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Resumen

La diabetes mellitus (DM) es una patologia metabdlica caracterizada por hiperglucemia crénica debida al
déficit de produccion y/o accion de la insulina. La DM, sobre todo la tipo 1, se asocia comunmente a
osteopenia/osteoporosis y al aumento de riesgo de fracturas. El factor de crecimiento similar a la insuli-
na tipo I OUGF-D), un factor abundante en la matriz 6sea que ejerce un papel importante en el desarrollo
y mantenimiento de la masa 6sea, disminuye en la DM. La proteina relacionada con la parathormona
(PTHrP), un modulador del crecimiento y la funcién osteobldstica, actda sobre los osteoprogenitores pro-
moviendo la diferenciacion osteoblastica y la regeneracion dsea. Su expresion disminuye en situacion dia-
bética. En este trabajo, hemos evaluado y comparado las acciones osteogénicas de la PTHrP en modelos
murinos de DM tipo 1 y deficiente en IGF-I. Los ratones diabéticos por inyeccion de estreptozotocina
presentan una disminucién de la masa 6sea en los huesos largos, asociada al incremento de proteinas
oxidadas y a la disminucion de expresion de genes relacionados con la via Wnt y de la proteina p-cate-
nina, ademas de mostrar alteraciones en el hueso trabecular vertebral. En el modelo de ratén con déficit
de IGF-I, nuestros resultados indican una situacion de osteopenia tanto en el fémur (asociado a una inhi-
bicién de la via Wnt) como en la columna (L1-L5). Nuestros hallazgos demuestran que la administracion
de PTHrP, predominantemente a través de su dominio N-terminal, modula la via de Wnt canoénica en rela-
cion a sus acciones osteogénicas en situacion diabética y, también en parte, en ausencia de IGF-I.
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Comparison of the osteogenic actions of parathyroid hormone-related
protein (PTHrP) in diabetic and insulin-like growth factor-I (IGF-I)

deficient mouse models

Summary

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic pathology characterised by chronic hyperglycemia due to a deficit
in the production and/or action of insulin. DM, above all type I, is commonly associated with osteope-
nia/osteoporosis and with an increased risk of fractures. Insulin-like growth factor-I (IGF-D), a factor abun-
dant in the bone matrix which plays a significant role in the development and maintenance of bone mass,
diminishes with DM. Parathyroid hormone-related protein (PTHrP), a modulator of growth and osteoblast
function, acts on osteoprogenitors, promoting osteoblast differentiation and bone regeneration. Its
expression is reduced in the presence of DM. In this work we have evaluated and compared the osteo-
genic actions of PTHrP in mouse models with type 1 DM and IGF-I deficiency. Diabetic mice by injec-
tion of streptozotocin had a reduction in bone mass in the long bones associated with an increase in oxi-
dised proteins and a reduction in the expression of genes related to the Wnt pathway and of B-catenin
protein, as well as alterations in vertebral trabecular bone. In the mouse model with IGF-T deficit our
results indicate the presence of osteopenia both in the femur (associated with an inhibition of the Wnt
pathway) and the spine (L1-L5). Our findings demonstrate that the administration of PTHrP, predomi-
nantly through its N-terminal domain, modulates the canonical Wnt pathway in relation to its osteogenic

actions in a diabetic situation and also, in part, in the absence of IGF-I.
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Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es una patologia metabo-
lica caracterizada por una hiperglucemia cronica
debida al déficit de produccion y/o accion de la
insulina, responsable de la disfuncion de 6rganos
tales como la retina, el rindn, el sistema nervioso y
el sistema cardiovascular'. Ademas, la DM se asocia
comuinmente a osteopenia/osteoporosis y al
aumento de riesgo de fracturas, por mecanismos
solo parcialmente caracterizados’. La DM tipo 1
(DM1), o insulino-dependiente, se caracteriza por
niveles bajos de insulina y del factor de crecimiento
similar a la insulina tipo T (IGF-D) circulantes y se
suele manifestar antes de alcanzar el pico de masa
Osea, mientras que la tipo 2 (DM2) -asociada a resis-
tencia insulinica- es comun en adultos’. Las altera-
ciones esqueléticas en la DM1 incluyen: 1) una dis-
minucion del crecimiento 6seo longitudinal durante
la pubertad en adolescentes; 2) una disminucién de
masa Osea en cadera, cabeza del fémur y columna
vertebral en adultos; 3) un incremento del riesgo de
fractura; y 4) una disminucion de la capacidad rege-
nerativa Osea. Las caracteristicas de la DM son com-
patibles con un bajo nivel de remodelado 6seo*’. La
hiperglucemia induce una menor proliferacion y
funcién osteoblastica. Ademas, los productos de gli-
cosilacion avanzada (AGEs) contribuyen a la gene-
racion de estrés oxidativo, incrementando la fragili-
dad 6sea vy el riesgo de fracturas®.

Entre los factores endocrinos y locales con
accion 6sea demostrada, la insulina, producida y
secretada por las células pancredticas, y el IGF-I
mayoritariamente producido en el higado pero

también en el hueso donde se acumula en la
matriz Osea, merecen una especial consideracion
en la osteopatia asociada a la DM, Estudios en
ratas diabéticas tipo 1 indican el papel del déficit
de insulina en la disminucion de la integridad y
resistencia Osea'*”. Ademas, los pacientes con
DM1 poseen niveles séricos de IGF-I significativa-
mente disminuidos en relacion a los encontrados
en individuos normales o en pacientes con DM2".
Se sabe que el IGF-I sistémico juega un importan-
te papel en el desarrollo y mantenimiento de la
masa Osea. De hecho, ratones con una deficiencia
global en IGF-I presentan al nacer un tamano de
aproximadamente el 60% del correspondiente a
sus controles, que disminuye al 30% a las 8 sema-
nas, y presentan una menor mineralizacion 6sea y
un bajo remodelado 6seo™".

Por otra parte, la proteina relacionada con la
parathormona (PTHrP) juega un papel fundamental
en el desarrollo del hueso endocondral retrasando la
diferenciacion de los condrocitos en la placa de cre-
cimiento, y actia como un importante regulador
local del remodelado 6seo en adultos™. Ratones
homozigotos Pthip” presentan una condrodisplasia
letal perinatal; mientras que los heterozigotos Pthip*-
son viables pero exhiben una reduccion significativa
de la masa 6sea. La PTHrP posee similitud estruc-
tural con la PTH en su extremo N-terminal, pero
difiere completamente de esta hormona en el resto
de su estructura. La regién media y C-terminal de la
PTHrP contiene distintos epitopos singulares, asocia-
dos a efectos auto/paracrinos e intracrinos en distin-
tos tipos celulares®. Como consecuencia de su pro-



Figura 1. Caracterizacion del modelo de raton diabético por STZ. Se
muestra la glucemia basal en los ratones control (Co) y diabéticos
(DM), asi como los cambios en el peso en cada uno de los grupos
experimentales. Nt, PTHrP (1-36); Ct, PTHrP (107-139). Los resulta-
dos representan la media + EEM de 5 ratones/grupo. **p<0,01 vs.

Co; #p<0,05; ##p<0,01 vs. DM
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Modelo de raton con DM1

Se utilizaron ratones CD-1 macho de
4 meses de edad (Harlan Interfauna
Ibérica, Barcelona), estabilizados
durante dos semanas en el bioterio
del IIS-Fundacion Jiménez Diaz. Los
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animales tuvieron acceso libre a agua
y a una dieta estindar (8,8 g/kg de
calcio y 5,9 g/kg de fosforo; Panlab,
Reus), a 22°C con ciclos de 12 horas
de luz y 12 horas de oscuridad. Para
inducir la DM, los ratones fueron
inyectados por via intraperitoneal
con estreptozotocina (STZ) (Sigma-
Aldrich, San Luis, Misuri, EE.UU.),
una citotoxina pancredtica, durante 5
dias consecutivos a una dosis de 45
mg/kg de peso corporal en tampon
citrato soédico 50 mM, pH 4,5, o con
el vehiculo salino (controles)”. Una
semana después de la dltima inyec-
cion se midi6 la glucosa en sangre,

cesamiento post-trasduccional®; la PTHrP puede
generar distintos fragmentos bioactivos: 1) un frag-
mento N-terminal 1-36; 2) uno o varios fragmentos
en la region media, cuyos aminoicidos 88-91 y 102-
106 son dominios de localizacion nuclear/nucleolar
(NLS); y 3) un fragmento C-terminal que contiene la
secuencia 107-111 conocida como osteostatina.
Aunque atn no se ha logrado aislar un receptor para
esta region C-terminal de la PTHrP, se ha demostra-
do que senaliza en parte a través de la transactiva-
cion del receptor 2 del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) asociada a sus acciones
en los osteoblastos**. Estudios previos han demos-
trado que la PTHrP revierte los efectos deletéreos de
la DM1 sobre el nimero de células osteoformadoras
y la funcion osteoblistica en la tibia de ratén en
regeneracion®. Ademads, la PTHrP es capaz de com-
pensar la disminucion de diferenciacion osteoblasti-
ca y la inhibicién de la senalizacion a través de
Wnt/pB-catenina —una via clave estimuladora de la
formacion 6sea- inducidas por la alta glucosa en
células osteoblasticas in vitro* .

Teniendo en cuenta estas consideraciones, en
el presente trabajo hemos evaluado y comparado
las consecuencias del déficit de insulina (DM1) y
de IGF-I en la eficacia de la PTHrP para inducir
acciones osteogénicas en el raton.

Materiales y métodos

Todos los estudios realizados en animales fueron
desarrollados con la aprobacion del Comité de
Experimentaciéon y Bienestar Animal del IIS-
Fundacién Jiménez Diaz. El dolor y el sufrimiento
de los animales fueron paliados de acuerdo a la
normativa europea vigente (Directiva 2010/63/UE).
Igualmente, el disenio experimental se adapto al cri-
terio conocido como las 3R (del inglés, replace,
reduce, refine) para minimizar el nimero de anima-
les que permitan obtener resultados significativos®.

extraida de la cola del raton, median-
te un glucometro (Glucocard G+-
meter, Menarini Diagnostics,
Florencia, Ttalia), considerindose diabéticos aqué-
llos con glucemia =250 mg/dl (Figura 1A). Dos
semanas tras la confirmacion de la DM, los ratones
se trataron con PTHrP (1-36) (N» o PTHrP (107-
139) (Cv (Bachem, Bubendorf, Suiza), 100 ug/kg
en cada caso, o con tampén salino fosfatado, pH
7,4 (TSF) (vehiculo de los péptidos) cada dos dias
por inyeccion subcutinea, durante un total de 14
dias (Figura 1A). Se utilizaron 5 ratones/grupo en
cada uno de estos 4 grupos experimentales.

Dos horas después de la altima inyeccion de
cada tratamiento, los animales se pesaron y poste-
riormente fueron sacrificados con una mezcla de
ketamina (Pfizer, Madrid, Espana) 20 mg/kg y xila-
cina (Bayer, Kiel, Alemania) 5 mg/kg (2:1, v/v).
Posteriormente, se extrajeron los fémures, las
tibias (descartando el peroné) y las vértebras L1-
L5, eliminando los restos de musculo adyacentes.
Los huesos largos se destinaron a la obtencion de
cultivos de células mesenquimales de médula
osea (CMMOs) o fueron almacenados para la pos-
terior extraccion de ARN (en N, liquido) o el ana-
lisis de proteinas carboniladas (a -80°C). Las vérte-
bras se almacenaron a -20°C hasta su inclusion en
metacrilato para andlisis de histomorfometria 6sea.

Modelo de raton deficiente en IGF-I
Los ratones con deficiencia homozigotica de IGF-
I (Ugf1-nulos), de 3 meses de edad y un fondo
genético mixto MF1/129sv, se generaron tras el
cruce de ratones heterozigotos con una delecion
en el exon 4 del gen Igf1®. Los ratones fueron
genotipados mediante Southern Blot tras la extrac-
cion de ADN gendmico proveniente de la cola con
REDExtract-N-Amp™Tissue PCR Kit (Sigma-Aldrich)
y se caracterizaron por criterios funcionales®*.

Se establecieron 4 grupos experimentales con 6
ratones/grupo, control e [gfI-nulos, tratados con
PTHrP (1-36), PTHrP (107-111) o con TSF. Se admi-
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nistraron los péptidos de la PTHrP (80 ug/kg en
cada caso) o el vehiculo salino por inyeccion sub-
cutdnea cada 48 horas durante dos semanas. Se eli-
gi6 esta dosis debido a que dosis similares de estos
péptidos inducen efectos anabdlicos o anti-resorti-
vos, respectivamente, en roedores®*7!. A las 2 h. de
la Gltima inyeccion, los ratones se sacrificaron como
se ha descrito anteriormente. Los huesos largos se
destinaron a la obtencion de CMMOs. Los fémures
sobrantes se almacenaron en N, liquido para poste-
rior extracciéon de ARN total, y las vértebras L1-L5
para histomorfometria.

Cultivo de CMMOs ex vivo

Para la obtencion de las CMMOs de los fémures y
tibias obtenidos en ambos modelos animales, se per-
foraron las epifisis de manera paralela a la didfisis con
una aguja quirdrgica de tipo 20G de grosor. La cavi-
dad medular se perfundié con medio de cultivo
0—MEM suplementado con suero fetal bovino al 15%,
penicilina—estreptomicina al 1% y fungizona 25
ug/ml, obteniéndose la médula Osea. Tras varios
lavados se obtuvo una suspension homogénea que
se centrifugd a 1.500xg durante 5 minutos en frio. El
precipitado celular se resuspendié en el medio men-
cionado anteriormente (sin fungizona), contando el
numero de células viables (por exclusion de azul de
tripin) en un contador de células automdtico
(Countess™, Life Technologies, Paisley, Reino Unido).
Posteriormente, las células se sembraron a una den-
sidad de 1-2,5x10°%/cm? en placas de 6 pocillos en una
atmosfera himeda de CO, al 5% a 37°C»%. Se anadio
medio de diferenciacion osteogénica (el medio ante-
rior suplementado con 4c. L-ascérbico 50 ug/ml y -
glicerolfosfato 10 nM) al cultivo el tercer dia de la
siembra. Las células se mantuvieron bajo estas condi-
ciones durante 14-16 dias siendo la mitad del volu-
men del medio condicionado reemplazado cada dos
dias. Durante este periodo, las CMMOs procedentes
de ratones diabéticos o [gf7-nulos se trataron in vitro
con los péptidos de la PTHrP (anadidos en el
momento del cambio de medio).

Densitometria 0sea

Mediante absorciometria dual de rayos X (DXA) se
midieron la densidad mineral 6sea (DMO; g/cm?), el
contenido mineral 6seo (CMO; g) y el % de grasa
peridsea en el cuerpo total, el fémur, la tibia y la
columna lumbar (vértebras L1-L5) (regiones de inte-
rés) de los ratones anestesiados. La DXA se llevé a
cabo utilizando un equipo PIXIMus I (GE Lunar
Corp., Madison, Wisconsin, EE.UU.). El programa de
este equipo calcula los parametros citados en dife-
rentes regiones del esqueleto (excluyendo la cabe-
za) con un coeficiente de variacion de +2%.

Histomorfometria 6sea

Las muestras de vértebras L1-L5 se fijaron durante 24
horas en etanol al 70% y, posteriormente, se deshi-
drataron en etanol 96% durante dos dias y etanol
absoluto otros dos dias. A continuacion, las muestras
se incluyeron en metil-metacrilato polimerizado
(Merck, Whitehouse Station, Nueva Jersey, EE.UU.),
siguiendo un protocolo estandar®. A continuacion,

se realizaron cortes seriados de 7 wm lo mas cerca-
nos al eje sagital de la columna con un microtomo
Leica RM 2255, que fueron depositados en portas
pre-tratados con gelatina de Haupt, se cubrieron con
una ldmina de polietileno y se prensaron durante 20-
24 horas a 60°C. Antes de tefir las muestras, éstas se
desplastificaron en metil-acetato (Merck) durante 15-
30 minutos, seguido de rehidratacion con etanol a
concentraciones decrecientes (absoluto, 70% y 50%)
y lavado con agua destilada. La tincion de Von Kossa
permite visualizar el hueso mineralizado de color
negro. La tincién con tricromico de Goldner tine en
azul, los nucleos celulares; en rojo, los ribetes de
osteoide; y en verde, el hueso mineralizado. Tras las
tinciones, las muestras se deshidrataron y se monta-
ron con resina DPX (VWR, Lovaina, Bélgica).

Para determinar los pardmetros histomorfomé-
tricos, se utiliz6 un micrémetro acoplado a una reti-
cula rectangular en el ocular del microscopio
(Olympus BX41, Olympus, Melville, Nueva Yersey,
EE.UU.)® Se determiné: el volumen trabecular
frente al volumen 6seo total (BV/TV); el grosor
medio trabecular (Tb.Th); el nimero de trabéculas
(Th.N); y la separacion trabecular (Th.S), segun los
criterios de la American Society for Bone and
Mineral Research®. Estos parimetros fueron evalua-
dos por 2 observadores de manera independiente.

Andlisis de expresion proteica por transferencia
wesltern

Para extraer la proteina total del fémur se procedio
a su homogenizacién mecinica en un mortero. Las
proteinas se extrajeron con tampon RIPA [50 mM
Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, Triton
X-100 al 1%, deoxicolato sédico al 1% y dodecilsul-
fato s6dico (SDS) al 0,1%)], suplementado con inhibi-
dores de proteasas (Protease inbibitor cocktail
P8340, Sigma-Aldrich) y de fosfatasas (Phosphatase
inhibitor cocktail Set 1I, Calbiochem, La Jolla,
California, EE.UU.). Tras incubacion durante 30
minutos a 4°C, las muestras se centrifugaron a 13.000
rpm durante 30 minutos, recogiendo los sobrena-
dantes. La medida de la concentracion de proteina
se realizd por el método del dcido bicinconinico
(Thermo Fisher Scientific, Rockford, Illinois, EE.UU.),
utilizando una curva patron de seroalbimina bovina.
En los extractos proteicos se cuantificaron las prote-
inas carboniladas, mediante derivatizacion de los
grupos carbonilo con 2 4-dinitrofenilhidrazina (DNP-
hidrazina) utilizando el ensayo comercial OxyBlot
protein oxidation detection kit (Millipore, Billerica,
Massachusetts, EE.UU.). La proteina DNP-hidrazona
estable obtenida se detecta por inmunotransferencia.
Para ello, las proteinas derivatizadas (20 png) se sepa-
raron por electroforesis en geles de poliacrilamida-
SDS al 12,5%, y posteriormente se transfirieron a
membranas de difluoruro de polivinidileno
(Schelider & Schuel, Keene, Nueva Hampshire,
EE.UU.), seguido de incubacion con un anticuerpo
primario policlonal anti-DNP y con un secundario
conjugado con peroxidasa de rdbano. Las bandas
resultantes se visualizaron por quimioluminiscencia
(ECL Western Blotting Delection Reagents; GE
Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido).
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Tabla 1. Secuencias de los cebadores especificos empleados para la amplificacion génica por PCR a tiempo real

Cebador Secuencia Sentido 5'-3' Secuencia Anti-sentido 5'-3'
Wnt3a GCACCACCGTCAGCAACAG GGGTGGCTTTGTCCAGAACA
Fz2 CCGTCTCTGGATCCTCACAT AGAAGCGCTCATTGCATACC
Lrp5 CAACGTGGACGTGTTTTATTCTTC CAGCGACTGGTGCTGTAGTCA
Lrp6 AGATCCATCAAGTGGGTTCATGTA GAAGCGACTTGAGCCATCCA
18s ATGCTCTTAGCTGAGGTGCCCG ATTCCTAGCTGCGGTATCCAGG

Para el andlisis de las proteinas procedentes de
los CMMOs, los extractos proteicos (20 ug) fueron
separados en gel de poliacrilamida-SDS al 8% con -
mercaptoetanol al 5%. A continuacion, las muestras
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Trans-
Blot® SD semi-dry transfer cell, Bio-Rad, California,
EE.UU.). Seguidamente, las membranas se bloquea-
ron con leche desnatada al 2,5% en un tampoén Tris-
salino (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM,
Tween-20 al 0,1%). Posteriormente, estas membranas
fueron incubadas en presencia del anticuerpo prima-
rio policlonal correspondiente a B-catenina ([dilucion
1:10000]; Abcam, Cambridge, Reino Unido) y de IgG
de cabra anti-conejo combinado con peroxidasa de
rabano [(dilucion 1:10000); Santa Cruz, California,
EE.UU.]. Como control de carga se analizo la expre-
sion de B-actina [(dilucion 1:500); Santa Cruz).

Analisis de la expresion génica por PCR cuan-
titativa a tiempo real (RT-PCR)

El ARN total se extrajo de los homogeneizados de
fémur (como se ha indicado anteriormente) con
Trizol (Invitrogen, Groningen, Holanda) a 4°C. La
retrotranscripcion del ARN obtenido a ADNc se llevo
a cabo a partir de 0,5 -1,5 ug de ARN con el cDNA
High capacity cDNA reverse transcription kit (Applied
Biosystems, Foster City, California, EEUU) en un ter-
mociclador Techgene (Bibby Scientific Ltd.,
Stafforshire, Reino Unido), siguiendo el siguiente pro-
tocolo secuencial: 10 minutos a 25°C, 120 minutos a
37°C y 5 minutos a 85°C. La PCR a tiempo real se rea-
liz6 con: 1) cebadores especificos de raton para los
siguientes genes de la via canénica de Wnt*: Wni3a,
frizzled 2 (Fz2) y proteinas relacionadas con los
receptores de lipoproteinas de baja densidad 5y 6
(L1p5 y Lipo, respectivamente) (Tabla 1), y la mezcla
de reaccion SYBR Premix Ex-Taq green polimerasa
(Takara, Otsu, Japén); 2) sondas TagMan MGB
(Assay-by-Design™ System, Applied Biosystems) para
ciclina D1 (Cend1) y conexina 43 (Cx43), y una mez-
cla de reaccion con Premix Ex-Taq polimerasa
(Takara) en un termociclador ABI PRISM 7500
(Applied Biosystems). En paralelo, se amplifico el
ARN 78s ribosomal como gen normalizador®+'.

Las curvas de disociacion verificaron la obten-
cion de un tnico producto de amplificacion en el
caso del uso de cebadores especificos. Los niveles
de expresion en cada condicion experimental

relativos al control basal se calcularon como 2%
(AACt = ACt yiamiento-ACt pasa) cOmMo se ha descri-
to anteriormente”. Todas las determinaciones se
realizaron por duplicado.

Estadistica

Los resultados se expresaron como media + error
estandar de la media (EEM). La comparacion entre
varios grupos se realizd mediante la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis. La comparacion
paramétrica entre dos grupos se realizo mediante la
prueba t de Student; mientras que en aquellas com-
paraciones no paramétricas se realizo la prueba de
Mann Whitney. Las diferencias con una p<0,05 fue-
ron consideradas significativas. Los andlisis se lleva-
ron a cabo con el programa informatico Graphpad
InStat (San Diego, California, EE.UU.).

Resultados

Acciones osteogénicas de la PTHrP en un mode-
lo de osteopenia asociada a DM1 en raton

Los ratones diabéticos por inyeccion de STZ mostra-
ron una disminucion significativa del peso corporal
respecto a los controles, que en parte se recuperd
por el tratamiento con ambos péptidos de la PTHrP
(Figura 1). En estos animales, la DM indujo una dis-
minucion de la DMO y CMO, asi como del porcen-
taje de grasa peridsea, predominantemente en los
huesos largos; alteraciones que fueron en parte por
ambos fragmentos de la PTHrP (Tabla 2).

Mediante histomorfometria realizada en las vér-
tebras (L1-L5), observamos que los ratones diabéti-
cos mostraban una disminucion del volumen trabe-
cular total (BV/TV), del grosor medio (Tb.Th) y del
numero de trabéculas (Tb.N.) y un incremento de
separacion trabecular (Th.S); parimetros que se nor-
malizaron tras el tratamiento con los péptidos de la
PTHrP (Tabla 3). La tinciéon de Von Kossa permitio
visualizar claramente estas alteraciones en el hueso
trabecular de las vértebras en cada uno de los gru-
pos experimentales estudiados (Figura 2).

En el fémur de los ratones diabéticos, analiza-
mos la expresion de genes implicados en la acti-
vacion de la via Wnt/p-catenina; observamos que
los niveles de ARNm del ligando Wnt#3a, del
receptor Fz2 y de los co-receptores Lip5 'y Lipo6,
asi como los de Cend1 (un gen diana final de esta
via) estaban disminuidos en estos ratones (Figura
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Tabla 2. Valores de masa 6sea y grasa peridsea en los huesos largos, columna vertebral y cuerpo total de ratones
controles y diabéticos, con y sin tratamiento PTHrP (1-36) o PTHtP (107-139)

Control Diabético DM+PTHrP DM+PTHrP
(bM) (1-36) (107-139)
Fémur DMO 0,123£0,001 0,103+0,0009** 0,106+0,001 0,119£0,001##
CMO 0,04620,001 0,041£0,0005** | 0,042+0,0007 0,047+0,001#
%Grasa 19,45+2,376 11,56+0,409** 17,76+0,248#%# 13,34+0,441#
Tibia DMO 0,084+0,002 0,0760,0004** 0,086+0,002# 0,086+0,002##
CMO 0,04620,001 0,042+0,0007* 0,045+0,001# | 0,046£0,0004##
%Grasa 18,94+0,909 14,98+0,485%* 16,78+0,171## 18,64+0,930##
Columna DMO 0,077+0,003 0,074+0,001 0,074+0,0009 0,076+0,0007
CMO 0,092+0,006 0,057+0,011* 0,089+0,001# 0,094+0,003#
%Grasa 18,78+1,084 11,06+0,175 10,4+0,175# 11,21+0,606
Cuerpo total DMO 0,064+0,001 0,056+0,001** 0,067+0,001## 0,067+0,002##
CMO 0,901+0,029 0,86420,017 0,892+0,019 0,892+0,001
%Grasa 18,78+1,084 12,82+0,582%* 13,56+0,597 12,92+2,143

DMO (g/cm?®); CMO (g). Los valores son la media +
#p<0,05; ##p<0,01 vs. DM.

3A). Ademids, en los osteoprogenitores de la
médula 6sea (CMMOs) de los huesos largos
encontramos una menor expresion proteica de f3-
catenina (Figura 3B). Estos efectos deletéreos de la
situacion diabética sobre efectores de la via
Wnt/B-catenina fueron compensados por la admi-
nistracion de PTHrP in vivo (sobre todo por el
fragmento N-terminal) e in vitro (Figuras 3A y 3B).

Dado que la DM se asocia a un incremento de
estrés oxidativo, analizamos la produccion de pro-
teinas oxidadas en el fémur de los ratones diabé-
ticos®. Estos animales presentaban un aumento de
proteinas oxidadas respecto a los controles, que
mostré una tendencia a la normalizacion tras el
tratamiento con PTHrP (1-36), pero no con PTHrP
(107-139) (Figura 30).

Alteraciones de la masa y la estructura 6seas
asociadas al déficit de IGF-I en ratéon y su
modulaciéon por la PTHrP

Los ratones Igf1-nulos mostraron una disminucion
significativa de la DMO y CMO respecto a los rato-
nes control en el cuerpo total, fémur y columna
(L1-L5) (Figura 4A). Al final del periodo de estu-
dio (dia 14), los ratones Igf7-nulos mostraron
menos ganancia de masa 6sea en el cuerpo total,
pero mayor en fémur y en columna, respecto a la
de los controles (Figura 4B). El tratamiento con
ambos péptidos de la PTHrP produjo un aumento
significativo de masa Osea en el cuerpo total y en

EEM de 5 ratones/grupo. *p<0,05; **p<0,01 vs. control;

el fémur de los ratones Igfl-nulos (Figura 4B).
Mediante analisis histomorfométrico, se observo
una alteracion general en los parametros estructu-
rales evaluados en las vértebras L1-L5 de los rato-
nes [gf1-nulos respecto a los controles. El trata-
miento con los péptidos de la PTHrP normalizé el
BV/TV y el Tb.Th. en estos animales (Tabla 4).

En los ratones Igf1-nulos, encontramos en el
fémur una disminucion de un gen inicial y otro
final, claves en la actividad de la via candnica de
Wnt, Wnit3a, y Cx43, que resultdé parcialmente
compensada por el tratamiento con los péptidos
de la PTHrP (Figura 5A).

Ademas, quisimos comprobar si la PTHrP podria
ejercer acciones osteogénicas auténomas a nivel
celular en ausencia de IGF-I. Para ello, utilizamos
cultivos de CMMOs provenientes de ratones contro-
les e Igf1-nulos, tratados in vitro con ambos pépti-
dos de la PTHrP. Estos cultivos a partir de ratones
Igf1-nulos mostraron una menor capacidad de
mineralizacién en comparacion con la de los rato-
nes control, que no se afecto por el tratamiento con
ambos péptidos de la PTHrP (Figura 5B).

Discusion

Efectos osteogénicos de la PTHrP en un modelo
murino de DM1 inducido por STZ

En el presente estudio observamos una pérdida de
peso en los ratones diabéticos, debida posible-
mente a la accion lipolitica y a la pérdida muscu-
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Parametro Control Diabético (DM) DM(;_I;;‘)HrP Dg();}?;;?’
BV/TV (%) 36,93%1,64 22,21%1,6* 37,19+2,76## 37,43+3,7#%
Tb.Th. (pm) 85,49£4,53 59,9142,24* 83,93+4,81## 88,24+2,91##
Tb. N. (mm™) 2,26+0,09 1,77£0,09* 2,3220,07## 2,30£0,15#
Tb. S. (upm) 146,93+9,71 225,97+12,07* 130,12+1,45## 130,52+12,49#

BV/TV: volumen trabecular total; Tb.Th.: grosor medio de las trabéculas; Tb.N.: nimero de trabéculas; Tb.S.:
separacion trabecular. Los valores corresponden a la media £+ EEM de 5 ratones/grupo *p<0,05, **p<0,01 vs.

control; #p<0,05, ##p<0,01 vs. DM.

Figura 2. Alteraciones del hueso trabecular en las
vértebras (L1-L5) en ratones diabéticos, con o sin tra-
tamiento con los péptidos de la PTHrP. Se muestran
imagenes representativas obtenidas mediante micros-
copia Optica (4x) de cortes histolégicos de vértebras
de ratones control (Co) o diabéticos (DM), tratados o
no con PTHrP Nt (Nt) o C-terminal (Ct), tras su inclu-
sion en metacrilato y tincion de Von Kossa, mostran-
do la estructura trabecular

lar inducida por la droga STZ*¥. Utilizando DXA,
corroboramos este hallazgo con el descenso
observado en el porcentaje de grasa peridésea en
el cuerpo total y los huesos largos de los ratones
diabéticos. En dichas localizaciones observamos,
ademas, una disminucién de masa Osea a las 4
semanas de la instauracion de la DM. El tratamien-
to con los péptidos de la PTHrP compensé esta
osteopenia, de acuerdo a observaciones previas
en este modelo de DM1 tras la administracion de
andlogos de PTH y PTHrpP»2:3%,

El andlisis histomorfométrico de las vértebras L1-
L5 mostré una disminucion del BV/TV y de otros
pardmetros trabeculares (Tb.Th., Tb.N y Tb.S) en los
ratones diabéticos, en consonancia con observacio-
nes en otro modelo de DM1 inducida por STZ en
raton®. Por otra parte, datos recientes de un andlisis
histomorfométrico en biopsias procedentes de cres-
ta iliaca de pacientes con DM1 no registraron altera-
ciones significativas en la estructura trabecular res-
pecto al grupo control sano, aunque si una tenden-
cia coherente con los resultados obtenidos en las
vértebras de los ratones diabéticos en nuestro estu-
dio". Sin embargo, es interesante sefalar que en
estos pacientes diabéticos, las muestras fueron obte-
nidas antes de la aparicion de complicaciones aso-
ciadas a la DM. Nuestros resultados demuestran la
capacidad de los péptidos de la PTHrP para atenuar
las alteraciones de la estructura trabecular vertebral
producidas por la DM en el ratén, confirmando
hallazgos previos®#4,

Datos recientes de nuestro grupo han mostra-
do alteraciones de la via Wnt/B-catenina en el
hueso de ratones con DM1 inducida por STZ, aso-
ciadas a una disminucion de esclerostina corres-
pondiente a una mayor tasa de apoptosis osteoci-
tica en la tibia de estos ratones*. Por otra parte, se
ha encontrado una sobreexpresion de Sost y Dkk1
(inhibidores de la via Wnt candnica) en la tibia de
ratas diabéticas®. En humanos, se han encontrado
altos niveles de esclerostina y una disminucion de
p-catenina en el suero de pacientes con DM2%,
Los resultados del presente trabajo demuestran
una alteracion en la expresion de genes candnicos
de las etapas iniciales de la via Wnt en el hueso
murino diabético, en contraste con lo observado
en la rata diabética®. Asi pues, las alteraciones en
los componentes de la via Wnt en situacion diabé-
tica parece compleja y dependiente de la especie.

El estado hiperglucémico asociado a la DM1 con-
diciona un aumento de las especies reactivas del oxi-
geno (ROS), que producen aumento de la carbonila-
cion proteica®®. El aumento observado de proteinas
carboniladas en el fémur de los ratones diabéticos se
redujo en los tratados con el fragmento N-terminal de
la PTHrP. En este sentido, se ha descrito la capacidad
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Tabla 4. Alteraciones de parametros histomorfométricos en las vértebras L1-L5 de ratones Igf7-nulos, tratados

o no con PTHrP

Parametro Control Igfi-nulo IgfI-nulo+Nt IgfI-nulo+Ost
BV/TV (%) 26,1+1,5 16,5+0,9"* 22,643 3% 22,85+0,2%
Tb. Th (um) 54,542 45,9+1,8% 65,423 ## 52,5+2,5#
Tb. Sp (um) 156+0,8 214,7£19,3* 230,6+27,9%* 213,249, 24**
Tb. N (1/mm) 4,7+0,1 3,7+0,2%* 3,4%0,3" 3,6+0,23**

BV/TV: volumen trabecular 6seo/volumen total; Tb. Th: espesor trabecular; Th.N: nimero de trabéculas; Tb.
Sp: separacion trabecular. Nt, PTHrP (1-36); Ost, osteostatina. Los valores son la media + EEM de 6
ratones/grupo. **p<0,01 vs. control; #p<0,05; ##p<0.01 vs. IgfI1-nulo.

de la PTH para disminuir la produc-
cion de ROS en CMMOs del fémur de
ratones viejos™. El exceso de ROS en el
hueso diabético afecta a la osteoblasto-
génesis -derivando la diferenciacion de
las CMMOs a adipogénesis-7# y a la
funcion osteoblastica -disminuyendo la
expresion de Runx2, FA y Collo-* y
también activando la transcripcion de
FoxO, el cual antagoniza la senaliza-
cion de Wnt candnica®. Asi, encontra-
mos una disminucion de -catenina en
los cultivos de CMMOs provenientes
de los huesos largos de los ratones dia-
béticos. A este respecto, en un mode-
lo de ratén diabético no obeso (similar
al modelo de DM1 por STZ) se ha
observado una supresion de la via
PIBK/AKT en células osteoprogenito-
ras que podria contribuir a la desestabi-
lizacion de la B-catenina en estas célu-
las’. En humanos, se ha caracterizado
una mutacion en el gen Sirt1 directa-
mente relacionada con el desarrollo de
DM1*, que resulta de interés, ya que la
proteina SIRT1 promueve la transloca-

cién al ntcleo de la B-catenina en célu- Wnt3a  Fz2 Lip5  Lip6  Cendl
las osteoprogenitoras®.

Nuestros hallazgos demuestran que Relacion
la PTHrP (predominantemente su frag- B-catenina/B-actina 1 04 0.8 1,1

mento N-terminal) es capaz de contra-
rrestar, al menos en parte, el estrés oxi-
dativo y las alteraciones de distintos
componentes activadores de la via Wnt
como parte de sus acciones osteogéni-
cas en el hueso diabético.

Efectos osteogénicos de la PTHrP
(1-36) y la osteostatina en un mode-
lo murino deficiente en IGF-I

El sistema IGF juega un papel deter-
minante en la regulacion del creci-
miento somatico. Se ha sugerido que
una disminuciéon en la produccion
y/o en la actividad de IGF-I podria
contribuir a la pérdida de masa 6sea

Figura 3. Efecto de la PTHrP sobre la via Wnt/p-catenina en los hue-
sos largos de ratones diabéticos. (A) Cambios en la expresion de
genes relacionados con la via Wnt canénica (analizada por PCR a
tiempo real) en el fémur de los ratones control (Co) y diabéticos
(DM), tratados o no con el fragmento N-terminal (Nt) o C-terminal
(Ct) de la PTHrP. (B) Autorradiografia representativa de los cambios
en la expresion de p-catenina en CMMOs extraidas del fémur y la tibia
de estos ratones, cultivadas durante 14 dias en medio osteogénico, en
presencia o no de cada uno de los péptidos de la PTHrP (100 nM).
Se muestran las intensidades medias relativas de la senal de B-cateni-
na normalizadas a la de B-actina para cada condicion experimental
referidas al control en un experimento representativo. (C) Efecto de
la PTHrP sobre la oxidacion de proteinas en ratones diabéticos.
Medida de las proteinas carboniladas en el fémur de ratones control
y diabéticos, tratados o no con los péptidos de la PTHrP. Los resulta-
dos en A y C corresponden a la media + EEM de los valores obteni-
dos en 5 ratones de cada condicion experimental. *p<0,05, **p<0,01
vs. Co; #p<0,05, ##p<0,01 vs. DM
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Figura 4. Caracterizacion de los cambios en la masa 6sea de rato-
nes [gf71-nulos, tratados o no con PTHrP. (A) Valores de DMO vy
CMO de ratones control (Co) e [gf1-nulos al comienzo del estudio
(dia 0) en cuerpo total, fémur y columna. (B) Incrementos (A) en
% de los valores de DMO y CMO desde el comienzo (dia 0) hasta
la finalizacion del estudio (dia 14) para cada uno de los genotipos,
y efecto del tratamiento con la PTHrP N-terminal (Nt) o con osteos-
tatina (Ost) (o vehiculo, V). Los valores corresponden a las medias
+ EEM de 6 ratones para cada condicion experimental. **p<0,01 vs.
Co (A); *p<0,05 vs. V-control; #p<0,05; ##p<0,01 vs. V-Igfl-nulo (B)
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nes con deficiencia del IGF-I provenien-
te de la sintesis hepatica®. La baja activi-
dad resortiva asociada a la deficiencia
del IGF-I podria facilitar la manifesta-
cion de una accion anabdlica de la
PTHrP a nivel trabecular'®®. De hecho,
se han descrito efectos anabdlicos de
ambos fragmentos N- y C-terminal de la
PTH1P en el hueso trabecular del fémur
en el modelo de raton diabético por
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STZ, con bajo remodelado 6seo®.

Observamos cambios significativos
en varios componentes de la via Wnt
canoénica compatibles con las alteracio-
nes en el remodelado 6seo en los rato-
nes deficientes en IGF-I. Datos previos
en ratones con déficit de IGF-I en oste-
ocitos muestran una marcada deficien-
cia en el desarrollo 6seo y en la res-
puesta a la estimulacion mecanica, aso-
ciadas a una activacion deficitaria de la
via Wnt*®, En nuestro estudio, encon-
tramos que la administracion de PTHrP
(1-36) u osteostatina corrige en parte las
alteraciones observadas en la via Wnt
canénica en los ratones deficientes en
IGF-1. En este sentido, como demues-
tran nuestros datos, tanto la PTHrP (1-
36) como el fragmento C-terminal nati-
vo PTHrP (107-139) actian sobre esta
via metabolica en ratones diabéticos
por STZZS‘Z(’AZ.

Por otra parte, encontramos que
las CMMOs de los ratones con déficit
de IGF-I mostraron una menor capaci-
dad osteogénica que los ratones con-
trol. Un resultado similar se obtuvo en
ratones con déficit de Igf1r en osteo-
blastos maduros®®, Ademas, estas
CMMOs mostraron una falta de res-
puesta a la PTHrP in vitro, indicando
que el IGF-I es esencial para la accion
de la PTHrP sobre estas células osteo-

asociada a la edad*. Sin embargo, también se ha
especulado que esta disminucion determinaria un
menor remodelado 6seo y asi preservar la solidez
de los huesos largos en esta situacion®. El IGF-1
aumenta la formacion 6sea periostal, pero sus efec-
tos en el hueso trabecular son variables'®**. Las
diferencias observadas en el esqueleto de los rato-
nes deficientes en IGF-I podrian ser consecuencia
del efecto dual de este factor en la osteoblastogéne-
sis y la osteoclastogénesis y su impacto relativo
segun la localizacion 6sea.

En el presente trabajo, hemos utilizado un mode-
lo de ratén con deficiencia en la expresion de [gf7
que muestra alteraciones significativas en la masa y la
estructura Osea trabecular de las vértebras, compen-
sadas en parte por ambos péptidos de la PTHrP.
Resulta de interés mencionar los efectos anabolicos
de la PTH observados en el hueso trabecular de rato-

progenitoras.

Estos hallazgos, en conjunto,
demuestran que la PTHrP, predomi-
nantemente a través de su dominio N-terminal, es
capaz de modular la via de Wnt canoénica en rela-
cion a sus acciones osteogénicas en situacion dia-
bética. Ademas, un sistema funcional de IGF es
necesario para al menos parte de las acciones
osteogénicas de la PTHrP (1-36) y de la osteosta-
tina en el esqueleto murino.
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Figura 5. (A) Cambios de factores relacionados con la via Wnt
candnica en ratones IgfI-nulos, tratados o no con PTHtP.
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PTHrP (1-36) (ND) u osteostatina (Ost) (o vehiculo, V). Los valo-
res representan las medias + EEM de 6 ratones/grupo. *p<0,05 vs.
V; #p<0,05; ##p<0,01 vs. V-Igf1-nulo. (B) Alteracion en la capaci-
dad mineralizante de CMMOs de ratones Igf7-nulos. Las CMMOs
de 2 ratones Co 6 5 ratones gf7-nulos fueron cultivadas durante
16 dias, con o sin (vehiculo salino, V) PTHrP (1-36) (Nt) u oste-
ostatina (Ost) (100 nM). La mineralizacién se evalué mediante
tincion con rojo alizarina S (se muestran imagenes representati-
vas). Los valores representan las medias + EEM de 7 pocillos de

cultivo por condicion experimental. **p<0,01 vs. V-control
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