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Resumen

Objetivos: Conocer las acciones del oxigeno a alta concentracién en camara hiperbarica (CH) sobre la expresion de genes
relacionados con el metabolismo 6seo en lineas celulares osteoblasticas y hueso trabecular humano.

Material y métodos: Se analizo la expresion diferencial de varios genes relacionados con el metabolismo dseo (SOST,
RUNX2, MMP14, OPG, HIF-1a y SIRT1) en dos lineas celulares osteoblasticas humanas (Saos y Super-Saos) y en fragmentos
de hueso trabecular humano sometidos a una, tres o cinco sesiones de CH (90 minutos, oxigeno 100%; 2,3 atmésferas). En

cada experimento se utiliz6 un control que no recibié CH.

Resultados: No encontramos diferencias significativas tras la CH en la expresion de los genes estudiados, ni en las células
ni en hueso trabecular. Solo en la linea celular Super-Saos la expresion de OPG tras 5 sesiones de CH descendid 6 veces

con respecto a la del grupo control (24 de 72; p=0,01).

Conclusiones: El oxigeno a alta concentracién en camara hiperbarica no parece tener influencia en la expresion de genes

relacionados con el metabolismo dseo.

Palabras clave: oxigeno, camara hiperbarica, hueso, genes.

INTRODUCCION

El oxigeno es necesario para la produccidn de energia
celular y estd implicado en numerosos procesos, como la
activacion enzimatica, la sefializacion molecular y la regu-
lacion de la expresion de genes'. También en la angiogéne-
sis, el mantenimiento de las células madre hematopoyéticas
y la formacién 6sea® De hecho, cambios en la presion par-
cial de oxigeno pueden influir en la funcién de los osteo-
blastos y osteoclastos?. En hipoxia desciende la formacién
y la mineralizacion del hueso, mientras que aumenta la
resorcion*®. En sentido contrario, la hiperoxia podria
tener un efecto beneficioso para el hueso. El tratamiento
con oxigeno a alta concentracién en cAmara hiperbarica
(CH) ha demostrado su utilidad en la osteomielitis y la
osteonecrosis de mandibula causada por radioterapia o
por el uso de bisfosfonatos’*. La CH acelera la diferencia-
cidn osteogénica de células mesenquimales y disminuye
la activacion de osteoclastos®12,

»

En este trabajo hemos querido analizar las acciones
del oxigeno a alta concentracion en CH sobre la expresién
de genes relacionados con el metabolismo 6seo en lineas
celulares osteoblasticas y hueso humano361314,

MATERIAL Y METODOS

Lineas celulares

Se utilizaron dos lineas celulares osteoblasticas Saos-2
y Super-Saos. Saos-2, derivada de un osteosarcoma hu-
mano. Super-Saos es una linea generada en nuestro la-
boratorio, derivada de la anterior y con alta capacidad
de expresar el gen de la esclerostina (SOST)°. Ambas li-
neas fueron cultivadas en frascos T25 con 5 ml de medio
de cultivo DMEM (medio de cultivo Eagle modificado de
Dulbeco) mas 1% P/S (penicilina-estreptomicina) y 1%
anfotericina B, y se guardaron en incubadora a 372C du-
rante una semana, cambiando el medio de cultivo cada
4 dias hasta cubrir entre el 60-80% de la superficie del
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frasco. Las placas se introduje-
ron en la CH (Galeazzi, Italia;
100% oxigeno; 2,4 atmosferas)
durante 90 minutos por sesién
recibiendo una, tres o cinco se-
siones consecutivas (Figura 1).
Se utilizé como grupo control la
misma linea celular sometida a
idénticas condiciones de cultivo,
transporte y manipulacion, pero
sin someterse a la CH.

Fragmentos 6seos

Se utilizaron fragmentos de
hueso trabecular extraidos de la
cabeza femoral de pacientes con
cirugia de reemplazo de cadera
por fractura osteoporotica. Tras
la extraccion, los fragmentos
0seos recibieron una sola sesiéon
de CH (Galeazzi, Italia; 100%
oxigeno; 2,4 atmosferas) du-
rante 90 minutos y posterior-
mente se congelaron a -702C. Se
utilizaron como controles frag-
mentos de hueso sometidos a
las mismas condiciones de conservacion, cultivo, trans-
porte y manipulacién pero sin recibir CH. Este experi-
mento fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién
Clinica (CEIC) de Cantabria. Todos los pacientes dieron
su consentimiento informado.

Extraccion y cuantificaciéon de ARN

Alas 24 horas de la tltima sesién de CH se procedi6 a la
extraccion del ARN, tanto en las lineas celulares como
en el hueso. En el proceso de homogenizacion en lineas
celulares se realizé lavado de las muestras con tampdn
fosfato salino (PBS) previo al uso del TRIzol®. En el caso
de los fragmentos dseos también se empleé TRIzol®, asi
como homogeinizacién durante 20-30 segundos hasta
conseguir pulverizar la muestra, y posteriormente se
centrifugé. En ambos casos se siguieron las recomenda-
ciones del fabricante y se continu6 con el proceso de se-
paracion, precipitacién y resuspensién del ARN.

Se us6 RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa
con transcriptasa reversa) cuantitativa para detectar la
expresion de los genes: SOST (gen de esclerostina),
RUNX2 (proteina relacionada con el factor de transcrip-
cién 2), MMP14 (metaloproteinasa 14), HIF-1a (factor
inducible por hipoxia), SIRT1 (sirtuinal), OPG (osteo-
protegerina) y RANKL (ligando del activador del recep-
tor del factor nuclear kappa-B) utilizando ensayos
Tagman y siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
obtuvieron los valores del ciclo umbral (Ct) y los datos
se normalizaron a la expresion de GAPDH (gliceralde-
hido-3-fosfato deshidrogenasa) y TBP (proteina de
unién a caja TATA) utilizando el método ACt. Para calcu-
lar el nivel relativo de ARNm se usé la féormula 2-2¢
donde ACt es la diferencia entre la media de los Ct de los
genes normalizadores y el Ct del gen de interés.

Analisis estadistico

Se utilizd test no paramétricos, el test de Wilcoxon para
la comparacién de medias de dos grupos emparejados.
Valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente
significativos.

Figura 1. CAmara hiperbarica

REsuLTADOS

Efecto de CH en la expresion de ARN en la linea celular Saos-2
No hubo diferencias en la expresion de genes en la linea
celular tras una, tres o cinco sesiones de CH. Las diferen-
cias respecto al control en 24 tras 5 sesiones fueron de
0,71 para SOST (p=0,50), 0,89 para SIRT1 (p=0,34), 0,47
para MMP14 (p=0,18), 0,43 para HIFla (p=0,18), 0,79
para RUNX2 (p=0,65) y 7,91 para OPG (p=0,40) (Figura 2).
No se detect6 expresion de RANKL.

Efecto de CH en la expresion de ARN en la linea celular
Super-Saos

Encontramos con respecto al control que la expresion
de OPG disminuye 6 veces tras 5 sesiones de CH (2%,
72 p=0,01). En el resto de genes no hubo diferencias: 2%,
de 1,03 para SOST (p=0,34), 1,46 para SIRT1 (p=0,34),
1,77 para MMP14 (p=0,18), 1,08 para HIFla (p=0,18),
1,14 para RUNX2 (p=0,18) y 1,24 para RANKL (p=0,31)
(Figura 3).

Efecto de CH en la expresion ARN en hueso trabecular
Tampoco hubo diferencias en la expresion de los genes
tras CH en el hueso, solo un modesto incremento, no sig-
nificativo, en la expresién de SOST con un cambio de 24%
de 5,39 (p=0,48). En el resto de los genes las diferencias
fueron de 0,92 para MMP14 (p=0,58), 1,28 para HIF1a
(p=0,81), 0,72 para RUNX2 (p=0,24), 1,18 para SIRT1
(p=0,42), 1,97 para RANKL (p=0,91) y 3,9 para OPG
(p=0,55) (Figura 4).

CONCLUSIONES

Se cree que la hiperoxia podria ser beneficiosa para el hueso
aumentando la proliferacion y diferenciacion de los osteo-
blastos'é. Al Hadi y cols.® describieron un aumento en la ex-
presion de coldgeno tipo I y ARNm de Runx-2 en lineas
celulares de osteoblastos (Saos-2) sometidas a CH durante
14 dias (2,4 ATA, 97% 0,, 90 min/dia). La CH aument6 tam-
bién la proliferacién y diferenciacién de osteoblastos en
hueso alveolar humano?’. La hiperoxia ademas parece dis-
minuir la resorcién 6sea. El tratamiento en CH (100% O,,
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Figura 2. Diferencia en la expresion de genes a estudio y
los housekeeping en la linea celular SAOS tras 5 sesiones
de camara hiperbarica
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CH: grupo celular sometido a cdmara hiperbarica; SOST: escleros-
tina; SIRT1: sirtuinal; MMP14: metaloproteinasa 14; HIF-1a: factor
inducible por hipoxia 1a; RUNX2: proteina relacionada con el factor
de transcripcion 2; OPG: osteoprotegerina.

Figura 4. Diferencia en la expresion de genes a estudio
y los housekeeping en hueso tras una uinica sesion de
camara hiperbarica
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CH: grupo celular sometido a cdmara hiperbdrica; SOST: escleros-
tina; SIRT1: sirtuinal; MMP14: metaloproteinasa 14; HIF-1a: factor
inducible por hipoxia 1a; RUNX2: proteina relacionada con el factor
de transcripcién 2; OPG: osteoprotegerina.

2,4 ATA) redujo la expresion de RANK, NFATc1 y Dc-STAMP
en el suero de pacientes y regulé también la expresion del
factor inducible en hipoxia (HIF-1a)*8. Otras acciones des-
critas del oxigeno a alta concentracién (0, 100%, 2,4 ATA)
son la mejora en la angiogénesis, el aumento de la vascula-
rizacién en aspirado de cresta iliaca de ratones'®, mayor
proliferacion celular? o aceleracién en la curacion de frac-
turas abiertas de fémur en animales de experimenta-
cién?!. Sin embargo, la mayoria de estos trabajos se han
realizado en modelos animales, siendo escasos los estu-
dios en humanos. En pacientes con necrosis avascular de
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Figura 3. Diferencia en la expresion de genes a estudio
y los housekeeping en la linea celular Super-SAOS tras
5 sesiones de camara hiperbarica
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CH: grupo celular sometido a cdmara hiperbarica; SOST: escleros-
tina; SIRT1: sirtuinal; MMP14: metaloproteinasa 14; HIF-1a: factor
inducible por hipoxia 1a; RUNX2: proteina relacionada con el factor
de transcripcion 2; OPG: osteoprotegerina.

la cabeza femoral aumentaron los niveles séricos de OPG
tras la CH (5,61£1,99 pmol/L basal, 7,90+1,9 pmol/L tras
15 sesiones, 8,97+2,07 pmol/L tras 30 sesiones; p<0,05),
sin producirse cambios en los niveles de RANKL?2, Tras la
CH (2,5 ATA, 100% O, durante 90 min/dia) mejoré tam-
bién la diferenciacion osteogénica de células mesenqui-
males de la médula 6sea en los pacientes tratados, con una
regulacion ascendente en Wnt3a, b-catenina y Runx2 y
descendente de GSK-3b, en comparacion con los aquellos
que no la recibieron'. Estos mismos autores describieron
también un aumento de la proteina morfogenética dsea
(BMP2) y de Osterix en los enfermos tratados?2.

En nuestro estudio no encontramos que el oxigeno a alta
concentracion en CH influya en la expresion de diferentes
genes relacionados con el metabolismo 6seo (SOST, SIRT1,
MMP14, HIF1a, RUNX2, OPG y RNAKL). Sin embargo, que-
remos destacar que encontramos una ligera tendencia, no
significativa, al incremento en la expresion de SOST en el
hueso sometido al tratamiento. Sabemos que la tension de
oxigeno influye en la regulacién de SOST y que en hipoxia
(tension de oxigeno al 1%) osteoblastos y osteocitos expre-
san niveles bajos de SOST y esclerostina?, quizas esto es de-
bido a una menor expresion de prolil-hidroxilasa (PHD2)
ya que se ha visto que la delecciéon de PHD2 en osteocitos
origina una menor produccién de esclerostina dependiente
de SIRT1*. Esta via podria ayudar a comprender mejor el
mecanismo fisiopatoldgico a través del cual, y en sentido
contrario, un entorno rico en oxigeno podria aumentar la
expresion de SOST y esclerostina. De hecho, nuestro grupo
ha encontrado un aumento del 25% en los niveles de escle-
rostina en el suero de 12 pacientes sometidos al tratamiento
en CH. Sin embargo, otros trabajos son contradictorios3.

En conclusién, no parece que la hiperoxia en CH influya
en la expresion de genes relacionados con el metabolismo
0seo, aunque consideramos que se necesitan mas estu-
dios que profundicen en el conocimiento de las acciones
del oxigeno en el hueso.

}}l Conflicto de intereses: Los autores declaran no tener conflicto de intereses.
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