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RESUMEN

Se evalué el efecto antiosteoporético de un inhibidor del factor estimulante de colonias de
macrofagos en ratones de la cepa BALB/c geriatricos, mediante la determinacion de la
densidad y microarquitectura Osea de fémur, tibia y vértebra L5 por medio de
microtomografia computarizada. Se utilizaron 12 ratones hembras (Mus musculus) cepa
BALB/c de 12 meses de edad. Los animales se separaron en dos grupos: grupo
experimental y grupo control; el tamafio de muestra (n) para cada grupo fue de 6 animales,
respectivamente. Se administré un anticuerpo anti CFMS-1 (2G2) y un vehiculo por via
intraperitoneal, a razén de 10 mg/kg, cada 7 dias, durante 6 semanas. Los resultados
obtenidos en el presente estudio, reflejan una diferencia estadisticamente significativa en la
densidad mineral 6sea (p=0.0081) y de grosor cortical (Ct.Th) (p=0.0132) a nivel de
metafisis distal de fémur, no asi con grosor trabecular (Th.Th), separacién trabecular
(Tb.Sp), indice de volumen déseo (BV.TV), numero de trabéculas (Th.N), grado de
anisotropia (AD), densidad mineral 6sea cortical (DMOc) y area cortical (CT.Ar), en los
cuales obtuvieron valores de p>0.05. En el caso de los valores de probabilidad obtenidos
para cuello de fémur, solo se reflejaron diferencias estadisticamente significativas en el
grosor trabecular (Th.Th) (p=0.0496); en los pardmetros de vértebra L5 se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas solo en el grosor trabecular (Th.Th) (p=0.0002).
No hubo diferencias en los parametros de densidad mineral 6sea (DMO), indice de
volumen éseo (BV.TV), numero de trabéculas (Th.N), separacién trabecular (Tb.Sp) y
grado de anisotropia (AD), en ambos casos. De igual manera, no hubo diferencias en
densidad mineral dsea cortical (DMOc), area cortical (CT.Ar), grosor cortical de fémur. En
la evaluacién de hueso cortical y trabecular de tibia, no se obtuvieron resultados
estadisticamente significativos en ningln caso (p >0.05). Estos resultados en su conjunto,
permiten sugerir que la administracion del anticuerpo contra el receptor CSF-1R, puede
llegar a revertir de manera parcial la pérdida 6sea en un modelo mdrido geriatrico cepa
BALB/c. Sin embargo, es prioritario en un futuro esclarecer ampliamente los mecanismos
fisiopatoldgicos de la osteoporosis senil, asi como busqueda de diferentes modelos
experimentales para proponer nuevos tratamientos asociados con la inhibicion del receptor
CSF-1R.



1 INTRODUCCION

1.1 HISTOLOGIA Y FISIOLOGIA GENERAL DEL HUESO

1.1.1 Tejido 6seo

El hueso es un tejido complejo compuesto de dos partes; el componente inorganico,
principalmente fosfato célcico en forma de hidroxiapatita célcica, y la matriz organica, de
los cuales hasta el 90% consiste en colageno tipo I, el resto incluye proteinas no colagenas
como osteopontina y osteocalcina. A lo largo de la vida, el esqueleto de los vertebrados se
encuentra en un estado de rotacion constante, necesaria para la maduracion esquelética
normal, incluyendo el crecimiento y la formacion de huesos, la homeostasis de calcio y el
mantenimiento de un soporte estructuralmente sélido del cuerpo (1).

Desde un punto de vista histoldgico, el hueso es un tejido conjuntivo mineralizado muy
vascularizado e inervado, que esta estructurado en laminillas de matriz osteoide calcificada.
La disposicion de estas laminillas es la que determina que el hueso sea cortical o esponjoso.
Ambos estan constituidos por osteonas u osteones. El hueso cortical o compacto se
estructura en conductos de Havers recubiertos de laminillas en disposicion concéntrica
donde se sitdan los osteocitos. El hueso esponjoso o trabecular lo constituyen laminillas
6seas en forma de red que delimitan cavidades areolares en cuyo interior se encuentra
médula 6sea (2).

El hueso cortical es denso y sélido y rodea el espacio de la méedula, mientras que el hueso
trabecular se compone de una red semejante a panal de placas y varillas trabeculares
intercaladas en el compartimento de la médula 6sea. Tanto el hueso cortical como el

trabecular estan compuestos de osteones (3).
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Figura 1. Anatomia del hueso largo. (Adaptado de: Médical dictionary, 2009)(4).

Los osteones corticales se llaman sistemas Haversianos. Mismas que son de forma
cilindrica, tienen aproximadamente 400 mm de largo y 200 mm de ancho en su base, y
forman una red de ramificacion dentro del hueso cortical. Las paredes de los sistemas de
Havers se forman de laminas concéntricas. El hueso cortical es tipicamente menos activo
metabdlicamente que el hueso trabecular, pero esto depende de la especie. Se estima que
hay 21 x 10° osteones corticales en adultos humanos sanos, con un area total de
remodelacion Haversiana de aproximadamente 3,5 m2. La porosidad 6sea cortical suele ser
<5%, pero esto depende de la proporcidn de remodelacion activa de los sistemas de Havers
a los osteones corticales inactivos. EI aumento de la remodelacion cortical causa un
aumento en la porosidad cortical y disminucion de la masa Osea cortical. Los adultos
envejecidos sanos experimentan normalmente el adelgazamiento de la corteza y el aumento

de la porosidad cortical (3).
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Figura 2. Principales caracteristicas de la microestructura del hueso laminar maduro. Se incluyen areas de
hueso compacto y trabecular (esponjoso). Notese la construccion general de los osteones; Distribucién de las
lagunas de los osteocitos; Los canales de Havers y sus contenidos; Espacios de resorcion. Diferentes puntos

de vista de la base estructural de la laminacion dsea. (Adaptada de: Gray’s Anatomy, 2008)(5).

El hueso cortical tiene una superficie periosteal externa y una superficie endosteal interna.
La actividad de la superficie periosteal es importante para el crecimiento aposicional y la
reparacion de la fractura. La formacion Osea tipicamente excede la resorcion dsea en la
superficie periosteal, por lo que los huesos aumentan de diametro con el envejecimiento.
Normalmente, la reabsorcion dsea supera la formacion dsea en la superficie endosteal, por
lo que el espacio de la médula se expande con el envejecimiento.

Los osteones trabeculares se llaman paquetes. El hueso trabecular se compone de placas y
varillas con un espesor promedio de 50 a 400 mm. Los osteones trabeculares son de forma
semilunar, que mide aproximadamente 35 mm de espesor, y compuestos por laminillas
concéntricas. Se estima que hay 14 x 10° osteones trabeculares en adultos humanos sanos,

con un area trabecular total de aproximadamente 7 m2,



El hueso cortical y el hueso trabecular se forman en un patrén lamelar, en el que las fibrillas
de colageno se colocan en orientaciones alternas. EI mecanismo por el cual los osteoblastos
depositan fibrillas de coldgeno en un patron lamelar no se conoce, pero el hueso laminar
tiene una fuerza significativa como resultado de las orientaciones alternas de las fibrillas de
colageno, similar a la madera contrachapada. EI patron lamelar normal est& ausente en la
matriz 6sea, en el que las fibrillas de colageno se depositan de manera desorganizada, por
lo que ésta matriz Gsea, es mas débil que el hueso lamelar.

El hueso tejido se produce normalmente durante la formacion del hueso primario y también
puede observarse en estados de alto recambio 6seo tales como osteitis fibrosa quistica,
como resultado del hiperparatiroidismo y enfermedad de Paget o durante la formacién de

hueso durante el tratamiento temprano con fluoruro.
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Figura 3. Fibras de colageno. Los cristales de hidroxiapatita tienen aproximadamente 225 nm de largo y 10
nm de grosor. Incorporan sales inorganicas como el hidroxido de magnesio, fluoruro y sulfato, ya que
cristaliza, o calcifica, en las fibras de colageno. Los cristales de hidroxiapatita dan a los huesos su dureza y

resistencia, mientras que las fibras de colageno les dan flexibilidad. (Adaptada de: Bone and Spine, 2016)(6).



El periostio es una envoltura fibrosa de tejido conectivo que rodea la superficie cortical
externa del hueso, excepto en las articulaciones donde el hueso esté revestido por cartilago
articular, que contiene vasos sanguineos, fibras nerviosas, osteoblastos y osteoclastos. El
periostio esta estrechamente unido a la superficie cortical externa del hueso por fibras
coldgenas gruesas, llamadas fibras de Sharpeys, que se extienden hasta el tejido déseo
subyacente. El endostio es una estructura membranosa que cubre la superficie interna del
hueso cortical, el hueso trabecular y los canales de los vasos sanguineos (canales de
Volkman) presentes en el hueso. El endostio esta en contacto con el espacio de la médula
Osea, el hueso trabecular y los canales de los vasos sanguineos asi como osteoblastos y

osteoclastos (3).

1.1.2 Osteoblastos

Desde hace tiempo se sabe que los osteoblastos juegan un papel central en el desarrollo
esquelético. Derivados de células madre mesenquimales pluripotentes (MSCs) de la médula
Osea, endostio, periostio y pericitos perivasculares, maduran a lo largo de un linaje
especifico para convertirse en células sintéticas altamente especializadas. Como tal, los
osteoblastos responden a muchos estimulos mecanicos, locales y sistémicos que facilitan la
mineralizacion mientras orquestan la remodelacion dsea. Los osteoblastos también forman
parte del sistema de soporte de la célula estromal en la médula dsea, pero se sabe poco
sobre su relevancia funcional para las células madre hematopoyéticas. Actualmente, se sabe
que: 1.- sintetizan las proteinas colagenas y no colagenas de la matriz organica del hueso,
2.- dirigen la disposicion de las fibrillas de la matriz extracelular, 3.- contribuyen a la
mineralizacion de la sustancia osteoide, gracias a que expresan una enzima caracteristica la
fosfatasa alcalina (FAS), que permite la mineralizacion a un ritmo de 1-2 um por dia. 4.-
median en la reabsorcion llevada a cabo por los osteoclastos a través de la sintesis de
citoquinas especificas y 5.- sintetizan factores de crecimiento (7).

Los osteoblastos son celulas grandes (20-30 um), de forma poliédrica, con citoplasma
basofilo con un aparato de Golgi y un reticulo endoplasmico rugoso de tamarfio importante.
Sintetizan la matriz organica o sustancia osteoide a un ritmo de 2 a 3 um por dia, es decir,
el colageno tipo |, pequefias cantidades de colageno tipo V, y numerosas otras

macromoléculas involucrados en la formacién y reabsorcion 0sea. La sintesis de colageno



ocurre en el reticulo endoplasmatico aspero y el aparato de Golgi, el colageno tipo | se
secreta como monomeros que se ensamblan en el procoladgeno triple helicoidal
extracelularmente. Otros productos de glicoproteina incluyen la osteocalcina, que es
necesaria para la mineralizacion oOsea, hidroxiapatita y calcio, por lo que se ha utilizado
como marcador de formacién de hueso nuevo (8).

La funcion més importante de los osteoblastos es formar huesos mineralizados, ya que
expresan receptores para varias hormonas incluyendo PTH, la, 25- dihidroxicolecalciferol
[la, 25 (OH), Ds ], estrogeno y glucocorticoides, que estan involucrados en la regulacion
de la diferenciacion osteobléstica. Esta ultima también esta regulada por diversos factores
locales en forma paracrina 'y / o autocrina (9).

1.1.3 Osteocitos

El osteoblasto se convierte en un osteocito formando una matriz alrededor de si mismo,
guedando enterrado o sumergido. Los osteocitos jovenes se asemejan asi a un osteoblasto
activo; mientras que los mas viejos tienen cuerpos méas pequefios y aplanados (10).

Los osteocitos se organizan formando un sincitio de células interconectadas que representa
una Unica estructura, con la ventaja de que existe una gran superficie de contacto en el
interior y hacia la superficie Osea, para asegurar oxigeno y nutrientes. Cuando se produce
un trauma en el hueso el cese de la circulacion sanguinea origina hipoxia y necrosis de los
osteocitos que estén a mas de 0.1 mm de un capilar intacto.

Los osteocitos también participan en la sintesis y mineralizacion de la matriz osteoide, pero
se cree que su funcién principal es la de controlar el remodelado déseo, detectando las
variaciones mecanicas de las cargas, fendmeno denominado mecanotransduccion.

Los osteocitos constituyen el estadio final desde la linea osteoblastica y son incapaces de
renovarse. Poseen los mismos marcadores que los osteoblastos, pero tienen como marcador
especifico el CD44, receptor de membrana que se expresa fuertemente en osteocitos y es
negativo en osteoblastos y células limitantes (2).

Al final de la fase de formacion de hueso, los osteoblastos tiene uno de tres destinos
diferentes: 1.- estan incrustados en el hueso como Osteocitos, 2.- se transforman en una

superficie inactiva de Osteoblastos Ilamados células de revestimiento 6seo, o 3.- sufren



muerte celular programada (apoptosis). Algunas de las caracteristicas pre-osteobléstica y
osteoblastica permanecen detectables en estas células (osteopontina, integrina 3).

Durante el proceso de formacidon dsea, algunos osteoblastos son dejados atras en el
creciente avance de la recién formada matriz osteoide y quedan sepultados en la matriz
como "Osteocito osteoide”. Durante el proceso de "entierro”, el futuro osteocito mantiene
contacto con los Osteoblastos en la superficie mediante la extension de procesos celulares,

mientras que la matriz osteoide circundante se convierte en mineralizada (11).

Figura 4. Diagrama que muestra los tipos de células transicionales entre los preosteoblastos y osteocitos
durante la transformacién de los osteoblastos y sus relaciones entre si durante la segunda fase de osificacion
intramembranal. La punta de flecha indica el frente de la mineralizacion. 1. preosteoblastos, 2. Osteoblastos
preosteoblasticos, 3.osteoblastos, 4. osteocitos osteoblasticos (preosteocitos tipo 1), 5. osteocitos osteoides
(preosteocitos tipo I1), 6. preosteocitos tipo I, 7. osteocitos jovenes, 8. Osteocitos maduros/viejos. (Adaptado
de Tamara A. Franz-Odendaal, 2005)(12).

1.1.4 Osteoclastos

Los osteoclastos son células polimorficas grandes (40 um o mas) que contienen 20 nucleos
ovalados, estrechamente empaquetados. Proceden de células madre hematopoyéticas

medulares denominadas “Unidades Formadoras de Colonias de Granulocitos y



Macroéfagos” (CFU-GM), precursoras de macrofagos y monocitos. Se encuentran en
contacto con la superficie de las bahias de resorcion (lagunas de Howship). Su citoplasma
contiene numerosas mitocondrias y vacuolas, muchas de las cuales son lisosomas que
contienen fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP). El reticulo endoplasmatico rugoso es
relativamente escaso dado el tamarfio de la célula, pero el complejo de Golgi es extenso. El
citoplasma contiene también numerosas vesiculas de transporte recubiertas y matrices de
microtUbulos implicadas en el transporte de las vesiculas entre las pilas de Golgi y la
membrana voluminosa altamente invaginada, de la superficie celular de los osteoclastos
activos en los sitios de resorcion 6sea local. Una zona bien definida de filamentos de actina
y proteinas asociadas, se encuentran debajo de la membrana voluminosa, alrededor de la
circunferencia de la bahia de reabsorcion, en una regién denominada zona de sellado (8). El
estrecho contacto entre los tipos celulares del estroma y de la médula 6sea es esencial para
la osteoclastogénesis y sugiere que los factores derivados del estroma estimulan este
proceso (13).

La diferenciacion de los osteoclastos depende del factor estimulante de las colonias de
macrofagos (M-CSF) y del activador del receptor del ligando NFkB (RANKL). RANKL
estimula la activacion de las quinasas 1y 2, reguladas por la sefial extracelular (ERK1 / 2),
p38 y c-Jun N-terminal quinasa (JNK) después de la contratacion de TNF receptor-factor
asociado 6 (TRAF6), un adaptador clave de proteinas, al receptor activador de NF « B
(RANK). En ultima instancia, estas sefiales activan el factor nuclear de las células T
activadas, el citoplasméatico 1 (NFATcl), el factor de transcripcion maestro de la
osteoclastogénesis. NFATc1, en cooperacion con factor de transcripcién asociado a la
microftalmia y PU-1, facilita la transcripcion de genes para la fosfatasa acida resistente al
tartrato, las metaloproteinasas de la matriz y las enzimas de la catepsina K, que son

importantes para las funciones de los osteoclastos (14).
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Figura 5. Osteoclastogénesis. Esquema de desarrollo de la célula precursora hematopoyética y los diversos
factores implicados en su diferenciacién. M-CSF (CSF-1) y RANKL son esenciales para la
osteoclastogénesis, y se muestra su accion durante la asignacion de linaje y la maduracién de osteoclastos
(Adaptado de:Boyle, William J, 2003)(13).



1.1.5 Remodelado 6seo

Una vez formado, el hueso sufre un proceso denominado remodelacion que desintegra
(reabsorcion) y acumulacion (sintesis) de hueso; esto ocurre en escala micro a través del
esqueleto. EI remodelado 6seo es el proceso metabolico predominante que regula la
estructura 6sea y la funcion durante la vida adulta, siendo clave la participacion de los
osteoclastos. Desequilibrios durante la remodelacion puede dar lugar a grandes
perturbaciones en la estructura y funcion del esqueleto, y potencialmente a la morbilidad y
acortamiento de la vida atil (13).

El remodelado 6seo puede ser dividido en las siguientes fases:

Fase quiescente: Se dice del hueso en condiciones de reposo. Los factores que inician el

proceso de remodelado aun no son conocidos.

Fase de activacion: El primer fendmeno que tiene lugar es la activacion de la superficie
Osea previa a la reabsorcion, mediante la retraccion de las células limitantes (osteoblastos
maduros elongados existentes en la superficie endéstica) y la digestién de la membrana
enddstica por la accion de las colagenasas. El cuerpo celular de osteoclastos es polarizado,
y en respuesta a la activacién de RANK por su ligando, sufre cambios estructurales internos
que lo preparan para resorber el hueso, justo como los remanentes del citoesqueleto de
actina, la formacion de un estrecha union entre la superficie 6sea y la membrana basal para

formar un compartimento sellado.

Fase de resorcion: Al quedar expuesta la superficie mineralizada se produce la atraccion
de osteoclastos circulantes procedentes de los vasos proximos. RANKL puede activar
osteoclastos maduros en una dosis dependiente de forma in vitro, y puede conducir
rapidamente a la reabsorcion del hueso in vivo mediante la activacion de osteoclastos
preexistentes. La supervivencia del osteoclasto maduro y su participacion en sucesivas

rondas de reabsorcion 6sea, son reguladas en parte por hormonas y citocinas (13).
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Seguidamente, los osteoclastos comienzan a disolver la matriz mineral y a descomponer la
matriz osteoide. Este proceso es acabado por los macréfagos y permite la liberacion de los
factores de crecimiento contenidos en la matriz, fundamentalmente el TGF-B (factor
transformante del crecimiento ), PDGF (factor de crecimiento derivado de las plaquetas),
IGF-1 y Il (factor anélogo a la insulina | y I1). Esta “vacuola” externa, es acidificada por la
exportacion de iones de hidrogeno generados por el complejo ATP6i. La secrecion continlia
con la exportacion de las enzimas liticas TRAP y pro-CATK en una reabsorcion en laguna
(lagunas de Howship). A través de este proceso el osteoclasto erosiona el hueso subyacente.
Productos de degradacion (Fragmentos de colageno y calcio solubilizado y fosfato) son
procesados dentro del osteoclasto y se liberan en la circulacion.

Fase de formacion: Simultdneamente en las zonas reabsorbidas se produce el fenémeno de
agrupamiento de preosteoblastos, atraidos por los factores de crecimiento que se liberaron
de la matriz que actGan como quimiotacticos y ademas estimulan su proliferacion. Los
preosteoblastos sintetizan una sustancia cementante sobre la que se va a adherir el nuevo
tejido y expresan BMPs (proteinas morfogenéticas 0seas), responsables de la
diferenciacion. A los pocos dias, los osteoblastos ya diferenciados van a sintetizar la
sustancia osteoide que rellenaré las zonas horadadas.

Fase de mineralizacion: A los 30 dias del depdsito de osteoide comienza la
mineralizacion, que finalizard a los 130 dias en el hueso cortical y a 90 dias en el
trabecular.

Y de nuevo empieza fase quiescente o de descanso (15).
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Figura 6. Representacion esquematica de la remodelacion 6sea. El ciclo de remodelacion 6sea es llevado a

Reversion XFormar:mn de hueso Mineralizacion

cabo por la unidad multicelular basica (BMU), que consiste en un grupo de osteoclastos y osteoblastos. En el
hueso cortical, las BMU se tanel a través del te tejido, mientras que en el hueso esponjoso, se mueven a

través de la superficie trabecular. (Adaptado de: Bringhurst, Richard F, 2015)(16).

1.1.5.1 Factores determinantes del balance negativo en el remodelado 6seo

En el adulto joven existe un balance 6seo “cero” ya que la cantidad de hueso que forman
los osteoblastos en cada unidad de remodelacion 6sea es igual a la que han destruido
previamente los osteoclastos (17).

El balance entre la reabsorcion y la formacidn dseas esta influido por una serie de factores,
interrelacionados entre si, como son factores genéticos, mecéanicos, vasculares,
nutricionales, hormonales (La hormona somatotropa (GH) y las hormonas calcitrépicas:
paratohormona, calcitonina y metabolitos de la vitamina D), factores locales (Factores de
crecimiento), insulina (IGF-1 y IlI: Insulin-like Growth Factor I y II) y citoquinas (IL"s y
PG’s) (15).
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Tabla 1. Factores locales reguladores del remodelado 6seo.

Estimulan formacion

Estimulan reabsorcion

Inhiben

reabsorcion

Factores de
crecimiento

BMP-2 (proteina morfogenética dsea-2)
BMP-4 (proteina morfogenética dsea-4)
BMP-6 (proteina morfogenética dsea-6)
BMP-7 (proteina morfogenética ésea-7)
IGF-I (factor andlogo a la insulina I)
IGF-I1 (factor analogo a la insulina 1)
TGF-B (factor transformante de
crecimiento [3)
FGF (factor de crecimiento
fibroblastico)
PDGF (factor de crecimiento derivado
de las plaquetas
VEGF (factor de crecimiento vascular
endotelial)

TNF (factor de necrosis tumoral)
EGF (factor de crecimiento
epidérmico)

PDGF (Factor de crecimiento
derivado de las plaquetas)
FGF (Factor de crecimiento
fibroblastico)

M-CSF (factor estimulante de
colonias de macrdfagos)
GM-CSF (Factor estimulante de
colonias de granulocitos y
macrofagos)

Citoquinas

IL-1 Interleucina -1)

IL-6 Interleucina -6)

IL-8 Interleucina -8)

IL-11 Interleucina -11)

PGE, (Prostaglandina E-2)
PGE, (Prostaglandina E-1)
PGG, (Prostaglandina G-2)
PGI, (Prostaglandina I-2)
PGH, (Prostaglandina H-2)

IFN-y
(Interferon
7)

IL-4
(Interleucina
-4)

(Adaptada de: Fernandez-Tresguerres Hernandez-Gil, 2006)(15).

Los factores hormonales, son muy importantes en el desarrollo normal del esqueleto;

cualquier desequilibrio enddcrino provoca estragos en la resorcién 6sea.

Las principales hormonas que intervienen en la fisiologia 6sea son:

Hormona de crecimiento (GH)

GH es una hormona polipeptidica secretada por la glandula pituitaria anterior, cuya sintesis

estd bajo el control de sefiales centrales y periféricas. Su sitio de accion primario es el
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higado en el que estimula la produccion de IGF-1 (factor de crecimiento insulinico-1). La
GH tiene un efecto directo sobre diversos tejidos, incluyendo higado, rifién, hueso y
musculo, donde induce la sintesis de IGF-1 y Il, factores favorecen la proliferacion y
diferenciacion de los osteoblastos, aumentando su ndmero y funcién. En el hueso, actia
directamente sobre receptores de la hormona en el osteoclasto, estimulando su actividad y
aumentando la sintesis de colageno, osteocalcina y fosfatasa alcalina (18).

Existe una respuesta osteoblastica y osteoclastica normal a la GH también en mujeres
posmenopausicas osteopénicas. EI IGF-1 reduce la apoptosis de osteoblastos y promueve la
osteoblastogénesis mediante la estabilizacion de B-catenina, potenciando la actividad
dependiente de Wnt (Wingless e Int, sin alas). La familia Wnt (sin alas y INT-1) de
proteinas de sefializacion influye en la mayoria de los aspectos del desarrollo embrionario y
la homeostasis del tejido postembrionico. Los osteoclastos expresan los receptores de IGF-
1y el IGF-1 tiene efectos directos sobre su funcion. In vitro, el IGF-1 induce la sintesis de
RANK-L (receptor activador del factor nuclear «B) y, como consecuencia, la
osteoclastogénesis. La induccion de RANK-L por IGF-1 puede explicar los efectos
estimuladores de IGF-1 sobre la resorcion Osea, mientras que la induccion de la

osteoprotegerina por GH puede moderar estos efectos (19).

PTH (paratohormona)

La hormona paratiroidea (PTH) es esencial para el mantenimiento de la homeostasis del
calcio mediante sus acciones para regular la remodelacion 6sea. La PTH estimula tanto la
formacion Gsea como la resorcion 6sea, la duracion y la periodicidad de la exposicion a
PTH rige el efecto neto sobre la masa Osea, es decir si es catabolico o anabdlico. La
sefializacion del receptor de PTH en osteoblastos y osteocitos puede aumentar la relacion
RANKL / OPG, aumentando tanto el reclutamiento de osteoclastos como la actividad de

los mismos, estimulando de este modo la resorcién 6sea (20).

Estrogenos
Los estrogenos protegen el esqueleto adulto contra la pérdida 6sea al disminuir la velocidad
de remodelacion dsea y al mantener un equilibrio focal entre la formacion Osea y la

reabsorcion (21).
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Normalmente, los estrogenos pueden inhibir la formacion y actividad de los osteoclastos
aumentando la produccion de osteoprotegerina (OPG) o el factor de crecimiento
transformante B (TGF - \ beta). La OPG es un receptor de sefiuelo soluble para el activador
del receptor del ligando kappa-B del factor nuclear (RANKL) y TGF-B induce la apoptosis
de los osteoclastos. In vitro y en estudios in vivo también han demostrado que el estrdgeno
suprime la produccion de RANKL por las células osteoblasticas y los linfocitos T y B. El
estrégeno también estimula directamente la apoptosis de células precursoras de osteoclastos
y disminuye la diferenciacion de precursores de osteoclastos bloqueando la transcripcion
dependiente de la proteina activadora activada por el factor estimulante de colonias
RANKL / macrofago (M-CSF) mediante la reduccion de la actividad c-jun. Indirectamente,
el estrégeno puede suprimir la produccion de citoquinas reabsorbentes de hueso tales como
interleuquina (IL) -1, IL-6, TNF-a, M-CSF y prostaglandina. Finalmente, los estrogenos
también son capacés de inhibir la actividad de los osteoclastos maduros por mecanismos
directos mediados por receptores. Ademas de los cambios en los niveles de estrégenos, una
reduccion de la inhibina ovérica B a través de la transicién de la menopausia y la hormona
foliculo estimulante elevada (FSH) perimenopausica también aumentan la rotacién 6sea
(22).

Progesterona

Los receptores nucleares de progesterona (nPR) estdn presentes en osteoblastos vy
osteoclastos humanos (23). La progesterona no ha demostrado tener actividad antirresortiva
después de la menopausia, pero puede estimular la formacion ésea cuando se usa como co-
terapia con estrogeno. Estas hormonas causan un marcado aumento en la densidad mineral

Osea a partir de la menarquia, que alcanza su pico de densidad 6sea a los 25-35 afios (24).

Calcitonina

Producida en las células C o parafoliculares de la tiroides, la calcitonina es una hormona
peptidica reguladora del calcio. Estd compuesta por 32 aminoacidos e inhibe directamente
la actividad osteoclastica de forma transitoria (25).

Los osteoclastos maduros expresan el receptor de calcitonina en su superficie, que se

conoce desde hace décadas como un controlador negativo destacado de la resorcion Osea.
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La activacion del receptor de calcitonina sobre los osteoclastos, por su ligando calcitonina,
induce répidamente la pérdida del borde ondulado y la inmovilidad, seguida de retraccion
celular y detencion de la resorcion dsea. La sefializacion del receptor de calcitonina también
altera la distribucion del transportador de iones, deteriora la actividad de la enzima e inhibe
los efectos osteoclastogénicos de RANKL (26).

La calcitonina se ha usado durante mucho tiempo como agente terapeutico debido a sus
propiedades antirresortivas, efectuadas por segundos mensajeros intracelulares después de
unirse a receptores acoplados a proteinas G especificos en osteoclastos (que comprenden
siete dominios de receptores transmembrana), lo que resulta en una inhibicion no

apoptotica de la actividad osteocléstica (27).

1,25(OH)2 colicalciferol o calcitriol

La vitamina Ds;, o colecalciferol, se sintetiza en la piel. Su precursor, el 7-
deshidrocolesterol, es convertido por la luz ultravioleta del sol (UVB 290-315 nm) en una
pre-vitamina D5 , que se isomeriza lentamente a la vitamina D5 . La proteina de union a la
vitamina D (DBP) se une a la vitamina D y sus metabolitos para transportarlos en el
torrente sanguineo. Algunos nutrientes también contienen vitamina D .

La vitamina D es hidroxilada en el higado en 25-hydroxicolicalciferol [25 (OH) D], que es
el principal metabolito circulante. La hidroxilacién adicional en 1,25-dihidroxicolicalciferol
[1,25- (OH), D] ocurre principalmente en el rifidn. La hidroxilacién en el rifion es
estimulada por PTH y suprimida por fosfato. Mientras que el 25 (OH) D tiene una actividad
bioldgica limitada, el 1,25- (OH), D es el metabolito mas activo que estimula la absorcion
de calcio y fosfato desde el intestino. La produccion de 1,25- (OH), D esta bajo control de
retroalimentacion estricta, directamente por calcio sérico y fosfato e indirectamente por

calcio a través de una disminucién de PTH en suero (28, 29).
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Figura 7. Representacion esquematica del ciclo de control hormonal para el metabolismo y la funcion de la
vitamina D. Una reduccion del calcio sérico por debajo de 2,2 mmol / L (8,8 mg / dl) aumenta la secrecion de
la hormona paratiroidea (PTH), movilizando calcio del hueso y del intestino, y regula la sintesis de PTH por

retroalimentacion negativa. (Adaptado de: McKean S, 2008)(30).



GM-CSF (Granulocyte/Macrophage-Colony Stimulating Factor)

El factor estimulante de colonias de granulocitos y macr6fagos (GM-CSF) es un factor de
crecimiento hematopoyético que tiene una estructura glicoproteica y regula la formacién de
células de origen mieloide y su activacion funcional, adicionalmente, puede intervenir en la
patogenia de la osteopetrosis (15).

Se ha reportado que la interleucina-6 (IL-6) y el GM-CSF estan implicados en la formacion
de osteoclastos. EI GM-CSF es un fuerte inhibidor de la osteoclastogénesis, alto niveles de
este factor han sido identificados en el liquido sinovial en la artritis inflamatoria, asi como
en la artritis reumatoide, ademas, en presencia de factor de necrosis tumoral a (TNF-a), las
células mieloides se diferencian por el GM-CSF a osteoclastos y se identificoO que estas
células precursoras de osteoclastos eran especificas para la artritis inflamatoria; por lo
anterior, GM-CSF podria ser un mediador en la inhibicién de la osteoclastogénesis
dependiente de (TNF-a) (31).

M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor)

El CSF-1, también conocido como factor estimulante de colonias de macré6fagos (M-CSF),
es una citoquina glicoproteica homodimérica. EI CSF-1 existe en tres isoformas:
glicoproteina segregada, proteoglicano secretado y glicoproteina de superficie celular. El
CSF-1 es producido por fibroblastos, células endoteliales, monocitos, macréfagos,
osteoblastos, microglia, queratinocitos, células estromales de médula dsea, natural Killer,
células B y células T. El papel fisiologico principal del CSF-1 es como un factor de
crecimiento hematopoyético responsable de la supervivencia, proliferacion, diferenciacion
y motilidad de las células del linaje de los monocitos. Ademas, CSF-1 desempefia un papel

importante en la remodelacion 6sea y en la osteoclastogénesis (32).

1.2  OSTEOPOROSIS

La osteoporosis es una enfermedad caracterizada por una insuficiencia de masa 6sea y un
deterioro estructural del tejido 6seo que provoca un aumento de la susceptibilidad a las

fracturas, por lo general de cadera, columna y mufieca (33).
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Normal Osteoporosis

Figura 8. Comparacion entre hueso sano y hueso osteoporotico. Representacion esquematica de trabéculas

Oseas normales y con osteoporosis. (Adaptado de: A visual guide to Osteoporosis, 2016)(34)

1.2.1 Clasificacién

1.2.1.1 QOsteoporosis primarias

Constituye el grupo més amplio e incluye los casos de osteoporosis en los que no se

identifica ninguna enfermedad que la justifique directamente. Se distinguen las siguientes:

OP idiopatica juvenil y OP del adulto joven

Afecta a nifios o adultos jovenes de ambos sexos con funcion gonadal normal.

La osteoporosis juvenil idiopatica es una condicion poco frecuente, con una incidencia
estimada de 1 en 100.000, que se presenta caracteristicamente en la pubertad temprana con
dolor de espalda, dificultad para caminar y fracturas de compresion vertebral. Su etiologia
precisa no esta clara, aunque hay una evidencia de reduccion de la formacion dsea en la

histologia 6sea (35).
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Osteoporosis postmenopausica. Tipo I
Se observa disminucién de la actividad PTH para compensar el aumento de la reabsorcion
Osea. Ocurre en un subgrupo de mujeres de 51 a 75 afios y se caracteriza por una pérdida

acelerada y desproporcionada de hueso trabecular (alta remodelacion 6sea).

Osteoporosis Senil. Tipo I1

Se detecta en algunas mujeres y varones de mas de 70 afios como consecuencia de un
déficit de la funcion de los osteoblastos (bajo remodelado éseo). Otros factores
etiopatogénicos son sedentarismo-inmovilizacion, mala absorcion intestinal de calcio,
menor exposicion al sol y trastornos nutricionales que ocasionan deficit de vitamina D e
hiperparatiroidismo secundario. Se asociacion fracturas de cuello femoral, porcion

proximal del humero y pelvis, por afectarse tanto el hueso cortical como el trabecular (36).

1.2.1.2 Osteoporosis secundaria

Aquellos que pueden llegar a ocasionar OP y son una consecuencia o bien, una
manifestacion acompafiante de otras enfermedades o de su tratamiento. Los
corticoesteroides pueden producir un riesgo entre un 30-50% mayor de fractura por
fragilidad al reducir en un 30% el reemplazo de hueso durante el remodelado, siendo la

causa de osteoporosis secundaria debida a farmacos mas frecuente (37).

1.2.2 Fisiopatologia de la osteoporosis

La pérdida dsea relacionada con el envejecimiento comienza en torno a la cuarta o quinta
década y se prolonga durante el resto de la vida, en esta fase las pérdidas se estiman en un
20-30% de hueso cortical y trabecular. La cantidad de hueso formada por los osteoblastos
comienza a ser algo menor que la destruida por los osteoclastos. Esta situacidn se describe
como de “balance negativo” y su consecuencia, es la disminucion de la cantidad total de la
masa 0sea (17). Tanto el balance negativo, la presencia del hiperparatiroidismo secundario
y la deficiencia de estrogenos han sido mecanismos patogénicos ligados a la pérdida 6sea

propia del envejecimiento (38).
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En la osteoporosis establecida, el adelgazamiento del hueso cortical se combina con
delgadez y reduccion del nimero de trabéculas 6seas. En adultos mayores, el dolor de
huesos y las fracturas, en particular cadera (cuello de fémur) y vertebras, son sintomas
comunes de osteoporosis (39).

Las fracturas osteopordticas, se producen debido a una combinacion de lesion y fragilidad
Osea intrinseca. La propia fragilidad 6sea es un compuesto de geometria, baja densidad de
masa, separacion de las conexiones de microarquitectura en trabéculas y alteracion de la
calidad del material 6seo (resultado del dafio acumulado), pero las reticulaciones reducidas
del colageno y otros defectos intrinsecos del material pueden jugar también un papel
importante. La reduccion de la masa 0Osea, a su vez, es el resultado de diversas
combinaciones de deficiencia de la hormona gonadal, la ingesta inadecuada de calcio y
vitamina D, la disminucion de la actividad fisica, baja absorcion intestinal, la comorbilidad
y los efectos de los medicamentos utilizados para tratar varias condiciones médicas no
relacionadas (40).

1.2.2.1 Hiperparatiroidismo secundario vy deficiencia de Vitamina D

La deficiencia de vitamina D se distingue claramente con una concentracion baja de 25
(OH) D en suero, misma gque conduce a una pequefia disminucién de la absorcion sérica de
1,25- (OH) 2D y del calcio. La menor concentracién sérica de calcio provoca un aumento
de la secrecion de PTH, que estimula la produccién de 1,25- (OH) 2D. Mediante este
mecanismo, el suero 1,25- (OH) 2D se mantiene a niveles (casi) normales a expensas de
una concentracion sérica de PTH mas alta, que se denomina "hiperparatiroidismo
secundario”. Implica que la PTH sérica es relativamente alta para la concentracion sérica de
calcio asociada, aunque todavia puede estar dentro de los limites normales de referencia. El
aumento de la PTH en suero provoca un aumento de la rotacion désea, que suele asociarse
con una pérdida 6sea (principalmente cortical). Como es sabido de estudios en
hiperparatiroidismo primario, el hueso trabecular se conserva relativamente la densidad
mineral 6sea en la mayoria de los pacientes con hiperparatiroidismo primario, es normal en
la columna lumbar, mientras que es mas baja en el cuello femoral. Se ha propuesto el
hiperparatiroidismo secundario como el mecanismo principal por el cual la deficiencia de

vitamina D podria contribuir a la patogénesis de las fracturas de cadera. Muchos
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investigadores han observado un aumento de las concentraciones séricas de PTH en
ancianos con o sin fracturas de cadera asociadas con deficiencia de vitamina D (28).

Con la edad, una serie de otros factores también pueden causar un aumento de los niveles
de PTH. Entre los factores comunes se incluyen el deterioro de la funcion renal, el uso de

diuréticos de bucle como la furosemida y la deficiencia de estrogenos.

1.2.2.2 Estrogenos

A partir de los 10 afios siguientes a la menopausia, hay una reduccion considerable de la
masa 0sea, lo que denota una influencia hormonal de los estrogenos en el mantenimiento
de la misma. La reduccion del estrogeno sistémico favorece el desarrollo de un medio que
es perjudicial para el mantenimiento 6seo aumentando los factores locales tales como las
interleucinas, el factor de necrosis tumoral (TNF) y el factor estimulante de colonias de
macrofagos, favoreciendo asi la formacion de osteoclastos y la inhibicion de la apoptosis
osteoclastica. Este aumento en el nimero de osteoclastos activos con un aumento de la
esperanza de vida de los osteoclastos resulta en el desacoplamiento de la rotacion Gsea.
Otro fendmeno asociado con una reduccién del volumen del hueso trabecular es que se
observa un aumento reciproco en la adiposidad de la médula dsea (41).

Los estrogenos también pueden modular el balance célcico favoreciendo su absorcién
intestinal y limitando su eliminacion renal. Ademas, se ha descrito una influencia activa de
los estrdgenos en el metabolismo de la vitamina D y su capacidad para disminuir la reserva
secretora de parathormona (PTH) (38). Por lo anterior, se sabe que la deficiencia de
estrégenos durante la menopausia constituye uno de los factores patogénicos mas

importantes de la pérdida dsea asociada a la osteoporosis (15).

1.2.3 Diagnostico

Existen muchas técnicas disponibles para evaluar el mineral 6seo en multiples sitios,
incluyendo aquellos donde predominan las fracturas osteoporéticas. La técnica mas

ampliamente validada es la absorciometria de rayos X de doble energia (DXA) aplicada a

sitios de relevancia biologica, incluyendo la cadera, la columna vertebral y el antebrazo.
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El requisito fundamental para el uso de pruebas de minerales 6seos en el diagnostico y
evaluacion de la osteoporosis son sus caracteristicas de rendimiento para la prediccion de
fractura (42). Los hombres y las mujeres mayores de 60 afios de edad corren mayor riesgo
de osteoporosis que los mas jovenes. Sin embargo, es posible tener osteopenia (masa 0sea
baja) u osteoporosis a una edad mucho mas temprana.

La densidad mineral 6sea (DMO) debe medirse mediante técnicas mas especializadas.
Existen diferentes tipos de pruebas BMD, pero la mas comunmente utilizada es DXA
(absorciometria de rayos X de doble energia). La técnica mas comun para evaluar el riesgo
de osteoporosis es un DXA, que se utiliza para medir la densidad 6sea de la columna
vertebral y la cadera.(43)

Tabla 2. Diferentes tipos de pruebas DXA. Absorciometria de rayos X de doble energia (DXA) es una
radiografia de baja radiacidn capaz de detectar porcentajes muy pequefios de pérdida 6sea. Se utiliza para

medir la densidad 6sea en todo el esqueleto.

Tipo de prueba Funcion

DXA (DXA periférico) Mide la masa 6sea en el antebrazo, el dedo
y el talon.

SXA (absorciometria de rayos X de Mide el talén o la mufieca.

energia Unica)

DPA (doble foton absorciometria) Mide la columna vertebral, la cadera o el
cuerpo total.

SPA (absorciometria de un solo foton) Mide la mufieca.

QCT (Quantitative Computed Mide la columna vertebral o la cadera.

Tomography)

PQCT (QCT periférico) Mide el antebrazo.

QU (ultrasonido cuantitativo) Utiliza ondas de sonido para medir el talon
0 el dedo.

(Adaptado de: WHO, 2004) (42)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ha definido un conjunto de valores umbral
(medidas) para la osteoporosis. La medida de referencia se deriva de las mediciones de
densidad 6sea en una poblacion de adultos jovenes sanos (denominada puntuacion T). La

osteoporosis se diagnostica cuando la DMO de una persona es igual o superior a 2,5
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desviaciones estandar por debajo de esta medida de referencia. La osteopenia se diagnostica
cuando la medicién esta entre 1 y 2,5 desviaciones estandar por debajo de la medida de

referencia para adultos jovenes (44).

Estado de la cadera de la DMO

T-score normal de -1 o superior

Osteopenia puntuacion T menor que -1 y mayor que -2,5

Osteoporosis T-score de -2,5 o inferior

Osteoporosis grave T-score de -2,5 o inferior, y la presencia de al menos
una fractura fragil

Tabla 3. Valores de evaluacién para el diagnostico de osteoporosis a través de la densidad mineral 6sea.

(Adaptada de: Kanis, JA 2002)(44)
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1.3 FACTOR ESTIMULANTE DE COLONIAS DE MACROFAGOS (M-CSF) Y SuUs
APLICACIONES TERAPEUTICAS

Dadas las caracteristicas del factor estimulante de macrofagos, se sabe que participa
ampliamente en diversos mecanismos celulares. La expresion de CSF-1y / o CSF-1R ha
sido documentada en una serie de tumores malignos humanos, incluyendo cancer de mama,
prostata, ovario y linfoma de Hodgkin clasico (cHL). En diversos trabajos se ha estudiado
el papel de este sistema de receptores de citoquinas en la transformacién maligna utilizando
un tratamiento in vitro con un anticuerpo monoclonal que inhibe la activacion del receptor
CSF-1 (CSF-1R) dando como resultado la muerte celular de macrofagos diferenciados con
CSF-1. En modelos animales, la inhibicion del LCR-1R reduce fuertemente los macréfagos
asociados a tumores F4 / 80 + acompafiados por un aumento del CD8 +, lo que se tradujo
en respuestas clinicas objetivas en pacientes con tumor de células gigantes (32).

Ademas, el factor estimulante de las colonias de macréfagos (M-CSF) se utiliza como
estrategia conjunta para tratar la neutropenia inducida por quimioterapia, y de igual manera
se asocia con marcadores aumentados de la actividad osteoclastica y disminucion de la
densidad mineral 6sea (DMO) (45).

En los dltimos afios, varios estudios han demostrado que el bloqueo del factor 1 de
estimulacion de colonias (CSF-1) o su receptor (CSF-1R), mediante la administracion de un
anticuerpo monoclonal, inhibe la progresion de la enfermedad en modelos de roedores y en
muestras de pacientes con artritis reumatoide (AR) y osteoartritis (OA), anulando el dafio
del cartilago, la erosion dsea y la pérdida dsea sistémica, y esto se asocié con el
agotamiento de los osteoclastos en ambos modelos. Estos estudios sugieren que el bloqueo
de CSF-1R en el sitio de lesion inicial (articulacion), podria representar una alternativa
terapéutica para mejorar las discapacidades funcionales, atenuar el dolor y la inflamacion
en pacientes con AR y OA mediante el efecto protector del hueso y el cartilago ejercido por
el anticuerpo (46, 47).

Por ultimo, un reciente estudio de la Universidad Autonoma de Tamaulipas, sugiere que la
inhibicion del CSF-1R revierte de manera parcial la pérdida 6sea en un modelo murido de
osteoporosis tipo 1, obtuvieron resultados positivos recuperando y previniendo la densidad

mineral 6sea (DMO), indice de volumen 6seo (BV/TV) y nimero de trabéculas (Th.N); sin
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embargo, no previno la disminucion del grosor trabecular (Tb.Th), en la region de fémur
distal (48).
2 JUSTIFICACION

La pérdida dsea resultante en osteoporosis, es principalmente consecuencia del
envejecimiento normal, pero también puede ocurrir debido a un deterioro del desarrollo de
la masa 6sea maxima o a la pérdida excesiva en la adultez. A medida que las poblaciones
envejezcan, aumentara el nimero de fracturas osteoporéticas en las personas de la tercera
edad, con un impacto catastréfico en la discapacidad, en la mortalidad y en la economia.
Una de cada 12 mujeres y uno de cada 20 hombres mayores de 50 afios sufriran una
fractura de cadera en la edad adulta. Dada las cifras de crecimiento demogréfico y la
prevalencia de fracturas osteopordticas asociadas al envejecimiento, se estima que su
incidencia crezca de manera acorde (49).

Las fracturas osteopordticas se asocian con dolor, depresion y pérdida de bienestar; suelen
implicar una serie de graves complicaciones y discapacidades que, a su vez, llevan a un
enorme gasto y con frecuencia a la muerte (50). La osteoporosis vertebral se asocia con mas
de 500.000 fracturas anuales, la mayoria de las cuales ocurren en mujeres mayores de 65
afios (51).

Con el envejecimiento existe ademas, una disminucidn importante en la formacién 6sea que
se debe, fundamentalmente, a que en la médula la osteoblastogénesis pasa a un segundo
plano cediendo a la adipogénesis su papel principal. Tanto RANKL y M-CSF activan
numerosos caminos de sefalizacion, es por ello que son potenciales objetivos para
aplicaciones terapéuticas (52). Mientras numerosos estudios han mostrado la importancia
del RANKL en la resorcién 6sea mediada por osteoclastos en artritis inflamatoria, artritis
reumatoide y osteoporosis, la informacion ha sido muy limitada hasta la fecha sobre el rol
que tiene el segundo factor esencial para la diferenciacion osteoclastica: el factor

estimulante de colonias de macrofagos 1(CSF-1R; c-Fms) (46).

Por lo anterior, es prioritaria la busqueda de diferentes formas de prevencion, asi como

nuevas alternativas de tratamientos de la osteoporosis senil.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antiosteoporoético de un inhibidor del factor estimulante de colonias de

macrofagos en ratones de la cepa BALB/c geriatricos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la densidad y microarquitectura 6sea de fémur, tibia y vértebra L5 en
ratones BALB/c hembra de un afio de edad, por medio de microtomografia
computarizada.

2. Establecer si la administracion del anticuerpo contra el receptor CSF-1R revierte la

pérdida osea.

4 HIPOTESIS

La administracién sistémica y cronica de un anticuerpo contra el receptor CSF-1R previene

la pérdida del sistema 6seo debido al envejecimiento.
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5 METODOLOGIA
5.1 GENERALIDADES

Se utilizaron 12 ratones hembras (Mus musculus) cepa BALB/c de 12 meses de edad. Los
animales se mantuvieron con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, en un cuarto a
temperatura (22+2°C) y humedad (50%) constantes, con agua y alimento ad libitum. Se
implemento tiempo de adaptacion de 2 semanas a partir de la llegada de los animales.

El protocolo de esta investigacion fue revisado y aprobado por la Comision de
Investigacion y por el Comité de Etica en Investigacion de la Unidad Académica
Multidisciplinaria Reynosa-Aztlan, Universidad Auténoma de Tamaulipas, basado en la
Norma Oficial Mexicana para el cuidado y uso de animales de laboratorio (NOM-062-
Z00-1999).

Figura 9. Ratones geriatricos hembra cepa BALB/c.

Laboratorio de Farmacologia Neurovascular de la Universidad Autonoma de Tamaulipas.




5.2 PROCEDIMIENTOS

5.2.1 Administracion de farmaco y vehiculo

Los animales se separaron en dos grupos: Grupo experimental y Grupo control, el tamafio
de muestra (n) para cada grupo fue de 6 animales, respectivamente.

La dosis intraperitoneal de anti-CSF1R se basé en estudios anteriores en donde Alvarado y
Urbina, sefialan que la administracion intraarticular de 10 pg de anticuerpo anti-CSF-1R
produce una disminucién del ndmero de osteoclastos (aproximadamente 70%) en un
modelo de osteoclastogénesis inducida por lipopolisacarido en ratones (47);
adicionalmente, de un estudio recientemente desarrollado en el laboratorio de Farmacologia
Neurovascular de la Universidad Autonoma de Tamaulipas, donde se administré anticuerpo
2G2 a razdén de 10 mg/kg, intraperitoneal (IP) cada 7 dias, durante 6 semanas en un modelo
de OV X produciendo un aumento en la densidad mineral 6sea.

Dado lo anterior, el anticuerpo 2G2 y el vehiculo, se administraron a razén de 10 mg/kg, IP
c/7 dias, durante 6 semanas a ratonas de 12 meses de edad. El vehiculo se prepar6 con una
soluciéon buffer con cloruro de sodio (NaCl) a razén de 40.6mg/5mL, L-Histidina
6.3mg/5ml y L-Histidina monoclorohidratada 12.5mg /5 mL (Sigma-Aldrich, México).

El anticuerpo contra el receptor del factor estimulante de colonias de macrofagos-1 (2G2)
fue adquirido gracias al convenio establecido con la empresa ROCHE Alemania y la

Universidad Auténoma de Tamaulipas.
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Figura 10. Administracién del anticuerpo 2G2 y el vehiculo por via intraperitoneal.

5.2.2 Eutanasia de los animales y extraccion de vértebra L5, fémur y tibia

Al terminar la sexta semana de administracion, se realizd eutanasia a los grupos
experimentales, con sobredosis de pentobarbital sédico via intraperitoneal a dosis mayor de
120 a 210 mg/kg (53).

Para la extraccion de la vértebra L5, se realiz6 una incision primaria ventral, de caudal
hacia craneal, de tal manera que quedaron expuestas cavidad abdominal y una porcién de
cavidad toracica. Se retiraron érganos de la cavidad abdominal, y se localizaron vértebras
lumbares de L1 a L6 para su posterior extraccion con ayuda de tijeras mayo. Asi mismo, se
continué con la extraccion de fémur y tibia de ambas extremidades, separandolas del
acetadbulo de la articulacion de la cadera, asegurandose de que la cabeza de fémur se
encontrara integra. Todas las muestras se pusieron en tubos conicos de 15 mL con solucién

salina fisioldgica (SSF) y se conservaron a 4° C para su posterior analisis.

5.2.3 Analisis por microtomografia computarizada (Micro-CT)

Para el analisis de parametros 6seos de fémur, tibia y vertebra L5, se envolvieron las
muestras en un pafio himedo, se colocaron en un tubo cénico de 15 mL y se procedi6 a su

analisis.




Se realiz6 la adquisicion de imagenes en el equipo de microtomografia de rayos X de alta
resolucion Skyscan 1272, con una potencia de rayos X de 60 kV y 166 YA, una resolucion
de imagen de 1344X2016 pixeles, un tamafio de voxel de 10 um, y un paso de rotacion de

0.2 grados.

Figura 11. Micro-CT SakyScan 1272. Colocacién de la muestra para adquisicion de imagenes.

Una vez realizado el escaneo, se reconstruyeron imagenes con el programa NRecon, con
una correccion de protones de energia del 30% Yy correccion de anillos de 5%.
Inmediatamente después del escaneo, se procedid a su orientacién con el programa
DataViewer y finalmente se realiz6 el anélisis con el programa CTAN.

Los parametros analizados en el caso de fémur distal, tibia y L5 fueron: densidad mineral
6sea (DMO), la cual se obtuvo mediante la calibracion y analisis de dos piezas de
hidroxiapatita (250 mg y 750 mg), indice de volumen 6seo (BV/TV), nimero de trabéculas
(Th.N), grosor trabecular (Tb.Th), separacion trabecular (Th.Sp) y grado de anisotropia
(AD). Para la obtencion de los parametros trabeculares de fémur vy tibia se analizé una
region de interés de 2 mm, tomados a partir de 0.5 mm distales de la placa de crecimiento.
En vértebra L5 se analizaron 2 mm tomados a partir de la region media del cuerpo de la
vertebra (1 mm hacia arriba y 1 mm hacia abajo).
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Los parametros corticales para fémur y tibia fueron densidad mineral Gsea cortical
(DMOQc), grosor (Ct.Th) y area cortical (Ct.Ar), se analizaron en una region de interés de 1

mm tomados a partir de 4 mm distal a la placa de crecimiento.

Figura 12. Procesamiento de datos. Orientacion de las muestras con el programa Dataviewer (arriba) y

analisis de las mismas mediante el programa CTan (abajo).
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5.2.4 Analisis y modelo estadistico

Para la prueba estadistica se establecié la comparacién de medias + el E.E.M (error
estandar de la media), se realizd un anélisis de varianzas prueba de Fisher y se calculé el
valor de probabilidad para cada pardmetro. El valor de p <0,05 fue considerado
estadisticamente significativo.

Las graficas y el analisis estadistico se realizaron con el programa GraphPad Prisma

version 7.0 para Windows.
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6 RESULTADOS

Los grupos experimentales se dividieron en dos, como se indica en la seccion de
metodologia. Para el correcto seguimiento de los grupos, se procedio al registro del peso
corporal de los animales al inicio del protocolo experimental, una vez por semana y antes
de la eutanasia. Como se puede observar en la Tabla 3, no se registraron cambios en el
peso de los animales tratados con el anticuerpo 2G2, desde el inicio de la administracion

hasta la eutanasia de los mismos.

Tabla 4. Registro de pesos. Se registré semanalmente el peso de los 6 animales de cada grupo y se sac6 un

promedio, no hubo variaciones en los pesos de ambos grupos.

Semanas lea 2a 3a 4a 5a 6a
Grupo 34 34 34 34 34 34
Control

(peso X en gramos)

Grupo 34 34 34 34 34 34
2G2

(peso X en gramos)

X — Promedio de los pesos.
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En la tabla 5 se muestran los valores de p obtenidos a partir de una prueba de Fisher para
comparacion de varianzas, en donde la densidad mineral 6sea (DMO) y el grosor cortical
(Ct.Th) del hueso trabecular de fémur, el grosor trabecular (Th.Th) del cuello de femur vy el

grosor trabecular (Tb.Th) de la vertebra L5, tuvieron diferencias estadisticamente

significativas con valores de p <0,05.

Tabla 5. Valores de probabilidad obtenidos mediante la prueba estadistica de Fisher. * p<0,05 vs control.

NA=no aplica.
Indice Densidad
Densidad de Numero mineral )
mineral | volumen | Grosor de Separacion | Grado de Osea Area | Grosor
Osea 0seo | trabecular | trabéculas | trabecular | anisotropia | cortical | cortical | cortical
(DMO) | (BV.TV)| (Tb.Th) (Tb.N) (Th.Sp) (AD) (DMOc¢) |(CT.Ar) | (Ct.Th)
Fémur | 0.0081* | 0.1273 0.0708 0.2328 0.722 0.2652 0.8879 0.1958 |0.0132*
Cuello
de fémur | 0.2651 0.2651 0.0496* 0.8888 0.4892 0.4123 NA NA NA
Vértebra
L5 0.1236 0.1137 0.0002* 0.413 0.6261 0.2716 NA NA NA
Tibia 0.6198 0.1905 0.2743 0.2877 0.424 0.7023 0.8879 0.9109 | 0.2953
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6.1 PARAMETROS DE HUESO TRABECULAR Y CORTICAL EN LA METAFISIS DISTAL DEL
FEMUR

El anélisis por medio de microtomografia computarizada permitio el escaneo de la region
trabecular y cortical en el fémur distal de ratones hembra geriatricos cepa BALB/c.

La figura 13, es una fotografia representativa de un corte transversal en tres dimensiones
del fémur distal del grupo control (A) y grupo tratado con el anticuerpo 2G2 (B). De
manera cualitativa, puede observarse en el panel B un aparente aumento del tejido dseo en

la zona marcada con el circulo rojo, comparado con el panel A.

a  CONTROL

Figura 13. Reconstruccion tridimensional de hueso trabecular de la metéafisis distal del fémur, obtenida
mediante microtomografia computarizada. Se observa una comparacion esquematica entre grupo control
(panel A) y grupo tratado con anticuerpo 2G2 (panel B), resaltando en un circulo rojo un aumento aparente

del tejido éseo en el grupo 2G2.
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Figura 14. Microarquitectura 6sea trabecular a nivel de metéafisis distal en fémur. Los parametros de DMO

trabecular (A), grosor trabecular (B), separacién trabecular (C), indice de volumen dseo (D), nimero de

trabéculas (E) y grado de anisotropia (F), de ambos grupos control y 2G2, no mostraron diferencias

significativas p<0,05. Los datos representan los valores de la media + el E.E.M.
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Figura 15. Microarquitectura dsea cortical a nivel de metéfisis distal en fémur. Los pardmetros de DMO
cortical (A), grosor cortical (B), area cortical (C), de ambos grupos control y 2G2, no mostraron diferencias

significativas p<0,05. Los datos representan los valores de la media + el E.E.M.

6.2 PARAMETROS DE HUESO TRABECULAR A NIVEL DE CUELLO DE FEMUR

La figura 14, es una fotografia representativa de un corte transversal en tres dimensiones
del cuello de fémur del grupo control (A) y grupo tratado con el anticuerpo 2G2 (B). De

manera cualitativa, puede observarse en el panel B un aparente aumento de grosor

trabecular (Th.Th) en la zona marcada con el circulo rojo, comparado con el panel A.

CONTROL

Figura 16. Reconstruccion tridimensional del cuello de fémur, obtenida mediante microtomografia
computarizada. Se observa una comparacion esquematica entre grupo control (panel A) y el grupo tratado
con anticuerpo 2G2 (panel B), resaltando en el circulo rojo un aparente aumento de grosor trabecular
(Th.Th) en el grupo 2G2.
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Figura 17. Microarquitectura dsea trabecular a nivel de cuello de fémur. Los pardmetros de DMO

trabecular (A), grosor trabecular (B), separacion trabecular (C), indice de volumen 6seo (D), nimero de

trabéculas (E) y grado de anisotropia (F), de ambos grupos control y 2G2, no mostraron diferencias

significativas p<0,05. Los datos representan los valores de la media + el E.E.M.
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6.3 PARAMETROS DE HUESO TRABECULAR A NIVEL DE VERTEBRA L5

La figura 15, es una fotografia representativa de un corte transversal en tres dimensiones de
la vértebra lumbar 5 del grupo control (A) y grupo tratado con el anticuerpo 2G2 (B). De
manera cualitativa, puede observarse en el panel B un aparente aumento de grosor

trabecular (Th.Th) en la zona marcada con el circulo rojo, comparado con el panel A.

A CONTROL

\

Figura 18. Reconstruccion tridimensional de la vértebra L5, obtenida mediante microtomografia
computarizada. Se observa una comparacion esquematica entre grupo control (panel A) y grupo tratado con
anticuerpo 2G2 (panel B), resaltando en el circulo rojo un aparente aumento de grosor trabecular (Tb.Th) en
el grupo 2G2.
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Figura 19. Microarquitectura 6sea de vértebra lumbar 5. Los parametros de DMO trabecular (A), grosor
trabecular (B), separacion trabecular (C), indice de volumen 6seo (D), nimero de trabéculas (E) y grado de
anisotropia (F), de ambos grupos control y 2G2, no mostraron diferencias significativas p<0,05. Sin
embargo, el grosor trabecular (Th.Th) muestra una posible tendencia. Los datos representan los valores de
la media + el E.E.M.
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6.4 PARAMETROS DE HUESO TRABECULAR Y CORTICAL A NIVEL DE TIBIA

El anélisis por medio de microtomografia computarizada permitio el escaneo de la region
trabecular y cortical en la tibia de ratones hembra geriatricos cepa BALB/c.

La figura 16, es una fotografia representativa de un corte transversal en tres dimensiones
de la tibia del grupo control (A) y grupo tratado con el anticuerpo 2G2 (B). De manera
cualitativa puede observarse que los paneles A y B posen una cantidad y tamafio de
trabéculas semejante, es decir, se aprecia una disminucion de tejido 6seo en ambas sin

diferencias significativas entre si.

CONTROL

A

A
2

P

Figura 20. Reconstruccidn tridimensional de la tibia obtenida mediante microtomografia computarizada. Se
observa una comparacion esquematica entre grupo control (panel A) y grupo tratado con anticuerpo 2G2

(panel B), resaltando una reduccién del tejido 6seo en ambos grupos, sin alguna diferencia aparente.
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Figura 21. Microarquitectura 6sea de hueso trabecular de tibia. Los pardmetros de DMO trabecular (A),

grosor trabecular (B), separacion trabecular (C), indice de volumen 6seo (D), nimero de trabéculas (E) y

grado de anisotropia (F), de ambos grupos control y 2G2, no mostraron diferencias significativas p<0,05.
Los datos representan los valores de la media + el E.E.M.
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Figura 22. Microarquitectura ésea cortical a nivel de tibia. Los parametros de DMO cortical (A), grosor
cortical (B), area cortical (C), de ambos grupos control y 2G2, no mostraron diferencias significativas

p<0,05. Los datos representan los valores de la media £ el E.E.M.
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7 DISCUSION

La pérdida désea asociada a la osteoporosis esta caracterizada por una insuficiencia de masa
Osea y un deterioro estructural del tejido 6seo que provoca un aumento de la susceptibilidad
a las fracturas, por lo general de cadera, columna y mufieca (33).

Los mecanismos que subyacen la fisiopatologia de la osteoporosis, estan intimamente
ligados a la resorcion 6sea y las citoquinas involucradas en la diferenciacion de las células
0Oseas.

El M-CSF activa numerosos caminos de sefializacion en la diferenciacion de los
osteoclastos, es por ello que es un potencial objetivo para aplicaciones terapéuticas (52).
Varios estudios han demostrado que el bloqueo de la acumulacion de estimulantes de factor
1 (CSF-1) o su receptor (CSF-1R) inhibe el progreso de la disfuncién en el caso de la
artritis reumatoide (AR) (46, 47); Sin embargo, la inhibicién del CSF-1 / CSF-1R en
modelos de osteoporosis senil permanece poco estudiada.

El presente trabajo evalud el efecto antiosteopordtico de un inhibidor del factor estimulante
de colonias de macréfagos en ratones de la cepa BALB/c geriatricos, mediante la
determinacion de la densidad y microarquitectura 6sea de fémur, tibia y vértebra por medio
de microtomografia computarizada.

El modelo biol6gico utilizado para este proyecto fueron ratones hembra BALB/c geriatricos
de 12 meses de edad, debido a que presentan muchos de los cambios observados en los
seres humanos y, por lo tanto, son un modelo clinicamente relevante para estudios de
envejecimiento esquelético (54). Adicionalmente, se ha descrito que en la cepa BALB/c los
niveles de densidad 6sea adquiridos en la edad adulta se mantienen consistentes durante 12
meses. La densidad del fémur BALB/c parece alcanzar su maximo a los 8 meses para luego
disminuir hasta los 12 meses comparado con los niveles observados a los 4 meses de edad,
tal como lo describe Beamer (55).

Los resultados obtenidos mediante microtomografia computarizada en el presente estudio,
reflejan una diferencia estadisticamente significativa (p <0,05), en la densidad mineral dsea
(DMO) y de grosor cortical (Ct.Th) a nivel de metéfisis distal de fémur. En el caso de

cuello de fémur y vértebra L5, éestas tuvieron diferencias estadisticamente significativas
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solo en el grosor trabecular (Th.Th), aunque no hubo diferencias en los parametros de
hueso cortical y trabecular de tibia.

Estos resultados, guardan relacion con un reciente estudio de la Universidad Autonoma de
Tamaulipas que sugiere que la inhibicion del CSF-1R revierte de manera parcial la pérdida
6sea en un modelo murido de osteoporosis tipo 1, donde se obtuvieron resultados positivos
recuperando y previniendo la densidad mineral 6sea (DMO), indice de volumen dseo
(BVITV) y nimero de trabéculas (Th.N); sin embargo, no previno la disminucion del
grosor trabecular (Th.Th) en la region de femur distal, en contraste con el presente estudio
en donde si se observd diferencia estadistica (48).

Para elucidar las diferencias entre los resultados obtenidos, se debe tomar en cuenta el
papel que funge la fisiopatologia de la osteoporosis senil y la ausencia de estrogenos en la
menopausia.

Los ratones hembra envejecidos desarrollan deficiencia de estrgenos, aunque esto
claramente no es tan profundo como el observado en las mujeres posmenopausicas.
Curiosamente, las disminuciones relacionadas con la edad en el hueso trabecular vertebral y
femoral comienzan en ratones hembra a partir de los 2 meses de edad en un momento de
suficiencia de esteroides sexuales, sugiriendo que la pérdida de hueso trabecular en ratones,
como en humanos, puede ser relativamente independiente de esteroides sexuales (56).

Ucer y colaboradores, sugieren que los efectos de la deficiencia de esteroides sexuales y el
envejecimiento en el esqueleto mdrido son independientes en los que el mecanismo
prevaleciente de la pérdida Osea cortical en ambos sexos, es el aumento de la
osteoclastogénesis causada por la deficiencia de estrégenos (57).

Por otra parte Syed y colaboradores, utilizaron un modelo experimental en el que
mantuvieron niveles relativamente constantes de estrogenos durante la vida de los
animales; los datos demuestran claramente que la pérdida de hueso trabecular relacionada
con la edad en la columna lumbar es independiente de cualquier efecto de deficiencia de
estrogenos en ratones hembra. Por el contrario, sus resultados son coherentes con un papel
de los estrégenos en el mantenimiento de hueso cortical sobre la vida en este modelo de

raton.
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Ademas de la prevencion de la pérdida de hueso cortical en la tibia, también se encontr6
que el mantenimiento de los niveles constantes de estrogenos durante la vida evito el
aumento de la masa grasa relacionado con la edad.

Asi, de ésta manera reportan que el estrogeno es mas eficaz en la prevencion de la pérdida
Osea relacionada con la edad en un sitio de mayor carga (es decir, hueso cortical en la
diéfisis tibial) en comparacién con el peso relativamente ligero que lleva hueso trabecular
(56).

Esto concuerda con lo reportado por Willinghan y colaboradores (54), en donde se
analizaron puntos de quiebre de fractura Osea en varios sitios en ratones BALB/c y
encontraron que durante el envejecimiento (7-20 meses), el area cortical se mantuvo
mientras que el momento de inercia continué aumentando. Datos reportados en el mismo
estudio indican que varios sitios de analisis 6seo en ratones BALB/c muestran que la
mineralizacion se mantiene o aumenta ligeramente durante los 20 meses de edad, sin
evidencia de disminucion. El andlisis general de la estructura 6sea trabecular revel6 que los
cambios relacionados con la edad dependian estrechamente del sitio de andlisis (54).

A partir de los hallazgos encontrados, se puede establecer que la administracion sistémica y
cronica de un anticuerpo contra el receptor CSF-1R previene parcialmente la pérdida del
sistema 0seo debido al envejecimiento. La explicacion mas plausible para los hallazgos del
presente trabajo, es la influencia directa de los mecanismos asociados a la senectud que
forman un complejo conjunto intimamente relacionado a la pérdida de masa Osea. La
disminucion de los osteoclastos, a través de la inhibicion del receptor del CFMS-1 parece
no ser suficiente para detener la pérdida de la densidad mineral 6sea. Esto se puede atribuir
a los muchos otros factores implicados en la osteoporosis senil, los cuales incluyen: una
disminucion de los progenitores osteoblasticos debido en parte a la disfuncion
mitocondrial, la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y dafio al ADN, asi
como el aumento de la osteoclastogénesis causada por otros mecanismos de envejecimiento
(independiente de la deficiencia de esteroides sexuales); Ademas, la acumulacion de
peroxido de hidrogeno en la célula del linaje de los osteoclastos, los nichos
microambientales celulares, la presencia del sistema RANK y RANK/L-OPG, cambios
moleculares, deficiencia de vitamina D, baja absorcion intestinal de Ca+, entre otros

factores. Ademas, los mecanismos compensatorios en el envejecimiento de los ratones que
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conducen a un aumento de la sefializacion BMP y Wnt y la expresion de los osteoblastos,
asi como la proliferacién en esta poblacidn de progenitores de la médula dsea y el aumento
de la apoptosis de las células mas maduras con el envejecimiento (19, 22, 41)

Por lo anterior, queda claro que la diferencia estadisticamente no significativa obtenida en
los resultados de los pardmetros 6seos del hueso cortical, puede deberse a la presencia de
estrogenos en las hembras de 12 meses de edad, en contraste al hueso trabecular, asociado a
mecanismos de senectud y la accion propia del anticuerpo.

Reconociendo en las limitaciones, la utilizacion de un modelo més afin a la osteoporosis
senil, proponiendo modelos como los reportados por Syed y colaboradores, quienes han
trabajado con hembras ovarectomizadas a los 6 meses de edad y permitieron su desarrollo
hasta los 18 a 22 meses, siendo una excelente opciodn, ya que se eliminan asi los estrogenos
como protector de hueso cortical y se pueden observar con mas exactitud los cambios 6seos
propios de la senectud en una edad mayor a 12 meses.

Es dificil abarcar todos los factores asociados a la pérdida 6sea; sin embargo, la utilizacion
del anticuerpo anti CFMS-1, y sus efectos parcialmente positivos, proporciona un mayor
entendimiento y optimizacion de nuevos blancos terapéuticos en el estudio de la

osteoporosis.
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8 CONCLUSIONES

Se evalud el efecto antiosteopor6tico de un inhibidor del factor estimulante de colonias de
macrofagos en ratones de la cepa BALB/c geriatricos, mediante la determinacion de la
densidad y microarquitectura 6sea de fémur, tibia y vértebra por medio de microtomografia

computarizada.

Se concluye que la administracion del anticuerpo contra el receptor CSF-1R, puede llegar a
revertir de manera parcial la pérdida ésea en un modelo murido geriatrico cepa BALBI/c.
Sin embargo, es prioritario en un futuro esclarecer ampliamente los mecanismos
fisiopatologicos de la osteoporosis senil, asi como busqueda de diferentes modelos
experimentales para proponer nuevos tratamientos asociados con la inhibicion del receptor
CSF-1R.
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