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Resumen

Objetivo: Los osteoblastos son células especializadas encargadas principalmente de la formacion Osea.
Ademis son capaces de modular la osteoclastogénesis a través de la produccion de RANKL y OPG. El
objetivo de este trabajo fue estudiar la expresion de estas citocinas en osteoblastos primarios.

Material y métodos: Se obtuvieron osteoblastos primarios usando tejido dseo trabecular de pacientes
sometidos a colocacion de una proétesis de cadera por fractura (n=28) o artrosis (n=26). Se excluyeron
del estudio aquellos pacientes con osteoporosis secundaria, con fracturas debidas a traumatismos de alta
energia o artrosis secundaria. La expresion de RANKL y OPG se estudié mediante PCR cuantitativa.
Resultados: La expresion de RANKL y OPG no vari6 significativamente durante un proceso de minerali-
zacion in vitro. Ademas, la expresion de OPG fue marcadamente superior a la de RANKL. Dado que en
un trabajo previo encontramos una mayor abundancia de RANKL y un mayor cociente RANKL/OPG en
el tejido 6seo de pacientes osteopordticos que en el de artrésicos, decidimos estudiar si esta expresion
anormal en tejido se daba también en los osteoblastos. Sin embargo, en cultivos de osteoblastos prima-
rios no encontramos diferencias en los niveles de expresion de RANKL, ni de OPG, entre los dos grupos
de pacientes.

Conclusiones: En conjunto, nuestros datos confirman que los osteoblastos son capaces de producir
RANKL y OPG. Sin embargo, las diferencias de expresion encontradas a nivel de tejido 6seo entre pacien-
tes osteopordticos y artrosicos no parecen relacionarse con diferentes caracteristicas intrinsecas de sus
osteoblastos, pues no se reproducen en los cultivos primarios.
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Expression of RANKL and OPG in primary osteoblasts

Summary

Objective: Osteoblasts are specialized cells responsible for bone formation. Furthermore, these cells
modulate osteoclast formation and maturation, mainly by the production of RANKL and OPG. We pre-
viously reported that the bone tissue of osteoporotic patients showed increased RANKL expression and
RANKL/OPG ratio when compared to osteoarthritic patients. Thus we decided to explore whether this
aberrant expression may be related to an abnormal expression of these genes by osteoblasts. The aim of
this study was to explore the transcriptional levels of these factors in primary osteoblasts.

Methods: Primary human osteoblasts (hOBs) were obtained by the primary explant technique from bone
tissue of patients undergoing hip replacement surgery for hip fractures (n=28) or osteoarthritis (n=20).
Patients with secondary osteoporosis, fractures due to high-energy trauma or secondary osteoarthritis
were excluded. RANKL and OPG gene expression was explored by real time quantitative PCR.

Results: No statistical differences in RANKL and OPG gene expression were found along the i vitro mine-
ralization of hOBs. Interestingly, OPG transcriptional levels were markedly higher than RANKL levels.
However, no differences in the transcriptional levels of RANKL and OPG were observed between both
groups.

Conclusions: Overall, our data confirm that osteoblasts produce RANKL and OPG. However, our results
suggest that the gene expression differences found in the osteoporotic and osteoarthritic bone tissue are

not explained by the intrinsic characteristics of osteoblasts.

Key words: osteoclastogenesis, bone remodeling, osteoporosis, osteoarthritis.

Introduccién
El hueso es una forma especializada de tejido de
sostén formado por diferentes tipos celulares y
materiales mineralizados que le confieren rigidez
y resistencia marcadas, a la vez que le permiten
conservar un cierto grado de elasticidad. Debido a
esta peculiar composicion, el tejido 6seo también
es un importante reservorio de calcio y otros iones
inorganicos, y participa activamente en el mante-
nimiento de la homeostasis del calcio. Cada uno
de los huesos es esculpido mediante un complica-
do proceso denominado modelado’. Ademas, el
tejido 6seo es renovado constantemente por un
proceso conocido como remodelado?. El remode-
lado desempena un papel esencial en la homeos-
tasis del calcio y ademas preserva la solidez de los
huesos al sustituir el hueso viejo por nuevo hueso.
A diferencia del modelado, el remodelado 6seo
requiere la accion coordinada de osteoclastos, célu-
las que se encargan de resorber hueso, y osteoblas-
tos, células formadoras de hueso. Basicamente, el
proceso de remodelado se puede dividir en cuatro
fases*'. La primera fase, conocida como de activa-
cion, implica el proceso de comienzo de remodela-
do mediante la activacion de osteoclastos en una
region determinada del hueso a través de la atrac-
cion de precursores de osteoclastos y la induccion
de su diferenciacion a osteoclastos maduros. En
una segunda etapa, de resorcion, los osteoclastos
se fijan a la matriz 6sea creando una cavidad de
resorcion. La fase de resorcion finaliza con la apop-

tosis de los osteoclastos. Conjuntamente a la apop-
tosis osteoclastica se producen senales responsa-
bles del reclutamiento de osteoblastos hacia las
cavidades de resorcion (fase de proliferacion). Este
acoplamiento entre la accién de los osteoclastos y
osteoblastos es secuencial, de forma que los proce-
sos de resorcion y formacion dsea no conviven en
el tiempo ni en el espacio. Ademds es critico para
que se de un adecuado proceso de remodelado.
Finalmente, durante la ultima etapa, conocida
como de formacion, los osteoblastos sintetizan la
matriz organica no mineralizada, y posteriormente
son responsables de su mineralizacion.

A pesar de que no se conocen con detalle todos
los mecanismos moleculares responsables de este
proceso, si se han logrado identificar algunos de
ellos. El sistema de sefalizacion RANKL-RANK, cri-
tico para el inicio de la osteoclastogénesis, es quizas
el mecanismo molecular mds importante para la
diferenciacion de los osteoclastos’. El ligando del
receptor activador del factor nuclear kB (RANKL) es
una proteina producida por varios tipos celulares;
entre ellos, los osteoblastos son una de las principa-
les fuentes en el tejido 6seo®. Esta proteina se une
al receptor activador del factor nuclear kKB (RANK),
presente en la membrana de precursores de osteo-
clastos, induciendo la diferenciacion de éstos a tra-
vés de la activacion en un Gltimo termino del factor
de transcripcion NFATc-1, que se encarga de modu-
lar la expresion de los genes necesarios para formar
un osteoclasto maduro y preparado para resorber
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hueso’. Por otro lado, los osteoblastos también son
capaces de producir osteoprotegerina (OPG), otra
proteina que actda como un receptor soluble para
el RANKL, bloqueando de esta forma la posible
interaccion entre el RANKL y su receptor RANK®. De
hecho, el cociente RANKL/OPG determina en
buena medida la tasa de la osteoclastogénesis.
Directamente relacionado con esto, en un trabajo
previo hemos observado que la expresion génica de
RANKL y el cociente RANKL/OPG en el tejido 6seo
son significativamente mayores en pacientes con
fracturas osteoporéticas que en pacientes artrosicos,
sugiriendo que los pacientes con osteoporosis
podrian tener una mayor activacion de la osteoclas-
togénesis, y como consecuencia un desequilibrio en
el remodelado 6seo que provoca una pérdida de
masa 6sea y una mayor probabilidad de sufrir frac-
turas’. A pesar de que los datos de otros autores
confirman estos resultados®", por el momento se
desconocen las razones que provocan estas diferen-
cias en la produccion de RANKL y OPG.

Dada su capacidad de producir RANKL y OPG,
los osteoblastos no son solo cruciales para la forma-
cién Osea, sino que también son esenciales para el
inicio de la osteoclastogénesis y un correcto acopla-
miento resorcion-formacion. Por ello, el objetivo de
este trabajo fue estudiar los cambios en la expresion
de RANKL y OPG en osteoblastos primarios duran-
te un proceso de mineralizacion in vitro y comparar
los niveles de transcripcion en osteoblastos proce-
dentes de pacientes osteopordticos y artrosicos.

Materiales y métodos

Cultivos celulares

Se obtuvieron muestras de tejido 6seo proceden-
tes de la cabeza femoral durante artroplastias sus-
titutivas. El estudio fue aprobado por el Comité
Regional de Etica en Investigacion Clinica, y todas
las muestras se recogieron tras obtener consenti-
miento informado. Los osteoblastos primarios se
obtuvieron mediante la técnica de explante”,
usando tejido 6seo trabecular de la parte central
de la cabeza femoral, evitando el drea fracturada y
regiones subcondrales. Los osteoblastos se cultiva-
ron en DMEM, complementado con 10% de suero
fetal bovino y antibidticos, y se mantuvieron en un
incubador a 37°C, con un 5% de CO, y a una
humedad relativa superior al 90%.

Para los experimentos de mineralizacion se
plaquearon las células a una densidad de 40.000
células/cm?. Una vez que las células llegaron a
confluencia, se anadié medio osteogénico (DMEM
complementado con 10% de suero fetal bovino,
antibioticos, 50 uM de acido ascérbico y 10 mM de
B-glicerofosfato). Se estudié el progreso de la cal-
cificacion mediante tincion con Alizarin Red S®.
Para el andlisis de la expresion de RANKL y OPG
en pacientes artrésicos y osteoporoticos se utiliza-
ron cultivos de osteoblastos primarios con una
confluencia del 80% (pases 1-2) procedentes de
pacientes sometidos a colocaciéon de una protesis
de cadera por fractura o artrosis. Para la seleccion
de pacientes se utilizaron criterios de evaluacion
determinantes para diagnosticar la osteoporosis y

la artrosis, como son la presencia de fracturas en
el caso de los primeros, o de artrosis grave en el
caso de los segundos. Se excluyeron del estudio a
aquellos pacientes con osteoporosis secundaria,
con fracturas debidas a traumatismos de alta ener-
gia o con artrosis secundaria.

Expresion génica

Se extrajo ARN de los cultivos de osteoblastos pri-
marios semiconfluentes usando Trizol, siguiendo
las instrucciones del fabricante (Invitrogen). Para la
sintesis de cDNA se uso 1 ug de ARN y se siguie-
ron las instrucciones del fabricante para el kit
Superscript IIT First Strand (Invitrogen). Durante el
cultivo de las células en medio ostegénico se extra-
jo ARN de forma consecutiva cada 7 dias.

Se cuantifico la expresion génica de RANKL y
OPG mediante PCR cuantitativa (RT-gPCR) con
sondas TagMan siguiendo las instrucciones del
fabricante (Applied Biosystems). Para evitar la
variabilidad inter-experimental se incluyeron mues-
tras de los dos grupos en cada uno de los analisis
realizados. Las sondas TagMan usadas fueron:
TNFSF11 (isoforma I, RANKL): Hs00243519_m1 vy
TNFRSF11B (OPG): Hs00900360_m1. Para cada gen
se calcul6 la expresion relativa, usando como refe-
rencia la expresion del gen de la proteina de union
a cajas TATA (TBP), expresado constitutivamente
en las células. La expresion fue calculada usando el
método 2-ACt, siendo ACt la diferencia entre el
ciclo umbral (Ct) del gen de interés y TBP.

Analisis estadisticos

Para la comparacion de la expresion de RANKL y
OPG a lo largo del proceso de diferenciacion osteo-
génica se uso el test t-Student de dos colas. La signi-
ficacion estadistica de las diferencias entre los
pacientes con osteoporosis y la artrosis se estudio
con el test de Mann-Whitney de dos colas. Se fijo el
valor p=0,05 como limite de la significacion estadis-
tica. Los datos se analizaron con el programa estadis-
tico GraphPad Prism, version 5.01.

Resultados

Estudio de la expresion de RANKL y OPG durante

un proceso de mineralizacién in vitro
Los cultivos de osteoblastos primarios en condicio-

nes osteogénicas mostraron una mineralizacion
progresiva, puesta de manifiesto mediante tincion
con Alizarin Red S (Figura 1A). De forma paralela
estudiamos la expresion de RANKL y OPG a lo
largo del proceso (Figura 1B). La expresion de
RANKL mostré una tendencia a aumentar con el
avance de la calcificacion, haciéndose notable a
partir de las tres semanas de cultivo, si bien no
lleg6 a ser estadisticamente significativa. Por otro
lado, no detectamos diferencias en los niveles
transcripcionales de OPG (Figura 1C). Cabe desta-
car que la expresion génica de OPG fue muy supe-
rior a la de RANKL durante todo el proceso. En
consecuencia, los valores del cociente RANKL/OPG
fueron llamativamente bajos, aunque de nuevo
observamos una tendencia no significativa a
aumentar con el tiempo de cultivo (Figura 1D).
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Figura 1. Expresion génica de RANKL y OPG en un proceso de mineralizacion in vitro en osteoblastos prima-
rios. A) Cada 7 dias, se valoré la deposicion mineral mediante Alizarin Red S. B) La expresion de RANKL mos-
tr6 una tendencia no significativa a aumentar con el tiempo. C) La expresion de OPG fue constante a lo largo
del proceso de mineralizacion in vitro. D) El cociente RANKL/OPG aumenta de forma no significativa en los
Gltimos dias del proceso. En las figuras se ha representado la media y la desviacion estindar de los valores de
expresion relativa obtenidos a partir de procesos de mineralizacion con 4 muestras independientes de osteo-

blastos primarios
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Estudio de la expresion de RANKL y OPG en osteo-
blastos primarios procedentes de pacientes con

fractura y con artrosis

En la Tabla 1 se resume las caracteristicas de los
pacientes de los que se obtuvieron las muestras. No
encontramos diferencias significativas en la expre-
sion génica de RANKL, OPG, ni tampoco en el
cociente RANKL/OPG, entre los dos grupos de
osteoblastos analizados (Tabla 2). Al igual que en
los cultivos en medio de mineralizacion, en ambos
grupos la expresion de OPG fue llamativamente
superior a la de RANKL. Por otro lado, analizamos
los resultados estratificando las muestras por eda-
des. A pesar de que no se encontraron diferencias
significativas, los osteoblastos obtenidos de pacien-
tes artrosicos con edades comprendidas entre los 81
y los 90 anos mostraron una clara tendencia a expre-
sar mas OPG. Asimismo, el cociente RANKL/OPG
fue menor en los cultivos de osteoblastos proceden-
tes de pacientes artrosicos (Tabla 3).

Finalmente analizamos los datos separando las
muestras por sexos. No se encontraron diferencias
entre hombres o mujeres cuando se compararon los
dos grupos de osteoblastos. Del mismo modo, tampo-
co se observaron diferencias significativas entre hom-
bres y mujeres dentro del mismo grupo (Tabla 4).

Discusion

Desde el descubrimiento del sistema de senaliza-
cion RANKL-OPG-RANK han sido muchos los estu-
dios disenados para comprender los mecanismos
que regulan este sistema. Los estudios con ratones
“enock out” han demostrado que la ausencia de
estos genes esta directamente relacionada con

cambios en la masa 6sea'. Por tanto, este sistema
se ha convertido en una diana terapéutica valiosa
para el tratamiento de enfermedades esqueléticas
prevalentes como la osteoporosis. De hecho, los
anticuerpos frente a RANKL han demostrado redu-
cir el nimero de fracturas en pacientes osteoporé-
ticas postmenopdusicas’. Por tanto, parece claro
que estamos ante uno de los mecanismos de sena-
lizacion criticos para la homeostasis 6sea, capaz de
inclinar la balanza hacia una mayor o menor resor-
cion en funcion de la relacion entre la produccion
de RANKL y de OPG.

Por el momento, no se conocen con exactitud
cuales son los mecanismos que desencadenan el
comienzo del remodelado 6seo, pero se cree que
son los osteocitos los encargados de senalar el lugar
y reclutar a los precursores de osteoclastos a la
region, supuestamente a través de procesos de qui-
mioatraccion''. La produccion de RANKL por parte
de los osteoblastos y, segin recientemente se ha
publicado, por los osteocitos®, induce la madura-
cion de los precursores de osteoclastos y el comien-
zo de la resorcion. Sin embargo, osteoclastos y
osteoblastos no conviven en el tiempo, ni en el
espacio. Por un lado, se sabe que los osteoclas-
tos sufren apoptosis y desaparecen. Por otro lado,
nuestros datos procedentes de mineralizacion in
vitro usando osteoblastos primarios sugieren que
durante la formacién 6sea hay una mayor expresion
génica de OPG que de RANKL. Esto, tedricamente,
reduciria las posibilidades de una interaccion entre
el RANKL y RANK, previniendo asi una posible acti-
vacion de la osteoclastogénesis durante la forma-
cion Osea. Curiosamente, la expresion de RANKL y
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Tabla 1. Distribucion de sexos y edades de las muestras recogidas para el analisis de la expresion de RANKL y OPG

Tabla 2. Valores de expresion génica (media y desviacion estandar) para los genes RANKL y OPG en osteoblastos
primarios

25,52+4,06

0,024+0,013 0,001£0,0006

45,86£19,67

0,042+0,023 0,042+0,039

0,57

0,50 0,81

Tabla 3. Analisis estratificado por edad de la expresion génica de RANKL y OPG en osteoblastos primarios

(media y desviacion estindar)

75+1 | 85+3 | 24,9+4,7 |26,92+6,36 | 0,02£0,01 | 0,02£0,02 | 0,002£0,001 | 0,00062£0,0002
73x1 | 8222 | 25,0882 | 1332£93,76 | 0,03+0,02 | 0,05£0,05 | 0,049+0,048 | 0,0001£0,0001
021 | 0,14 0,69 0,09 0,57 0,23 0,18 0,052

Tabla 4. Analisis estratificado por sexo de la expresion génica de RANKL y OPG en osteoblastos primarios
(media y desviacion estandar)

26,73%0,01 23,02+7,05

0,028+0,012

0,008+0,004 | 0,0013+0,0007 | 0,0003+0,0001

96,77+53,88 18,96+5,02

0,096+0,066

0,014+0,006 | 0,1131+0,1129 | 0,0017+0,0011

0,35 0,47 0,93

0,31 0,40 0,64

OPG no se vio modificada de forma significativa
durante el proceso de mineralizacion. Sin embargo,
si se observé una ligera tendencia de aumento en la
expresion de RANKL en dias mas avanzados, en los
que la mineralizacion era mas patente. Este ligero
aumento en la expresion de RANKL se acompana
de un ligero aumento del cociente RANKL/OPG.
La osteoporosis y la artrosis son dos enfermeda-
des esqueléticas que se caracterizan por tener valo-
res de masa Osea opuestos®. Mientras que los
pacientes osteopordticos presentan una reduccion
de la masa 6sea en comparacion con sujetos sanos,
los pacientes artrosicos tienden a tener una mayor
masa 6sea. Dado el impacto que el RANKL vy la
OPG tienen sobre la homeostasis Osea, cabria espe-

rar que las diferencias en la produccion de estas
proteinas podrian explicar, al menos en parte, las
diferencias en la masa 6sea entre estos pacientes.
En este sentido, nuestro grupo ha demostrado
recientemente que la produccién de RANKL, y en
consecuencia el cociente RANKL/OPG estd aumen-
tado en el tejido 0seo de pacientes osteoporoticos’.
Otros autores han descrito resultados similares, 1o
que sugiere que realmente estamos ante un patron
de expresion caracteristico de los pacientes osteo-
pordticos. En un intento de buscar una explicacion
a esta desregulacion de la expresion de RANKL,
estudiamos si habia diferencias en la metilacion de
la region promotora de este gen en el tejido dseo
de pacientes osteopordticos y artrésicos, pero no



fue el caso. Sin embargo, hay que tener en cuenta
que el tejido 6seo esta formado por diferentes tipos
celulares, varios de los cuales son capaces de pro-
ducir RANKL y OPG. Por ello decidimos estudiar la
expresion de estos genes de forma selectiva en
osteoblastos primarios procedentes de pacientes
osteoporoticos y artrésicos. Al igual que observa-
mos en los osteoblastos primarios en mineraliza-
cion, tanto en pacientes osteoporoticos como en
pacientes artrosicos los valores de expresion de
OPG fueron superiores a los de RANKL. En el ani-
lisis global de los resultados no encontramos dife-
rencias significativas en la expresion de RANKL u
OPG entre los dos grupos estudiados. Estos resul-
tados estan en sintonia con observaciones previas
realizadas por otros grupos*#. Tampoco encontra-
mos diferencias al analizar la expresion por sexos o
por edades. Sin embargo, si encontramos una clara
tendencia a expresar mas OPG en pacientes artr6-
sicos con edades comprendidas entre los 81 y los
90 anos, y en consecuencia los mismos pacientes
mostraron un cociente RANKL/OPG inferior. En
conjunto, estos datos sugieren que las diferencias
observadas a nivel de tejido 6seo no se deben a que
los osteoblastos de pacientes artrésicos y osteopord-
ticos sean intrinsecamente diferentes en cuanto a la
expresion de estos genes. Cabe la posibilidad de
que las diferencias a nivel tisular puedan explicar-
se por la produccion diferencial por parte de otros
tipos celulares, como los osteocitos o las células
del sistema inmune. En consonancia con esto ulti-
mo, el cociente RANKL/OPG encontrado en los
cultivos de los osteoblastos primarios era mucho
menor que el encontrado a nivel de tejido 6seo’,
lo que supone que otras células distintas a los
osteoblastos contribuyen a la produccion de
RANKL en el tejido 6seo. En este mismo sentido,
recientemente se ha sugerido que los osteocitos
son la fuente principal de RANKL en el hueso, al
menos en el ratéon'. Por tanto, es posible especu-
lar que las diferencias encontradas puedan deber-
se a una produccion diferencial de RANKL especi-
fica en este tipo celular. De hecho, no seria sor-
prendente que los osteocitos de los pacientes
osteopordticos presentaran una produccion anor-
mal de RANKL, pues ya hemos observado en tra-
bajos previos una alteracion de la expresion de
varios genes implicados en el metabolismo 6seo®.
Del mismo modo, las células osteobldsticas de
revestimiento, consideradas como osteoblastos
inactivos, podrian estar implicadas en las diferen-
cias de expresion de RANKL en el tejido Oseo,
pues nuestros estudios indican que el patron de
metilacién del promotor del gen RANKL permite
que estas células sean capaces de expresar tanto
RANKL como OPG’.

Por otro lado, no debemos olvidar que, al tra-
bajar con células primarias, €stas se encuentran
aisladas de su entorno habitual, el microambiente
6seo, sin verse estimuladas por factores capaces
de modular positiva o negativamente la produc-
cion de RANKL y OPG. Diversas moléculas, como
la hormona paratiroidea o los estrégenos, entre
muchas otras, pueden alterar la expresion de estos
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genes y, por tanto, pueden ser responsables de la
desregulacion descrita en los pacientes osteoporé-
ticos. Finalmente, nuestros analisis se han centra-
do exclusivamente en la expresion génica, sin
valorar la cantidad de proteina presente. En este
sentido, trabajos previos han demostrado que, a
pesar de no encontrar diferencias a nivel transcrip-
cional, la sintesis de OPG esta aumentada en oste-
oblastos derivados de pacientes osteoporoticos .
Las causas de esta desincronizacion entre los nive-
les transcripcionales y proteicos son actualmente
desconocidas. Cabria especular con una posible
desregulacion de la expresion de determinados
miRNAs capaces de influir en el proceso de tra-
duccion del ARN mensajero o cambios en marcas
post-traduccionales que afectan la estabilidad o
vida media de la proteina. En este sentido, serfa
interesante realizar estudios que confirmen que
las diferencias observadas a nivel de transcripcio-
nal también ocurren a nivel proteico, asi como
profundizar en los mecanismos post-transcripcio-
nales y post-traduccionales que influyen en la can-
tidad de proteina producida.

En conjunto, nuestros datos sugieren que las
diferencias en la produccion de RANKL y OPG
encontradas a nivel del tejido dseo entre pacien-
tes osteopordticos y artrdsicos no se deben a las
caracteristicas intrinsecas de los osteoblastos de
estos pacientes, sino que han de tener su origen
en otras células esqueléticas, o ser la consecuen-
cia de las complejas interacciones celulares y
moleculares que tienen lugar en el microambiente
0seo. Serdn necesarios nuevos estudios centrados
en otros tipos celulares para identificar los meca-
nismos que subyacen a la desregulacion de la
expresion de RANKL en el hueso osteopordtico.
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