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RESUMEN

Los estrégenos juegan un papel importante en la remodelacién dsea y en la
aterogénesis. Se sabe que la disminucién de los niveles de estrégenos durante la
menopausia impacta negativamente en el tejido dseo y en la funcién vascular. Sin
embargo, si bien durante este periodo de la vida de la mujer los niveles circulantes del
estradiol son bajos, existen concentraciones séricas sostenidas del estrégeno estrona.
La osteoporosis y las calcificaciones vasculares son enfermedades con mecanismos
fisiopatoldgicos compartidos, de alta prevalencia en mujeres posmenopdusicas. La
contribucidn de la estrona a la homeostasis ésea y vascular no ha sido profundamente
estudiada. El objetivo general de este trabajo de tesis fue investigar el efecto de la
estrona sobre procesos celulares claves para la homeostasis dsea y vascular, cuya
alteracién pudieran inducir el deterioro tisular y la génesis de patologias especificas.
Nuestra hipétesis plantea que este estrégeno es activo a nivel vasculary éseo. La estrona
posee un impacto positivo en el tejido éseo promoviendo la diferenciaciéon de las células
formadoras de hueso. A nivel vascular, si exhibe acciones equivalentes a las Oseas,
resultaria en la induccidn de la calcificacion vascular.

Se aporto evidencia de que, en cultivos primarios de osteoblastos, la estrona promueve
la osteoblastogénesis a través de la estimulacion de la expresiéon de Runx2, de la
proliferacidn, migracion celular, y de la sintesis de NO. A su vez, el estrégeno estimula la
diferenciacién osteobldstica, incrementando la actividad FAL, el depdsito extracelular de
coldgeno y la mineralizacién de la matriz extracelular. La hormona mostré poseer una
capacidad osteoblastogénica semejante a la estimulada por el raloxifeno y estradiol.

Al igual que lo evidenciado a nivel dseo, en el sistema vascular, la estrona induce la
transformacion 6sea de las células musculares lisas vasculares. En el modelo de
transdiferenciacién, se demostré que la hormona estimula la expresién de marcadores
tempranos de diferenciacién ésea (Runx2 y REa), la actividad fosfatasa alcalina, el
depésito de colageno y la mineralizacién de la matriz extracelular.

Desde un punto de vista molecular, el mecanismo de accién de la estrona incluye la
participacion de los receptores de estrégenos citosélicos /nucleares y de membrana, y
de las vias mensajeras dxido nitrico sintasa y MAPK. La estrona exhibid una actividad por

si misma y no a través de su conversion al estradiol.



Las investigaciones de este trabajo de tesis revelaron acciones biolédgicas del estrégeno
estrona a nivel vascular y dseo no descriptas hasta el momento. Los aportes mas
destacados proveen evidencia de que la hormona exhibe una accién similar en los
tejidos evaluados. Tanto a nivel éseo como vascular, el estrégeno promueve los
procesos celulares que conducen a un mismo fin: generacidn, diferenciacién y
mineralizacion osteoblastica, como asi también de células musculares lisas vasculares,
tendiente a la formacién ésea vy a la calcificacidn vascular, respectivamente.

Si bien los resultados reportados corresponden a ensayos in vitro en sistemas celulares
aislados, estos datos aportan conocimiento basico, con potencial aplicabilidad clinica, a
favor de disefiar estrategias terapéuticas dirigidas a la prevencién de patologias como la
osteoporosis y aterosclerosis, asi como también en beneficio de promover nuevas
terapias hormonales de reemplazo. A su vez, estos aportes podrian utilizarse en la
prevencion del inicio del depdsito de calcio dentro de la pared del vaso o, en el caso de
etapas mas avanzadas, intervenir en la promocidon de un proceso controlado de
reparacion de tejidos, incluso con la desventaja del aumento del depésito de calcio, con

el fin de limitar los efectos adversos de calcificacidn aterosclerotica establecida.



ABSTRACT

It is widely known that estrogens play a key role in bone remodeling and atherogenesis.
During menopause, the decline in plasmatic estrogen levels is recognized to negatively
impact bone and vascular tissue function. Osteoporosis and vascular calcification are
diseases highly prevalent in postmenopausal women, with shared pathophysiological
mechanisms.

Although systemic levels of estradiol markedly decrease during menopause, plasmatic
concentration of estrone could be sustained. The contribution of estrone to bone and
vascular homeostasis has not been deeply studied. In view of the scarce information
about the biochemical action of estrone on bone and vascular homeostasis, the general
objective of the present thesis work was to investigate the effect of the hormone on key
cellular processes for bone and vascular homeostasis, whose alteration could induce
tissue deterioration and the genesis of specific pathologies. Our hypothesis is that
estrone is an active estrogen at vascular and bone levels. The hormone has a positive
impact on bone tissue by promoting bone-forming cells differentiation. At vascular level,
if it exhibits actions equivalent to those of bone, it would result in the induction of
vascular calcification.

On calvarial bone cells, estrone promotes osteoblastogenesis, through the stimulation
of Runx2 expression, proliferation, cell migration, and NO synthesis, as well as alkaline
phosphatase activity, extracellular collagen deposition, and extracellular matrix
mineralization. The hormone exhibits an osteoblastogenic activity, similar to raloxifene
or estradiol treatment.

At vascular level, the transdifferentiation experimental system employed, exhibited the
enhancement in expression of early differentiation markers (Runx2 and ERa), alkaline
phosphatase activity, collagen deposition, and extracellular matrix mineralization.
Estrone induces bone transformation of vascular smooth muscle cells, by stimulating
those parameters.

From a molecular point of view, the mechanism displayed by the estrogen involves
cytosolic/nuclear and membrane estrogen receptors, and the nitric oxide synthase and
MAPK pathways participation. Indeed, estrone acts by its own, and not through its

conversion to estradiol.



The evidence provided reveals biological actions of estrone at vascular and bone level,
not described until now, allowing to establish similarities in its mechanisms of action. At
bone and vascular level, the estrogen promotes cellular processes that lead to the same
goal: osteoblastic and transdifferentiated vascular smooth muscle cells generation,
differentiation and mineralization, tending to bone formation and vascular calcification,
respectively.

Although the reported results come from to in vitro assays, these data provide basic
knowledge, with potential clinical applicability, in order to design therapeutic strategies
aimed to prevent pathologies such as osteoporosis and atherosclerosis, as well as in
favor of promoting new hormone replacement therapies. Moreover, these inputs could
be used to prevent the onset of vascular calcium deposition, or to interplay in the
promotion of a controlled tissue repair process. In the case of more advanced stages,
they could be useful to limit the adverse effects of established atherosclerotic

calcification.
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ESTROGENOS

Los estrégenos, estrona (E1), estradiol (Ez), y estriol (Es) son un grupo de hormonas, las
cuales quimicamente, pertenecen a la familia de compuestos organicos conocidos como
esteroides. Como tales, la estructura de su nucleo se compone de 17 enlaces carbono-
carbono dispuestos como cuatro anillos fusionados: nucleo
ciclopentanoperhidrofenantreno (tres anillos de ciclohexano y un anillo de ciclopentano).
La numeracion de los carbonos de este ciclo, como asi también el sistema de letras con el

gue se designan los anillos se presentan en la Figura 1.

Nucleo ciclopentanoperhidrofenantreno Numeracidén de carbonos y anillos

Figura 1: Estructura basica de las hormonas esteroideas.

Las hormonas esteroideas se clasifican en funciéon del nimero de carbonos que contienen,
distinguiéndose facilmente entre las hormonas sexuales los andrégenos (C 19), estrégenos
(C18) y esteroides progestacionales o suprarrenales (C21). No debemos olvidar que los
sustituyentes en el sistema de anillo son caracteristicos. Los estrégenos contienen 18
carbonos (CigH240;) y se conocen colectivamente como esteroides C18. Estos consisten en
un anillo de benceno, un grupo hidroxilo y un grupo cetona (estrona), o dos (17B-estradiol)
o tres (estriol) grupos hidroxilo (Farooq y col., 2015). Sus estructuras estan representadas

en la Figura 2.
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Figura 2: Estructura quimica de los estrégenos.

La conversién de hormonas esteroideas a formas con mayor o menor actividad biolégica
implica modificaciones de los sustituyentes del anillo en lugar de la estructura del anillo.
Los tres estrogenos pueden unirse tanto a receptores de estréogeno presentes en el nucleo
como en la membrana, con diferente afinidad y fuerza de la respuesta (Watson y col.,
2008). Si bien debido a su relevancia fisiolégica y predominio durante los afos
reproductivos el término “estrogeno” se usa comunmente para referirse al estradiol, el

término comprende a todos los estrégenos (Samavat y Kurzer, 2015).

BIOSINTESIS DE ESTROGENOS

En el ovario, la principal fuente de produccién de hormonas es el foliculo en maduracion.
Los componentes de los foliculos son las células de la teca, las células granulosas y los
ovocitos primarios. Las células de la teca producen andrégenos y progestagenos, en tanto
que las células granulosas producen estrégenos. Las otras células del estroma que
contribuyen a la produccién de andrégenos pueden dividirse en dos poblaciones: células
intersticiales secundarias (derivadas de la teca) y células del hilio.

Las hormonas esteroideas se derivan del colesterol. A través del proceso llamado
esteroidogénesis (Figura 3), el colesterol se convierte en hormonas esteroides de 21
carbonos (pregnanos, progestagenos), 19 carbonos (androstanos) y 18 carbonos (estranos).
Las células esteroidogénicas adquieren el sustrato de colesterol de una de tres fuentes; la
fuente mas comuin es el colesterol transportado por lipoproteinas plasmaticas,

principalmente lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Carr y col.,1982). Otras fuentes
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menores incluyen la sintesis de novo a partir del acetatoy la liberacién de goticulas de lipido
almacenadas (ésteres de colesterol).

El paso limitante para la sintesis de esteroides es la reaccidon enzimatica de fragmentacion
de la cadena lateral del colesterol (P450scc). Esta reaccién convierte el colesterol en
pregnenolona, precursora de las hormonas esteroideas, y ocurre en la mitocondria. La
pregnenolona se transporta fuera de la mitocondria, y los pasos restantes en la produccién
de los esteroides sexuales ocurren principalmente dentro del reticulo endoplasmico liso. La
pregnenolona, por la via A5 o A4, se convierte en androstenediona por la accién sucesiva
de las enzimas 3B-HSD (3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa) y liasa. La androstenediona
puede convertirse en testosterona por accién de la 17B-HSD (17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa), o en E1 por aromatizacién. Los esteroides sexuales se pueden sintetizar
en las génadas predominantemente, y en menor proporcion en la corteza suprarrenal y el
tejido adiposo (Barakat y col., 2016; Miller, 2017). Una vez que se ha formado la
pregnenolona, las hormonas especificas que se sintetizan dependen del érgano endocrino
y del tipo de célula (Miller y col., 1999). En las células tecales del ovario, la androstenediona
se puede convertir en otros andrégenos, como la testosterona y la dihidrotestosterona, o
difundir a las células de la granulosa a través de la lamina basal. En las células de la
granulosa, la androstenediona se convierte en estrona por la enzima CYP19A1 (aromatasa),

para luego convertirse en estradiol por la enzima 173-HSD.
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Figura 3: Esteroidogénesis ovarica. Figura modificada de Pitkin y Magowan, (Pitkin y Magowan,

2012).
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ESTRONA

En la edad reproductiva, el estrégeno circulante predominante en mujeres es el estradiol,
principalmente secretado por las células de la granulosa de los foliculos ovaricos. La sintesis
de los estrégenos ovdéricos estd regulada por eje hipotalamo hipdfisis. En las mujeres
perimenopausicas, la disminucién progresiva de la dotacidon folicular provoca que la
produccidn de E; fluctle, siendo sus concentraciones muy variables, con patrones cadticos
Yy, en ocasiones, con niveles muy altos o muy bajos. En general, los niveles de E; circulante
no disminuyen de modo significativo hasta el final de la menopausia. En la posmenopausia
sus niveles son muy bajos y predomina la sintesis in situ en ciertos tejidos por aromatizacion
de androgenos.

En las mujeres posmenopausicas el estrégeno predominante es Ei, con una actividad
biolégica menor (Kuiper y col, 1998), respecto a la del E;. La E; se produce principalmente
por aromatizacién de androstenediona en tejidos extraglandulares, donde puede actuar
localmente como un factor paracrino o intracrino. Esta actividad de la aromatasa aumenta
de dos a cuatro veces con el envejecimiento, y se amplifica adicionalmente al aumentar la
adiposidad que, de manera tipica, acompafa al proceso de envejecimiento. La tasa de
produccion de E; permanece constante, en comparacion con la de E; la cual cae
abruptamente durante los afios de la posmenopausia en comparaciéon con los valores
durante los afios reproductivos.

La E1 puede metabolizarse a E; por accion de la enzima 17B-HSD, la cual se expresa
localmente principalmente en tejido adiposo y mamario, y en menor proporciéon en
endotelio vascular, células musculares lisas vasculares, cerebro y células 6seas (Nelson y

Bulun, 2001; Simpson y col, 2003).

MECANISMOS DE ACCION DE LOS ESTROGENOS

Los estrégenos actlan a través de mecanismos que dependen de receptores intracelulares,
como asi también de mecanismos iniciados en la membrana celular (Bonnelye y Aubin,
2002; Kang y col., 2015). Como hormona esteroidea, el estrégeno atraviesa la membrana

plasmatica e interactua con los receptores de estrégenos (RE) intracelulares, regulando la
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transcripcién génica a través de la unidn del complejo hormona-receptor al promotor de
genes especificos. Existen dos tipos de receptores: citosélico/nuclear, ay B, producidos por
genes diferentes, ubicados en cromosomas distintos (cromosoma 6 para el REa y
cromosoma 14 para el REB).

Los RE a y B pertenecen a la superfamilia de los RE intracelulares para hormonas
esteroideas. Presentan una estructura molecular con varios dominios funcionales y
diferente grado de homologia entre dichos receptores (Schwabe y Teichmann, 2004). Los
principales dominios funcionales se denominan A/B, C, Dy E/F, y estan presentes en ambos
receptores. Como se ve en la Figura 4, la regién A/B representa el dominio aminoterminal,
que esta involucrado en la transactivacién de la transcripcion génica y contiene los sitios
AF1 de unidn para coactivadores o correpresores. La regién C corresponde al dominio de
unién al ADN; contiene dos dedos zinc los que contribuyen a la dimerizacién y unién del RE
a secuencias especificas conocidas como elementos de respuesta al estrégeno (ERE). El
dominio D es una region bisagra que conecta los dominios C y E, y es capaz de unirse a
proteinas chaperonas. Esta regidn también contiene la senal de localizacion nuclear, lo que
permite que los complejos receptor-ligando se transloquen al ntcleo. La region E/F carboxi-
terminal, también conocida como dominio de unidn al ligando, corresponde al sitio de unién
del estrégeno, junto con la regiéon AF2 de transactivacién (Kumary col., 2011).

Los RE nucleares (RE a y B) pueden modular la expresién génica mediante mecanismos
gendmicos directos e indirectos. La sefializacion gendmica directa se conoce como el
mecanismo clasico de sefializacion de estrégenos. En este proceso, los REay  actian como
factores de transcripcion activados por ligandos. Tras la union del estrégeno, los receptores
dimerizan pudiendo formar homodimeros y heterodimeros, asocidndose a los ERE, donde
atraen maquinaria transcripcional y cofactores para regular la expresion génica (Le Dily y
Beato, 2018). Estas hormonas también pueden modular genes que carecen de las
secuencias ERE (sefalizacion gendmica indirecta), mediante la interaccion de los RE con
factores de transcripcién como el NFkB, CREB o fos/jun, regulando la transcripcion a través

de la proteina activadora 1 (AP-1) (Morissette y col, 2008).
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Figura 4: Esquema de los RE a y B. Figura de Khalil y col. (Khalil y col, 2013).

Recientemente se ha descripto la existencia de RE asociado a membrana, denominado
GPR30, cuyo gen se encuentra localizado en el cromosoma 7 (Hazell y col., 2009). En
términos de estructura (Figura 5), el GPR30 no comparte similitudes con REa o . Como un
tipico receptor acoplado a proteina G, su estructura consta de 7 regiones transmembrana
a-helicoidal, 4 segmentos extracelulares y 4 segmentos citosdlicos (Barton y col., 2018).
Este receptor tiene menor afinidad de unidn (17B-estradiol) en comparacion con los otros
RE (O'Lone y col., 2004; Bjomstrom y Sjoberg, 2005; Filardo y col., 2012; Prossnitz y col.,
2014).

El RE de membrana GPR30 esta involucrado en los efectos no gendmicos de los estrégenos.
Estas acciones implican la activacion de mecanismos de transduccién de seiales con la
subsiguiente produccidn de segundos mensajeros intracelulares. Estas cascadas de
sefializacidn intracelulares son responsables de generar respuestas celulares inmediatas, o
indirectamente, regular la expresién génica (Prossnitz y Barton, 2011). En resumen, los
estrégenos actlan en las diferentes células blanco, a través de acciones gendmicas, no

gendmicas, o por una combinacién de ambas (Silva y col., 2010).
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Figura 5: Esquema de los RE GPR30. Figura de Khalil y col. (Khalil col., 2013).

MODULADORES SELECTIVOS DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS

Los moduladores selectivos de los receptores de estrégenos (SERMs) son otro tipo de
ligandos de receptores de estrogenos. Los SERMs son capaces de actuar como agonistas o
como antagonistas dependiendo del tejido y del tipo celular (Martinkovich y col., 2014),
pudiendo ser activos en determinadas células, e inactivos en otros tejidos clasicamente
respondedores a estrogenos.

El mecanismo de accion de los SERMs no estd totalmente establecido (Martin-Santamaria
y col., 2010). A nivel molecular, compiten con los ligandos endégenos por la unién a un
bolsillo hidrofébico interno dentro del dominio de unién al ligando del RE (Wearnmark y
col., 2002). La interaccién induce un cambio en la conformaciéon del dominio que permite
gue se expongan o no sitios de transactivacidn. Esta unién da como resultado la activacién
de las vias estrogénicas (efecto agonista de los estrégenos) y el bloqueo (efecto antagonista
de los estrégenos) en tejidos que expresan RE. Si bien la mayoria de los SERMs son
principalmente selectivos para REa, algunos pueden regular las acciones del REB y del

GPR30 (Figura 6) (Blizzard y col., 2007; Liu 2020).
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Figura 6: Interacciones moleculares de los SERMs. Figura de Smith y col. (Smith y col., 2014).

Estos compuestos no actian de la misma manera en todos los tejidos blanco; su accion
depende del subtipo de RE predominante en el tejido, de la naturaleza del ligando que se
une a ellos, del tipo de factores transcripcionales reclutados; y de la presencia o ausencia
de proteinas reguladoras (Rigs y Hartmann., 2003). Esto podria explicar las diferentes
funciones de los SERMs dependiendo del tejido diana en cuestién: agonista cuando la
interaccion con REa es predominante, y antagonista cuando predomina la interaccién del
con el REB (Rey y col., 2009; Shughrue y col., 1998).

Los SERMs farmacolégicos disponibles se clasifican en trifeniletilenos y benzotiofenos. El
raloxifeno (Ral) es un benzotiofeno que ha sido aprobado para el tratamiento de la
osteoporosis posmenopausica, y actualmente se encuentra en estudio para otras posibles
indicaciones terapéuticas (Farooq, 2015; Liu, 2020). A pesar que los mecanismos por los
cuales los SERMs exhiben sus complejas acciones no han sido dilucidados completamente,

la caracterizacidn de la estructura cristalografica de rayos X del RE cuando estd unido al Ral,
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proporciond informacién sobre la interaccién de este receptor-ligando (Martin-Santamaria
y col., 2010).

En relacidn a la accién désea del Ral, estudios preclinicos han demostrado que mejora las
propiedades a nivel de la estructura del hueso independientemente de la densidad mineral
6sea. A su vez, trabajos ex vivo han demostrado que, durante la carga mecdnica, el SERM
altera la transferencia de carga entre el coldgeno y la hidroxiapatita, lo que reduce las
tensiones en el mineral y aumenta la resistencia del hueso (Berman y col.,2020). Este
aumento en la resistencia de la estructura ésea parece estar relacionado con la presencia,
disposicion espacial y orientacion de dos grupos hidroxilo en la molécula (Figura 7), grupos
altamente reactivos con la capacidad de formar puentes de hidrégeno, importantes incluso

para la union de la molécula al REa (Burr y Phipps, 2022).

C”No

—{)
-0
HO

Figura 7: Estructura quimica del Raloxifeno.

Recientemente se demostré que la molécula de Ral se une entre las fibrillas de colageno,
alterando la distribucidn del agua en la matriz. Esta estructura es hidréfoba, y empuja el
agua lejos de otras areas de la molécula de colageno, lo que genera regiones locales de
hiper e hipo hidratacién, que afectan la mecdnica del hueso, mejorando la ductilidad y
reduciendo la fragilidad ésea, incluso sin alteraciones significativas en su densidad mineral
Osea (Arefy col., 2013; Gallant y col., 2014).

Esto sugiere que el Ral imparte sus efectos no sélo a través de su afinidad por los RE (Allen
y col., 2016), sino también por un efecto fisico directo sobre la matriz ésea. Por lo tanto,
este farmaco posee la capacidad de contrarrestar la disminucidon de la dureza ésea

posmenopdusica relacionada con la edad, alterando la nanomorfologia de la fibrilla de
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coldgenoyy la interfaz colageno-mineral, que a su vez contribuyen a la disminucion de riesgo

de fractura observado clinicamente (Azami y col., 2020; Berman y col., 2022).
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ESQUELETO

El esqueleto fue originalmente catalogado como una estructura con funciones mecanicas,
restringidas a la locomocion del cuerpo y el sostén, y protectoras de drganos y cavidades
internas.

Con el pasar de los afos, esta estructura comienza a ser vista como un sistema mucho mas
complejo, con funciones metabdlicas como reserva de calcio y fésforo (Harada y Rodan,
2003), necesarios para mantener la homeostasis fosfocalcica esencial del organismo, siendo
ademds capaz de modificar su masa y morfologia a las demandas funcionales,
autorrepararse, e incluso, cumplir funciones hematopoyéticas y enddcrinas (Lee y Karsenty,
2008; Sommerfeldt y Rubin, 2011; Titorencu y col., 2014; Florencio-Silva y col. 2015).
Consta de 206 elementos dseos, o huesos, los cuales presentan diversas formas, tamafios y

ubicaciones (Karsenty y col., 2009).

HUESOS

De acuerdo a su anatomia, los huesos han sido clasificados en cortos, largos, irregulares y
planos, mientras que morfoldgicamente se pueden distinguir el hueso esponjoso o
trabecular, y el compacto o cortical. El hueso cortical es duro, rodea el espacio medulary
posee funciones mecdnicas y protectoras, mientras que el hueso trabecular se encuentra
en el interior de todos los huesos, y ademas de poseer funciones metabdlicas, tiene una
disposicion especial de espiculas éseas llamadas trabéculas las cuales le dan flexibilidad al
tejido. Tanto el hueso cortical como el trabecular estdn compuestos de osteonas (Figura 8).
Las osteonas del hueso compacto, o sistemas haversianos, representan el componente
bdsico del hueso cortical. Una osteona es una estructura cilindrica con un didmetro de
aproximadamente 200 um, alineada a lo largo del eje de los huesos largos (Rho y col., 1998).
Consiste en un canal Haversiano central, rodeado circunferencialmente por un conjunto de
varias capas de laminas dseas. Estos canales estan conectados entre si por otros canales
llamados canales de Volkmann que perforan el periostio. Ambos canales son recorridos por
vasos sanguineos, linfaticos y nervios para extenderse a lo largo del hueso (Marks y Popoff,

1988). El periostio es un tejido delgado que recubre la superficie externa del hueso, cuya
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capa exterior consiste principalmente en coldgeno y elastina, alineados con el eje

longitudinal, teniendo un papel mecanico. (Allen y col 2004; Yiannakopoulos y col, 2008).

Osteocyte
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Figura 8: Diagrama de corte transversal de la corteza de un hueso largo. Figura de Pérez-Amodio

y Engel (Pérez-Amodio y Engel, 2014).

En el hueso esponjoso, en cambio, las laminas intersticiales estan dispuestas de forma
irregular formando unos tabiques llamados trabéculas. Estos dejan espacios donde se aloja
la médula dsea, y los osteocitos, que yacen en sus lagunas con canaliculos que irradian
desde las mismas. En este tipo de hueso, la irrigacion ingresa directamente permitiendo el
intercambio de nutrientes con los osteocitos (Klein-Nulend y col., 2003; Colnot y col.,
2009).

Respecto a la formacidn y desarrollo de este tejido, se evidencian dos tipos de procesos, la
osificacién endocondral y la osificacién intramembranosa. En el primero de éstos, la
formacidn dsea ocurre sobre un sustrato cartilaginoso preexistente generado a partir de la
condensacién de células madre mesenquimales (MSCs), las cuales se diferencian en
condrocitos que comienzan a secretar los componentes de la matriz cartilaginosa
extracelular. Luego, ésta es invadida por vasos sanguineos, osteoclastos y osteoblastos,
conformandose los centros de osificacidon primario y secundario. (Karsenty y col., 2009;
Dirckx y col., 2013). Aqui comienza la sintesis de tejido 6seo, hasta abarcar el resto del

modelo cartilaginoso, el cual serd reemplazado en toda su extension excepto en la
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superficie articular (Mackie y col., 2008). La osificaciéon intramembranosa difiere del
proceso recién descripto en el hecho de que las MSCs, que predeterminan la forma vy
localizacién del futuro elemento esquelético, soslayan la formacién del intermediario
cartilaginoso y se diferencian directamente en células maduras formadoras de hueso

(Karsenty y Wagner, 2002).

COMPOSICION DEL TEJIDO OSEO

El tejido 6seo estd formado por diversos tipos celulares, y componentes extracelulares
calcificados que forman la matriz dsea, ademas de agua (5%).

La matriz posee un componente orgdnico, denominado osteoide, el cual comprende
alrededor del 35% del total. Este estd compuesto por diversas proteinas, entre las que
destaca por su cantidad el coldgeno tipo 1 (proteina mayoritaria), y las restantes
representadas por proteoglicanos (sulfato de condroitina y de hepardn), proteinas de
anclaje (sialoproteina dsea, osteopontina, fibronectina), proteinas gamma-carboxiladas
(osteocalcina) y factores de crecimiento (TGF-B, IGF). Algunas de estas proteinas, dado su
gran poder para atraer iones, son fundamentales para el proceso de mineralizacion. En la
estructura tridimensional de la matriz orgdnica delimitada por las fibrillas de colageno, se
deposita el componente inorganico: hidroxiapatita (cristales inorgdnicos de fosfato de
calcio), que representa alrededor del 65% de la matriz 6sea (Sommerfeldt y Rubin, 2001;

Titorencu y col., 2014).

CELULAS OSEAS

En el tejido dseo coexisten tres tipos celulares principales: los osteoclastos (OC),
osteoblastos (OB) y osteocitos. Los primeros son células gigantes, multinucleadas, con gran
capacidad litica, cuya funcidn principal es la eliminacién de hueso, o resorcién désea. Derivan
de las células madre hematopoyéticas, al igual que los monocitos-macréfagos. Tienen alta
capacidad migratoria, un arsenal de enzimas lisosomales liticas y gran cantidad de
mitocondrias (Sommerfeldt y Rubin, 2001). Los osteoblastos son las células encargadas de

sintetizar la matriz extracelular sobre superficies éseas en formacion. Representan el 4-6%
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del total de las células residentes en el hueso (Capulliy col., 2014). Se trata de entidades
de forma cuboidal, con nucleo basal, reticulo endoplasmatico rugoso y aparato de Golgi
muy desarrollados, y gran cantidad de vesiculas de secreciéon conteniendo estructuras
fibrilares. Estas células estan preparadas para secretar gran cantidad de proteinas y otros
metabolitos (Titorencu y col., 2014). Ademas de la funcién tradicional de producir hueso,
los osteoblastos son capaces de regular el desarrollo mieloide y hematopoyético, al secretar
diversas citoquinas y factores de crecimiento (Panaroniy col., 2014).

Por ultimo, los osteocitos son osteoblastos completamente diferenciados, que han quedado
atrapados en lagunas rodeadas de matriz mineralizada. De tamafio mas pequeio que sus
predecesores y con menor cantidad de organelas, son capaces de emitir prolongaciones
citoplasmaticas, a través de canaliculos, adoptando una morfologia dendritica, de manera
de comunicarse con el resto y formar asi una intrincada red de sefializacién intercelular,
encargada de evaluar el estado de salud/integridad del tejido. Asi, cuando es requerido, son
capaces de poner en marcha la maquinaria de las unidades de remodelacién oéseas,
representadas por osteoclastos y osteoblastos, las cuales eliminaran hueso viejo o dafiado

para reemplazarlo por uno nuevo (Sommerfeldt y Rubin, 2001).

OSTEOBLASTOGENESIS

Se entiende por osteoblastogénesis al proceso a través del cual un progenitor mesenquimal
diferencia hacia un osteoblasto maduro. Como mencionamos anteriormente, los
osteoblastos son células formadoras de hueso, las cuales derivan de las mesenquimales
multipotenciales de la médula ésea (MSCs) a través de un proceso de varios pasos de
diferenciacién. Las MSCs dan lugar a osteoprogenitores, que se diferencian en
preosteoblastos y luego osteoblastos maduros (Caplan y Bruder,2001; Jiang y col., 2002).
En este proceso de proliferacién y diferenciacidn de los osteoprogenitores en osteoblastos,
los precursores de osteoblastos cambian su morfologia ahusada, a grandes osteoblastos

cubicos diferenciados.

El compromiso de las MSCs para convertirse en células osteoprogenitoras esta regulado por

los factores de transcripcion Runx2 y Osterix (Komori, 2009), por el factor de crecimiento
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tumoral B (TGF-£), por la via Wnt, por las proteinas morfogénicas éseas (BMP) (Chen y col.,
2012), asi como también los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF). La sefial Wnt
conduce a la diferenciacién de progenitores hacia linaje éseo por la liberacién de B-catenina
gue se dirige al nucleo donde inicia la transcripcion de genes de la matriz, como colageno
tipo | y osteopontina (Zouani y col.,, 2013). Runx2 es ademas un gen clave en la
diferenciacién de osteoblastos al regular la expresidén de genes tales como Coldgeno tipo |,
fosfatasa alcalina (FAL), BSP, proteina Gla de la matriz, y osteocalcina (Gilbert y col., 2001).
Una vez que las células progenitoras de osteoblastos comienzan a expresar Runx2, éstas
inician un periodo de alta proliferacion y comienzan a tener actividad FAL y expresan a su
vez receptores para PTH, Vitamina D, glucocorticoides y RE, que dirigen la regulacion
enddcrina de la osteoblastogénesis. La transicion de preosteoblastos a osteoblastos
maduros se caracteriza por un aumento en la expresion de Osterix y en la secrecién de
proteinas de la matriz 6sea como la osteocalcina (OCN), sialoproteina ésea (BSP) I/1l y el
colageno tipo | (Capuli y col., 2014; Florencio-Silva y col., 2015).

Los OB dirigen la disposicion de la red de fibras de colageno, la cual proporciona el andamio
sobre el que se deposita el mineral dseo. Estas células también secretan proteinas no
colagenas que junto con el colageno tipo |, constituyen el osteoide: osteonectina,
osteopontina, sialoproteina dsea, fibronectina y osteocalcina.

La sintesis de la matriz ésea se produce en dos pasos principales: depdsito de matriz
orgdnica, y su posterior mineralizacidn, la cual se produce en dos fases:

- una fase vesicular, en donde porciones de la parte apical de la membrana de los
osteoblastos (vesiculas de la matriz) se unen a proteoglicanos y otros componentes
organicos de la matriz recién formada, inmovilizando los iones de calcio almacenados
dentro de las vesiculas. Posteriormente el calcio se separa de estas proteinas por accién
enzimatica, y los compuestos que contienen fosfato son degradados por la FAL secretada
por los OB, liberando iones de fosfato dentro de las vesiculas de la matriz, para luego junto
al calcio formar cristales de hidroxiapatita

- una fase fibrilar ocurre cuando la sobresaturacién de iones de calcio y fosfato dentro del
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vesiculas de matriz conduce a la ruptura de estas estructuras, y los cristales de
hidroxiapatita se extienden a la matriz circundante (Anderson, 2003).

Una vez finalizada esta etapa, la formacién y funcién de los OB aln continda para garantizar
un equilibrio entre la resorcién y la formacidn d6sea, regulando la actividad de los
osteoclastos a través de la sintesis de citoquinas especificas y factores de crecimiento.
Durante la formacidn del hueso, algunos OB se incorporan a la matriz y permanecen ocultos
como osteocitos en espacios llamados lagunas. Asi es que, durante la transformacién de
osteoblasto a osteocito, la forma del osteoblasto cibico cambia a una célula con forma mas
dendritica. A su vez, otros osteoblastos pueden mantenerse como células de revestimiento
o ser eliminados por apoptosis (Hock y col., 2001; Harada y Rodan, 2003; Nakashima y de
Crombrugghe, 2003; Pérez-Amodino y Enge, 2014).

La Figura 9 muestra una representacién esquematica de la osteoblastogénesis.

Proliferacion Maduracion Terminacion
Células de
1 revestimiento
C v’_)’@
— — — B ‘{i
2
) Apoptosis

Células Células OB (o]:] T

madfe osteo- inmaduros maduros
mesenquimales precursoras
Osteocitos

Figura 9: Modelo esquematico de diferenciacion de MSC hacia el linaje osteoblastico. Figura

modificada de Gasser y Kneissel (Gasser and Kneissel, 2017).

REMODELADO OSEO

La remodelacidn dsea es un proceso de autorrenovacion constante del hueso a través de
un equilibrio dindmico entre formacién y resorcién, permitiendo el mantenimiento del

volumen dseo, la reparacién del dafio tisular y la regulacion del metabolismo fosfocalcico.
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Este proceso se basa en la accién concertada, estrechamente regulada, de poblaciones
celulares con capacidad de resorcidn o de formacién dsea, con el fin de reemplazar el tejido
6seo viejo con hueso nuevo. Este proceso es esencial para la adaptacion del tejido a la carga
mecanica y el mantenimiento de su fuerza, como asi también para la homeostasis
fosfocdlcica. Tiene lugar en la unidad de remodelado éseo (URO), requiriendo la actividad
coordinada de los cuatro tipos celulares antes nombrados: células de revestimiento éseo,
osteocitos, osteoclastos, y osteoblastos (Vdandnen, 1993; Parfitt, 2001).

El proceso de remodelacién consta de cuatro fases (Figura 10):

Fase 1: Inicio/activacion de la remodelacion dsea en un sitio especifico; reclutamiento de
monocitos y osteoclastogénesis

Fase 2: resorcidon dsea

Fase 3: reclutamiento de MSCs y diferenciacién de osteoblastos

Fase 4: formacién y mineralizacién del osteoide - quiescencia

Inicialmente, cuando el hueso se encuentra en un estado de reposo, la superficie ésea esta
cubierta por una monocapa de células de revestimiento, y los osteocitos estan situados
profundo dentro de la matriz dsea. Una vez comienza la fase de activacién (Fase 1), el
osteocito sensa las sefales mecanicas y enddcrinas, e inicia el remodelado 6seo. La laguna
qgue los contiene cambia de forma, este cambio se transmite por prolongaciones
citoplasmaticas a la superficie. El primer fendmeno que tiene lugar es la retraccion de los
OB de revestimiento y la digestién de la membrana endocitica por la accién de las
colagenasas (formaciéon de “canopy”). Al quedar expuesta la superficie mineralizada se
produce la atraccidn de precursores hematopoyéticos, los que luego de ser reclutados, se
transforman en osteoclastos (OC) maduros a través del proceso de osteoclastogénesis. El
OC diferenciado se activa.

Durante la fase de resorcion (Fase 2), los OC se movilizan hacia la zona a resorber y se
adhieren a la superficie dsea mineralizada por el ribete en cepillo, sellando los bordes del
area mediante las integrinas. Seguidamente, los OC activados liberan enzimas liticas y
generan un pH acido, que disuelve la matriz mineral e hidroliza el compuesto proteico de la

matriz osteoide. Finalmente, los osteoclastos mueren por apoptosis.
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Simultaneamente, en las zonas de resorcién se produce el fenédmeno de reclutamiento de
preOB, atraidos por los factores de crecimiento que se liberaron desde la matriz, y que
actian como quimiotdcticos estimulando su proliferacion (formacién o Fase 3). Los preOB
se diferencian a OB y sintetizan una sustancia cementante sobre la que se va a adherir el
nuevo tejido. A los pocos dias, los OB sintetizan coldgeno tipo | y proteinas no coldagenas
como osteocalcina y osteopontina, factor de crecimiento de fibroblastos y factor de
crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-I) que se incorporan a la matriz, induciendo la formacién
del osteoide que rellenara las zonas horadadas.

La etapa final de la remodelacién, fase de mineralizacién o Fase 4, corresponde al depdsito
de hidroxiapatita. Finalizada la mineralizacion, el hueso viejo es reemplazado por hueso
nuevo. Los OB mueren por apoptosis, o bien se transforman en osteocitos o en células de
revestimiento. Las etapas comprendidas entre la formacién y mineralizacion completa son

las mas lentas de todo el proceso y comprenden aproximadamente 4 meses.
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Figura 10: Unidad de remodelado 6seo y fases implicadas en el proceso; figuras modificadas de

Pérez-Amodio y col, y Bonjour y col. (Pérez-Amodio y col., 2014; Bonjour y col., 2014).

OSTEOPOROSIS

La osteoporosis es la enfermedad metabdlica dsea mas frecuente y la principal causa de
fragilidad y riesgo de fracturas en mujeres posmenopausicas y adultos mayores (Lin y col.,
2004). Esta se define como un trastorno esquelético caracterizado por un compromiso de
la resistencia dsea (NIH 1993), y se caracteriza por un deterioro sistémico de la masa, fuerza
y microarquitectura ésea, lo que aumenta la propensién a las fracturas por fragilidad (Kling
y col., 2014). En todo el mundo, uno de cada tres mujeres y uno de cada cinco hombres
poseen el riesgo de sufrir una fractura osteopordtica. Se conoce como osteoporosis
“primaria” al trastorno esquelético de mujeres posmenopausicas (osteoporosis

posmenopdusica) o de hombres y mujeres mayores (osteoporosis senil); y como
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osteoporosis “secundaria”, a la pérdida ésea consecuente a enfermedades enddcrinas,
neopldsicas o del metabolismo fosfocdlcico (Marcus y Majumder, 2001).

En esta patologia, el equilibrio en la remodelacion dsea se encuentra alterado, de manera
gue la resorcién predomina por sobre la formacién y produce una pérdida neta de masa
6sea. Los principales mecanismos que causan la osteoporosis son el haber alcanzado un
pico de masa dsea insuficiente durante el proceso de crecimiento, la resorcién ésea excesiva
mediada por osteoclastos, y la formacion inadecuada de hueso nuevo por parte de los
osteoblastos durante el proceso continuo de recambio dseo. La osteoporosis
posmenopausica se caracteriza por un aumento marcado de la resorcién dsea, cuya causa
principal es el descenso de los niveles de estradiol circulantes, y la consecuente pérdida del
efecto protector 6seo de los estrégenos. Las citoquinas (Interleuquinas 1 y 6, y factor
estimulante de migracion M-SF) se hallan aumentadas estimulando la proliferacion,
diferenciacién y activacion de células precursoras de OC, resultando en un balance positivo
hacia la resorcion dsea (Zhao, 2012; Black y Rosen, 2016).

La accidn de los estrégenos sobre la conservacion de la masa désea se ha atribuido tanto a
sus efectos antirresortivos como anabdlicos (Syed y col., 2005). Ejercen un rol clave
promoviendo la proliferacion, diferenciacién y supervivencia osteoblastica, asi como la
sintesis de Runx2, osteoprotegerina y colageno, estimulando la formacidn ésea. A su vez,
inhiben la osteoclastogénesis e inducen la apoptosis osteoclastica, y aumentan la
sensibilidad a sefiales mecdnicas en osteocitos, reduciendo la expresion y secrecién de
esclerotina y RANKL (Frenkel y col., 2010; Ralston y Uitterlinden, 2010; Rachner y col.,
2011; Eastell y col., 2017; Kim y col, 2021). La Figura 11 esquematiza el proceso de

remodelacion dsea en presencia o ausencia de estrégenos.
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Figura 11: Representacidon esquematica del rol de los estrégenos en la remodelacién ésea. Figura

de Eastell y col. (Eastell y col., 2016).
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SISTEMA VASCULAR
ESTRUCTURA DE LOS VASOS SANGUINEOS

La estructura del sistema vascular es altamente especializada para adaptarse a sus
funciones individuales y relaciones anatémicas. Con la excepcién de los capilares, todos los
vasos sanguineos tienen la misma estructura bdsica, compuesta por tres capas concéntricas,
reconociéndose histoldgicamente: una tunica intima interna, una tunica media, y una tunica
externa o adventicia. Cada capa tiene una composicién celular distinta y un tejido conectivo
de apoyo.

La tunica intima representa la separacidon entre la sangre y la pared del vaso. Estd
compuesta por una sola capa de células endoteliales que rodean la luz interna del vaso,
tejido conjuntivo subendotelial, y estd sostenida por una membrana basal subyacente la
cual separa esta tunica de la media. La tunica media provee la fuerza mecénica y el poder
contrictil. Representa la capa mas voluminosa en las arterias; contiene
predominantemente laminas de células musculares lisas concéntricas, y esta sostenida por
una membrana basal y una matriz extracelular compuesta principalmente de fibras de
colageno y elastina. Esta separada de la tunica intima por la ldamina eldstica interna y de la
adventicia externa por la lamina elastica externa. En las venas esta tunica es menos

voluminosa. La tunica adventicia, representa el recubrimiento mas externo del vaso; esta

formado por tejido conjuntivo laxo compuesto principalmente por fibroblastos y coldgeno,

terminales nerviosas y capilares (Geneser y col., 2000; Munjal y Bordoni, 2021).

ENDOTELIO

El endotelio vascular tapiza todo el arbol vascular. Constituye una barrera entre la sangre y
la pared del vaso, la cual posee permeabilidad selectiva, regulan el paso de sustancias y
mantienen la homeostasis vascular. Ademas de ello, la visidon actual considera al endotelio
como un verdadero érgano de secrecion enddcrina (Galley y Wester, 2004). Las células
endoteliales (CE) que lo forman controlan la funcién vascular respondiendo a diversas

hormonas, neurotransmisores, secretando factores vasoactivos (0xido nitrico,
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prostagandina, endotelina) y sintetizando fibronectina, laminina, coldgeno, elastina y otros
componentes del subendotelio. Los factores/hormonas derivadas del endotelio regulan la
hemostasia a través de la interaccién plaguetas-endotelio, y de la sintesis de factores de la
coagulaciéon von Wilebrand, contribuyendo al mantenimiento de las propiedades
antiaterogénicas y antitrombdticas del lecho vascular (Orshal y Khalil, 2004; Satish y Tadi,
2021), y el tono vascular a través de la sintesis de endotelina y otras sustancias vasoactivas.
La injuria vascular conduce a una disfuncién endotelial y a un desequilibrio en la produccién
de vasoactivos, evento temprano inductor de la principal enfermedad vascular, la

aterosclerosis (Khazaei y col., 2008; Sandoo y col., 2010).

CELULAS MUSCULARES LISAS VASCULARES

Las células musculares lisas vasculares (CMLV), son células uninucleadas que poseen
funciones contractiles (distensibilidad, rigidez, elasticidad y constriccién concéntrica de los
vasos) que les permiten mantener la estructura vascular. Constituyen las células
mayoritarias de las paredes arteriales, disponiéndose en capas concéntricas en la tunica
media. Son células dinamicas y multifuncionales que en condiciones de estrés promueven
la remodelacidon arterial a través de procesos como la proliferacién, elongacién,
redistribucién y migracion celular, y apoptosis. A su vez, pueden alterar la composicion de
la matriz extracelular al sintetizar elastina, coldgeno y mucopolisacaridos (Levick, 1991;
Clark y Pyne-Geithman, 2005; Renna y col., 2013).

Las CMLV propias de un vaso sanguineo sano constituyen un fenotipo completamente
diferenciado, contrdctil, y no son particularmente sensibles a los factores de crecimiento o
moléculas reguladoras del crecimiento que inducen la proliferacién y la migracién celular.
El fenotipo contractil del musculo liso esta regulado por hormonas, capaces de actuar
mediante mecanismos autocrinos o paracrinos, asi como sefiales fisicas y quimicas locales.
En cambio, en respuesta a estrés o a la lesidon del endotelio, estas células pierden su
capacidad contractil, aumentan la secrecién proteica y se vuelven mas sensibles a los

factores de crecimiento autocrinos y paracrinos, cambiando entonces a un fenotipo activo

25



INTRODUCCION

sintético asociado a procesos patoldgicos tales como la aterosclerosis (Johnson, 2014;

Munjal y Bordoni, 2021).

ATEROSCLEROSIS

La enfermedad cardiovascular aterosclerética es una enfermedad inmunoinflamatoria,
caracterizada por la formacién de placas ateromatosas, responsables del engrosamiento de
la pared arterial asociado al estrechamiento de la luz vascular y oclusiéon del vaso afectado.
Es una enfermedad que consiste en procesos degenerativos y regenerativos, que
inicialmente afectan la intima y en una etapa posterior, a la capa media muscular. Junto con
otras enfermedades cardiovasculares constituyen una de las principales causas de muerte
en el mundo (Libby, 2021).

En las ultimas décadas se han descripto cinco teorias acerca del origen de la aterogénesis:
la teoria lipidica, la teoria hemodindmica, la teoria de la incrustacion de fibrina, la hipotesis
mesenquimal inespecifica y la hipdtesis de respuesta a la lesion endotelial (Tegos y col.,
2001). Los datos experimentales y clinicos de los ultimos estudios indican que, mas alla de
la dislipidemia, la inflamacion participa fundamentalmente en la aterogénesis y en la
fisiopatologia de los eventos isquémicos. De hecho, las respuestas inflamatorias
proporcionan una serie de vias que vinculan los lipidos y otros factores de riesgo
tradicionales de la aterosclerosis (Libby, 2021).

La fase temprana de generacion de la lesién ateromatosa se caracteriza por una alteracion
de la permeabilidad selectiva endotelial, seguida de reduccién de la biodisponibilidad de
oxido nitrico (NO) y aumento de la expresiéon de moléculas de adhesién celular (CAMs) por
el endotelio activado, lo cual origina el reclutamiento de leucocitos sobre la pared vascular
y su internalizacién en la tunica intima del vaso afectado (Manduteanu y col., 2012). La
respuesta inicial al dafio vascular es la adhesidn de plaquetas al endotelio, las que liberan
citoquinas que promueven la quimiotaxis de monocitos. El reclutamiento de leucocitos
sobre la pared vascular comprende multiples etapas: inicialmente ocurre una interaccion
primaria débil y “rodamiento” de los leucocitos sobre la superficie endotelial, luego tiene

lugar una adhesion celular mas firme, y finalmente se produce la transendotelizacion de los
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leucocitos hacia el espacio subendotelial. Las CAMs endoteliales P-selectina y E-selectina
son responsables de la etapa inicial de adhesidén monocitica, mientras que moléculas de
adhesién intercelular 1 (ICAM-1) y de adhesion vascular 1 (VCAM-1) intervienen en la
adhesién firme y la transendotelizaciéon. Los leucocitos que migraron se activan, expresan
citoquinas proinflamatorias y receptores adecuados para la captacién de lipidos
modificados, y transforman su fenotipo para convertirse en macréfagos cargados de lipidos
o “células espumosas”, cuyo depdsito en la intima arterial genera el nucleo del ateroma.
Las citoquinas inflamatorias inducen la migracién de CMLV desde la tunica media hacia la
intima (Libby y col., 2002; Galkina y Ley, 2009; Hahn y col., 2009; Johnson, 2014; Aziz y
Yadav, 2016).

El ambiente proinflamatorio desde las lesiones mas tempranas crea un efecto de
retroalimentacién positiva, reclutando mas leucocitos desde la circulacion y tejidos
adyacentes y estimulando una mayor migracion, proliferaciéon y cambio fenotipico:
transdiferenciacion de las CMLV, con disminucion de las propiedades contractiles e
induccién de un fenotipo sintético. Se ha propuesto que en la placa ateromatosa el tejido
vascular es mas susceptible a la apoptosis. Cuando la lesién progresa, se desarrolla una capa
fibrosa formada por CMLV y matriz que recubren el ndcleo necrdtico de la placa constituida
por leucocitos, lipidos y detritus celular. Los macréfagos activados ocasionalmente pueden
liberar enzimas hidroliticas que degradan la matriz originando hemorragias de la
microvasculatura desarrollada dentro de la lesién (Kockx y Herman, 2000; Glass y Witztum,
2001). En la Figura 12 se observa la representacién del proceso de formacién de la placa

aterosclerodtica.
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Figura 12: Representacion esquematica del mecanismo de formacion de la lesién aterosclerética.

Figura de Jiy Lee, (Jiy Lee, 2021).

CALCIFICACION VASCULAR ATEROSCLEROTICA

La calcificacion vascular de la intima constituye la etapa final de la lesién aterosclerética. Es
un proceso activo mediado por células que implica la transdiferenciacién de las CMLV a un
fenotipo simil 6seo (Abbasian, 2021). Se define como el depdsito patoldgico de fosfato de
calcio en la vasculatura sistémica, y puede ocurrir tanto en la intima arterial como en la
tunica media. La patogenia de la calcificacion vascular es compleja e implica inflamacién,
defectos de autofagia, estrés del reticulo endoplasmico y disfuncién mitocondrial (Lee y
col., 2020).

Los ultimos estudios en el tema demostraron que el primer paso en el proceso de
calcificacion vascular seria la conversion de las CMLV en células similares a los osteoblastos,
las que sintetizan y secretan proteinas de la matriz extracelular ésea y posteriormente
promueven la mineralizacion a través del depdsito calcio y fosforo en forma de
hidroxiapatita. Este proceso incluye la pérdida de marcadores de linaje de células de

musculo liso (SM22-a y a-actina) y la obtencién de marcadores osteogénicos que incluyen
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la sobreexpresion Runx2, aumento de los factores de transcripcion de osteopontina,
osteocalcina, BMP2 y FAL (Abbasian, 2021, Singh y col., 2021). Estudios recientes sugieren
gue la calcificacidon de la intima también puede ocurrir en las primeras etapas de la
enfermedad (Elango y col., 2021).

La calcificacion vascular estd ampliamente regulada, distinguiéndose inductores de
naturaleza proteica (BMP2, osteocalcina, sialoproteina ésea, TNF, dsterix, Runx2, enzima
FAL), mineral (calcio y fosfato), y otros factores como el estrés oxidativo, citoquinas
inflamatorias (IL-1 y 6), vesiculas de matriz/exosomas, lipidos modificados,
glucocorticoides, cuerpos apoptéticos, hiperglucemia y algunos farmacos como warfarina.
Como inhibidores de este proceso encontramos a la proteina Gla de la matriz, al NO,
osteopontina, osteoprotegrina, BMP-7, a la enzima anhidrasa carbdnica, al magnesio,

pirofosfato, tiosulfato de sodio, vitaminas Ky D, y las estatinas (Singh y col., 2021).

ESTROGENOS Y SALUD VASCULAR

Los estrogenos ejercen efectos directos sobre los vasos sanguineos, asi como efectos
sistémicos que pueden retrasar el desarrolloy la progresiéon de la aterosclerosis. Numerosos
estudios han demostrado que la activacion de ambos RE nucleares cldsicos y del GPR30 son
importantes en los efectos beneficiosos del estrégeno (Murphy, 2011). Estos tienen
acciones clave en la vasculatura manteniendo un tono vasorrelajado a través de una mayor
producciéon de NO y prostaciclina; inhibiendo la proliferacién y cambio fenotdpico de las
CMLYV, disminuyendo la expresién de moléculas de adhesién, adhesidon de monocitos y el
estrés inflamatorio (Naftolin y col., 2019). A su vez a nivel sistémico son importantes
reguladores de la peroxidacion lipidica; de la displipidemia (reduccién del colesterol LDL y
aumento del colesterol HDL) (Savonitto y col., 2018; Novellay col., 2019) y de la hemostasia
contribuyendo a mantener el estado antitrombdtico (Nakamura y col., 2004; Lowe y
Kararigas, 2020).

La disminucidon de estrégenos en la menopausia implica una pérdida de las propiedades

vasoprotectoras, antiaterogénicas y antitrombdticas, considerandose a la menopausia
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como un factor de riesgo adicional de enfermedad cardiovascular (Meng y col., 2021;

Vakhtangadze y col., 2021).

MENOPAUSIA

La menopausia es el cese definitivo de los ciclos menstruales debido a la pérdida de la
funcion folicular ovarica, que ocurre alrededor de los 48-50 afios de edad en mujeres sanas.
La disminucion en la produccion de hormonas ovdricas es gradual y comienza varios afios
antes del ultimo ciclo menstrual. Cambios en la masa ésea, la vasculatura y el metabolismo
del calcio son algunos de los signos y sintomas que se evidencian durante esta transicion
perimenopausica (Reid y col., 2013). La reduccidn en los niveles de estrégeno circulante se
asocia con un mayor riesgo futuro de enfermedad cardiaca y osteoporosis, y conduce a su

vez, a una reduccién de la expresion de los RE (Newson, 2018).

ATEROSCLEROSIS Y OSTEOPOROSIS

Numerosos estudios han reportado una asociacion entre la osteoporosis y la enfermedad
aterosclerdtica, independientemente de la edad de los pacientes. Los estudios mas
recientes en la literatura informan una relacién inversa entre la densidad mineral ésea y la
calcificacion adrtica.

Se ha propuesto al riesgo de fractura ésea como predictor de riesgo de cardiopatia
coronaria y enfermedades causadas por la calcificacién adrtica, asi como una asociacién
entre la aparicion de placas coronarias de alto rango y baja densidad mineral 6sea (Gliveng
y col., 2021). Esto destaca a su vez aspectos epidemioldgicos y similitudes fisiopatoldgicas
entre la calcificacion arterial y la osteogénesis, resultado de mecanismos fisiopatoldgicos y
moleculares comunes entre estas dos condiciones (Lopes, 2018). La deficiencia de
estrogenos durante la postmenopausia provoca un incremento de los niveles de RANKL que
puede desencadenar en un aumento de los niveles de BMP-2, y disminucidn de los niveles
de la proteina Gla de la matriz, favoreciendo de esta forma la calcificacién vascular. De

manera similar, la deficiencia de estrégenos causa osteoporosis en mujeres
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posmenopausicas mediante la regulacién positiva de la via de sefializacién de RANKL

(Giliveng y Col, 2021).

TERAPIA HORMONAL DE REEMPLAZO

La terapia hormonal de reemplazo (THR) en base a estrégenos, o combinada (estrégenos
mas progestagenos) surgid como alternativa para prevenir las enfermedades frecuentes en
la postmenopausia (Pinkerton y Santen, 1999). Si bien a nivel éseo ha sido eficaz para
prevenir pérdida de masa dsea, a nivel vascular los resultados obtenidos de ensayos clinicos
randomizados (PEPI; HOPE; WHI) fueron contradictorios (Ouyang y col., 2006), y su utilidad
clinica es controvertida. De hecho, el estudio Women's Health Initiative (WHI) debid ser
suspendido prematuramente debido al aumento de la incidencia de eventos
cardiovasculares en un grupo de pacientes participantes del estudio tratadas con THR (Hsia
y col., 2006). Recientemente el estudio multicéntrico, randomizado KEEPS (Kronos Early
Estrogen Prevention Study) revalorizé y reposiciond la utilidad clinica de la THR. A diferencia
del WHI, KEEPS empled una dosis menor de estrogenos conjugados equinos (0,45 vs 0,625
mg/dia) y progesterona micronizada en lugar de medroxiprogesterona. El grupo control
recibid placebo. Luego de 4 afios de seguimiento se evidencian efectos beneficiosos sobre
signos y sintomas asociados a menopausia, no detectandose efectos adversos
cardiovasculares, por lo que se postula la necesidad de profundizar los estudios
traslacionales y clinicos que permitan determinar el riesgo/beneficio de la THR (Miller y
col., 2019).

El uso de TRH en mujeres perimenopdusicas y posmenopdausicas ha disminuido mucho en
las ultimas dos décadas debido a sus efectos secundarios y riesgos asociados, en particular,
su asociacién con cancer de endometrio y de mama (Patel y col., 2021). Hoy en dia estd
mas claro que el balance riesgo-beneficio de la THR depende del perfil de riesgo individual
de cada mujer, asi como del tipo de estrégenos y progestagenos o las dosis y vias de
administracion utilizadas. Cabe recordar que la osteoporosis y la enfermedad vascular
aterosclerdtica son patologias crénicas, y que, en ausencia de contraindicaciones, la THR

deberia ser considerada como una opcidn para el mantenimiento de la salud dsea y vascular
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en mujeres posmenopausicas de reciente inicio sin riesgo cardiovascular ni oncoldgico

(Gosset y col., 2021).

SERMs Y MENOPAUSIA

Como se menciond anteriormente, los SERMs son agonistas del RE. Los efectos no deseados
de la THR, activd y aceleré la investigacidn sobre estos compuestos como posible alternativa
terapéutica para las mujeres postmenopdusicas. En particular, el raloxifeno ha sido
estudiado durante los ultimos afos y los datos respaldan un perfil agonista de estrégenos
en el sistema esquelético. En el modelo de rata ovariectomizada, el Ral mostré actuar como
antirresortivo, con preservacion tanto de la densidad mineral como de la fuerza ésea, en
igual magnitud a la observada con etinilestradiol (Frolik y col., 1996). Ensayos realizados en
mujeres posmenopausicas con osteoporosis, mostraron que el Ral aumentd la densidad
mineral dsea en un 2% - 3% y redujo la incidencia de nuevas fracturas vertebrales en un
30% y un 50% (en mujeres cony sin fracturas vertebrales, respectivamente) comparado con
el grupo control (Pérez y col., 2008). Estudios mas recientes también reportaron efectos
beneficiosos del SERM respecto al riesgo de fractura vertebral y sobre la densidad dsea del
cuello femoral (Simpson y col., 2020), al restaurar la pérdida de hueso esponjoso presente
en la deficiencia estrogénica (Ichimaru y col., 2018), mejorar la recuperacién de fracturas
(Jian-ping y col., 2021), con una menor incidencia de efectos adversos graves en
comparacion con otras terapias (Migliorini y col., 2021).

En relacién con la accién celular del Ral en mujeres postmenopausicas, se han demostrado
efectos similares a E; en modelos animales con dispilipidemias, disminuyendo el colesterol
total y LDL (Pérez y col., 2008). En contraste con algunos regimenes de terapias de
estrégenos que aumentan el colesterol HDL y los triglicéridos, el SERM no cambia
significativamente estos parametros, y disminuye los niveles séricos de homocisteina de
manera similar a la THR, pero sin afectar los niveles de proteina C reactiva, ambos
reconocidos como importantes factores de riesgo no lipidicos para la aterosclerosis

(Muchmore, 2000).
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Sin embargo, estudios mas recientes han reportado efectos no tan beneficiosos. Debido a
sus efectos estrogénicos, el fdrmaco puede aumentar el riesgo de eventos
tromboembodlicos como la trombosis venosa profunda y la embolia pulmonar, al aumentar
la concentracion de fibrindgeno plasmatico y activar la agregacidn plaquetaria (Lu y col.,
2020; Ma y col., 2021). Por lo tanto, los estudios adicionales tendrian que centrarse en la
farmacogendmica de los eventos tromboembdlicos en usuarios de Ral, considerando su
edad y la concentracion sistémica del farmaco. Ademas, el mecanismo celular y molecular

de este SERM, a nivel de células dseas y vasculares, ha sido muy poco explorado.

EFECTOS VASCULARES DE LA ESTRONA

Aunque la contribucién dsea-vascular del estradiol se ha estudiado en profundidad, hasta
el momento poco se sabe sobre la accidn de la estrona. Nuestro grupo de investigacién ha
sido pionero en la tematica, reportando acciones directas de la E1 a nivel vascular. Se
demostrd que esta hormona se comporta como un SERM, ya que sus acciones son mediadas
por el receptor de estrégenos. Demostramos que sus efectos son especificos de E; y no por
interconversién a E,, siendo este reporte la primera evidencia en la literatura cientifica
internacional acerca de las acciones vasculares de este estrogeno (Selles y col., 2005). A
través de acciones gendmicas y no gendmicas, la E1 estimula el crecimiento y la
supervivencia del endotelio, promueve la sintesis de NO y bloquea la interaccién monocito-
plaqueta-endotelio, inhibiendo la expresion de moléculas de adhesion celular. En
condiciones de estrés oxidativo previene la apoptosis de las células endoteliales
(Rauschemberger y col., 2011; Cutini y col., 2012). Se demostrd la participacion de las vias
de sefializacion intracelular NOS y COX, MAPK y PKC dependientes (Rauschemberger y col.,
2008). Parte de estos efectos vasculares de E; se detectaron en ratas bilateralmente
ovariectomizadas sujetas a terapia de sustitucién hormonal con el estrégeno. Este conjunto
acciones celulares de la E1 podrian considerarse como protectores de la homeostasis
vascular; sin embargo, se reporté una induccidn de la sintesis de tromboxano, potente

vasoconstrictor (Massheimer y col., 2006).
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OBIJETIVO GENERAL

Considerando que la menopausia implica niveles sistémicos bajos de estradiol y concentraciones
sostenidas de estrona, que la contribucidn de la E; a los signos y sintomas de la postmenopausia no
ha sido estudiada, la alta prevalencia en esta etapa de la vida de la mujer de enfermedades con
mecanismos fisiopatoldgicos compartidos como osteoporosis y aterosclerosis, la estrecha
vinculacion entre los sistemas dseo y vascular, la capacidad del E; de ejercer efectos beneficiosos
en hueso y en el lecho vascular, y los resultados previos del grupo de investigacion, el objetivo
general de este trabajo de tesis fue investigar el efecto de la E; sobre procesos celulares claves para
la homeostasis 6sea y vascular, cuya alteracion pudieran inducir el deterioro tisular y la génesis de

patologias especificas.

HIPOTESIS DE TRABAJO

Nuestra hipdtesis de trabajo plantea que la E; es un estrégeno activo a nivel vascular y éseo. Posee
un impacto positivo en el tejido dseo promoviendo la diferenciacién de las células formadoras de
hueso (OB). A nivel vascular, si exhibe acciones equivalentes a las dseas, resultaria en la induccién

de la calcificacion vascular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Empleando como sistema experimental cultivos celulares primarios expuesto a tratamientos in vitro

con concentraciones fisioldgicas de estrona, se plantearon los siguientes objetivos especificos.

1- Para contrastar la hipdtesis que la estrona es activa a nivel dseo, en cultivos primarios de
preosteoblastos murinos, estudiar la accion hormonal sobre el proceso de osteoblastogénesis
evaluando:

e la proliferacidn y diferenciacién celular

e la expresion de marcadores de diferenciacion osteoblastica

e la conformacidn proteica y mineral de la matriz extracelular

e el mecanismo de accién involucrado

e estudiar la participacion del RE en la accién hormonal de la estrona

e comparar la accién dsea de la E; con la del SERM raloxifeno
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2- Para contrastar la hipdtesis que a nivel vascular la estrona exhibe acciones equivalentes a las
oseas resultando en la induccion de la calcificacion vascular, empleando cultivos primarios de CMLYV,

estudiar la accion hormonal sobre:

e los eventos celulares que conducen a la calcificacidn
e latransdiferenciacion de CMLV a linaje simil osteobldstico

e el mecanismo de accion hormonal involucrado
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1. DISENO EXPERIMENTAL
ANIMALES:

Para el desarrollo del objetivo 1 se emplearon:
Ratas Wistar hembras neonatas (1 a 5 dias de edad) a partir de las cuales se obtuvieron

cultivos primarios de preosteoblastos (preOB) de calvaria.

Para el desarrollo del objetivo 2 se emplearon:
Ratas Wistar hembras jévenes (3-6 semanas) a partir de los cuales se obtuvieron cultivos

primarios de células musculares lisas vasculares a partir de aorta (CMLV).

Todos los animales utilizados fueron alimentados con una dieta estdndar para roedores,
con suministro de agua ad libitum y mantenidos en ciclo de doce horas de luz y doce horas
de oscuridad. Los ensayos con ratas Wistar se realizaron en las instalaciones del Bioterio del
Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia (BByF) de la Universidad Nacional del Sur
(UNS) y los protocolos de trabajo fueron avalados por el Comité Institucional de Cuidado y

Uso de Animales de Experimentacién (CICUAE-BByF-UNS).
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2. SISTEMA EXPERIMENTAL: cultivos celulares

2.1 Cultivos celulares primarios murinos

Las CMLV y preOB de rata fueron aisladas como se muestra en el siguiente esquema, a partir

de tejidos diferentes.

calvaria
2 ) 2 -
=N calvaria
-
.
=
‘ Aorta toracica
Calvaria L
[4
AT :‘;“ D A :‘.} 2 =D .i‘ e
d&z '\; - 4’:;._-:'_ 4’.: ;_::_
Osteoblastos Células Células musculares
endoteliales lisas vasculares

Esquema 1: Tejidos de origen de los distintos cultivos primarios.

2.1.1 Cultivo primario de preOB

Los preOB se aislaron a partir de calvaria de ratas neonatas segun lo descripto por Bellows
y col. (Bellows y col., 1986), implementado y validado previamente en nuestro laboratorio
(Cepeda y col., 2017). Se eliminé el tejido conectivo de los huesos de la calota craneana y
se los incubd con PBS/EDTA 4mM a 37°C durante 10 min (dos periodos). El sobrenadante
de estas incubaciones se descartd. Las calvarias se lavaron en PBS (tres veces) y se
sometieron a digestion con colagenasa (200 Ul/mL en PBS) durante 15 min (cinco periodos).

Las células liberadas durante la primera digestion se descartaron; se colectaron las células
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liberadas al sobrenadante durante las subsiguientes digestiones para una posterior
centrifugacion (10 minutos a 400g). El pellet celular obtenido se resuspendié en DMEM sin
rojo fenol. Los preOB se cultivaron a 37°C en atmodsfera de 5% de CO, en DMEM
suplementado con SFB al 15% y antimicrobianos (60 pg/mL de penicilina, 10 ug/mL de
estreptomicina). Después de 24 horas de cultivo, el medio se reemplazé por DMEM fresco
conteniendo SFB al 10% hasta alcanzar el 80% de confluencia (Esquema 2). Los preOB se
tripsinizaron y se congelaron en DMEM con DMSO-SFB 10%. Para los ensayos de
diferenciacién las células se repicaron y el medio de cultivo se suplementd con acido

ascorbico 0.05 g/L y B-glicerolfosfato 10 mM (DMEM-OB) con SFB al 1%.
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Esquema 2: Cultivo primario
de pre-OB a partir de calvaria
de rata mediante digestion
enzimatica.
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2.1.2 Cultivo primario de células musculares lisas vasculares

Mediante la técnica de explante se obtuvieron los cultivos primarios de CE y CMLV a partir
de anillos de aorta (AA) aislados de ratas Wistar jovenes, de acuerdo a lo descripto en
trabajos previos de nuestro grupo de investigacion (Rauschemberger y col., 2008 y 2011).
Para este procedimiento, el quiréfano del Bioterio (BByF-UNS) se sometié a desinfeccion
por irradiacién UV durante 12 horas. Los animales se sacrificaron por dislocacién cervical y
se disectd asépticamente la aorta tordcica, para posteriormente sumergirla en PBS estéril
frio para traslado al laboratorio de cultivo celular. A partir de este momento, el
procesamiento se continud en el gabinete de seguridad biolégica (Telstar Bio-II-A) ubicado
en el Laboratorio de Cultivo Celular (BByF-UNS). Se elimind el tejido conectivo y adiposo
adherente, y se cortd en pequerios segmentos en forma de anillos de 2 mm de longitud. Los
mismos se sembraron en placas de Petri (NUNC) conteniendo DMEM sin rojo fenol,
suplementado con 20% de SFB, L-glutamina 2 mM, bicarbonato de sodio 1.7 g/L y
antimicrobianos (penicilina 60 pg/mL, estreptomicina 10 ug/mLy anfotericina-B 2.5 pg/mL).
Los anillos se incubaron a 37°C en atmésfera de 5% de CO2 en un incubador metabdlico
(Revco Habitat, Asheville, USA) con control automatico de temperatura y CO,. Durante los
primeros cinco dias de cultivo se liberaron las CE, siendo éste un cultivo de alta pureza.
Finalizado este periodo los anillos se transfirieron a una segunda placa con DMEM fresco
suplementado con 10 % de SFB y antimicrobianos para ser incubados por otros cinco dias,
obteniéndose en esta etapa un cultivo mixto de CE y CMLV. Los anillos se transfirieron
nuevamente a una tercera placa en la que se los incubd durante otros cinco dias,
obteniendo de este modo un cultivo puro de CMLV. A los 15 dias de iniciado el
procedimiento finalmente los anillos se descartaron (Esquema 3).

A los cultivos de interés, (CMLV), se les reemplazé el medio cada 72 horas, hasta alcanzar
confluencia del 90% (aproximadamente una semana después). Los cultivos se repicaron
previa tripsinizacion controlada de 2 minutos a 37 °C (solucidn tripsina-EDTA 0.05 mg/L-0.02
g/L) con posterior resiembra en una nueva placa con DMEM fresco, suplementado con 10
% de SFB y antimicrobianos. Se usaron cultivos de CE y de CMLV de pasajes 2 a 4 para todos

los experimentos.
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La pureza de los cultivos de ambos tipos celulares se establecid, tal como fue descripto en

trabajos previos de nuestro laboratorio. Las CE adoptan una morfologia caracteristica de

“empedrado” con grandes nucleos y formas redondeadas en cultivos confluentes, poseen

la capacidad de sintetizar NO, y de expresar el factor von Willebrand (FvW), el receptor del

factor de crecimiento vascular 2 (VEGFR2) y el marcador CD34 (Cutiniy col., 2014); mientras

gue las CMLV poseen una forma cilindrica y alargada con extremos ahusados, no expresan

FVW, pero si se evidencia la expresién de alfa actina.
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Esquema 3. Cultivos primarios de CMLV a partir de aorta de rata mediante la técnica de explante.
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2.1.3 Transdiferenciacién de cultivos de CMLYV a linaje 6seo

La induccién a transdiferenciaciéon osteogénica de las CMLV se realizdé de acuerdo a lo
descripto por Kanno y col. (Kanno y col., 2008). Las células se sembraron en placas de 24y
48 pocillos, y se cultivaron durante 21 dias en DMEM suplementado con B-glicerofosfato 10
mM (medio osteogénico: DMEM-BGP), SFB 4% y de antibidtico y antimicdtico 1%. El medio

osteogénico se reemplazé por medio fresco cada 4 dias.

2.2 Tratamientos in vitro de cultivos celulares

Las monocapas de células (OB, CMLV, CMLV-0OB) se incubaron en los respectivos medios de
cultivo hasta alcanzar el porcentaje de confluencia acorde a cada ensayo (50% - 90%). Para
los tratamientos, el medio de cultivo se reemplazé por medio fresco que contiene SFB al
1%. El tratamiento se inicié por el agregado de estrona, estradiol o raloxifeno (isopropanol
< 0.01%) en concentraciones e intervalos de tiempo correspondientes a cada ensayo. En
todos los experimentos se procesd siempre un grupo control, que recibié solamente el
vehiculo. En los casos en que se requirio sincronizar las células, las mismas se deprivaron de
suero durante 24 horas, reemplazando luego con DMEM fresco suplementado con SFB al
1%, medio en el cual se realizaron los tratamientos correspondientes con la hormona o el
SERM. En los ensayos en los cuales se emplearon inhibidores y/o antagonistas, estos se
agregaron al medio de cultivo 1 hora antes de comenzar el tratamiento. Se realizaron dos

tipos de tratamientos:

e tratamiento de 48 horas, realizado 48 horas antes del procesamiento del
experimento;

e tratamiento continuo durante 21 dias de incubaciéon (CMLV y CMLV-0OB), donde la
hormona se agrega a las concentraciones requeridas en cada cambio de medio (cada

cuatro dias).

Las soluciones de hormona o farmaco empleadas en todos los ensayos se prepararon en el

dia de la realizacion del experimento.
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3. METODOLOGIA y ENSAYOS EMPLEADOS

3.1 Medicion de la produccidon de 6xido nitrico en cultivos celulares

La determinacion de la produccién de NO se realizdé en forma indirecta, empleando el
método de Griess. Se midid la generacién de nitritos (NOz), uno de los dos productos
primarios estables y no volatiles del NO. El fundamento de la reaccién quimica se basa en
gue los nitritos reaccionan en forma secuencial con el reactivo de Griess (acido sulfanilicoy
dimetil-a-naftilamina 0.1%) para formar un diazo compuesto coloreado cuya intensidad de
color se determina a 520 nm (Griess 1879).

Las células se sembraron en placas de 12 pocillos con una densidad de 8x10* células/pocillo
en 1 mL de medio de cultivo (DMEM) suplementado con 10% de SFB. Se permitio el
crecimiento celular hasta alcanzar una confluencia del 90%. Luego del tratamiento con la
hormona o SERM durante el periodo de tiempo correspondiente, se tomaron alicuotas del
sobrenadante por duplicado (400 L), las cuales se hicieron reaccionar secuencialmente con
los reactivos A y B de Griess (Laboratorios Britania, Argentina). Se adicionan en forma
sucesiva de 40 pL del reactivo “Griess A” (solucidn acética de acido sulfanilico al 1%) y 40 pL
del reactivo “Griess B” (solucién acética de dimetil-a-naftilamina 0.1%). Se incubaron
durante 5 minutos a temperatura ambiente, y se midié la absorbancia a 520 nm en un lector
de placa Synergy-HT (Biotek) dentro de los 30 minutos siguientes (tiempo de estabilidad de
la reaccidn). La concentracidn de nitritos en las muestras se determiné empleando una
curva estandar realizada en la misma matriz de las muestras (DMEM). Posteriormente las
células se disolvieron en NaOH 1 N para determinar el contenido de proteinas por el método
de Lowry. Los resultados se expresaron como nmoles NO/mg de proteina (Lowry y col.,

1951).

3.2 Tincidn con Giemsa

Se descarté el medio de cultivo de las células y estas se fijaron con formol al 10% durante 5
minutos. Luego de descartar el aldehido se dejé secar completamente a temperatura

ambiente. Se agregd la solucién de Giemsa (diluida 1:20 con agua destilada desionizada)
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durante 20 minutos con agitacidn suave. Se elimind el colorante, se lavé exhaustivamente

con agua (pH 6,4) para eliminar el exceso de colorante, y se secé a temperatura ambiente.

3.3 Proliferacion celular

3.3.1 Conteo celular en cdmara de Neubauer

Para contar el nimero de células en cultivo post-tratamiento, las monocapas celulares se
lavaron con PBS 1X, se tripsinizaron y se resuspendieron en DMEM con 10% SFB para evitar
la protedlisis. Se realizé el recuento de células en cdmara de Neubauer, utilizando los cuatro
cuadrantes de los extremos. Finalmente se determiné la cantidad de células presentes en
la suspensién llevando a cabo el siguiente calculo:

N° de células viables/mL=promedio de células contadas por cuadrante x 10* x factor de
dilucion.

3.3.2 Conteo microscopico de células por campo

Después de la tincidn de Giemsa, el nUmero de células de cada monocapa se cuantifica en
al menos siete campos microscépicos diferentes (400 x) representativos de cada pocillo.
Los resultados se presentaron como media + SD de células / campo de tres experimentos

independientes donde cada condicién individual se realizé por cuadruplicado.

3.3.3 Ensayo MTT

Otra alternativa para medir (Cutiniy col. 2016) proliferacion celular es mediante el ensayo
de conversién de MTT. El mismo se basa en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) a un compuesto de color azul (formazan) por
accion de la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa, permitiendo asi determinar la
funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. La sal coloreada formada es insoluble
en agua, por ello para cuantificar dicho compuesto se lo suele disolver en un compuesto
organico, como el DMSO.

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos con DMEM suplementado con SFB al 10%
(v/v) y se dejaron crecer hasta confluencia del 50-60%. Luego los cultivos se sincronizaron

con DMEM en ausencia de suero durante 24 horas. A continuacidn, se expusieron a la
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hormona/SERM o vehiculo (control) en DMEM fresco con SFB al 1% por el tiempo requerido
para cada ensayo. Finalizado el tratamiento, se retird el medio y se aiadid solucion de MTT
(5 mg/mL) a cada pocillo y se incubé en oscuridad durante 4 horas a 37°C. Inmediatamente
después, el sobrenadante se retird cuidadosamente, los cristales de formazan intracelulares
resultantes se disolvieron en DMSO, y se midié el valor de absorbancia a 550 nm en un
lector de placas (Biotek Synergy-HT). Un aumento en el nimero de células vivas da como
resultado un aumento en la actividad metabdlica total de la muestra. Este aumento se
correlaciona directamente con la cantidad de cristales purpura de formazan formados y con

la absorbancia determinada.

3.4 Migracion celular

La movilizacion celular se evalud utilizando dos procedimientos diferentes:

a) Eliminacién de una hemicapa de células en cada pocillo

b) Realizando un corte transversal a lo largo de la monocapa de células en cada pocillo

Las células se sembraron en placas de 12 pocillos. Después de alcanzar 90% de confluencia,
las células se privaron de suero durante 24 horas. En a) las células se levantaron con la
ayuda de un scraper; en b) se realizo el corte con la punta de un tip. Se procedid a lavar con
PBS (dos veces) para eliminar las células removidas. Se agregd medio DMEM fresco
suplementado con 1% de SFB. Se realizé el tratamiento correspondiente y se incubd a 37°C
hasta finalizar el ensayo. Las células se fijaron con metanol durante 7 minutos y tifieron con
colorante Giemsa durante 20 min. La migracidn celular se cuantificé por recuento del
numero de células que se movilizaron al drea denudada. Se contaron al menos siete campos
microscépicos de cada condiciéon experimental y se calculé el promedio del nimero de
células por campo. Las fotografias fueron registradas utilizando una cdmara digital (Nikon
D3100) acoplada a un microscopio éptico NikonTS100F. Los resultados se expresaron como

numero de células migrantes por campo.
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3.5 RT-PCR

Las células se cultivaron seguin cada disefio experimental y se les permitié crecer hasta un
90% de confluencia. Las monocapas se deprivaron de suero durante 24 horas y luego se
trataron con estrona. La extraccién de ARN total y la obtenciéon del cDNA se realizd
empleando el kit comercial Superscript Il Cells Direct de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Invitrogen™). EIl ADN complementario de cada marcador/receptor de interés se
amplificd mediante PCR utilizando un termociclador (Biometra Uno Il, Biometra, Gottingen,
Alemania). Los ciclos y secuencias de cebadores para la realizacion de PCR fueron los
siguientes:

Era: 94°C, 3 min, 94°C, 605, 62°C, 60s, 72°C, 60, 72°C, 7 min, 32 ciclos; directa: 5'-AAT TCT
GAC AAT CGA CGC CAG 3', inversa: 5'-GTG CTT CAA CAT TCT CCCTCC TC-3'.

BMP2: 95°C, 3 min, 95°C, 60's, 60°C, 60's, 72°C, 60 s, 72°C, 7 min, 32 ciclos; directa: 5'-CAG
AGCTCCAGATTT TTC GG-3', inversa: 5'-CTG GAC TTA AGA CGC TTC CG-3".

Runx2: 95°C, 3 min, 95°C, 60 s, 60°C, 60's, 72°C, 60's, 72°C, 7 min, 32 ciclos; directa: 5'-GTT
ATG AAA AAC CAA GTA GCCAGG T-3 ', inversa: 5'-GTA ATC TGA CTC TGT CCT TGT GGA T-3".
La expresion del gen gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se utilizd como
control de expresiéon y fue corroborado para cada conjunto de experimentos de RT-PCR
(cebador directo: 5'-TCC CTC AAG ATT GTC AGC AA-3 ', cebador inverso: 5'-AGA TCC ACA
ACG GAT ACA TT-3'; pasos de amplificacion: 95°C, 3 min, 94°C, 30 s, 53°C, 30's, 72°C, 45 s,
72°C, 7 min, 35 ciclos). También se procesaron controles negativos (reaccién de PCR sin
muestra). Los productos de amplificacion se resolvieron mediante electroforesis en geles
de agarosa teiidos con bromuro de etidio. La densidad de cada banda en el gel de RT-PCR
se cuantificé utilizando el software Imagel (version 1.43 ¢, NIH, Rasband). El ARNm de cada

muestra se normalizé frente al ARNm de GAPDH.

3.6 Actividad de la enzima fosfatasa alcalina

La actividad de la enzima fosfatasa alcalina (FAL) se midié usando un kit comercial (Wiener
lab. Argentina) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Kanno y col., 2008). Se

empleé como sustrato el p-nitrofenilfosfato (p-NFF) incoloro, el cual es hidrolizado por la
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enzima FAL, produciendo fosfato y p-nitrofenol a pH 9.8. La velocidad de aparicién del p-
nitrofenol (amarillo), es proporcional a la actividad enzimatica de la muestra.

Las determinaciones se realizaron intracelularmente (a) o en el medio extracelular (b). Las
monocapas se cultivaron y trataron segln cada condicion experimental. Se extrajo el medio
de cultivo y se reservé (b), o se lavaron las células con PBS 1X y permeabilizaron usando 100
uL Tris-Tritdn 0.1% en PBS (10 min) a 37°C (a). A todas las muestras se les agregd 50 ylL de
sustrato seguido de una incubacién de 10 min a 37°C, para posteriormente agregar el
reactivo de color y cuantificar el producto a 520 nm. El contenido de proteinas se cuantificd

por el método Lowry. Los resultados se expresaron en Ul x 10 /mg de proteina.

3.7 Estudio de la matriz extracelular:

3.7.1 Depdsito de coldgeno: tincidon con rojo sirio

La presencia de coldgeno en la matriz extracelular se analiz6 mediante tincidn con rojo sirio.
El colorante empleado se disolvid en acido picrico acuoso saturado a una concentracion de
100 mg/100 mL. La solucién de Bouin (fijador) se preparé mezclando 15 partes de acido
picrico acuoso saturado con 5 partes de formaldehido al 35% y 1 parte de acido acético
glacial. Las células se lavaron exhaustivamente con PBS durante una hora antes de fijarlas
con solucion de Bouin. El fijador se elimind y las células se lavaron por inmersién en agua
durante 15 minutos. Las placas de cultivo se secaron a temperatura ambiente. Se afiadi6 1
mL de solucidn del colorante Rojo Sirio durante 1 hora bajo agitacion suave. El colorante se
elimind y se lavé exhaustivamente con agua para eliminar el exceso de colorante. Se
tomaron fotos de campos representativos de los cultivos teflidos usando una camara digital
(Nikon D3100) acoplada a un microscopio 6ptico (NikonTS100F). Se adicioné NaOH (1N)
para solubilizar el colorante. Los niveles de colageno se determinaron midiendo la
absorbancia a 550 nm en un lector de placas (Biotek Synergy-HT). Los resultados se

expresaron como Abs/well (Tullberg-Reinert y col., 1999).
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3.7.2 Mineralizacion

3.7.2.a Depdsito de calcio: cuantificacidon espectrofotométrica

Las matrices extracelulares se descalcificaron con HCl 0.6 mol/L durante 24 horas, y el
contenido de calcio en el sobrenadante se midié por espectrofotometria usando el método
de o-cresolftaleina complexona (Wiener lab, Argentina). Se midié absorbancia a 550 nm en
un lector de placas (Biotek Synergy-HT). Después de la descalcificacion, las células se lavaron
con PBS, se solubilizaron con NaOH 1N y se midid el contenido proteico mediante el método

de Lowry. Los resultados se expresaron como pg de calcio/mg de proteina.

3.7.2.b Nucleos de calcificacion: tincion con rojo de alizarina

La presencia de nédulos de calcio se analizé mediante tincion con rojo de alizarina (Viale-
Bouroncle y col., 2014). Las células en monocapa se fijaron con formol al 10% durante 10
minutos, se tiferon con solucién de Rojo de Alizarina 2% durante 30 minutos a 37° C, y se
lavaron con agua destilada la cantidad de veces necesarias para eliminar residuos del
colorante. Las placas de cultivo tefiidas se fotografiaron utilizando una camara digital (Nikon
D3100) acoplada a un microscopio optico NikonTS100F. Se adicion6 NaOH 1N para
solubilizar el colorante. Los niveles de calcio se determinaron midiendo la absorbancia a
560-590 nm en un lector de placas (Biotek Synergy-HT). Los resultados se expresan como

abs/pocillo (Tullberg-Reinert y col., 1999).

3.8 Medicion de la concentracién de estradiol

Los OB fueron preincubados (1 hora) con equilin en DMEM libre de rojo fenol, luego se
realizaron varios lavados con PBS y se expusieron a estrona 108 M. Se recogié el medio de
incubacién y se midieron los niveles de estradiol utilizando un enzimoinmunoensayo
competitivo quimioluminiscente (Analizadores de sistemas IMMULITE® 2000). El kit
disponible comercialmente muestra una reactividad de ensayo del 100% con 17-beta

estradiol, 0,69% o 0,38% de reactividad cruzada con estrona o equilin respectivamente.
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4. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados presentados se obtuvieron a partir de tres experimentos independientes
llevados a cabo con distintos lotes de animales y distintos cultivos celulares, donde cada
condicion experimental individual se realizd por cuadruplicado (n = 4). Todos los datos se
presentaron como media + desvio estandar. Las comparaciones entre dos medias se
realizaron utilizando la prueba test t-Student (Snedecor y col., 1967). Para comparaciones
multiples se empleé ANOVA de una o dos vias, seguido de la prueba de diferencia minima
significativa de Fisher. Los valores de p inferiores a 0.05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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CAPITULO 1: SISTEMA OSEO

En este capitulo estudiamos el efecto de la estrona sobre la osteoblastogénesis empleando

cultivos de OB desde los 3 hasta 21 dias en cultivo.

1.1 Caracterizacion del sistema experimental

Para caracterizar el sistema experimental para los diferentes estadios de crecimiento y
diferenciacién OB, seleccionamos los siguientes pardmetros.

Estadio proliferativo: ensayos de MTT y conteo celular, expresion de Runx2 y RE a.

Estadio diferenciativo: RE q, actividad FAL, depdsito de coldgeno y contenido de calcio de la
matriz extracelular.

La caracterizacién del sistema experimental se muestra en la Figura 1. Podemos observar
gue la proliferacién celular aumentd hasta el dia 11-12, y luego las células ingresaron en
periodo de menor crecimiento. A su vez, la actividad FAL aumenté marcadamente a partir
del dia 8 hasta el dia 21 de cultivo. El depdsito de colageno en la matriz extracelular se
incremento desde el tercer dia de cultivo, siendo este aumento de mayor magnitud a partir
de los 12 dias. Los niveles de calcio son significativamente mayores a partir de los 15 dias
hasta los 21 dias de cultivo. Mediante la técnica de RT-PCR se evalud el perfil de expresién
de Runx2 y REa a tres tiempos de cultivo; éstas proteinas y la variacién de su sintesis en
funcién del tiempo son caracteristicos del linaje osteobldstico. Los niveles de mensajero de
Runx2 disminuyeron conforme transcurrian los dias de cultivo, lo que concuerda con el
hecho de ser un marcador temprano, contrariamente a la expresion del REa, aumenta con
los dias de cultivo.

Esta figura resume la evolucidon de los marcadores de osteoblastogénesis estudiados,
pudiéndose delimitar una etapa inicial de alta proliferacién en la vida de los OB (1 a 7 dias
de cultivo), con posterior predominio de diferenciacidon celular. Durante este segundo
periodo, estas células expresan marcadores de diferenciacién (8 a 14 dias de cultivo), para

luego en una ultima etapa producirse la mineralizacién de la matriz (15 a 21 dias de cultivo).
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Figura 1: Evolucidn temporal de marcadores de osteoblastogénesis.
Los resultados representan el promedio + desvio estandar de tres experimentos independientes

donde cada condicion se procesé por cuadruplicado (n=4).

Los parametros estudiados concuerdan con lo descripto en literatura para el proceso de
osteoblastogénesis (Gasser y Kneissel, 2017). El analisis de estos parametros nos permitio
validar nuestro modelo experimental, observando que éste es aplicable al estudio del
proceso de osteoblastogénesis. A continuacién, procedimos a evaluar el efecto de la E; en

los diferentes estadios de diferenciacion osteoblastica.
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1.2 Estudio del efecto de la E; en el estadio proliferativo de OB

Estudiamos el efecto de la E1 sobre la expresidon de Runx2 y BMP2 en cultivos de preOB de
3, 5y 15 dias tratados con la hormona durante las ultimas 48 hs de cultivo. Al finalizar los
experimentos las células se lisaron y el ARNm se aislé y amplific6 empleando la técnica de
RT-PCR. En la Figura 2 se observa que los niveles de ARNm para Runx2 aumentaron
significativamente en los tres tiempos de cultivo luego del tratamiento con E1, mientras que

la hormona no afectd la expresién de BMP2.
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Figura 2: Efecto de la E; en el perfil temporal de expresion de ARNm de Runx2 y BMP2.

Se presentan fotografias de un ensayo representativo (A) y el grafico de barras de la
respectiva cuantificacion (B). Los resultados se expresan como la intensidad relativa de cada
banda normalizada sobre los niveles del ARNm de GADPH por analisis densitométrico usando el
software Imagel. Los resultados representan el promedio + desvio estandar de dos experimentos

independientes donde cada condicidn se procesd por cuadruplicado (n=4) *p<0,01 vs control.

Para estudiar la accién de la E1 sobre la proliferacion celular empleamos el ensayo de MTT
y conteo celular. En la Tabla 1 se muestran los resultados de ensayos dosis-respuesta del
efecto del estrégeno, a diferentes tiempos de cultivo. El tratamiento con E; (10° M-107 M)

se realizdé durante las ultimas 48 horas del cultivo.
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Tabla 1: Efecto de la E; en la proliferacion de OB

Cultivos de OB semiconfluentes y sincronizados se incubaron con las dosis indicadas de Ei1. Se midié
la proliferacion a los tiempos indicados mediante el ensayo de MTT, como se describe en
Metodologia. Los resultados representan el porcentaje de estimulo frente al control de tres
experimentos independientes donde cada condicidn se procesé por cuadruplicado (n=4); **p<0,001

y *p<0,01 vs control.

% de estimulo sobre el control
Tratamiento Dias de cultivo
5 7 11 15
E;: 10" M - - - -
5,8 8,5 5,2 38,2
E;108M 'P* ,P* 'P* 'P**
21
E;:10°M - ,PS’O - 1\**'3

Como se puede observar, el tratamiento con el estrogeno en concentracion 107 M no
modificé el crecimiento celular, mientras que el tratamiento con E1 10% M lo incrementé
significativamente respecto al control a partir de los 5 dias de cultivo, con un aumento
maximo a los 15 dias de cultivo. El efecto estimulador de E1 10° M sobre el nimero de
células se detectd a los 7 y 15 dias de cultivo.

El hecho de que los mayores estimulos sobre la proliferacidn celular se detectaran a los 15
dias de cultivo, nos sugiere que la E; favorece el crecimiento de OB diferenciados.

En vista de los resultados obtenidos seleccionamos la dosis de E; 108 M y 15 dias de cultivo
para estudiar el mecanismo a través del cual la hormona modula el crecimiento celular. Para
ello, los tratamientos hormonales se realizaron en presencia o ausencia de

inhibidores/antagonistas especificos. Se emplearon los siguientes compuestos:

e [CI182780: antagonista del RE
e NAME: inhibidor de la NOS
e PD98059 y UO126: inhibidores de la via MAPK

e Equilin: inhibidor de la enzima 173-HSD 1
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En la Figura 3 puede observarse que la presencia del compuesto 1CI182780 suprimio el

efecto proliferativo inducido por Ei. A su vez, el compuesto NAME también bloqueé la

* %k

IC1182780 NAME
Figura 3: Participacion del RE y la NOS en la proliferacion mediada por E;.
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Cultivos de OB semiconfluentes y sincronizados de 15 dias fueron tratados con la hormona durante
las dltimas 48 horas en presencia o ausencia de 1C1182780 y NAME 10uM, agregados una hora antes
del tratamiento. Se utiliz6 el ensayo de MTT como se describe en Metodologia. Los resultados
representan el promedio * desvio estandar de tres experimentos independientes donde cada

condicidn se procesé por cuadruplicado (n=4); **p<0,001 y *p<0,01 vs control.

Continuando con el estudio del mecanismo molecular de E1, en la Figura 4 se evidencia que
antagonistas de la via de sefalizaciéon MAPK (PD98059 y U0O126, inhibidores de MEK1 vy
MEK1/2 respectivamente), antagonizaron el aumento en el nimero de células inducido por

la E1, sugiriendo la participacién de esta via mensajera en el efecto del estrégeno. Estos
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resultados obtenidos por MTT fueron posteriormente confirmados por conteo celular

k%

PD98059 u0126
Figura 4: Participacion de la via de sefalizacion MAPK en la proliferacién estimulada por E;.

(Tabla 2).
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Cultivos de OB de 15 dias sincronizados semiconfluentes fueron tratados con la hormona durante
las ultimas 48 horas de cultivo en presencia o ausencia de PD98059 y U0126 10uM, agregados una
hora antes del tratamiento. Se realizd el ensayo de MTT como se describe en Metodologia. Los
resultados representan el promedio + desvio estdndar de tres experimentos independientes donde

cada condicién se proceso por cuadruplicado (n=4); **p<0,001 vs control.
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Tabla 2: Efecto mitogénico de Ei: ensayo de conteo celular.

OB sincronizados semiconfluentes, cultivados durante 15 dias fueron tratados con la hormona
durante las ultimas 48 horas de cultivo en presencia o ausencia del antagonista I1CI1182780, y los
inhibidores NAME y PD98059 10uM., agregados una hora antes del tratamiento Se contaron células
por campo como se describe en la Metodologia. Los resultados representan el promedio + desvio
estandar de tres experimentos independientes donde cada condicién se procesd por cuadruplicado

(n=4); ¥*p<0.02 vs control.

) Nimero de
Tratamiento .
células/campo

CONTROL 86+11

E; 108 M 121 + 9 **
CONTROL +1CI182780 59+8

10uM

E1 108 M +1C1182780 10uM 568
CONTROL + NAME 10pM 576
E; 10 M + NAME 10uM 405
CONTROL + PD98059 10uMm 569
E; 10® M + PD98059 10uM 44 +9

Posteriormente, decidimos evaluar la accién estimulatoria de la hormona sobre la
proliferacidn, con el objetivo de analizar si el efecto se debe a E1 0 a su conversién a E,. Para
ello seleccionamos el compuesto equilin, inhibidor de la 17B-hidroxiesteroide

deshidrogenasa (17B-HSD) tipo |, enzima responsable de la conversion de E; en Ea.

. 17-8- HSD
Androstenediona =~ =—————)  Testosterona

Aromatasa 1 1 Aromatasa

ESTRONA ) ESTRADIOL
17-6- HSD

Cabe destacar que, previamente en nuestro laboratorio, se demostré la especificidad del
equilin (Eq) como inhibidor de la 173-HSD 1 (Rauschemberger y col., 2008).
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Siendo que la enzima se expresa en OB, evaluamos si el estimulo sobre la proliferacion
inducido por estrona era dependiente de la conversién a estradiol. En la Figura 5 mostramos
gue en presencia de Eq, la accidn estimulante de la hormona sobre el crecimiento celular
se sostiene (31% vs 37%, E1-Eq vs E1+EQq). Estos datos demuestran que el efecto proliferativo

se debe a la accién de la hormona per se, y no a su conversion a Es.
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Figura 5: Efecto proliferativo de E; en presencia de Eq.

Cultivos de OB de 15 dias fueron tratados con la hormona durante las ultimas 48 horas de cultivo
en presencia o ausencia de Eq 10uM, agregado una hora antes del tratamiento. Se estudio el efecto
sobre la proliferacion mediante el ensayo de MTT. Los resultados representan el promedio * desvio
estandar de tres experimentos independientes donde cada condicidn se procesd por cuadruplicado

(n=4); **p<0,001 vs control.

Para corroborar la capacidad del Eq para inhibir la sintesis de E, a partir de la E; empleada
en los tratamientos de las monocapas celulares, se midieron los niveles de E; en el medio
de cultivo. Los resultados de la Tabla 3 muestran que, en ausencia del Eq, los niveles de E;

aumentan significativamente luego del tratamiento con Ei. En presencia de Eq, no hay
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cambios respecto al control, lo g demuestra que el compuesto suprimid la sintesis de E; a

partir de E;.

Tabla 3: Dosaje de niveles de E; en medio de cultivo de OB.

OB cultivados durante 15 dias fueron pretratados con equilin 10 uM durante una hora, y luego
tratados con la hormona durante las ultimas 48 horas de cultivo. Se dosaron los niveles de E; en el
medio de cultivo en cada una de las condiciones. Los resultados se expresan en pg de E> /mL, y
representan el promedio + desvio estdndar de dos experimentos independientes donde cada

condicién se procesé por cuadruplicado (n=4); *p<0,05 respecto a cada control.

Niveles de E; (pg/mL)
Tratamiento - Eq 10 uM
+ +
CONTROL 23,5+1.8 21,2+1.5
34,07 £3.6 239+2.1
B * n.s

Con los datos presentados hasta aqui podemos sugerir que la E1 per se estimula la
proliferacion de los OB, a través de un mecanismo que comprende la participacion del RE 'y
de las vias de seiializacién NOS y MAPK. La accidn de la hormona es independiente de la

conversion de E; a E;.

1.2.1 Efecto de la E; sobre la produccion de NO

En vista de los resultados obtenidos en la Figura 3 con el inhibidor de la via mensajera NOS
(NAME), estudiamos si la hormona regula la produccién de NO en cultivos de OB. La
produccién de este mensajero es una medida de la activacion de la enzima NOS, evento que
se produce en intervalos de tiempo muy cortos. Es por ello que luego de 48 horas de
tratamiento con Ej, se realizé un nuevo pulso hormonal a los tiempos indicados (Figura 6)
para activar la enzima presente en las células y posteriormente cuantificar el NO producido.
Observamos que E1 estimuld la produccidon de NO a los 5, 10y 20 minutos en un 106%, 23%

y 50% respectivamente (Figura 6).
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Figura 6: Efecto de la E; sobre la produccion de NO en OB de 9 dias de cultivo: ensayo tiempo-

respuesta.

OB cultivados durante 9 dias en DMEM-OB suplementado con 1% de SFB, fueron tratados durante
las Ultimas 48 horas de cultivo con E; 108M, més un pulso de 2, 5, 10 y 20 minutos con la misma
concentracién de la hormona. La produccion de NO se midid mediante la técnica de Griess. Los
resultados corresponden al promedio * desvio estandar de cuatro experimentos independientes
donde cada condicion se procesé por cuadruplicado (n=4); **p<0,01 respecto al valor de cada

control.

Evaluamos la participacién del RE en el aumento sobre la produccion de NO inducido por
E;. Para ello, monocapas de OB de 9 dias de cultivo fueron tratadas con la hormona durante
10 minutos, en presencia y ausencia del antagonista ICI182780. En la Figura 7 observamos
gue el estimulo en la produccién de NO ejercido por la hormona fue suprimido en presencia
del antagonista del RE. Los resultados presentados en esta figura nos sugieren que la E;

modula la actividad de la NOS, a través de una via que es dependiente del RE.
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Figura 7: Efecto del antagonista 1C1182780 en la produccién de NO estimulada por E;.

Los OB cultivados durante 9 dias en DMEM-0OB suplementado con 1% de SFB, fueron tratados
durante las ultimas 48 horas de cultivo con E; 10®%M, mas un pulso de 10 minutos con la misma
concentracién de la hormona, en presencia o ausencia de ICI182780 10 uM, agregado una hora
antes del tratamiento. La produccién de NO se midié mediante la técnica de Griess. Los resultados
corresponden al promedio + desvio estdndar de cuatro experimentos independientes donde cada

condicidn se procesé por cuadruplicado (n=4); **p<0,01 respecto al valor de cada control.

Seguidamente estudiamos la acciéon de la E; sobre la migracién de los OB, utilizando el
ensayo de reparacion de la herida. La Figura 8A muestra que 72 horas luego del tratamiento
con Ei, las células se movilizaron hacia el area denudada cerrando casi completamente la
herida. El grafico de barras de la Figura 8B muestra la cuantificacién del ensayo. Observamos

que la hormona estimuld significativamente la movilidad celular en un 65% sobre el control.
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Figura 8: Efecto de la E; sobre la migracion de OB.

Los OB fueron cultivados por 7 dias en DMEM-OB suplementado con 1% de SFB. Se realizd un corte
transversal y se removid un sector de la monocapa como se describe en Metodologia. Las células se
trataron con E; 10® M durante las Gltimas 72 horas de cultivo. A- Fotos de campos representativos
de cultivos tefiidos con Giemsa; las lineas punteadas delimitan el sector denudado de células (la
escala representa 500 pum, 40X). B- Cuantificacién de la migracidn: los resultados representan el
promedio + desvio estandar del nimero de células migrantes por campo de tres experimentos
independientes donde cada condicion se procesé por cuadruplicado (n=4). **p<0,01 respecto al

control.
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Resumen

Los datos obtenidos nos muestran que en células osteobldsticas la E; estimula el
crecimiento, migracion y produccion de NO, en forma especifica y no por conversion a E.
El mecanismo de accion de la hormona involucra la participacion del RE y de las vias de

senalizacion MAPK y NOS.
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1.3 Evaluacion efecto de la E; en el estadio diferenciativo de OB

Inicialmente, evaluamos la accién de la hormona sobre la actividad FAL. Dado que FAL es
una enzima intracelular que se libera al medio intersticial, procedimos a determinar su
actividad tanto en lisados celulares como en el medio de incubacion celular. Inicialmente,
evaluamos el efecto de la E; 10® M sobre la actividad enziméatica en OB de distintos estadios
de crecimiento celular: 5,8, 12 y 21 dias de cultivo.

En la Figura 9A se muestran los resultados de la medicion de FAL en los lisados celulares.
Podemos ver que a tiempos cortos de cultivo no se observaron diferencias significativas en
la actividad FAL entre control y tratado. A partir del dia 8 evidenciamos que la actividad es
estimulada por la Ei, siendo maxima a los 12 dias, con un incremento del 40 % sobre el
control. La Figura 9B muestra la actividad enzimatica en el medio de cultivo. Al igual que se
observa en la Figura 9A, la hormona no modificé la actividad FAL a los 3 y 5 dias de cultivo.
En el medio de cultivo de OB de 8 y 12 dias, la E1 estimuld la actividad de la enzima en un

35% vy 41% respectivamente, sin mostrar diferencias significativas en los cultivos de 21 dias.

68



RESULTADOS - Capitulo 1

A-
12,00
* %k
10,00
ey
°
S 8,00
[eTo]
S
~
~ 6,00
9! * %k
2 4,00
)
< * %
[N
2,00 I I
3 5 8 12 21
Dias de cultivo
B CONTROL mE;108M
B-
35,00
30,00
=
© 25,00
o
oo
€ 20,00
S~
3 15,00 %
é %k
— 10,00
<
[
5,00 I I
3 5 8 12 21

Dias de cultivo

B CONTROL W E,;108M

Figura 9: Efecto de la E; en la actividad FAL osteoblastica.

OB de 3,5, 8, 12 y 21 dias, fueron cultivados en DMEM-OB y se trataron con E; 10® M durante las
ultimas 48 horas de cultivo. Los resultados corresponden a la actividad FAL detectada en lisados
celulares (A) y en medio de cultivo (B) + desvio estdndar de tres experimentos independientes donde

cada condicién se proceso por cuadruplicado (n=4); **p< 0,001 respecto a cada control.
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Posteriormente realizamos un estudio comparativo de la accién de la E; sobre la actividad
FAL, con la de otros agonistas del RE como el E; y el SERM Raloxifeno (Ral). A partir de los
datos de la Figura 9, seleccionamos cultivos de OB de 12 dias ya que es el tiempo donde se
observaron los mayores efectos de la E;.

La Figura 10 muestra que ambos estrégenos nativos, E1 y Ez, estimularon la actividad FAL
en magnitudes equivalentes (38% y 41% respectivamente). Paralelamente el tratamiento
con el SERM Ral aumentd la actividad FAL en una magnitud significativamente mayor (82%

sobre control).

7,00 #

6,00

5,00

4,00

3,00

FAL (Ul.102/ mg prot.)

2,00
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0,00
CONTROL E, 108 M E,108M  Ral108M
Figura 10: Comparacion de los efectos de E1, E; y Ral, en la actividad FAL de OB en cultivo.
OB fueron cultivados por 12 dias en presencia o ausencia de Ej, E; o Ral 10® M, adicionados durante
las ultimas 48 horas de cultivo. Los resultados corresponden al promedio + desvio estandar de tres
experimentos independientes donde cada condicion se procesé por cuadruplicado (n=4).

**p< 0,001 respecto al control; # p< 0,001.
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A continuacidn, para evaluar las vias de sefializacion implicadas en el mecanismo de accidn
de la estrona sobre la actividad FAL, empleamos la estrategia descripta anteriormente. Se

utilizaron los compuestos:

e NAME: inhibidor de la NOS

e PD98059 y UO126: inhibidores de la via de sefalizacion MAPK
e |CI182780: antagonista del RE citosélico/nuclear

e G15: antagonista del RE de membrana GPR30

e Equilin: inhibidor de la enzima 173-HSD 1

Como se observa en la Figura 11, la presencia de los inhibidores PD98059 y UO126 suprimio
completamente el efecto estimulatorio de la E1 en la actividad FAL. A su vez, los resultados
muestran que la via mensajera NOS modula parcialmente la actividad enzimatica inducida
por la hormona, ya que el compuesto NAME redujo parcialmente el incremento en la

actividad FAL (# p<0,001).
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Figura 11: Estudio de la via de sefalizacion NOS y MAPK en la actividad FAL estimulada por E;.

OB de 12 dias fueron tratados con la hormona durante las Gltimas 48 horas de cultivo en presencia
o ausencia de NAME, PD98059 y U0O126 10uM, agregados una hora antes del tratamiento. Se
cuantifico la actividad FAL en el lisado celular como se describe en Metodologia. Los resultados
representan el promedio + desvio estdndar de tres experimentos independientes donde cada

condicidn se procesé por cuadruplicado (n=4); **p<0,001 vs control, # p<0,001.

Para estudiar la participacion del RE consideramos no sélo al receptor citosdlico /nuclear,
sino también al GPR30 localizado en membrana, es por ello que se emplearon los
antagonistas IC1182780 y G15, respectivamente. En la Figura 12 observamos que 1CI182780
suprimio parcialmente el efecto de la E; sobre FAL, manteniéndose un estimulo significativo
del 11% respecto al control. Cuando las células se preincubaron con G15 también se detectd
una reduccidn parcial de este parametro, manteniéndose un estimulo del 31% respecto al
control correspondiente. El tratamiento combinado con ambos antagonistas mostré una

supresion total del efecto mediado por la hormona en la actividad FAL. Estos resultados nos
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sugieren que la E; estimula esta actividad enzimdatica mediante la participacion de ambos
tipos de RE: citosdlicos/nucleares, y de membrana, GPR30.
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Figura 12: Estudio de la participacion de los RE citosélicos/nucleares y del GPR30 en la actividad
FAL estimulada por E;.

Los OB se cultivaron en DMEM-OB durante 12 dias, y se trataron con la hormona durante las ultimas
48 horas de cultivo en presencia o ausencia de: 1C1182780 10 uM, G15 10° M o ICI182780 10 uM +
G15 10° M, agregados una hora antes del tratamiento. Se cuantificd la actividad FAL en el lisado
celular como se describe en Metodologia. Los resultados representan el promedio + desvio estandar
de tres experimentos independientes donde cada condicidn se procesé por cuadruplicado (n=4);

**p<0,001 vs control, a p<0,001, b p<0,01.

A continuacion, se evalud la especificidad de la accién de E;, sobre la actividad FAL en
presencia de diferentes concentraciones de equilin. Los resultados de la Figura 13 muestran
que el estimulo inducido por la hormona no se modificé en presencia de Eq, lo que sugiere

que el efecto es propio de la E1 y no por conversion al E;.
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Figura 13: Actividad FAL: efecto de la E; en presencia de Eq

OB de 12 dias fueron cultivados en DMEM-OB, y tratados con la hormona durante las ultimas 48
horas de cultivo, en presencia o ausencia de equilin 1, 10 o 50 uM, agregado una hora antes del
tratamiento. La actividad FAL se midié en el lisado celular como se describe en Metodologia. Los
resultados corresponden al promedio + desvio estandar de tres experimentos independientes

donde cada condicidn se procesé por cuadruplicado (n=4); **p< 0,001 respecto a cada control.

Seguidamente procedimos a estudiar la matriz extracelular. Es sabido que ésta esta
constituida por componentes proteicos que otorgan estabilidad, rigidez y estructura dsea.
De estos componentes, seleccionamos la proteina mayoritaria: el coldgeno. Se evalud el
efecto de la E1 sobre el depdsito extracelular de colageno. Para ello las monocapas celulares
se sometieron a los tratamientos indicados y luego se visualizé la presencia de coldgeno en
la matriz extracelular por tincién con rojo sirio. El color rojo pardizo identifica las redes de
coldgeno.

En la Figura 14 A se observa que en los cultivos tratados con la hormona hay una mayor
intensidad de coloracién rojiza, correspondiente a un aumento en el depésito de la proteina

luego del tratamiento. En la Figura 14 B, el grafico de barras muestra la cuantificacidn
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correspondiente. La hormona estimulé significativamente el depdsito de coldgeno en un

21% sobre el control.
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Figura 14: Efecto de E; sobre el depésito de colageno extracelular.

Los OB cultivados en DMEM-OB durante 21 dias se trataron durante las ultimas 48 horas de cultivo
con la hormona. El depdsito de colageno se determind por tincion del colorante rojo sirio, como se
describe en Metodologia. A- Fotos de campos representativos de las condiciones experimentales
(100X). B- Cuantificacion por solubilizacion del colorante. Los resultados corresponden al promedio
(Abs/well) + desvio estandar de tres experimentos independientes donde cada condicidn se procesé

por cuadruplicado (n=4). **p< 0,01 respecto al control.

Como se menciond en la introduccidn, la matriz extracelular estd formada por proteinas y,
en un 65%, por un componente mineral constituido por nédulos de calcio formados por
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cristales de hidroxiapatita. Para evaluar el contenido mineral, empleamos dos estrategias:
a) cuantificar los niveles de calcio por extraccidn acida y cuantificacidén espectrofotométrica,
b) evidenciar la presencia de nédulos de calcio por tincién con rojo de alizarina.

Primero, se estudid el efecto de E; 108 M sobre la calcificacidn de la matriz de OB a distintos
tiempos de cultivo: 3, 5, 8, 12, 15 y 21 dias. En la Figura 15 se observa que el tratamiento
con la hormona estimuld significativamente el depdsito del mineral, desde los 3 dias de
cultivo (15 A), observandose el mayor efecto de la E1 entre los dias 12 y 15 de cultivo (40%
y 48% respectivamente). Estos resultados se correlacionan con una disminucién en el

contenido de calcio en el medio de cultivo (15 B).
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Figura 15: Efecto de E; en la calcificacidn de la matriz osteoblastica.

Los OB se cultivaron en DMEM-OB durante 3, 5, 8, 12, 15 y 21 dias, y se trataron con E; 10 M
durante las ultimas 48 horas de cultivo. El calcio se cuantificé como se describe en la Metodologia.
A- niveles de calcio depositados en matriz; B- niveles de calcio en medio de cultivo. Los resultados
corresponden al promedio + desvio estandar de tres experimentos independientes donde cada

condicidn se procesé por cuadruplicado (n=4); *p<0,05, **p<0,01 respecto a cada control.
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A continuacién, realizamos un estudio comparativo de la accién estimulatoria de la estrona
sobre la mineralizacidn, con la de otros agonistas del RE como el E; y el SERM Ral. Como se
puede observar en la Figura 16, tanto los estrégenos nativos E1 y E; como el SERM,
estimularon en una magnitud semejante el depdsito del mineral en la matriz extracelular.
Los tratamientos combinados de E1 con E; o E1 con Ral, también exhibieron un estimulo
significativo en el depdsito de calcio, sin detectarse efectos aditivos, sinérgicos o

antagonicos.
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Figura 16: Comparacion de los efectos de E;, E; y Ral, en el depésito de calcio en matriz.

Cultivos de OB de 15 dias se trataron con Es, E,, Ral 10® M, o combinaciones de éstos, durante las
ultimas 48 horas de cultivo. El calcio se cuantificd en la matriz extracelular, como se describe en
Metodologia. Los resultados corresponden al promedio + desvio estandar de tres experimentos
independientes donde cada condicidon se procesod por cuadruplicado (n=4). **p< 0,01 respecto al

control.
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Procedimos a estudiar el mecanismo de la accidn mineralizadora de la estrona siguiendo la
misma estrategia empleada en los ensayos de actividad FAL. En la Figura 17 podemos
observar que la presencia de los inhibidores NAME, PD98059 y UO126, suprimid totalmente
el estimulo de la E; sobre el depdsito de calcio en la matriz extracelular. Estos datos nos
sugieren que la hormona favorece la mineralizacién a través de un mecanismo de accién

hormonal que comprende la participacion de la NOS y de la via mensajera MAPK.
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Figura 17: Estudio de la participacion de la via de sefializacion NOS y MAPK en el depdsito de calcio
estimulado por E;.

Cultivos de OB de 15 dias fueron tratados con la hormona durante las Gltimas 48 horas de cultivo,
en presencia o ausencia de NAME, PD98059 y U0O126 10 uM, agregados una hora antes del
tratamiento. Se cuantificé el calcio en matriz extracelular como se describe en la Metodologia. Los
resultados representan el promedio + desvio estandar de tres experimentos independientes donde

cada condicidn se proceso por cuadruplicado (n=4); **p<0,001 vs control, a p<0,001 vs E;.

Al evaluar la participacién de los RE, observamos (Figura 18) que la presencia del compuesto

ICI182780 suprimid parcialmente el efecto de la E; sobre el depdsito de calcio, persistiendo
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un aumento del 14% respecto al control. Cuando se preincubd con el compuesto G15,
también se detecté una inhibicién parcial, con una accién estimulatoria remanente del 24%
respecto al control. Al utilizar ambos antagonistas en forma simultanea, la supresion fue
total. Estos resultados nos sugieren que Ei1 estimula el depdsito de calcio en la matriz

extracelular mediante la participacion de los RE citosélicos/nucleares y del GPR30.
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Figura 18: Participacion de los RE nucleares y del GPR30 en el depdsito mineral estimulado por E;.
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Los OB se cultivaron en DMEM-OB durante 15 dias, y se trataron con la hormona durante las ultimas
48 horas de cultivo, en presencia o ausencia de: 1C1182780 10 uM, G15 10°M 0 1CI182780 10 puM +
G15 10° M, compuestos agregados una hora antes del tratamiento. El calcio se cuantificé en la
matriz extracelular, como se describe en la Metodologia. Los resultados corresponden al promedio
+ desvio estandar de tres experimentos independientes donde cada condicién se procesd por

cuadruplicado (n=4). *p<0,05, **p<0,01 respecto a cada control, a p<0,01, b p<0,01.

A continuacién, evaluamos el efecto de la E1 en presencia y ausencia del inhibidor equilin.

En la Figura 19 podemos observar que el estimulo inducido por la hormona no se modificé
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al inhibir la enzima 17B-HSD con equilin, a ninguna de las dosis ensayadas. Esto sugiere que

el aumento en el depésito mineral es propio de la E1 y no por conversién a Ez.
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Figura 19: Calcificacion de la matriz extracelular: efecto de la E; en presencia de Eq.
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OB de 15 dias fueron cultivados en DMEM-OB, y tratados con la hormona durante las Ultimas 48
horas de cultivo, en presencia o ausencia de equilin (1, 10 o 50 uM) agregado una hora antes del
tratamiento. El calcio se cuantificé en matriz extracelular como se describe en la Metodologia. Los
resultados corresponden al promedio + desvio estandar de tres experimentos independientes

donde cada condicidn se procesd por cuadruplicado (n=4). **p<0,01 respecto a cada control.

Finalmente estudiamos el proceso de mineralizacidn de la matriz a través de la visualizacion
de la presencia de nédulos de calcio, empleando la tinciédn de rojo de alizarina. Para ello,
utilizamos OB de 21 dias, los cuales fueron tratados con E; durante las Gltimas 48 horas de
cultivo. La Figura 20 muestra imagenes de un ensayo representativo (A) y la cuantificacion
del contenido de calcio de los nddulos luego de la extraccién del colorante con NaOH 1 N

(B). En la Figura 20 A se distingue un aumento en el nimero de nucleos de calcificacion en
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los cultivos tratados con E1; el grafico de barras de la Figura 20 B muestra que la hormona

estimuld la formacion de nddulos de calcificacidon en un 22% sobre el control.
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Figura 20: Efecto de la E; sobre la calcificacion de la matriz.

OB cultivados durante 21 dias en DMEM-OB, se trataron durante las Ultimas 48 horas con E1 10%M.
El calcio depositado se cuantificd por resuspension del colorante rojo de alizarina con NaOH como
se describe en la Metodologia. Las fotos muestran campos representativos de las condiciones
experimentales (100X). Los resultados corresponden al promedio (Abs/well) + desvio estandar de
tres experimentos independientes donde cada condicién se procesd por cuadruplicado (n=4).

**p<0,01 respecto al control.
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Resumen

Los resultados presentados en esta segunda parte del Capitulo 1 acerca del estudio de la
accion de la E; sobre la diferenciacion de OB, muestran que la hormona estimula la
actividad FAL, promueve el deposito extracelular de coldgeno y la mineralizacion de la
matriz. La accidn diferenciativa es propia de la E;, y comprende la participacion de los dos

tipos de RE y las vias mensajeras NOS y MAPK.
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CAPITULO 2: RALOXIFENO

Los resultados presentados en el Capitulo 1 constituyeron el primer reporte en la literatura
internacional que evidencidé una accién directa de la estrona como reguladora de la
osteoblastogénesis. Nos planteamos investigar si en nuestro sistema experimental (cultivos
primarios de OB) esos mismos pardmetros podrian ser modulados por otro agonista del RE.
Seleccionamos al raloxifeno (Ral), un modulador selectivo de los receptores de estrégeno
(SERM), farmaco que a nivel éseo disminuye la resorcidn dsea. Clinicamente su uso esta
indicado para la prevencién de fracturas vertebrales en mujeres postmenopausicas con
osteoporosis. Si bien su accidn terapéutica sobre la densidad mineral 6sea ha sido
claramente establecida, el mecanismo celular y molecular del Ral sobre Ila
osteoblastogénesis ha sido objeto de escasas investigaciones.

En este capitulo presentamos los resultados del efecto del Ral sobre los pardmetros de
osteoblastogénesis que son modulados por la Ei;. Empleamos la misma estrategia
experimental que en el capitulo anterior: cultivos OB tratados 48horas con Ral en presencia
o ausencia de los antagonistas o inhibidores (1C1182780; NAME; PD98059) segun el objetivo

del experimento.

2.1 Efecto del Ral en el estadio proliferativo de OB

Comenzamos evaluando el efecto del SERM sobre el crecimiento celular y las vias
mensajeras involucradas. La Figura 21 muestra que el SERM ejercio un estimulo moderado
(7% p<0,001 vs control) en la proliferacidn de cultivos de OB de 15 dias. La presencia del
compuesto ICI182780 suprimio la accidon mitogénica del Ral, evidenciando la participacion
del RE. Por su parte, en presencia de los compuestos NAME o PD98059, el estimulo inducido
por el Ral fue suprimido. Estos resultados sugieren que la accién proliferativa de SERM

involucra la participacién de las vias de sefializacion NOS y MAPK.
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Figura 21: Efecto del Ral sobre la proliferacidn celular: participacion del RE y las vias NOS y MAPK.
OB sincronizados semiconfluentes de 15 dias fueron tratados con Ral 10® M durante las Gltimas 48
horas de cultivo en presencia o ausencia de IC1182780, NAME o PD98059 10uM, agregados una hora
antes del tratamiento. Se estudio el efecto en la proliferacién mediante el ensayo de MTT como se
describe en la Metodologia. Los resultados representan el promedio + desvio estandar de tres
experimentos independientes donde cada condicién se procesd por cuadruplicado (n=4); **p<0,001

vs control.

Dado que los datos de la figura anterior postulan la participacién de la NOS, procedimos a
estudiar la accién del Ral sobre la produccidon de NO. La Figura 22 muestra el perfil de la
produccién de este mensajero. EIl SERM estimuld su sintesis (29% - 65%) a todos los tiempos
de tratamiento ensayados, exhibiendo una cinética semejante a la del grupo control. El
perfil temporal de la accidn del Ral sobre la produccion de NO es semejante al exhibido por

la E1 (Figura 6, Capitulo 1).
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Figura 22: Efecto del Ral sobre la produccion de NO en OB de 9 dias de cultivo: ensayo tiempo-

respuesta.

Monocapas de OB cultivados durante 9 dias en DMEM-OB suplementado con 1% de SFB, fueron
tratadas durante las Ultimas 48 horas de cultivo con Ral 108 M, mds un pulso de 2, 5, 10y 20 minutos
con la misma concentracién del SERM. La produccion de NO se midiéd mediante la técnica de Griess.
Los resultados corresponden al promedio * desvio estdndar de cuatro experimentos independientes

donde cada condicion se procesé por cuadruplicado (n=4), **p<0,01 respecto al valor de cada

control.
El estimulo del farmaco se evalué también en un estadio de mayor diferenciacién (15 dias

de cultivo). Como se observa en la Tabla 4, el SERM indujo un incremento del 140 % en la

produccién de NO (44% y 140%, 9 y 15 dias respectivamente).
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Tabla 4: Efecto del Ral en la produccion de NO, en OB de distintos tiempos de cultivo.

Cultivos confluentes de OB, incubados durante 9 y 15 dias en DMEM-0OB suplementado con 1% de
SFB, fueron tratados durante las Ultimas 48 horas de cultivo con Ral 108 M, mas un pulso de 15
minutos con la misma concentracion del fdrmaco. La produccién de NO se midié mediante la técnica
de Griess. Los resultados corresponden al promedio + desvio estandar de cuatro experimentos
independientes donde cada condicidn se procesd por cuadruplicado (n=4); **p<0,01 vs cada

control.

Dias de cultivo
Tratamiento
9 15
CONTROL 6,451+ 0,32 19,37 £ 0,97
nmol nitritos / mg
9,28 £ 0,29 46,90
prot Ral 10 M
% % %k %

A continuacion, evaluamos la accion del SERM sobre la migracion celular empleando el
ensayo de reparacion de la herida. Luego de realizar el corte, las monocapas de OB fueron
expuestas al SERM durante 72 horas. La Figura 23 A muestra que los OB se movilizaron
hacia el 4rea denudada luego de 72 horas de tratamiento con Ral, cerrando parcialmente la
herida. La cuantificacion del ensayo muestra que el estimulo en la movilidad celular fue del

71% sobre el control.
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Figura 23: Efecto del Ral sobre la migracion de OB.

Los OB fueron cultivados 7 dias en DMEM-0B suplementado con 1% de SFB. Se realizd un corte
transversal y se removid un sector de la monocapa de OB como se describe en la Metodologia. Las
células se trataron con Ral 10® M durante las dltimas 72 h de cultivo. A- Se muestran fotos de
campos representativos de cultivos tefiidos con Giemsa. Las lineas punteadas delimitan el sector
denudado de células (la escala representa 500 um, 40X). B- Los resultados representan el promedio
+ desvio estandar del nimero de células migrantes por campo de tres experimentos independientes

donde cada condicion se procesé por cuadruplicado (n=4). **p<0,01 respecto al control.
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2.2 Efecto del Ral en el estadio diferenciativo de OB

Para evaluar la accion del SERM sobre el proceso de diferenciacion osteoblastica, en
primera instancia, analizamos la accién del farmaco sobre la actividad FAL. Se midi6 la
actividad enzimatica en el lisado celular (3, 5, 8, 12, 15 y 21 dias). En todos los casos, los OB
fueron tratados con Ral 10®M durante las ultimas 48 horas.

En la Figura 24 podemos ver que, a tiempos cortos de cultivo, no se observaron diferencias
significativas en la actividad FAL entre el control y el tratado. A partir de los 8 dias, la
actividad enzimatica aumenté marcadamente, y fue estimulada por el Ral. El maximo efecto

del SERM (75% respecto al control) se observd a los 12 dias de cultivo.
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Figura 24: Efecto del Ral en la actividad FAL de cultivos de OB.
OBde3,5,8,12,15y 21 dias, fueron cultivados en DMEM-OB y tratados con Ral 10® M durante las
ultimas 48 horas de cultivo. La actividad FAL se cuantificé como se describe en la Metodologia. Los
resultados corresponden a la actividad FAL detectada en lisados celulares + desvio estandar de tres
experimentos independientes, donde cada condicidn se proceso por cuadruplicado (n=4), **p<0,01

respecto a cada control.
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Para evaluar el efecto del farmaco sobre la matriz extracelular, estudiamos la accién del Ral
sobre el depésito de coldgeno. Las imagenes de la Figura 25A revelan un mayor depdsito de
colageno en el grupo tratado con Ral, evidenciado por una mayor intensidad de coloracion.
La Figura 25 B muestra la cuantificacién correspondiente, detectandose un incremento del

20% sobre el control.
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Figura 25: Efecto del Ral sobre el depésito de colageno extracelular.

Los OB cultivados en DMEM-0B durante 21 dias se trataron con Ral durante las ultimas 48 horas de
cultivo. El depdsito de colageno se determiné por tincidn del colorante rojo sirio como se describe
en la Metodologia. A- Fotos representativas de campos segln condiciones experimentales (100X).
B- Cuantificacidn por solubilizacién del colorante. Los resultados corresponden al promedio + desvio
estandar de tres experimentos independientes donde cada condicidn se procesd por cuadruplicado

(n=4), **p< 0,01 respecto al control.

Para finalizar, estudiamos el efecto del SERM sobre la mineralizacién de la matriz. cultivos
deOBde 3,5, 8, 12, 15y 21 dias, se trataron con Ral 10 M durante las Ultimas 48 horas de

cultivo, y se procedié a medir el calcio depositado por cuantificacién espectrofotométrica.

93



RESULTADOS - Capitulo 2

En la Figura 26 observamos que luego del tratamiento con el farmaco, aumentd
significativamente el contenido de calcio en la matriz respecto al control, a todos los
tiempos de cultivo. La mayor accidn estimulatoria se detecté a los 15 dias (44% respecto al

control).
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Figura 26: Efecto del Ral en la calcificacidn de la matriz osteobldstica.

Los OB se cultivaron en DMEM-OB durante 3, 5, 8, 12, 15 y 21 dias, y se trataron con Ral 10% M
durante las ultimas 48 horas de cultivo. El calcio se cuantificd como se describe en la Metodologia.
Los resultados corresponden al porcentaje de calcio depositado en la matriz extracelular respecto
al control £ desvio estandar de tres experimentos independientes donde cada condicidn se procesd

por cuadruplicado (n=4). **p< 0,01 respecto a cada control.

Evaluamos la participacion del RE en la accién del SERM sobre la actividad FAL y la
mineralizacion extracelular. La Figura 27A muestra que la presencia del compuesto
IC1182780 suprimid parcialmente el estimulo inducido por el Ral en la actividad FAL,
persistiendo un 22% de incremento sobre el control en presencia del antagonista. En

cambio, la supresidon dada por el ICI182780 fue total cuando se evalud la mineralizacién
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(Figura 27B). El aumento en el depdsito de calcio provocado por el Ral se anulé por
completo en presencia del antagonista. Ambos resultados sugieren la participacién del RE
citosdlico/nuclear en el mecanismo de accion por el cual el farmaco activa la FALy estimula

la mineralizacion.
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Figura 27: Participacion del RE en la actividad FAL y el depdsito mineral estimulados por Ral.

Los OB se cultivaron en DMEM-0B durante 12 dias (A) o 15 dias (B), y se trataron con el SERM
durante las ultimas 48 horas de cultivo en presencia o ausencia de 1C1182780 10 uM, agregado una
hora antes del tratamiento. La actividad FAL se cuantificd en el lisado celular (A); el depdsito de
calcio en matriz se midié por extraccion acida (B), como se describe en la Metodologia. Los
resultados corresponden al promedio + desvio estandar de tres experimentos independientes
donde cada condicién se procesé por cuadruplicado (n=4); **p<0,01 respecto a cada control,

#p<0,01.

Respecto a las vias de sefalizacién involucradas en la accién del farmaco, en la Figura 28A
podemos ver que, respecto a la activacion de la enzima FAL, ninguna de las vias analizadas
participaria en la accidn estimulatoria del Ral ya que la presencia de los compuestos NAME,
PD98059 y UO126 no afectd la accidén del SERM. En cambio, en la Figura 28 B observamos

un resultado opuesto. Sobre la mineralizacién, la accién estimulatoria del Ral si involucra la
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participacién de las vias mensajeras NOS y MAPK, ya que en presencia de los compuestos

NAME, PD98059 o UO126 se suprimio la accion del farmaco.
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Figura 28: Participacion de las vias NOS y MAPK en la actividad FAL y el depdsito mineral,
estimulados por Ral.

Los OB se cultivaron en DMEM-0B durante 12 dias (A) o 15 dias (B), y se trataron con el SERM
durante las ultimas 48 horas de cultivo en presencia o ausencia de NAME, PD98059 y UO126 10 uM,
agregados una hora antes del tratamiento. La actividad FAL se cuantificé en el lisado celular (A); el
depdsito de calcio en la matriz se midié por extraccion acida (B), como se describe en la
Metodologia. Los resultados corresponden al promedio + desvio estandar de tres experimentos
independientes donde cada condicidn se procesé por cuadruplicado (n=4); **p<0,01 respecto a

cada control.
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Resumen

Estos datos evidencian que el Ral promueve el crecimiento y la diferenciacion
osteobldstica. El SERM estimulo la proliferacion, migracion celular y produccion de NO. A
su vez, el fdrmaco indujo la actividad FAL, el depésito de coldgeno y mineralizacion de la
matriz de cultivos de OB. El mecanismo de accion del SERM involucra al RE, las vias de
senalizacion NOS y MAPK. Los resultados muestran un efecto del SERM semejante al de la

E;.

Por ultimo, realizamos un andlisis comparativo de la accion de los moduladores del receptor
de estrégenos sobre la osteoblastogénesis. En la Tabla 5 se compara el efecto de los tres
agonistas del RE (Ral, Ex> y E1) sobre los parametros de diferenciacién osteobldstica
estudiados en este trabajo de tesis. Observamos que, si bien las magnitudes de estimulo
son ligeramente diferentes, todos los marcadores de diferenciacién fueron activados luego

del tratamiento.

Tabla 5: Efecto del Ral, E; y E; sobre la osteoblastogénesis.

OB fueron tratados durante las ultimas 48 horas de cultivo con Ral, E; y E; 10% M. Se midié la
actividad FAL, proliferacidn - calcio extracelular, y depdsito de colageno, a los 12, 15 y 21 dias
respectivamente, y los resultados corresponden al porcentaje de estimulo observado en cada

tratamiento, y para cada parametro, respecto a sus correspondientes controles; **p<0,01.

Ral E1 E;
M7% 1M38% 1M39%
Proliferacion
* %k * %k ¥k
182% 1M38% M1%
Actividad FAL
* ¥k %k %%
M15% M21% MN28%
Depdsito de colageno
* ¥k %k %%
MA5% M40% 1N62%
Calcio extracelular
* ¥k %k %* %
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CAPITULO 3: SISTEMA VASCULAR

En este Capitulo estudiamos el efecto de la E; sobre procesos celulares y moleculares
involucrados en la calcificacion vascular. Como se describe en la introduccidn, la
calcificacién vascular comprende varios pasos, siendo la transdiferenciacion de CMLV uno
de los eventos cruciales. Como modelo experimental, en nuestro laboratorio se implementé
y validd una técnica de transdiferenciacidn, la cual consiste en realizar cultivos prolongados
de CMLV en un medio procalcificante, constituido por DMEM con el agregado de B-
glicerofosfato a concentracion final 10 mM (DMEM-BGP). De esta forma se induce la
expresion del gen maestro de la osteoblatogenesis Runx2, y de la fosfatasa alcalina no
especifica de tejido (TNAP). Estos cambios resultan irreversibles y confirman el pase
definitivo de las células musculares al fenotipo éseo. A manera ilustrativa, la Figura 29
muestra la variacidon de estos marcadores dseos en células nativas y transdiferenciadas.
También puede observarse la mineralizacion extracelular de las CMLV-OB. Por convencién,
para la descripcion de los resultados emplearemos la sigla CMLV-OB para identificar a las

células musculares transdiferenciadas a linaje éseo.

-qﬁ"-—“—-— 21 dias ‘ 18 Q
e TCA—— DMEM-BGP 0 Q

CMLV-OB
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Figura 29: Expresion de ARNm de Runx2 y TNAP en CMLV y CMLV-OB.

Las CMLV se incubaron durante 27 dias en DMEM o en medio procalcificante. Los niveles de
expresion del ARNm de Runx2 y TNAP se midieron por RT-PCR. (n=4), **p<0,01 respecto al valor de
CMLV. Reproducido de Cutini y col. (Cutiniy col., 2016).

3.1 Efecto de la E; sobre la transdiferenciacion de CMLV a CMLV-OB

Para esta parte del trabajo de tesis empleamos la misma concentracién de E; que la utilizada
en el Capitulo 1, niveles fisiolégicos de la Ei inductores de la osteoblastogénesis.
Inicialmente evaluamos el efecto de la hormona en la expresidon del marcador dseo Runx2.
Mediante la técnica de RT-PCR estudiamos la expresién del ARNm de este factor de
transcripcidon temprano, clave en la diferenciacién de los preOB.

En la Figura 30 se muestra un gel representativo y el grafico de su cuantificacién. Se observa
gue en los cultivos de CMLV transdiferenciadas a linaje dseo, la E1 estimuld la expresién de
Runx2. Comparamos la accidn de la hormona sobre la expresidon del marcador respecto a lo
observado en células osteoblasticas (barras de la derecha). Si bien los niveles de Runx2 en
cada tipo celular son diferentes, el estrogeno estimuld su expresiéon en una magnitud

equivalente en ambos sistemas celulares (100% respecto al cada control).

100



RESULTADOS - Capitulo 3

CMLV-OB OB
C E; C E

1,8
1,6
14

1,2

0,8

%k %k
% %
0,6
0,4
) '
0

CMLV-0B OB

Niveles relativos de ARNm

B CONTROL ME, 108 M
Figura 30: Efecto de la E; en la expresion de ARNm de Runx2 en CMLV-OB y OB.
CMLV-OB y OB de 21 dias de cultivo fueron utilizadas. Los niveles de expresién del ARNm de Runx2
se estudiaron por RT-PCR segln se describe en la Metodologia. Los resultados representan la
intensidad relativa de cada banda normalizada sobre los niveles del ARNm de GADPH por analisis
densitométrico usando el software Imagel. Los resultados representan al promedio + desvio
estandar de dos experimentos independientes donde cada condicidon se procesé por cuadruplicado

(n=4) **p<0,01 vs control.

Sabiendo que una de las primeras modificaciones que induce el estrés calcificante esta
vinculada al cambio de fenotipo de las CMLV de contractil a proliferativo, evaluamos el
efecto de la E1 sobre la proliferacion celular. Empleamos el ensayo de MTT, analizando el
crecimiento de las células nativas (incubadas con DMEM) y de las CMLV-0OB (incubadas con
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DMEM-BGP). Comenzamos estudiando la proliferacién en cultivos de CMLV Y CMLV-OB de
21 dias, a los cuales se les adiciond la hormona durante las ultimas 48 horas. Como se
observa en la Figura 31, la E1 estimuld significativamente el crecimiento celular en ambos
sistemas experimentales. El estrégeno aumento el nimero de CMLV nativas en un 36%, y

el nimero de CMLV-OB en un 63%, respecto a cada control.
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Figura 31: Comparacion del efecto de la E; en la proliferacion de CMLV y CMLV-OB.

Cultivos sincronizados semiconfluentes de CMLV y CMLV-0B de 21 dias fueron tratados con E;

108 M durante las Ultimas 48 horas de cultivo. Se realizé el recuento de células en cdmara para cada
condicidon, como se describe en la Metodologia. Los resultados representan el promedio
(células/mL) = desvio estandar de tres experimentos independientes donde cada condicion se

procesd por cuadruplicado (n=4); **p<0,01 vs control.
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A continuacién, estudiamos el mecanismo a través del cual la hormona modula Ia
proliferacién celular. Para ello, siguiendo la estrategia ya descripta en el Capitulo 1, se

seleccionaron los siguientes compuestos:

e |CI182780: antagonista del RE
e G15: antagonista del RE de membrana GPR30

e Equilin: inhibidor de la enzima 17B3-HSD 1

En la Figura 32 A podemos ver que, tanto en los cultivos de CMLV nativas, como
transdiferenciadas, la presencia del compuesto IC1182780 suprimio el estimulo inducido por
la E1 (36% y 63% respectivamente), llevando el nimero de células /campo a valores del
control. La figura 32 B muestra que en presencia de Eq, el estimulo de la hormona sobre Ia
proliferacion de CMLV y CMLV-OB se mantuvo, demostrando que la conversion al E; no es
requerida para la accion de la E1. Se analizd la participacién del receptor GPR30 en el efecto
proliferativo mostrado por el estrogeno empleando el compuesto G15; sin embargo,

obtuvimos mucha variabilidad en los resultados, impidiéndonos establecer una conclusion.
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Figura 32: Efecto mitogénico de la E; en CMLV y CMLV-OB: mecansimo de accion.

Cultivos de CMLV y CMLV-0B sincronizados semiconfluentes de 21 dias fueron tratados con E;

108 M durante las Ultimas 48 horas de cultivo, en presencia o ausencia de los compuestos 1C1182780
10 uM(A), o equilin 10 uM (B), agregados una hora antes del tratamiento. Se contaron células por
campo como se describe en la Metodologia. Los resultados representan el promedio
(células/campo) * desvio estandar de tres experimentos independientes donde cada condicion se

proceso por cuadruplicado (n=4); **p<0,001 vs control.
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Es ampliamente conocido que el éxido nitrico tiene rol crucial en la homeostasis vascular,
comportandose como un importante inhibidor de la calcificacién. A su vez, en el Capitulo 1
demostramos que este mensajero participa en el proceso de osteoblastogénesis. Teniendo
en cuenta esto, se estudié la capacidad de la E; de estimular la sintesis de NO en CMLV
nativas y CMLV-OB de 21 dias.

La enzima NOS al activarse, produce NO en intervalos de tiempo muy cortos; es por ello que
ademas del tratamiento hormonal durante 48 horas, se realizé un pulso de tratamiento con
E1. Se procedié de la misma manera que en el Capitulo 1: los cultivos se trataron con E1 10
8 M durante las ultimas 48 horas de cultivo, y se les dio un pulso extra de la hormona en
igual concentracion durante 10 minutos, previo a medir el NO liberado al medio de cultivo.
En la Figura 33 podemos ver que la hormona aumentd la produccién de NO en ambos tipos
celulares, siendo un efecto de mayor magnitud respecto al control en CMLV-0OB (99% sobre
el control). Observamos también una divergencia respecto a la participacion del RE:
mientras que en presencia del antagonista 1C1182780 el efecto del estrégeno fue inhibido
en las CMLV, en las CMLV-OB esto no sucedid. La inhibicién por el compuesto NAME

corrobora la especificidad de la respuesta NOS que se midié en ambos sistemas.
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Figura 33: Efecto de la E; sobre la produccion de NO en CMLV y CMLV-OB: participacion del RE.

CMLV y CMLV-OB cultivadas durante 21 dias fueron tratadas durante las ultimas 48 horas de cultivo
con E; 108M, en presencia o ausencia de IC1182780 y NAME 10 puM, agregados una hora antes del
tratamiento, mds un pulso de 10 minutos con la misma concentracién de la hormona. La produccion
de NO se midié mediante la técnica de Griess. Los resultados corresponden al promedio + desvio
estdndar de cuatro experimentos independientes donde cada condicion se procesé por

cuadruplicado (n=4); **p<0,01 respecto al valor de cada control.
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Resumen

La E; estimula la expresion de Runx2 en cultivos de CMLV transdiferenciadas, al igual que
se observo en OB. La hormona posee un efecto proliferativo sobre las CMLV nativas y
CMLV-0B, a través de un mecanismo de accion que involucra la participacion de los
receptores estrogénicos, siendo éste un efecto propio de la Ei. El estrogeno también
estimula la actividad de la NOS en ambos sistemas. El aumento en produccion de NO
ejercido sobre las CMLV fue a través de los RE, a diferencia de lo observado en las CMLV-

OB.
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3.2 Efecto de la E; sobre la matriz extracelular de CMLV-OB

Para caracterizar nuestro sistema experimental de transdiferenciacion, comparamos los
valores basales de los parametros de diferenciacidén osteoblastica estudiados en el Capitulo
1 (actividad FAL, depdsito de colageno, contenido de calcio en la matriz extracelular) en
cultivos nativos de OB de 15y 21 dias, con los de CMLV-OB transdiferenciados de 21 dias.
La Tabla 6 muestra que las CMLV-OB exhibieron valores equivalentes a los observados en
cultivos de OB de 15 dias en los 3 pardmetros estudiados, lo que avala que, bajo nuestras
condiciones experimentales, las células CMLV-OB son capaces de sintetizar una matriz

extracelular equivalente a la dsea.

Tabla 6: Niveles de marcadores seos en CMLV-OB y OB nativos.

Cultivos confluentes de CMLV-OB de 21 dias y de OB de 15 y 21 dias, fueron utilizados para
cuantificar la actividad FAL en el lisado celular, el depdsito de coldgeno por resuspension del
colorante rojo sirio, y el contenido de calcio en la matriz por extraccion acida, como se describe en
la Metodologia. Los resultados corresponden al promedio * desvio estandar de tres experimentos

independientes donde cada condicién se procesd por cuadruplicado (n=4).

CMLV-0B OB OB
21 dias 15 dias 21 dias
Actividad FAL
+ + +
(U.l. 10-2/mg prot) 5:95 = 0;30 4.63 £ 0.25 9.05 + 0.28
Colageno
+ + +
(Abs/well) 0,9+0,04 0.98 + 0.05 1.26 + 0.10
Calcio extracelular 380,2 £ 18,9 5101 +43.3 c65.0127.5
(ng /mg prot)

Validado el sistema, procedimos a estudiar el efecto de la E1 y su mecanismo molecular de

accion, analizando la contribucion de:

e RE citosdlico/nuclear, utilizando el antagonista I1C1182780;
e GPR30, utilizando el antagonista G15;

e via de sefalizacion NOS, utilizando el inhibidor NAME;
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e via de seiializacion MAPK, utilizando los inhibidores PD98059 y UO126;

y la conversién de la E; a E;, haciendo uso del compuesto equilin como inhibidor de la
enzima 17B-HSD 1.

Empleamos las mismas estrategias de tratamiento hormonal presentadas en el Capitulo 1,
es decir, las CMLV-OB fueron expuestas a la E; 10® M en forma continua durante los 21 dias
de cultivo, o durante las ultimas 48 horas.

La Figura 34 muestra el efecto del estrégeno sobre la actividad fosfatasa alcalina (A), el
depésito de colageno (B) y el depésito de calcio (C). En la Figura 34 A observamos que la
hormona estimuld significativamente la actividad FAL de las CMLV-OB, tanto con el
tratamiento hormonal de 48 horas (34% respecto al control), como con el tratamiento
continuo (41% respecto al control). En las fotografias (Figura 34 B), los cultivos tratados con
E; durante 48 horas mostraron una mayor intensidad de coloracién, propia del aumento en
el depdsito de colageno. El grafico de barras muestra la cuantificacion del colorante; el
estrogeno mostré aumentar el contenido de colageno depositado en la matriz extracelular
en un 31% respecto al control. En la Figura 34 C vemos que, para ambos tratamientos, la
hormona estimuld significativamente el depdsito del mineral en la matriz extracelular. Se
observé un efecto considerablemente mayor cuando el tratamiento se realizd de forma
continua durante los 21 dias de cultivo (108% sobre el control), en comparacién con un

aumento del 26% en el depdsito mineral al tratar los cultivos durante 48 horas con E1.
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Figura 34: Efecto de la E; en la actividad FAL, depdsito de colageno y calcio en cultivos de CMLV-
OB.

CMLV-OB se cultivaron en DMEM-BGP durante 21 dias, y se trataron con E; 10® M durante las
ultimas 48 horas, o durante todo el tiempo de cultivo (tratamiento continuo). La actividad FAL se
cuantificd en el lisado celular (A); el depdsito de coldgeno se determind por resuspension del
colorante rojo sirio, donde las fotos (100X) muestran campos representativos de las condiciones
experimentales (B); el contenido de calcio en la matriz se midid por extraccion acida (C), fotos de de
campos representativos de las condiciones experimentales (100X) de nédulos de calcio por tincién
con rojo alizarina (D) como se describe en la Metodologia. Los resultados corresponden al promedio
+ desvio estandar de tres experimentos independientes donde cada condicién se procesé por

cuadruplicado (n=4); **p<0,01 respecto a cada control.
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A continuacidn, realizamos un andlisis comparativo de la acciéon de la E; sobre los
marcadores éseos en CMLV-OB y OB nativos. Los valores observados en la Tabla 7 nos
indican que el estrogeno estimuld significativamente la actividad FAL, el depdsito de
colageno, como asi también el contenido de calcio extracelular, en forma similar a lo
observado en los OB. Del andlisis de los datos se desprende que, si bien los valores absolutos
difieren de un sistema celular a otro, las magnitudes de estimulo hormonal son

equivalentes.

Tabla 7: Comparacion del efecto E; en cultivos de CMLV-OB y OB nativos.

Cultivos confluentes de CMLV-OB de 21 dias y OB de 15 dias, fueron tratados con E; 108 M durante
48 horas. Se cuantificd la actividad FAL en el lisado celular, el depdsito de colageno por resuspension
del colorante rojo sirio, y el contenido de calcio en la matriz por extraccion acida, como se describe
en la Metodologia. Los resultados corresponden al promedio *+ desvio estdndar de tres
experimentos independientes donde cada condicidn se procesé por cuadruplicado (n=4); **p<0,02

*p<0,05 respecto a cada control.

Condicidon CMLV-0OB OB
Actividad FAL CONTROL 5,95+0,30 4.63 £ 0.25
34% 29%
(U.l. 10%/mg T34% T29%
8 7,94 £0,40 s/c 5.97 £ 0.29 s/c
prot) E1 10°M . .
3 CONTROL 0,9+0,04 0.98 + 0.05
Colageno M31% M20%
(Abs/well) ) 1,18 + 0,06 s/c 1.18 + 0.06 s/c
E:1 10°M e N
Calcio CONTROL 380,2 + 18,9 519.1 +43.3
269 409
extracelular T26% T40%
- 477,5 + 23,7 s/c 723.8 +38.1 s/c
(g / mg prot) E; 10M x x
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Hasta aqui, nuestra evidencia muestra que la E; favorece la transdiferenciacion en términos
de los parametros estudiados. Procedimos a estudiar el mecanismo de accién hormonal
sobre las CMLV-OB comenzando por determinar si los efectos son propios de la E1.

En la Figura 35, observamos que el estimulo inducido por el estrégeno no se modificé al
inhibir la enzima 17B-HSD con el compuesto equilin; los aumentos en la actividad FAL, en el
depésito de coldgeno de la matriz, como asi también en la mineralizacién, no se vieron
modificados por el agregado de este inhibidor. Esto sugiere que el estimulo en la
transdiferenciacion de las células CMLV a CMLV-OB, es propio de la E1 y no por conversion

al Ea.

112



RESULTADOS - Capitulo 3

A- B-
10 * %k 1,4
. 9 * % * %
S 7 ? 1
Q0 =~
E 6 3
~ 2 0,8
Y 5 <
4 % 0.6
S 3 3 0,4
- o
< 2 )
w 1 0,2
0 0
- Eq - Eq
B CONTROL M E;108M B CONTROL ® E, 108 M
C-
1000
900 o **
46; 800
5 700
a0 600
£
5 500
£ 400
©
%a)n 300
3 200
100
0
- Eq

B CONTROL mE;108M

Figura 35: Diferenciacion a linaje dseo: especificidad de la accién de la E;.

CMLV-OB de 21 dias fueron cultivadas en DMEM-BGP, bajo tratamiento continuo con E;, en
presencia o ausencia de equilin 10 uM, agregado una hora antes del tratamiento. La actividad FAL
se cuantificd en el lisado celular (A); el depdsito de coldgeno se determind por resuspension del
colorante rojo sirio (B); y el contenido de calcio en la matriz se midié por extraccién acida (C), como
se describe en la Metodologia. Los resultados corresponden al promedio + desvio estandar de tres
experimentos independientes donde cada condicion se procesé por cuadruplicado (n=4); **p<0,01

respecto a cada control.

Evaluamos a continuacién la participacion del RE en la accidn del estrégeno. Para ello, como

mencionamos anteriormente, utilizamos los compuestos 1CI182780 y G15. La Figura 36 A
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muestra que la presencia del compuesto ICI1182780 suprimid por completo el estimulo de
la E1 sobre la actividad FAL. En cambio, en presencia del compuesto G15, no se modificé la
accién hormonal. Estos datos sugieren la participacion del RE citosélico/nuclear. En la Figura
36 B podemos observar que el aumento dado por la E1 sobre la mineralizacién extracelular,
fue suprimido tanto por la presencia del antagonista IC1182780, como por la del compuesto
G15. Estos resultados nos sugieren que la E1 estimula el depdsito de calcio en la matriz

extracelular mediante la participacion de los RE citosélicos/nucleares y del GPR30.

12

10

%k
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*% 800
700
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.= 400
*
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B CONTROL mE; 108 M B CONTROL M E,;10%M

Figura 36: Participacion del RE en la actividad FAL y depdsito mineral estimulados por E;.

CMLV-OB de 21 dias fueron cultivadas en DMEM-BGP, bajo tratamiento continuo con Ej, en
presencia o ausencia de 1C1182780 10 uM y G15 10° M, agregados una hora antes del tratamiento.
La actividad FAL se cuantificé en el lisado celular (A); el depésito de calcio en la matriz se midié por
extraccioén acida (B), como se describe en la Metodologia. Los resultados corresponden al promedio
+ desvio estandar de tres experimentos independientes donde cada condicién se procesé por

cuadruplicado (n=4); **p<0,01 *p<0,02 respecto a cada control.

Por ultimo, evaluamos las vias de senalizacion NOS y MAPK. Los resultados de la Figura 37
A nos muestran que la presencia del compuesto NAME suprimid el efecto ejercido por la
hormona en la actividad FAL, de la misma forma se observa en la Figura 37 C, donde el
inhibidor de la NOS también suprimid la accién de la E1 en el depdsito de calcio extracelular.
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La presencia del compuesto PD98059 suprimid el efecto del estrégeno en la actividad FAL
(Figura 37 B) y en el depdsito mineral (Figura 37 D). Asi mismo, se observa una disminucidn
en los niveles basales del mismo pardmetro, del 18% y 20% respectivamente. Estos
resultados nos proponen que las vias mensajeras NOS y MAPK estan implicadas en el
mecanismo de accidn que utiliza la E1 para ejercer su efecto en la actividad enzimdatica y en

el depésito de calcio extracelular.
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Figura 37: Estudio de las vias mensajeras NOS y MAPK en la actividad FAL y el depésito mineral
estimulados por E; en CMLV-OB.

CMLV-OB de 21 dias fueron cultivadas en DMEM-BGP, bajo tratamiento continuo con Ei, en
presencia o ausencia de NAME (A y C) o PD98059 (B y D) 10 uM, agregados una hora antes del
tratamiento. La actividad FAL se cuantificd en el lisado celular (A y B); el depdsito de calcio en la
matriz se midid por extraccion acida (C y D), como se describe en la Metodologia. Los resultados
corresponden al promedio + desvio estandar de tres experimentos independientes donde cada

condicidn se procesé por cuadruplicado (n=4); **p<0,01 *p<0,02 respecto a cada control.
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Resumen

Los resultados muestran que la E; promueve la transdiferenciacion de las CMLV a linaje
simil dseo. El efecto sobre la actividad FAL, el depdsito de colageno y la mineralizacion de
la matriz extracelular, es equivalente a lo descripto en OB. El mecanismo de accion
hormonal muestra que es un efecto propio de la E; y que comprende la participacion de

los receptores estrogénicos, y de las vias de seializacion NOS y MAPK dependientes.
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Como se describid en la introduccidn, luego de la menopausia se produce una notable
reduccion en la produccién de estrédgenos ovaricos, por lo que los niveles circulantes de E;
disminuyen notablemente (Purohit y Reed, 2002), sin embargo, la concentracion
plasmatica de E; podria mantenerse (Castracane y col.., 2006) debido a la conversiéon
extragonadal de androstenediona (Hemsell y col., 1974). Aunque una gran cantidad de
estudios han centrado sus investigaciones en la contribucion del E; en la salud ésea y
vascular, poco se conoce sobre el papel de la E;.

Hasta el momento se han descripto innumerables acciones beneficiosas del E> en la
formacién y remodelacidn ésea; sin embargo, la falta de informacién respecto al potencial
efecto de la E1 nos llevd a plantearnos cudl seria su rol a nivel dseo. Anteriormente,
utilizando la linea celular murina MC3T3-E1, Park planteé la hipdtesis de que dosis bajas de
E1 podrian modular la proliferacion y diferenciacién de estas células osteoprecursoras, pero
las pruebas carecieron de significacion estadistica (Park, 2012). Es por esto que estudiar el
papel de la E; sobre la osteoblastogénesis en cultivos primarios de OB y no en lineas
celulares, podria resultar esencial para comprender sus acciones bioldgicas en el sistema
dseo.

Es sabido que la osteoblastogénesis es el proceso a través del cual un progenitor
mesenquimal se diferencia hacia un osteoblasto maduro, y para ello la célula mesenquimal
debe migrar, proliferar, expresar factores transcripcionales que propicien la diferenciacién
hacia linaje dseo, y adquirir capacidad para sintetizar proteinas especificas de linaje dseo
(Caplan y Bruder,2001). De esta forma el OB ya maduro posee actividad FAL, y libera
colageno, osteopontina y osteocalcina hacia el espacio extracelular, para finalmente
promover la mineralizacidon de la matriz por depdsito de cristales de hidroxiapatita (Jiang y
col., 2002). En este trabajo de tesis demostramos que la hormona E1 tiene la capacidad de
modular los eventos propios de la osteoblastogénesis, en las diferentes etapas de este
proceso.

Los efectos del E; sobre la proliferacién de OB han sido claramente descriptos. Se reporté

gue el estrégeno induce un marcado efecto promitético, tanto en sistemas in vivo, como in
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vitro en cultivos primarios o en lineas celulares. Particularmente Ernst y col., demostraron
gue los estrégenos metabdlicamente activos tienen la capacidad de estimular directamente
la proliferacion de osteoblastos de cultivos primarios de OB de rata (Ernst y col., 1988). Los
resultados presentados en esta tesis van en linea con esta observacién. La E; estimula el
crecimiento y la proliferaciéon de los OB murinos.

Es conocido el rol del NO en la biologia dsea, en la formacidén y remodelacién del esqueleto.
Estudios realizados con ratones knock-out de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS) han
demostrado una reduccion sustancial de la masa ésea y una inhibiciéon de la funcién
osteogénica (Papachristou y col., 2009). Nuestros resultados muestran que intervalos
cortos de tiempo de tratamiento con E; estimulan la sintesis de NO, en OB en diferentes
estadios de diferenciacion. El perfil temporal indica que la producciéon basal de NO
disminuye con el tiempo de tratamiento. Sabido es que la NOS es rdpidamente inactivada
por las fosfatasas citosdlicas (Forstermann y Sessa, 2012). La disminucién de la produccién
de NO podria estar relacionada con su rapida utilizacion intracelular y/o metabolizacion. Se
ha informado que el NO juega un papel central en la regulaciéon de la homeostasis
esquelética. En las células del linaje osteoblastico, el NO se genera en respuesta a la
estimulaciéon mecanica o sefiales endocrinas (McGarry y col., 2005), y a través de la
activacion de GMPc dependiente de proteinas quinasas (PKG), el NO promueve la
proliferacidn, diferenciacidn y supervivencia del linaje osteoblastico (Kalyanaraman y col.,
2018). Se han identificado los tres tipos de NOS en hueso y en osteoblastos aislados
(Manciniy col., 2000).

Como mencionamos anteriormente, la migracidén es un parametro clave en la movilizacion
de las células progenitoras a la hora de iniciar la remodelacidn ésea o de reparar una herida
(Garg y col., 2017). El potencial migratorio de las células de linaje osteoblastico fue
descripto por primera vez por Jones y Boyde, quienes realizaron ensayos de reparacion de
la herida en explantes de hueso de rata (Jones y Boyde, 1996). Evaluamos la accién de E;
sobre la migracién de OB in vitro. La E1 fue capaz de estimular la migracién de los preOB a
tiempos cortos de tratamiento. Resultados similares fueron reportados por Zhang y col.,

quienes describieron un aumento en la migracidon celular dado por el 17-B-estradiol
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mediado por quemoquinas (Zhang y col., 2020); por otro lado, Lim y col., demostraron un
aumento en la movilidad de los progenitores de OB, inducido por el fitoestréogeno icariin
(Lim y col., 2018).

El factor de transcripcion temprano Runx2 es considerado el gen maestro de la
diferenciacién de los osteoblastos, por su interaccidn con muchas proteinas correguladoras,
ya que activa genes que codifican para proteinas éseas como FAL y coldgeno, que conducen
al desarrollo del fenotipo de las células éseas (Pratap y col., 2003).

Hemos aportado pruebas de que la expresién del ARNm de Runx2 es un punto de accion de
la E1. La accién estimulatoria de la hormona fue muy marcada en los primeros dias de
cultivo. Los niveles de expresidon de Runx2 disminuyen conforme avanza el proceso
diferenciativo, lo que concuerda con los descripto en la literatura (Gilbert y col., 2002).
Reportes de otros autores muestran que Runx2 es blanco de accion del E; (McCarthy y col.,
2003), como asi también de estrogenos de origen vegetal (Zeng y col., 2018).

La expresion de la proteina morfogénica ésea tipo 2 (BMP2) mostrd niveles constantes de
ARNm tanto en cultivos indiferenciados, como diferenciados, con o sin tratamiento
hormonal. Se ha demostrado que el BMP2 tiene la capacidad de aumentar la proliferacién
y diferenciacién de células mesenquimales y de osteoblastos in vitro, y mejorar la velocidad
y la calidad de la formacion de hueso nuevo in vivo (Miron y col., 2013).

Luego de que las células osteoprogenitoras se movilizan y proliferan, éstas experimentan
cambios moleculares y morfoldgicos que conducen a un fenotipo de OB maduro bien
diferenciado de sus progenitores (Caplan y col., 2001; Jiang y col., 2002). Procedimos a
analizar pardmetros caracteristicos de la diferenciacién osteoblastica, para lo cual
seleccionamos la actividad enzimatica FAL, la produccién de proteinas de la matriz
extracelular y el depdsito de minerales. Estos parametros fueron aumentando
paulatinamente a partir de los 10 dias de cultivo, siendo maximos entre los 15 y 21 dias.
Esto nos permitié identificar en nuestro sistema experimental una fase diferenciativa (10-
15 dias) y una fase de mineralizacidn (15-21 dias).

Como mencionamos en la introduccidn, la fosfatasa alcalina es una enzima clave, enzima

gue hidroliza pirofosfato para proveer fosfato inorganico para la sintesis de hidroxiapatita
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a partir del calcio circulante. Este componente mineral de la matriz ésea, a través de su
unién a colageno y osteocalcina, le confiere al hueso la rigidez necesaria para la funcién
mecanica. A su vez, la hidroxiapatita desde el punto de vista metabdlico, constituye una
reserva de calcio y fésforo disponible para contrarrestar las fluctuaciones de calcemia y
fosfatemia debido a desequilibrios del metabolismo fosfocdlcico. Vastos estudios previos
demostraron ampliamente que los estrégenos aumentan la expresién de parametros
caracteristicos de OB maduros, como por ejemplo el aumento en la actividad FAL en cultivos
de células de ratdn, rata y humanas (Quy col., 1998; Rucinski y col., 2006; Chen y col, 2012).
Nosotros demostramos que, a partir de los 8 dias de cultivo, los OB incrementan la
expresion de FAL en respuesta a E1, efecto comparable al observado bajo el tratamiento in
vitro con E,.

Avanzando en el estudio de la diferenciacion de preOB a OB maduros, observamos un
incremento en el depdsito de coldgeno en la matriz celular luego del tratamiento con la
hormona. El colageno tipo | constituye el 90% de la matriz organica y representa un
componente vital para proveer la rigidez, estructura y estabilidad éptima para la funcién
6sea. En concordancia con otros autores, empleando cultivos celulares primarios de calvaria
de rata, aportamos evidencia similar a lo reportado en la linea celular MC3T3-E1, donde el
E, estimula la expresién del gen de colageno tipo | (Ernst y col., 1988), y la sintesis de
proteinas (Shang y col., 2014).

El progreso de nuestras investigaciones mostré que el efecto de la E; sobre la formacion de
la matriz orgdnica se ve acompanado por una intensa mineralizacidn. La hormona estimulé
el deposito extracelular de calcio a todos los tiempos de cultivo, siendo este efecto mas
importante luego de 12 dias de cultivo. Este aumento se determind no sélo por la
cuantificacion del contenido mineral en la matriz extracelular y en el medio de cultivo, sino
también por la visualizacion de nddulos de calcio empleando microscopia y tincidn
especifica. Esta accidn estimulatoria de la E1 fue equivalente en magnitud a la ejercida por
el Ez, o por el SERM Ral, no existiendo acciones aditivas. Si bien estos datos requieren
profundizaciéon, a priori nos sugeririan que la Ei exhibe una maxima capacidad

mineralizadora estrogénica.
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Habiendo estudiado la accion celular de la E1 sobre los diferentes estadios de la
osteoblastogénesis, decidimos investigar el mecanismo molecular a través del cual el
esteroide ejerce su accién. Para investigar la participacion del RE, decidimos utilizar dos
estrategias: 1) evaluar la accién de la E1 sobre la expresion del receptor, 2) estudiar los
efectos hormonales en presencia de antagonistas especificos. En nuestro sistema
experimental observamos que los niveles de expresion de ARNm del RE a concuerdan con
la literatura. La expresion del REa aumentd durante la diferenciacion osteoblastica,
disminuyendo en la etapa de mineralizacion; en cambio, la expresién de REB fue constante
durante todo el proceso madurativo.

Se ha reportado que los estrégenos poseen la capacidad de regular la expresion de los RE
(Wiren y col., 2002). No nos fue posible determinar si la estrona regula la expresién del
ARNm del REa, pero su posible modulacién no puede ser descartada. Los resultados no
fueron consistentes, y no permitieron extraer conclusiones claras. Estos estudios deberan
profundizarse con el analisis de la expresiéon proteica de los receptores, e incluir otros
tiempos de cultivo que nos permitan establecer un orden secuencial en la expresion de
marcadores tempranos de diferenciacion regulados por Ej.

Se desconoce si la E1 posee un receptor especifico. La evidencia en la literatura informa de
gue esta hormona presenta una afinidad de unidn significativa al REa (Kuiper y col., 1997;
Gruber y col., 2002). Ademads, Sasson y Notides demostraron que, en el RE uterino de
ternera, la E1 ocupa el mismo sitio de unién que el E; (Sasson y Notides,1983).

Dado que no nos fue posible determinar el rol de la E1 sobre la expresion de RE, decidimos
emplear la estrategia 2, seleccionando los compuestos ICI182780 y G15. La evidencia
obtenida mostrd que los RE citosdlicos/nucleares participan en la accidn estimulatoria de la
hormona sobre la proliferaciéon celular y la sintesis de NO, ya que éstos suprimieron
completamente el estimulo hormonal. Cabe destacar que, en nuestro sistema
experimental, la estimulacién del crecimiento celular inducido por la E1 se evidencid en un
tiempo de cultivo donde los OB comienzan a diferenciarse, probablemente debido a un

cambio en la expresidon de RE en estas células mas maduras. El comienzo de una etapa de
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maduracién celular implica una disminucion del crecimiento celular a medida que aumenta
la expresion de marcadores diferenciativos (Stein y col., 2004).

Por otro lado, se obtuvo evidencia que la accidon estimulatoria de la E; sobre la actividad FAL
y la mineralizacién requiere de la participacion del RE nucleares/citosélicos y de membrana,
ya que sélo cuando se adicionaron simultdneamente 1CI182780 y G15 se observd una
supresion total de la accién bioquimica de la hormona.

Es sabido que en la diferenciacién osteoblastica, las vias de sefializacion BMP vy la via
candnica Wnt son los principales transductores intracelulares de la osteoblastogénesis (Lin
y Hankenson, 2011). No obstante ello, multiples actividades celulares en el OB estan
reguladas por las quinasas MAP, incluyendo las vias ERK, p38 y JNK. Incluso, la accién
osteogénica de los fitoestrégenos genisteina o icariina estan mediadas por la cascada de ER
y MAPK (Liao y col., 2014; Wu y col., 2015). De hecho, la fosforilacion de ERK se ha visto
implicada en el mecanismo de accién mostrado por el E;, que promueve la diferenciacién
de preosteoblastos a osteoblastos (Kousteni y col., 2001).

Se ha propuesto que la sefalizacion obtenida para la diferenciaciéon de OB mediada por el
estradiol implica, en parte, la activaciéon de NOS (O'Shaughnessy y col., 2000). El NO es un
mensajero que interviene en muchas vias de transduccion, como las vias cGMP-PKG o las
cascadas MAPK (Yan y col.,, 2011). Teniendo en cuenta esto, y en base a nuestros
antecedentes previos en sistema vascular que muestran que el mecanismo de accién de la
E; involucra la participacion del RE, la via NOS y la via MAPK, estudiamos la contribucion de
estas vias de sefalizacion en la accidn diferenciativa ésea del estrégeno. Del analisis de los
resultados obtenidos con los compuestos NAME, PD98059 y UO126, se evidencia que
ambas vias de seializacidn intracelular (NOS y MAPK) median la accién de la E; sobre la
estimulaciéon de la proliferacion, de la actividad FAL, y de la mineralizacion extracelular. En
concordancia con nuestros datos, Sun y col. demostraron la participaciéon de las vias
RE/NOs/MAPK/Runx2 en la diferenciacion de células de linea de OB de rata (MC3T3-E1)
tratadas con E; (Sun y col. 2018). Por consiguiente, si bien nuestros resultados requieren
profundizacidon mecanistica, sugeririan que la E1 podria promover la diferenciacién de OB

en forma equivalente al E; a través de los RE, y con la participacién de las vias NOS y MAPK.
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Se sabe que la E1 se convierte en E; a través de la actividad catalitica de la 17B-
hidroxiesteroide deshidrogenasa, una familia de proteinas compuesta por trece miembros.
La conversién unidireccional de E;1 a E> es catalizada por los tipos 1, 7 y 12. En las células
osteobldsticas maduras de rata, se ha informado de la presencia de la 17B-HSD 1 (Eyre y
Col., 1998). La 17B-HSD 1 es bloqueada por el compuesto equilin al unirse a su subunidad
catalitica (Sawicki y col., 1999).

Un importante hallazgo dilucidado en este trabajo de tesis es el hecho que el E; actua por
si misma y no a través de su conversion en el estrégeno mas potente, E,. El efecto
osteoblastogénico de E1 no es atribuido al E;, dado que la presencia de equilin no alterd la
accién hormonal, tanto en la proliferacion celular, actividad FAL, como asi tampoco al
depdsito mineral en la matriz extracelular.

En general, nuestros resultados proporcionan pruebas que Ei ejerce tanto acciones no
gendmicas (produccion de dxido nitrico) como gendmicas (proliferacion y diferenciacion de
OB.

Teniendo en cuenta que el mantenimiento de una masa 6sea sana depende del equilibrio
entre la formacion y la resorcidn dsea, en la actualidad es dificil establecer un paralelismo
entre nuestros resultados y la situacion in vivo, ya que inicialmente nos centramos en
entender el efecto de E; sobre las células que dirigen la formacion désea. Se llevaran a cabo
futuras investigaciones en cultivos celulares y en modelos animales para comprender mejor

la importancia fisiolégica de la accion ésea de E;.

Resumen

Aportamos evidencias de una nueva accion de la estrona. Hasta donde sabemos, estos
hallazgos representan el primer reporte de una accion directa de la E; en la regulacion
osteobldstica.

En células odseas, el estrogeno promueve la osteoblastogénesis mediante la estimulacion
de la proliferacion, la maduracion y mineralizacion de la matriz extracelular. Los
tratamientos in vitro con concentraciones fisiologicas de E; aumentan la actividad FAL y

el depdsito de calcio y colageno extracelular.
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El mecanismo molecular mostrado por E; implica expresion del gen Runx2 y la
participacién de las vias de los RE citosélicos/nucleares y GPR30, y de las vias de
transduccion NOS y MAPK. Un importante hallazgo dilucidado en este estudio es el hecho
que la E; actua por si mismo y no a través de su conversion en el estrégeno mds potente,

el E,.

Como mencionamos en la introduccién, la osteoporosis posmenopausica es una
enfermedad dsea metabdlica caracterizada por una disminucién de la masa dsea después
de la menopausia, que puede conducir a fracturas espontdneas y traumaticas en mujeres
aun activas. De hecho, la masa dsea es el punto final del dinamico y complejo proceso
llamado remodelacion, caracterizado por un equilibrio entre la resorcion ésea a cargo de
los osteoclastos y la formacién ésea dirigida por los osteoblastos.

Muchas hormonas influyen en la diferenciacién, reclutamiento y la actividad de los
osteoclastos y osteoblastos, entre las que se encuentran los estrégenos, que ya conocemos,
juegan un papel central en el control de ambos tipos de células. Varios estudios han
demostrado que la terapia de reemplazo de estrégenos contribuye al mantenimiento de la
masa esquelética y puede reducir el riesgo de fracturas en mujeres posmenopausicas y
animales ovariectomizados (Taranta y col., 2002). Ya mencionamos también que la
proteccién dsea de este estrégeno al utilizarse como terapia hormonal de reemplazo, a
largo plazo se ha asociado con un mayor riesgo de cdncer en los tejidos estrogeno
dependientes, incluidos la glandula mamaria y utero (Vidal y col., 1999). En contrapartida,
los SERMs demostraron poseer actividad selectiva agonista o antagonista, dependiendo del
tejido blanco, reduciendo los riesgos asociados a exposiciones prolongadas a estrégenos.
Dado que no hemos dilucidado completamente la interaccién entre la E; y los RE, como
analisis complementario decidimos hacer un estudio comparativo de sus efectos éseos con
los del SERM raloxifeno. Este farmaco es un benzotiofeno sintético que selectivamente
activa respuestas bioldgicas en el tejido éseo, sin incrementar el riesgo de cancer (Nilsson
y col., 2011) en glandula mamaria o Utero. Estudios preclinicos y clinicos han demostrado

que el Ral previene la pérdida dsea y reduce el riesgo de fractura (Cranney y Adachi, 2005).
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Desde el punto de vista bioquimico celular, trabajos previos reportaron que tratamientos
in vitro con el SERM promueven (Lu y col., 2011) la diferenciacién osteoblastica en las
células madre derivadas del tejido adiposo a través de la via del 6xido nitrico. En nuestro
sistema experimental, el Ral, en dosis equivalentes a las de E; y E1, estimuld la proliferacion
de OB en forma dependiente de NO.

Es de interés destacar que se propone que in vivo el SERM tendria un rol no sélo como un
farmaco antirresortivo, sino también como estimulador de células osteogénicas (Liu, 2020).
En cultivos primarios de OB de raton también se ha demostrado que Ral estimula la
transcripcion de genes relevantes para el fenotipo de osteoblastos (Cbfaly colageno ) (Qu
y col., 1999). Noda-Seino y col. describieron que tanto el E; como el Ral inducen la
proliferacion de OB a través del receptor acoplado a proteina G, GPR30, y de la via de la
MAPK (Noda-Senio y col., 2013). En nuestros ensayos, el SERM mostrd un efecto positivo
en la formacién dsea comparable con los resultados observados con los tratamientos con
los estrégenos E; y Es.

Obtuvimos evidencia que el Ral promueve la osteoblastogénesis a través de la estimulacion
de la actividad FAL, el aumento en la sintesis de colageno y la mineralizacion. Posritong y
col. observaron que los OB cultivados en presencia de E; o Ral mostraron un aumento
robusto en la actividad FAL y mineralizacién (Posritong y col., 2018).

Al estudiar el mecanismo de accién del SERM, encontramos que en su efecto sobre la matriz
extracelular (depdsito de colageno y mineralizacion), el Ral actia a través del RE y de las
vias mensajeras NOS y MAPK. En cambio, la estimulacidn de la actividad FAL no depende de
estas cascadas de sefializacidn.

Como se menciond en la introduccion, los SERMs imparten sus efectos no sélo a través de
su afinidad por los RE (Allen y col., 2016), sino también por un efecto fisico directo sobre la
matriz ésea relacionado con la presencia de los grupos hidroxilo en la molécula. Esto puede
explicar por qué el E; también mejora significativamente la dureza del material éseo, lo que
sugiere que estos efectos observados no son especificos del Ral o de los SERMs como
familia, sino que son mas generalizables a compuestos con estructuras similares como la E1

(Burr y Phipps, 2022). Esto podria verse como un nuevo concepto que ciertamente abre
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nuevas preguntas y perspectivas sobre el papel de la E1 y del SERM en el tratamiento de los

sindromes osteopénicos relacionados con menopausia (Berman y col., 2022).

Resumen

Al comparar la accion del SERM en dosis semejantes a las de E; o E> sobre cultivos
primarios de OB, se demostro que el Ral promueve la osteoblastogénesis mediante la
estimulacion de la proliferacion de OB, la diferenciacion, maduracion y mineralizacion de
la matriz extracelular. Las vias de seializacion utilizadas por el SERM no fueron
exactamente las mismas que las halladas para la E;. El Ral promueve la mineralizacion en
proporciones semejantes a E; y E> por una via que implica a los RE a y 8, a la via NOS y
MAPK. A su vez, el estimulo en la actividad FAL de los cultivos de OB mostré no darse via

NOS ni MAPK, aunque si via el RE.

Como mencionamos en la introduccidn, el proceso de calcificaciéon vascular involucra la
conversion de las CMLV en células similares a los osteoblastos, para que posteriormente
comience la calcificacion de la tunica afectada. En este trabajo de tesis nos concentramos
en los eventos que participan en la calcificacidén vascular del tipo aterosclerdtico, es decir,
la que se localiza en la tdnica intima. Previamente, en nuestro laboratorio se aportaron
evidencias de una accién dual de la E; en el tejido vascular: por un lado la hormona exhibe
una notable accidén bioldgica beneficiosa sobre las células endoteliales, modulando los
eventos de produccidn de vasoactivos, proliferacién, apoptosis y adhesion celular; y por
otro lado, una accién mas bien perjudicial al estimular la proliferacién y migracién de CMLV,
eventos que podrian promover la formaciéon de la neointima y la estenosis del vaso
(Rauschemberger y col., 2008 y 2011). Partiendo de esta evidencia, y habiéndonos
encontrado con un efecto novedoso de la E1 sobre el tejido dseo, en este trabajo de tesis
avanzamos estudiando el rol de la hormona sobre los eventos que conducen a la
calcificacion vascular.

En condiciones saludables el endotelio se encuentra en un estado no activado. La respuesta

inicial al dafio vascular es la estimulacidon del endotelio que conduce al reclutamiento y
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activacion de monocitos. A medida que progresa la lesidn vascular las células que
interactuan con el endotelio y el mismo endotelio activado por injuria liberan moléculas
bioactivas, citoquinas (IL-1, IL-4, TNF-a) y factores de crecimiento (FGF, factor de
crecimiento derivados de plaquetas/PGEF, factor de crecimiento tumoral-B/TGF-B), que
median la respuesta inflamatoria en la pared vascular. La respuesta inflamatoria localizada
estimula la invasion de la tunica intima por CMLV que migran desde la tunica media y
proliferan. El efecto ateroprotector directo de los estrogenos en las células vasculares ha
atraido mucha atencién. Reportes en la literatura proponen un perfil inhibitorio del
crecimiento celular de CMLV posterior al tratamiento con E», relacionado con alteraciones
fenotipicas de las células o con un aumento en el recambio celular (Song y col., 1998;
Vazquez-Padron y col., 2004).

Durante anos se ha sugerido que la terapia de reemplazo hormonal es necesaria para
prevenir la osteoporosis y las enfermedades cardiovasculares, asi como para mejorar el
sistema vasomotor y tratamiento de la distrofia urogenital. El sulfato de estrona (E1-S) y el
Es han sido considerados en este aspecto. Estudios realizados en cultivos de CMLV humanos
mostraron que el E3 podria tener efectos ateroprotectores al modificar la expresion de
moléculas reguladoras del crecimiento (cadena PDGF-A, IL-1, IL-6 y TGF-B) en las células
vasculares, al igual que E1-S y Ex. A su vez, estos ensayos indicaron que los estrégenos,
incluido el Esy el E1-S, modulan la expresion de moléculas reguladoras del crecimiento en
CMLYV, inhibiendo asi el inicio temprano y la progresién de la aterosclerosis (Kikuchi y col.,
2000).Estos hallazgos de fines de la década de los 90 constituyen los Unicos reportes de la
literatura sobre las posibles acciones vasculares de la estrona y que no siguieron siendo
investigadas. Es por ello que nuestro laboratorio se interesé en los mismos y desarrollé una
linea de investigacién especifica sobre las acciones bioldgicas de este estréogeno olvidado.
Sabiendo que, en pacientes con aterosclerosis, los focos ateroscleréticos son inducidos por
la multiplicaciéon de células musculares regulada por factores paracrinos y autdcrinos,
evaluamos en nuestro sistema experimental el efecto de la E; en la proliferacidn. En cultivos
primarios de CMLV nativas de rata, la hormona estimulé el crecimiento celular, tanto al

realizar tratamientos durante 48 horas como continuos durante los 21 dias de cultivo.
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Durante mucho tiempo se considerd a la calcificacidn vascular como un evento pasivo; sin
embargo, hoy se sabe que es un proceso activo, regulado bioquimicamente, en el que
intervienen distintos eventos celulares y moleculares (Serrano y col., 2011). Se sabe que las
CMLV tienen un rol crucial al ser las participes del proceso de transdiferenciacion,
simulando el proceso de osteoblastogénesis dentro de la pared vascular (Pal y col., 2011).
Este proceso es el resultado de la induccion de diferenciacion osteogénica de
subpoblaciones de células vasculares que generan una arquitectura casi indiferenciable de
la estructura histoldgica trabecular. Pugliese y Col. describieron zonas de formacién dsea
con una alta tasa de actividad FAL y capacidad de calcificar la matriz extracelular en
muestras de placas de ateroma presentes en cardtidas de pacientes (Pugliese y col., 2015).
En esta seccion de nuestro trabajo de tesis empleamos un sistema de calcificacion in vitro
validado previamente en nuestro laboratorio. Se indujo a transdiferenciar a linaje éseo
cultivos primarios de CMLV mediante incubacién prolongada en medio procalcificante
(CMLV-OB). Observamos en estos cultivos la expresion de niveles elevados del marcador
temprano de diferenciacién osteoblastica Runx2, como asi también de la fosfatasa alcalina
TNAP. En condiciones fisiologicas la CMLV no expresa TNAP, su aparicion indica
transdiferenciacion osteogénica irreversible de las CMLV (Chistiakov y col., 2015). En
concordancia con lo descripto en la literatura, en este trabajo de tesis demostramos que las
CMLV-OB presentaron niveles basales de actividad FAL, y depdsitos de calcio y coldgeno en
matriz comparables con los obtenidos en cultivos de OB de la misma edad (Tabla 6).

Como mencionamos en la introduccién, existen factores que inhiben la calcificacion
vascular, entre los que encontramos a los compuestos vasoactivos. Es ampliamente
conocido que el oxido nitrico tiene rol crucial en la homeostasis vascular; la
biodisponibilidad de este vasoactivo es imprescindible para el mantenimiento de las
propiedades antiaterogénicas y antitrombéticas del lecho vascular (Tousoulis y col., 2012).
A la hora de evaluar este parametro, de la misma forma que observamos en sistema 6seo
(cultivos de OB), tanto los cultivos de CMLV nativas como las transdiferenciadas mostraron

la capacidad de sintetizar NO.
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Luego de haber demostrado las acciones éseas de la E; estimulando la osteoblastogénesis,
decidimos contrastar la hipétesis que a nivel vascular esta hormona exhibe acciones
equivalentes a las dseas, resultando en la induccidn de la calcificacién vascular. Al igual que
en los cultivos de OB, el tratamiento in vitro de CMLV-0OB durante las ultimas 48 horas con
Ex mostréd un aumento importante de células viables, efecto dependiente del RE. Cabe
destacar que no nos fue posible demostrar accién proliferativa de E1 con tratamientos
continuos. Estudios realizados en explantes de arterias cardtidas de ratas ovariectomizadas
comparando distintos tiempos de tratamiento con E; posteriores a una injuria vascular,
demostraron que los resultados obtenidos tras tratamientos con la hormona durante 3 dias
fueron semejantes a los de tratamientos continuos durante mas de 17 dias. Tatsuhiko Mori
y col. sugieren que la inhibicion inducida por estrégenos de la respuesta a la lesién vascular
estd mediada por eventos moleculares que ocurren temprano (primeras 72 horas) después
de la lesion, y que el efecto vasoprotector del E; en este entorno no depende del
pretratamiento prolongado del vaso lesionado o continuacién del tratamiento durante el
periodo de formacion de la neointima (Mori y col., 2000).

Teniendo en cuenta que el NO es un importante inhibidor de la calcificacion vascular,
evaluamos este parametro de manera comparativa en cultivos de CMLV y CMLV-0OB. Como
era esperado en base a resultados previos del grupo y a bibliografia, las CMLV mostraron
niveles altos de NO, y un aumento en este parametro luego del tratamiento hormonal.
Kanno y col. propusieron que en cultivos de CMLV de rata, el NO puede desempefiar un
papel beneficioso en la aterogénesis, en parte al limitar la calcificacién vascular mediante
la sefializacion de TGF-B a través de una via dependiente de GMPc (Kanno y col., 2008). Sin
embargo, a pesar de considerar a priori a los cultivos de CMLV-OB como incapaces de
producir el vasoactivo debido a su condicién de calcificacién, estas células mostraron
producir niveles importantes de NO, aunque menores que los de las células nativas. El
tratamiento con la hormona llegd incluso a duplicar dichos valores.

El aumento en la produccién del vasoactivo NO, mostré estar mediado por la participacion
del RE en CMLYV, distinto de lo observado en CMLV-0B, donde la ruta de sintesis del NO, no

involucra al RE.
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La calcificacion vascular inducida por un medio procalcificante apropiado, se caracteriza por
un depdsito pasivo de fosfato de calcio y una transformacién activa de las células del
musculo liso vascular en células de tipo osteoblastico. Esta a su vez, estd acompafiada de la
reduccién del contenido de proteina a-actina y del aumento de la expresién de ARNm de
FAL y Cbfal / Runx2 (Ciceri y col., 2012). Nosotros observamos que la E; promovio la
mineralizacion en este modelo de células transdiferenciadas a linaje 6seo, aumentando la
actividad FAL y el depdsito de coldgeno en la matriz, al igual que sucedid con OB nativos.
Dado que E; y E1 actdan a través del receptor de estrégenos, quizd estos efectos puedan
estar relacionados con eventos moleculares provocados corriente abajo de la activacion del
RE. De hecho, publicaciones previas del grupo de investigacion demostraron que el E; y la
E1 modulan la funcién vascular por mecanismos diferentes (Massheimer y col., 2003).

Si bien la calcificacién vascular es considerada un evento desfavorable en la historia natural
de la aterosclerosis, la evidencia creciente sugiere que existe una relacidon dual entre
inflamacion y calcificacion (Pugliese y col., 2015). De hecho, el depésito inicial de calcio en
respuesta a estimulos proinflamatorios da como resultado la formacién de calcificacion
irregular (microcalcificacion), que induce una mayor inflamacion. Este circulo vicioso
favorece la rotura de la placa, a menos que prevalezca una respuesta adaptativa, con
atenuacion de la inflamacidn y supervivencia del tejido vascular liso. Las CMLV promueven
la fibrosis y también se someten a transdiferenciacién osteogénica, con formacién de
calcificacion homogénea (macrocalcificacion), que estabiliza la placa al actuar como barrera
contra la inflamacién. La hormona E1 mostrd incrementar los pardmetros de diferenciaciéon
celular en las CMLV transdiferenciadas, utilizando los RE y las vias de sefializacion NOS y
MAPK, siendo éste un efecto propio de E1, y no por su conversion a E;.

Mas alld que, desde una perspectiva clinica, muchos estudios sugieren que la calcificacion
vascular es un evento negativo en el contexto de la aterosclerosis, podriamos ver el
problema de la calcificacion aterosclerética con nuevos ojos, de forma que podamos
interpretar los datos mecanisticos existentes desde un punto de vista diferente, basado en
los datos morfoldgicos y clinicos disponibles. Cada vez hay mas pruebas que indican que no

todos los tipos de placas de calcificacion son iguales en términos de vulnerabilidad de la
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placa y de resultados clinicos relacionados, y a su vez esto podria implicar diferentes
destinos de ésta (Hutcheson y col.,, 2014). Como consecuencia, uno de los posibles
escenarios es que la calcificacion aterosclerética sea un "costo a pagar” para evitar los
resultados mds desfavorables, es decir, tolerar una reduccién de la distensibilidad arterial y
la perfusién del tejido distal, a cambio de una reduccion de la vulnerabilidad de la placa. Sin
embargo, los mecanismos moleculares que regulan las relaciones mutuas entre la
inflamacién vascular y la osteogénesis estan entrelazados en una trama compleja.

En particular, antes de buscar estrategias encaminadas a prevenir el depdsito de calcio en
placas aterosclerdticas, es necesario comprender mejor los mecanismos que regulan la

transicion desde inflamacion vascular a fibrogénesis y osteogénesis.

Resumen

Este conjunto de resultados aporta evidencia de que la E; favoreceria los procesos que
conducen al progreso de la lesion vascular ateromatosa y la calcificacion vascular.
Especificamente los hallazgos presentados muestran que la hormona induce un aumento
en el numero de células musculares y de la transdiferenciacion osteogénica de células
vasculares, que podria favorecer el progreso de la enfermedad aterosclerdtica.

El mecanismo molecular mostrado por la E; involucra la participacion del RE y de las vias
de transduccion NOS y MAPK. Es importante destacar el hecho que la E; muestra ejercer
un efecto en CMLV-OB similar al observado en OB nativas, actuando por si misma y no a
través de su conversion en E..

Si bien los efectos dados por la hormona en estos sistemas experimentales parecerian ser
perjudiciales para la salud vascular, estos podrian ser considerados parte de una

respuesta adaptativa dirigida a la reparacion de tejidos y estabilizacion de la placa.

133



CONCLUSIONES

134



Las investigaciones de este trabajo de tesis revelaron acciones bioldgicas del estrégeno E1
a nivel vascular y 6seo no descriptas hasta el momento, en un entorno procalcificante,
permitiendo establecer similitudes en los mecanismos de accidn. Los resultados reportados
corresponden a ensayos in vitro empleando sistemas celulares aislados; es por ello que
estos datos no nos permiten aseverar la relevancia de estos hallazgos. Los datos obtenidos
aportan conocimiento basico, con potencial aplicabilidad clinica, a favor de disefar
estrategias terapéuticas dirigidas a la prevencion de enfermedades de alta prevalencia
como osteoporosis y aterosclerosis, como asi también a favor de promover nuevas terapias
hormonales de reemplazo. A su vez, es de gran interés pensar en la posibilidad de prevenir
el inicio del depdsito de calcio dentro de la pared del vaso o, en el caso de etapas mas
avanzadas, intervenir en la promocién de un proceso controlado de reparacién de tejidos,
incluso con la desventaja del aumento del depdsito de calcio, con el fin de limitar los efectos
adversos de calcificacién aterosclerdtica establecida.

Los aportes mads destacados de este trabajo de tesis doctoral proveen evidencia de que la
hormona E; exhibe una accidn similar en los tejidos evaluados. Tanto a nivel 6seo como
vascular promueve los procesos celulares que conducen a un mismo fin: generacion,
diferenciacién y mineralizacidn osteoblastica, como asi también de células musculares lisas

vasculares, tendiente a la formacion dsea y a la calcificacidn vascular, respectivamente.

Especificamente los resultados presentados nos permiten concluir que:

e en cultivos primarios de osteoblastos, la estrona y el raloxifeno promueven la
osteoblastogénesis a través de la estimulacién de la expresidn de Runx2, de la
actividad FAL, del depdsito extracelular de coldgeno y de la mineralizacién de la
matriz extracelular;

e en osteoblastos, como asi también en células musculares lisas vasculares nativas y
transdiferenciadas a linaje dseo, la estrona estimula la proliferacién, migracion

celular y la sintesis de NO;
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CONCLUSIONES

en el modelo de transdiferenciacion celular se demostré que la estrona induce la
transformacidén 6sea de las células musculares lisas vasculares a través del aumento
de la actividad FAL, el depdsito de colageno y de la mineralizaciéon extracelular;

el mecanismo de accion de la hormona comprende la participacién de los RE
nucleares/citosdlicos y de membrana, la via oxido nitrico sintasa, y la via de las
MAPK;

la estrona exhibid una actividad por si misma, y no a través de su conversidn a
estradiol;

la estrona, el estradiol y el raloxifeno mostraron poseer una capacidad semejante al

promover la diferenciacién osteoblastica.
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