comité de Redaccion estaran referidas a comentarios de naturaleza edi-
torial, preferentemente con relacion a articulos publicados en la revista. No deben exceder las
tres paginas, pudiendo incluir hasta seis referencias y una Tabla o Figura.

Todos los articulos que publica “Actualizaciones en Osteologia” son enviados a revision
por pares (peer-review). La revision esta a cargo del Editor y por lo menos dos revisores con
amplia experiencia y prestigio en el tema. La identidad de los autores y de los revisores se man-
tiene en forma confidencial. El Editor devolvera a los autores, sin pasar por el proceso de arbi-
traje, aquellos manuscritos que no se ajusten a las normas de preparacién o que no coincidan
con los propodsitos y orientacion de “Actualizaciones en Osteologia”. El tiempo de evaluacion
durara entre 30 y 90 dias. Luego de que el Comité de Redaccion haya completado el proceso
de evaluacion se notificara por correo electrénico al autor responsable sobre la aceptacion (con
o sin correcciones) o el rechazo del manuscrito. La decision de éste sera inapelable. EI Comi-
té de Redaccidn se reserva el derecho de introducir, con conocimiento de los autores, todos
los cambios editoriales exigidos por las normas gramaticales y las necesidades de compagi-
nacién. Los trabajos aceptados con modificaciones seran devueltos a sus autores para even-
tuales correcciones y se les otorgara para la devolucion un plazo no mayor a 30 dias.

Seguiremos los lineamientos expuestos por el International Committee of Medical Jour-
nal Editors (ICMJE, http:// www.icmje.org) sobre otros aspectos no mencionados aqui, y tam-
bién en lo referente a Conflicto de intereses de revisores, autores y editores, a las relaciones
con la industria, al apoyo financiero de ella recibido, a la confidencialidad de los manuscritos y
a las relaciones entre revistas médicas y los medios populares de difusion.

La version final de un trabajo, ya aceptado para publicacién, con las modificaciones
que hubiera sufrido en su proceso editorial, debera ser enviada en un CD o DVD. La version
impresa debe ir adjunta a la version electronica. La version electronica no sera devuelta a los
autores.

Siga exactamente las instrucciones para autores al escribir cada seccion del articulo.
Tome como guia un numero de la revista disponible en www.aaomm.org.ar/Actualizaciones.htm.

La revista Actualizaciones en Osteologia apoya las politicas para registro de ensayos
clinicos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y del International Committee of Medi-
cal Journal Editors (ICMJE), reconociendo la importancia de esas iniciativas para el registro y
divulgacioén internacional de informacién sobre estudios clinicos, en acceso abierto. En conse-
cuencia, solamente se aceptaran para publicacion, a partir de 2007, los articulos de investiga-
ciones clinicas que hayan recibido un nimero de identificacién en uno de los Registros de
Ensayos Clinicos validados por los criterios establecidos por la OMS y el ICMJE, cuyas direc-
ciones estan disponibles en el sitio del ICMJE (www.icmje.org). EI nimero de identificacién se
debera registrar al final del resumen.
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Instrucciones para autores

Transferencia de Derechos de Autor

Una vez aceptado el manuscrito y previo a la publicaciéon del mismo, se debe enviar al
editor una carta de concesion de los derechos de autor y consentimiento de publicacion, fir-
mada por todos los autores.

Titulo del articulo:
Autor (es):

En el caso de que los autores certifiquen que el articulo arriba mencionado es trabajo ori-
ginal y no ha sido previamente publicado excepto en forma de resumen, y sea aceptado para
publicacién en Actualizaciones en Osteologia, los derechos de autor seran transferidos a la
Asociacion Argentina de Osteologia y Metabolismo Mineral.

Firma de todos los autores

Lugar y fecha:

Para mayor informacion

Consultar a actualizaciones@aaomm.org.ar
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STEROGYL

Monodosis 100.000 Ul

STEROGYL 400

Una gota 400 Ul

STEROGYL BC

Una gota 67 Ul

VITAMINA

3

Colecalciferol

La ventaja de disponer de la vitamina D3
para el tratamiento de sus pacientes
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